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1.1. Valoracion de la irritacion ocular y dérmica

La localizacién anatomica del ojo y de la piel predispone a estas
estructuras a la exposicion a una gran variedad de sustancias. Esta exposicion,
que puede ser accidental o voluntaria, puede provocar efectos adversos como
la irritacion. Por tanto, es muy importante que se evalle el potencial irritante
dérmico y ocular de cualquier producto quimico, farmacéutico o cosmético, ya

esté destinado o no a su aplicacion topica.

En este sentido, un caso acaecido en los afnos 30 en Estados Unidos
significo el punto de partida para el desarrollo de métodos que garantizasen la
seguridad de los productos cosméticos. En 1933, una mujer estadounidense de
38 anos quedod ciega después de utilizar una mascara de pestanas que contenia
parafenilendiamina, una sustancia quimica capaz de causar blefaritis alérgica,
gueratoconjuntivitis cronica y queratitis bacteriana secundaria (Wilhelmus,
2001). Este hecho despertd la preocupacion social por la posible capacidad de
cualquier producto de consumo de producir irritacion y corrosion ocular. Como
respuesta a este acontecimiento y a otros similares, el congreso de los Estados
Unidos elabord una ley en 1938, la Federal Food, Drug and Cosmetic Act, que
atribuia a los fabricantes la responsabilidad de la seguridad de sus productos
cosmeéticos. Esta legislacion obligaba a los fabricantes a evaluar la seguridad de
sus productos antes de comercializarlos (Oser, 1987). John Draize y su equipo
desempefiaron un papel muy importante en el desarrollo de métodos para
evaluar la seguridad de los productos cosméticos. Durante los afos 40 y como
jefe del departamento de toxicidad dérmica y ocular de la Food and Drug
Administration (FDA), desarrolld6 un método para valorar la toxicidad de los
productos que se administran por via topica, tanto a nivel cutdneo como
ocular. Las técnicas descritas por Draize fueron asimiladas rapidamente por la
FDA y por muchos otros laboratorios que las acabaron incluyendo como
protocolos habituales para ensayar un gran nimero de compuestos quimicos y
productos cosméticos. A principios de los afios 60, empezaron a conocerse
estos ensayos como la técnica de Draize o el ensayo de Draize. Actualmente,
los métodos que utilizan animales de laboratorio para la valoracién descriptiva
de los efectos adversos sobre el ojo o la piel todavia se conocen como ensayos
de Draize y se encuentran aprobados y aceptados por la Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrollo Econdmico (OCDE). Las legislaciones de la mayoria
de paises todavia exigen la realizacion de estos ensayos antes de comercializar
productos de administracion topica. Por tanto, la aplicacion de sustancias en el

ojo o la piel de conejos es el principal método utilizado para valorar los efectos



Introduccion

nocivos de las sustancias que pueden entrar en contacto con el ojo o la piel.
Con estos ensayos se pueden identificar tanto los dafios reversibles como los
irreversibles (por ejemplo, la corrosidon) y proporcionan una valoracién
cualitativa a la que se atribuye valor numérico que permite clasificar los

compuestos en funcién de su efecto irritante.

1.1.1. Anatomia del ojo humano

En los humanos adultos, el globo ocular tiene un didmetro de unos
2,5 cm. De su area de superficie total, sélo queda expuesta al ambiente la
sexta parte anterior, mientras que el resto se encuentra protegido por los
parpados y la orbita 6sea. Desde el punto de vista anatdomico, la pared del
globo ocular consta de tres capas también denominadas tunicas: la tdnica
fibrosa, la tunica vascular y la tanica nerviosa. La tunica fibrosa es la capa mas
externa y consta de la cérnea, una lente transparente que se sitla en la zona
anterior, y la esclerdtica, una capa opaca de tejido conjuntivo denso que
proporciona elasticidad y rigidez al ojo. La tUnica vascular o Uvea es la capa
intermedia y se compone de tres partes: coroides, cuerpo ciliar e iris.
Finalmente, la tUnica nerviosa es la capa mas interna y esta formada por la
retina, una membrana donde se localizan los fotorreceptores y que se

encuentra conectada al sistema nervioso central.

La coérnea se organiza histoldgicamente en cinco capas principales:
epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio
(Figura 1.1). Para llegar hasta la retina, la luz debe atravesar la cdrnea, por
tanto, la transparencia de esta lente es uno de los principales factores que
afectan al correcto funcionamiento del ojo. Existen diversos aspectos
anatomicos y fisiolégicos que desempenan un papel importante en el
mantenimiento de su transparencia como, por ejemplo, la ausencia de
vascularizacién y pigmentacién, la correcta organizaciéon histolégica de las
células epiteliales y endoteliales, la organizacion precisa de las ldminas de
colageno en el estroma y el correcto funcionamiento de las células escamosas
y cuUbicas para eliminar agua de la cérnea. La alteracidon de cualquiera de
dichos aspectos podria provocar la opacidad de la lente y, por tanto, impedir su

correcto funcionamiento.

La conjuntiva es una membrana mucosa que recubre tanto Ia
superficie de la esclerdtica que queda expuesta al ambiente (conjuntiva

bulbar), como la superficie interna de los parpados (conjuntiva palpebral)
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(Figura 1.1). La conjuntiva estd vascularizada e inervada y posee glandulas

conjuntivas y células inflamatorias.

El iris es uno de los componentes fundamentales de la tunica vascular.
Se halla suspendido entre la cérnea vy el cristalino y su borde externo se inserta
en los procesos ciliares (Figura 1.1). Estd formado por fibras circulares vy
radiales de musculo liso y su funcién primordial es regular la cantidad de luz
que llega al interior del globo ocular a través de la pupila. El sistema nervioso
autonomo se encarga de la regulaciéon del didmetro pupilar en respuesta a

cambios en la intensidad de la luz.

Ademads, el globo ocular presenta unas estructuras accesorias: los
parpados, las pestafas, las cejas, los musculos extrinsecos del ojo y el aparato

lagrimal.

Los parpados son unos pliegues cutaneos que cubren los ojos durante
el suefio, los protegen frente al exceso de luz y los cuerpos extrafios y

distribuyen secreciones lubricantes sobre los globos oculares.

Las pestafas, que surgen del borde de cada parpado, y las cejas, que
describen un arco transversal por arriba del parpado superior, protegen al

globo ocular frente a los cuerpos extrafos, el sudor y la luz solar directa.

Los seis musculos extraoculares, que mueven el globo ocular, reciben
inervacion de los pares craneales III, IV o VI. Dichos musculos son los rectos
superior, inferior, externo e interno del ojo, y los oblicuos superior e inferior.
En general, sus unidades motoras son pequefias. Algunas motoneuronas
inervan solo dos o tres fibras musculares lo cual hace posible que los ojos

presenten esos movimientos tan rapidos, uniformes y precisos.

El aparato lagrimal, integrado por un grupo de estructuras, produce y
drena las lagrimas. Las glandulas lagrimales, cada una del tamafio y forma
aproximados de una almendra, secretan un liquido acuoso (que sale a través
de seis a doce conductos lagrimales) que se vierte en la superficie conjuntival
del parpado superior. Las lagrimas son una soluciéon acuosa que contiene sales,
algo de moco y lisozima, una enzima protectora que destruye las bacterias.
Ademas protegen, limpian, lubrican y humectan el globo ocular. Después de
secretadas, las lagrimas fluyen en sentido medial sobre la superficie del globo
ocular, gracias al parpadeo. Cada glandula produce diariamente casi 1 ml de

esta solucidn.
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Figura 1.1. Esquema de la anatomia del ojo. En la parte superior (a) se muestra la
localizacién de la conjuntiva que recubre la parte externa del globo ocular y la cara
interna de los parpados. También se muestran todas las estructuras que forman el
globo ocular (b) y la organizacion histoldgica de la cérnea (c).

En condiciones normales, tanto la produccion como la eliminacién de las
lagrimas se llevan a cabo a la misma velocidad, ya sea porque estas se
evaporan o bien porque fluyen por los canales lagrimales y de estos a las fosas
nasales. Sin embargo, cuando una sustancia irritante entra en contacto con la
conjuntiva, estimula la sobreproducciéon de las glandulas lagrimales y su
secrecion se acumula. La lagrimacion es un mecanismo protector, pues las

lagrimas diluyen y arrastran la sustancia irritante.
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1.1.2. Irritacion ocular: mecanismos implicados

En las reacciones de irritacién ocular, quiza el tejido mas importante del
globo ocular es la cérnea cuya estructura proteica muy organizada permite el
paso libre de la luz a través de ella. Algunas sustancias quimicas pueden
alterar la estructura de la cdérnea hasta el punto de perder su transparencia, de
modo que pueden provocar pérdida parcial de visién o incluso ceguera. Aunque
los parpados le ofrecen cierta proteccidn, es una estructura muy sensible a las

lesiones quimicas.

Alrededor de un 80 % de la estructura de la cornea esta formada por el
estroma, una red muy organizada de macromoléculas que permite el paso de
la luz gracias a su elevado nivel de organizacién y un nivel de hidratacion
apropiado. Existen dos capas celulares muy activas que se encargan de
mantener ese nivel de hidratacion (de un 75 a un 80 % de agua): el endotelio,
formado por una Unica capa de células y que recubre la superficie interna de la
cornea, y un epitelio mucho mas grueso que recubre la superficie externa
(Figura 1.1 c). Esas dos capas evitan la entrada al estroma corneal de mas
agua de la necesaria que podria provocar opacidad y edema. Ademas, el
epitelio tiene una segunda funcion ya que proporciona una barrera fisica que
impide la entrada de materiales extrafios. La pérdida de la impermeabilidad
transepitelial, debida a dafios sobre las uniones estrechas y los desmosomas
qgue unen las células del epitelio, es uno de los fendmenos iniciales en las
lesiones inducidas por productos quimicos (Botham y cols., 1997). De modo
que, si el epitelio se lesiona puede aparecer opacidad corneal. Sin embargo,
niveles de opacidad menos graves pueden revertirse dado que el epitelio tiene
la capacidad de autorregenerarse a través del movimiento de las células de
alrededor hasta cubrir la herida o mediante el remplazo de las células dafiadas
por division celular. En cambio, el endotelio no es capaz de repararse. Por ese
motivo, las lesiones sobre esas células pueden tener consecuencias graves

como la ceguera permanente (Curren y Harbell, 1998).
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Tabla 1.1. Posible secuencia de acontecimientos en la irritacion ocular inducida por
productos quimicos. En cursiva se destacan los acontecimientos que pueden ser

irreversibles.

1. Interaccidn quimica con la pelicula de lagrima
2. Unidén de los productos quimicos al epitelio conjuntival
3. Alteracion de las moléculas de adhesion

4. Lesiones en el epitelio corneal

e Inhibicidon del transporte mediado por receptor a través de la

membrana
e Pérdida de la integridad del epitelio corneal exterior

5. Lisis de las membranas celulares de todas las capas del epitelio de la cornea
6. Acumulacién de agua en el estroma corneal

7. Entrecruzamiento de las proteinas del estroma corneal

8. Erosion del estroma corneal

9. Dahos celulares en el epitelio corneal

10. Dilatacion y liberacion de elementos procedentes de los vasos linfaticos de la

esclerdtica (edema y eritema)

11. Estimulacién de las terminaciones nerviosas (aumento del parpadeo ydel

lagrimeo)

12. Erosidn de las terminaciones nerviosas en la cérnea y la esclerdtica

La conjuntiva, que recubre la parte del globo ocular que queda expuesta
al ambiente, esta formada por un epitelio escamoso no queratinizado y es muy
sensible a las sustancias extrafias. Cuando una sustancia irritante entra en
contacto con la conjuntiva se inicia un proceso inflamatorio que puede provocar
la dilatacion de la red vascular de la conjuntiva confiriéndole a la membrana un
aspecto enrojecido. Asimismo, se pueden producir cambios en la permeabilidad
de los capilares provocando la aparicion de edema al acumularse liquidos en
los espacios intersticiales. Algunos productos que son ligeramente irritantes
pueden provocar conjuntivitis sin provocar danos sobre la cérnea. Los efectos
de los productos quimicos sobre la conjuntiva suelen ser reversibles (Nevell,
1996; Curren y Harbell, 1998).

El iris se sitla por detras de la cérnea y se encuentra rodeado por el
humor acuoso. Es una estructura vascular formada por tejido conjuntivo laxo,
fibras musculares y células pigmentadas. La irritacion también puede provocar

sobre esta estructura la dilatacion de los vasos sanguineos y la liberacion de
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liquidos vasculares que provocan edema. Ademas, al producirse dafios sobre el
iris, la liberacion de proteinas procedentes de la sangre al humor acuoso puede
cambiar su indice de refraccidon provocando alteraciones en la vision. Dafos
mas graves pueden provocar la destruccién del tejido del iris que tiene como

consecuencia la pérdida de su reactividad a la luz (Curren y Harbell, 1998).

1.1.3. Prueba de irritacion ocular de Draize

El ensayo de irritacidon ocular in vivo valora los efectos adversos de las
sustancias sobre la cornea, el iris y la conjuntiva. De la coérnea, se valora la
opacidad y el area afectada; del iris, la presencia de inflamacion, pliegues,
edema, inyeccion ciliar circuncorneal, fotofobia, hemorragia y destruccion del
tejido; y de la conjuntiva, el grado de enrojecimiento, quemosis y la presencia
de exudados. En el método de analisis desarrollado por Draize y sus
colaboradores (1944), las alteraciones provocadas por la sustancia irritante
tienen una gravedad distinta en funcién de la zona que esté mas afectada. Los
dafios sobre la cornea tienen mayor importancia a la hora de clasificar una

sustancia como irritante o corrosiva (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Tabla de valoraciones descrita por Draize que permite convertir las
observaciones subjetivas individuales de los tres tejidos oculares en un Unico valor
numeérico para estimar la lesidon ocular total (Draize y cols., 1945). El sistema de
valoracién de las lesiones adoptado por la legislacién europea y la OCDE es ligeramente

distinto y se muestra mas adelante en la Tabla 3.7.

Cornea

A. Opacidad: grado de densidad (se tendra en cuenta la zona mas densa)
SN OPACIAAM. ...ttt b et 0
Zonas de opacidad diseminadas 0 difUSas.........cccerriiiirinirinenesese e 1

Zona translUcida facilmente discernible; los detalles del iris estan ligeramente
[T olU LYol e o 3T . 2

Zona nacarada; no se ven detalles del iris; el tamano de la pupila apenas es
AISCEIMIDIE. ...ttt ettt ettt beeaeeaeebesbesrebeetessennean 3

Cornea opaca; no se distingue el iriS @ SU traVES........ccceeeveeieeeeeeeeeeeeee e 4

B. Area de la cérnea afectada

Una cuarta parte (0 MENOS) PEIO NO CEIO...cc.uiiieruirierierterieeeeesteeeseeeeseeessesseseesaesaenees 1
Mas de una cuarta parte pero menos de 1a Mitad.........ccoceeveeevieeeiceceeececeeees 2
Mas de la mitad pero menos de tres cuartas Partes.........cccevvviveeeieieresesseseeennes 3
Mas de tres cuartas partes hasta cubrir toda el area..........coccveveeeeeieceveeceeeeees 4

Calculo del valor total = A X B X 5; Valor total maximo = 80
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Iris

A. Valoracion

[N\ o] o 0 = | P PPN 0
Pliegues notablemente hundidos, congestién, inflamacion, moderada hiperemia o

inyeccion circuncorneal; iris reactivo a la luz (si la reaccidén es defectuosa se considera

COMO EFECED) it 1

Hemorragia, destruccién visible o ausencia de reaccion a la luz..........cccccevevevneeen 2

Calculo del valor total = A x 5; Valor total maximo = 10

Conjuntiva

A. Enrojecimiento (se refiere a la conjuntiva palpebral y bulbar; se excluye la cérnea y

el iris)

[N\ o] o 0 1= | P PPN 0
Algunos vasos sanguineos hiperémicos (inyectados)........cocceiirirrreieeeneneseseeeenes 1
Coloracion carmesi difusa; no se distinguen facilmente los vasos 2
INAIVIAUAIES. ...ttt e e e e e tesaeseesaenseneeneeneennenn s

Coloracion CarN@ difUSa...........ccucueueiiiiiceeee ettt 3

B. Quemosis
1V To Y oo 0= | P 0

Cierta hinchazén superior a lo normal (incluyendo la membrana

MHCEIEANTE) .ttt ettt b e e 1
Hinchazdn evidente con eversion parcial de l0s parpados........cccccoceeeeenerecicvenennne. 2
Hinchazdn con parpados Medio CErrados.........ooiiiiiirieeeeieeiee e s 3
Hinchazdn con parpados mas que medio Cerrados........cooureeriienenee s serereeeseseenes 4

C. Lagrimeo
1] [T =T [T = TSRS 0

Cierta cantidad de lagrima por encima de lo normal (sin incluir la pequefia cantidad que
queda en el cantus interior de los 0jos no tratados).........c.cccecevenenne 1

Lagrimeo que humedece los parpados y el pelo adyacente.........cccccooveveievrreennnne, 2

Lagrimeo que humedece los parpados y una regién considerable alrededor de los

Calculo del valor total = (A + B + C) x 2; Valor total maximo = 20

Limitaciones y criticas al ensayo de Draize ocular

El ensayo de Draize ocular ha sido objeto de un analisis exhaustivo.
Entre los aspectos valorados se encuentran: el modo de realizacion de la
prueba, su reproducibilidad y relevancia, la utilidad e interpretacion de las
valoraciones, el coste econdmico y las implicaciones éticas. Las numerosas

variaciones que ha sufrido este ensayo durante los Ultimos 50 afios ponen de

10
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manifiesto la existencia de multiples aspectos que todavia no se han resuelto

satisfactoriamente. Entre ellos se encuentran los siguientes:

1.

La valoracién de la irritacidon ocular es tan solo un componente mas a la
hora de entender el perfil toxicoldgico de una sustancia. La Toxicologia
ocular moderna no se basa Unicamente en los estudios realizados en
animales sino que también tiene en cuenta métodos in vitro, modelos
asistidos por ordenador y la experiencia en humanos (Goldberg y Frazier,
1989).

El ensayo de Draize fue desarrollado para evaluar sustancias que, por su
funcion, entran en contacto con el ojo o con las zonas anejas, como las
preparaciones oftalmoldgicas y los cosméticos. Por tanto, cuando se trata
de otro tipo de productos, como sustancias quimicas industriales o
productos de limpieza, que solo entran en contacto con el ojo en el caso de
una exposicion accidental, la utilizacion del ensayo de Draize no seria
apropiada ya que la instilacion de una cantidad fija de producto no se
ajusta a las condiciones de una exposicion accidental (Schlatter y
Reinhardt, 1985). En estos casos, la finalidad de las pruebas toxicoldgicas
es proporcionar informacién necesaria para el manejo y el etiquetado

correcto del producto.

Los signos valorados en el ensayo de Draize no son los Unicos implicados
en las lesiones oculares y la importancia otorgada a cada uno de ellos es
arbitraria. Unicamente se valoran aquellos signos que son facilmente
observables, mientras que posibles cambios a nivel microscopico o

molecular no se tienen en cuenta (Wilhelmus, 2001).

La reproducibilidad de este ensayo esta limitada por las multiples variables
gue intervienen en su valoracion. Existen diferentes causas de variacion en
los resultados del ensayo: el tipo de animal, la tasa de liberacién de un
producto respecto a su vehiculo, la cantidad de lagrimeo, la zona del ojo
donde se instila la sustancia, la facilidad con la que se puede valorar la
gravedad de las lesiones y, por supuesto, la subjetividad del observador.
Ademas, animales de la misma cepa pueden responder de forma distinta al
mismo producto y diferentes observadores pueden obtener resultados

distintos del mismo ensayo (York y Steiling, 1998).

Existen razones anatdmicas y fisiolégicas que indican que los ojos del
conejo no son adecuados para predecir efectos adversos en humanos. Entre
las razones anatomicas cabe resaltar la presencia de la membrana

nictitante o tercer parpado en el ojo del conejo. Se cree que esta
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membrana podria servir de ayuda para la eliminacién de sustancias
irritantes en contacto con la superficie corneal debido a que se desliza
horizontalmente sobre el ojo (Calabrese 1983). También se ha propuesto
que la cinética de eliminacidon de sustancias puede ser mas rapida en el
conejo debido a este tercer parpado, aunque todavia no se haya
documentado en estudios comparativos. Otra diferencia importante es el
tamafio del saco conjuntival que en el conejo es mayor y, por tanto,
permite la instilacién de volUmenes mayores, quiza superiores a los que

suelen encontrarse en exposiciones accidentales (Curren y Harbell, 1998).

El grosor de la cornea y de sus componentes estructurales es distinto entre
las dos especies. La cornea del conejo tiene un grosor aproximado de
0,37 mm mientras que en la cérnea humana es de 0,51 mm (Calabrese,
1983). Por otro lado, el area de la cornea en relacién con la superficie total
del globo ocular también varia de manera significativa entre especies; en la
especie humana esta relacidén es del 7 %, mientras que en el conejo es del
25 % (Swanston, 1985). Ademas, los conejos tienden a secretar menor
cantidad de lagrima. Para concluir, los conejos jovenes tienen la capacidad
de regenerar el endotelio corneal dafiado, un fendmeno que no se da en

humanos.

1.1.4. Anatomia de la piel

La piel forma la superficie externa continua o tegumento del cuerpo. Es

el mayor érgano del cuerpo y constituye casi una sexta parte del peso corporal

total. Tiene cuatro funciones principales:

12

Proteccion. La piel nos protege de las radiaciones ultravioletas, asi como de
las agresiones mecanicas, quimicas y térmicas. Su superficie relativamente
impermeable previene la deshidratacion y actia como una barrera fisica

frente a la invasion de microorganismos.

Sensibilidad. La piel es el principal érgano sensitivo del cuerpo y contiene

diversos receptores para el tacto, la presion, el dolor y la temperatura.

Termorregulacion. En los seres humanos, la piel constituye el érgano
principal implicado en los procesos de termorregulacién. El cuerpo evita las
pérdidas de calor gracias a la presencia de pelos y tejido subcutaneo
adiposo. La pérdida de calor se ve favorecida por la evaporacion del sudor
en la superficie cutanea y por un incremento en el flujo sanguineo de la rica

red vascular de la dermis.
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e Funciones metabdlicas. El tejido adiposo subcutdneo constituye un gran
almacén de energia, principalmente en forma de triglicéridos. La vitamina D
se sintetiza en la epidermis para complementar la obtenida por la

alimentacion.

Desde el punto de vista estructural, la piel consta de dos partes

principales (Figura 1.2):

1. Epidermis: la zona superficial y mas delgada que estad constituida por un

epitelio escamoso queratinizado.

2. Dermis: la zona mas profunda y gruesa que esta formada por una capa de

tejido fibroelastico denso.

La epidermis recibe soporte y nutricién a través de la dermis, estructura
que posee una red vascular muy rica y contiene numerosos receptores

sensitivos.

1.1.4.1. Epidermis

La epidermis estd formada por un epitelio escamoso estratificado y
gueratinizado. Contiene cuatro tipos principales de células: queratinocitos,

melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel.

Practicamente el 90-95 % de las células epidérmicas son queratinocitos,
que producen queratina. Alrededor del 8 % corresponde a los melanocitos, los
responsables de la pigmentacion cutdnea. Sus prolongaciones celulares largas
y delgadas se extienden entre los queratinocitos y les transfieren granulos de
melanina, un pigmento que varia de marrdn a negro, el cual contribuye al color
de la piel y absorbe la luz ultravioleta dafiina. Una vez dentro de los
queratinocitos, estos granulos se aglutinan para formar una capa protectora
sobre el nucleo, en la zona orientada a la superficie cutanea. De esta manera,

protegen el DNA nuclear de la luz ultravioleta.

Las células de Langerhans son representantes especializados del sistema
mononuclear-fagocitico y actian como células presentadoras de antigeno. Se
originan en la médula désea roja y emigran a los estratos inferiores de la
epidermis, donde constituyen una pequefia proporcion de las células. Participan
en las reacciones inmunitarias contra los microorganismos que invaden la piel;

ademas, les afecta facilmente la luz ultravioleta.

Las células de Merkel son las menos numerosas de la epidermis. Se
localizan en la capa mas profunda de ésta, donde tienen contacto con las

prolongaciones aplanadas de neuronas sensoriales, unas estructuras llamadas
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discos tactiles o de Merkel. Las células y los discos de Merkel participan en las

sensaciones tactiles.

La epidermis estd formada por diversas capas de células que se

organizan en cinco estratos:

1.

14

Estrato basal. Es la capa germinativa de la epidermis y la de localizacién
mas profunda. Consiste en una sola hilera de queratinocitos cubicos o
cilindricos, algunos de los cuales son células madre, que estan en division
celular constante para producir continuamente nuevos queratinocitos. Los
melanocitos, las células de Langerhans y las células de Merkel se

encuentran dispersos entre los queratinocitos del estrato basal.

Estrato espinoso. Situado sobre el estrato basal, consta de ocho a diez
capas de queratinocitos poliédricos estrechamente unidos. A medida que
sus células se acercan a la superficie, éstas se hacen cada vez mas
planas. Ademas presentan unas prolongaciones espinosas de filamentos
intermedios del citoesqueleto que se insertan en desmosomas para
originar la unidon estrecha de las células. Esta disposicion proporciona
resistencia y flexibilidad a la piel. También se observan prolongaciones de

las células de Langerhans y de los melanocitos.

Estrato granuloso. Esta localizado en la parte central de la epidermis,
consta de tres a cinco capas de queratinocitos aplanados en los que se
desencadena el proceso de apoptosis. Los nucleos y otros organulos de
estas células se encuentran en proceso de degeneracion y los filamentos
intermedios son mas evidentes. Los queratinocitos también contienen
unos granulos laminares, envueltos por una membrana, los cuales liberan
una secrecion de alto contenido en lipidos que ocupa los espacios entre
las células del estrato granuloso y otras mas superficiales de la epidermis.
Dicha secrecion funciona como un sellador impermeable. Al eliminarse su
nlcleo, las células ya no pueden llevar a cabo sus funciones metabdlicas
vitales y mueren. Asi pues, el estrato granuloso marca la transicién entre
los estratos profundos metabdlicamente activos y las células muertas de

los estratos superficiales.

Estrato Ilucido. Se encuentra sélo en la piel de las yemas de los dedos,
palmas de las manos y plantas de los pies. Consta de tres a cinco capas
de queratinocitos transparentes, planos y muertos, que contienen
filamentos intermedios muy apinados y poseen una membrana plasmatica

engrosada.
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5.  Estrato cdrneo. Esta constituido por unas 25 a 30 capas de queratinocitos
muertos y planos llenos de queratina madura. Entre las células hay lipidos
de los granulos laminares que ayudan a hacer impermeable el estrato.
Esas células se desprenden constantemente y las sustituyen otras de
estratos mas profundos. El estrato cdérneo sirve como barrera

impermeable efectiva y también protege de lesiones y microbios.

o . Estrato corneo "\
Estrato IUcido
Estrato granuloso | Epidermis

Estrato espinoso

Estrato basal __/

Dermis

Figura 1.2. Corte anatomico de la piel donde puede verse la organizacion de la
epidermis y de la dermis (Imagen obtenida en la siguiente direccion
http://distance.stcc.edu/AandP/AP/AP1pages/Unitsito4/epistissmol/skin.htm).

1.1.4.2. Dermis

La capa profunda de la piel es la dermis que estd compuesta
fundamentalmente de tejido conjuntivo que contiene colageno y fibras
elasticas. Las células de la dermis son principalmente fibroblastos responsables
de la sintesis del colageno, la elastina y la sustancia fundamental. También
estan presentes varios tipos de células de la linea blanca, mastocitos y
macrdéfagos tisulares que intervienen en funciones de defensa inespecifica y
vigilancia inmunoldgica. La dermis posee vasos sanguineos, nervios, glandulas
y foliculos pilosos. De acuerdo con su estructura tisular, la dermis esta dividida

en dos zonas:
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Dermis papilar. Es la porcion superficial de la dermis y le corresponde una
quinta parte del grosor total de la dermis. Estd constituida por tejido
conjuntivo areolar que contiene fibras elasticas finas. Su area superficial
aumenta considerablemente gracias a pequefias protuberancias
digitiformes llamadas papilas dérmicas. Estas estructuras penetran en la
epidermis y contienen asas capilares. Algunas papilas dérmicas también
incluyen receptores tactiles, denominados corpusculos tactiles o de
Meissner, que son terminaciones nerviosas sensibles al tacto. En las
papilas dérmicas, también existen terminaciones nerviosas libres, o sea
dendritas que carecen de especializacidon estructural apreciable. Dichas
terminaciones envian impulsos que finalmente se traducen en

sensaciones de calor, frio, dolor, cosquilleo y comezon.

Dermis reticular. Es la parte profunda de la dermis y estd formada por
tejido conjuntivo denso e irregular con haces de fibras de colageno vy
algunas fibras elasticas gruesas. Los haces de fibras de colageno de esta
region se entrelazan en forma de red. Los espacios entre las fibras estan
ocupados por varios adipocitos, foliculos pilosos, nervios, asi como
glandulas sebaceas y sudoriparas. La combinacion de fibras de colageno y
elasticas de esta capa proporciona a la piel su resistencia, extensibilidad
(capacidad para extenderse) y elasticidad (capacidad para regresar a su

forma original después del estiramiento).

1.1.5. Irritacion dérmica: mecanismos implicados

Se define irritacion dérmica como una reaccion inflamatoria local de

efectos reversibles. Se caracteriza por la aparicion de eritema (enrojecimiento)

y edema (acumulacién de liquido en el intersticio celular) tras la aplicacién de

un compuesto quimico en una zona determinada de la piel. En los procesos

agudos de irritacion aparece principalmente inflamacién mientras que la

irritacion crénica se caracteriza fundamentalmente por una hiperproliferacién y

una hiperqueratosis transitoria (Berardesca y Distante, 1994).
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Tensioactivo

Iniciacidon s ST T e o oIS
Db
O m T T
Respuesta °O IL'% ﬂo OT';‘F'G _
molecular e )
PGE,
Diferenciacién de Quimiotaxis

Alteraciones
morfologicas

linfocitos Ty B
Activacion de las

Vasodilatacion células endoteliales

Edema, Eritema, Picor, Dolor

Figura 1.3. Mecanismo de irritacion dérmica provocada por tensioactivos. Se ha
propuesto la siguiente pauta de acontecimientos: los tensioactivos inducen una
liberacidn inicial de IL-1a que provoca la sintesis y liberacién de mediadores secundarios
(respuesta molecular). Esta respuesta va seguida por una serie de alteraciones
morfolégicas que provocaran, finalmente, la aparicion de los primeros sintomas
(Adaptado de Welss y cols., 2004).

Los mecanismos bioquimicos implicados en la irritacion dérmica son muy
complejos y todavia no se conocen en detalle. Un producto quimico puede
provocar irritacion no solo mediante la destruccion directa del tejido sino que
puede alterar distintas funciones celulares provocando la liberacion, formacion
y activacién de autacoides. En la piel, los autacoides inician una cascada de
reacciones que acaba provocando inflamacidon. Entre los autacoides
encontramos la histamina, los metabolitos del acido araquidonico, las cininas,
el sistema del complemento, algunas especies reactivas del oxigeno y las
citocinas. En la Figura 1.3 se muestra una posible secuencia de
acontecimientos tras la exposicion de la piel a un tensioactivo, una serie de
compuestos quimicos muy utilizados en preparaciones que pueden entrar en

contacto con la piel.

En el caso de las células epidérmicas, el mecanismo principal que
utilizan para participar en las reacciones inflamatorias de la piel es la
produccion y liberacién de citocinas. Los queratinocitos, que constituyen

aproximadamente un 90 o 95 % de las células de la epidermis, son una fuente
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muy importante de citocinas y, por tanto, desempefian un papel decisivo en el
inicio y el mantenimiento de las reacciones inflamatorias (McKenzie y Sauder,
1990). En condiciones normales, los queratinocitos producen algunas citocinas
constitutivamente, como la interleucina-1la (IL-1a) (Dinarello, 1998), pero
también son capaces de producir otras citocinas (TNF-a, IL-8, IL-6,..) en
respuesta a estimulos externos (Sims y cols., 1993). Sin embargo, entre todas
las citocinas que son capaces de producir y liberar, Unicamente la IL-1a, la
IL-1B y el TNF-a activan un numero suficiente de efectores para desencadenar

por si mismos un proceso inflamatorio (Kupper, 1990).

1.1.6. Prueba de irritacion dérmica de Draize

El ensayo de irritacion dérmica se basa en la aplicacién de una
sustancia, ya sea liquida o sélida, en una pequefia area de la piel de un
mamifero. Segun la guia 404 de la OCDE, pueden utilizarse diversas especies
de mamifero aunque se recomienda la utilizaciéon del conejo albino, en concreto
la cepa New Zealand. Después del tiempo de aplicacion, generalmente 4 horas,

se valora la aparicion de eritema o edema en la zona tratada.

Del mismo modo que con el ensayo de Draize ocular, el ensayo dérmico
ha recibido numerosas criticas tanto por la subjetividad inherente al
procedimiento de evaluacion como por la posibilidad de causar lesiones graves
y dolor a los animales usados en el estudio. Existe una enorme presién social
liderada por las sociedades y organizaciones protectoras de animales que
promueven una legislacidon restrictiva del mercado de productos cuyos
ingredientes han sido ensayados en animales (Robinson y cols., 2002). Por
esta razéon, en la actualidad, la prediccion de la toxicidad dérmica aguda
inducida por compuestos quimicos es un area en la que se estan haciendo
considerables esfuerzos dirigidos al desarrollo y validacion de métodos

alternativos.
Limitaciones y criticas al ensayo de Draize dérmico

Algunos de los aspectos ya mencionados que limitan la aplicaciéon y la
eficacia del ensayo de Draize ocular también son aplicables al ensayo dérmico.
La valoracién de las lesiones es subjetiva y la reproducibilidad del ensayo
también estd limitada por multiples factores. Ademas, una sencilla
comparacion visual permite concluir que la piel humana y la piel de un animal
como el conejo son muy distintas. Entre las diferencias anatomohistologicas

cabe destacar:
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1. La presencia de un pelaje denso que recubre la piel de la mayoria
de los mamiferos. Se sabe que existe una relacién inversa entre
la densidad del pelo de un animal y el grosor de su epidermis.
Por tanto, la epidermis humana es mas gruesa que la del conejo.
Asimismo, el grosor de la piel también varia en funcién de la

region corporal.

2. El sudor humano estd producido por glandulas sudoriparas
ecrinas mientras que en los animales predominan las glandulas
de tipo apocrino. Las glandulas sudoriparas ecrinas liberan el
sudor directamente sobre la superficie externa de la epidermis
mientras que las apocrinas lo liberan hacia el tallo del pelo.
Ademas el sudor procedente de glandulas apocrinas es menos
acido que el sudor ecrino por lo que el pH de la superficie
cutanea de los animales es algo superior al de la piel humana
(Kral y Schwartzman, 1964).

3. Se han descrito diferencias en el contenido de los granulos de los
mastocitos de distintas especies, por tanto, existen diferencias en
cuanto a su sensibilidad a diversos mediadores inflamatorios

aplicados sobre la piel (Wasserman, 1983).

Indudablemente, esas diferencias contribuyen a la falta de correlacion
entre los resultados obtenidos en algunos modelos animales y los ensayos

predictivos en humanos (Patrick y Maibach, 1989).

1.2. Principios éticos de la experimentacion animal

La utilizacién de animales de experimentacion ha desempefado un papel
fundamental en el desarrollo de la Toxicologia y de la Medicina. En el campo de
la Toxicologia, que fue en sus inicios y durante un largo periodo de tiempo el
estudio de los venenos, encontramos las primeras referencias al uso de
animales como modelo experimental. Mitridates VI (132-63 a.C.), rey del
Ponto, temeroso de ser victima de envenenamiento ordend llevar a cabo una
serie de ensayos en animales para estudiar la accion téxica de los venenos y su
proteccion mediante antidotos. Por este motivo se le puede considerar el

iniciador de la Toxicologia experimental.

Sin embargo, fue a partir del siglo XVIII con la revolucién cientifica
cuando se fue aceptando gradualmente que el desarrollo de la medicina, y de

las ciencias bioldgicas en general, dependia en gran medida de los resultados
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de los experimentos con animales y que su utilizacion contribuia al bienestar
del hombre y a mejorar sus condiciones de vida. En este contexto surgen
figuras muy importantes, como Mateo Emanuel Orfila, (1787-1853) médico
espafol que inicié profundos estudios sobre los métodos de la identificaciéon y
dosificacion de las principales sustancias toxicas de la época. Guiado por los
trabajos de Fisiologia de Francois Magendie, Orfila utilizdé animales para el
estudio de la accién de los venenos, utilizando con ese fin mas de 800 perros.
Escribid la obra Tratado de los venenos de los reinos Mineral, Vegetal y Animal
o Toxicologia General considerada sobre los fundamentos de la Fisiologia, la
Patologia y la Medicina Legal, por la que se le reconoce como el padre de la
Toxicologia forense y es el que introdujo esta disciplina en el contexto judicial
(Vallverdu, 2005).

Sin embargo, el aumento de los experimentos basados en modelos
animales provoco que en el siglo XIX surgiera un importante movimiento en
contra de la experimentacion animal, primero en Inglaterra y después en
Francia donde los trabajos de los fisiblogos Magendie y Bernard fueron el
blanco de las criticas de los antiviviseccionistas. De esta época data la primera
organizacion antiviviseccionista, la Sociedad de la calle Victoria, que fue creada

en Inglaterra en 1875.

Marshall Hall, un médico britdnico de la primera mitad del siglo XIX
defendié activamente la utilizacion de animales en investigacion. Sus
aportaciones mas importantes como investigador las realizé en el area de la
fisiologia de la circulacion donde sus experimentos con animales le sirvieron
para estudiar el funcionamiento del sistema circulatorio. Estas investigaciones
permitieron un gran avance en ese campo de la medicina. Sin embargo, se vio
en la necesidad de defender con vehemencia sus experimentos con animales,
ya que eran objeto de duras criticas por parte de los grupos
antiviviseccionistas. Por este motivo, en su obra A Critical and Experimental
Essay on the Circulation of the Blood propone cinco principios dirigidos a la
proteccion de los animales utilizados en la fisiologia experimental. Sus
observaciones estaban orientadas fundamentalmente a evitar la repeticion
innecesaria de procedimientos experimentales y a reducir su sufrimiento en la

medida de lo posible. Esos principios se resumen de la siguiente manera:

1. No debemos recurrir a la experimentacion en aquellas situaciones en
las que la mera observacion pueda proporcionarnos la informacion que

buscamos.
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2. No debe realizarse ningln experimento si no se posee un objetivo

claro y definido.

3. Es totalmente innecesario repetir procedimientos experimentales que

ya hayan sido llevados a cabo por otros cientificos reputados.

4. Todos los experimentos deben llevarse a cabo intentando reducir al

minimo el sufrimiento inflingido al animal.

5. Todos los procedimientos experimentales deben llevarse a cabo en las
condiciones necesarias para que sus resultados sean lo

suficientemente seguros y se evite la necesidad de repetirlo.

La presion social ejercida por los grupos proteccionistas llevo a la
Inglaterra victoriana a promulgar la primera ley para la proteccion de los
animales de experimentacion: Cruelty to Animals Act, 1876. No obstante, la
posicién de algunos extremistas que demandaban la total abolicién de los
experimentos con animales no obtuvo un gran apoyo de la sociedad. Por el
contrario, desde finales del siglo XIX, la experimentacion animal se incremento
de manera rapida. De hecho, el auge que se produjo en la utilizacién de
animales de experimentacion durante el siglo XX fue paralelo a la consolidaciéon
y desarrollo pleno de la Toxicologia. La causa fundamental fue el desarrollo
industrial experimentado durante el siglo XIX que provocé que pronto
aparecieran los efectos nocivos de las sustancias y que surgiera, por tanto, la
preocupacion social por la idea de riesgo. Durante la segunda década del siglo
XX, se producen los primeros intentos de crear modelos matematicos de las
relaciones entre dosis y respuesta y en la siguiente aparece el concepto de
umbral (threshold). Es a partir de este momento cuando se trabaja para

elaborar teorias tanto explicativas como predictivas (Bliss, 1939).

Por tanto, es indiscutible la importancia que los modelos animales han
tenido hasta el momento presente en el avance de la investigacién bioldgica,
médica y veterinaria. Sin embargo, de igual modo que la utilizacién de
animales con fines cientificos ha ido aumentando progresivamente hasta el
momento actual, los grupos antiviviseccionistas, cada vez mas numerosos,
también han continuado luchando para conseguir la abolicion del uso de
animales de experimentacién. La presion social que ejercen y que han ejercido
ha provocado que durante las ultimas décadas se haya desarrollado la ciencia
del animal de laboratorio. Esta ciencia se basa fundamentalmente en la teoria
de Russell y Burch descrita en la obra The principles of humane experimental
technique (1959) donde se describe cdmo disminuir o eliminar los aspectos no

humanitarios de la experimentacion animal. Los autores introdujeron el
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“Concepto de las 3 erres” (Reduccién, Refinamiento y Remplazo) como
principal linea directriz para el uso responsable de los animales de

experimentacion.

1.3. Métodos alternativos

Actualmente nos enfrentamos a una contradiccidon. Por una parte, la
Administracion y la opinidn publica solicitan la maxima garantia de todos los
productos de consumo, pero por otra parte exigen que no utilice la
experimentacion animal para evaluar la seguridad de dichos productos. La
legislaciéon vigente en Europa determina que el uso de animales de
experimentacion debe estar cientifica y éticamente justificado. El modo de
hacerlo varia entre los distintos paises, pero todos coinciden en el fondo de la
cuestion, ya que todos ellos analizan la idoneidad de los procedimientos
respecto a los objetivos del proyecto, promueven la utilizacion del menor
numero de animales posible y obligan a los investigadores a demostrar que
han considerado adecuadamente todas las alternativas a los procedimientos

que causan dolor o malestar en los animales.

Sobre la base de estas consideraciones surgié la necesidad de definir,
crear y desarrollar los métodos alternativos al uso de animales de laboratorio
que, como ya se ha comentado anteriormente, se basan en el principio de las
3 erres de Russell y Burch. Actualmente, se considera un método alternativo a

la experimentacién animal aquél que cumpla uno de los siguientes principios:

1. Incorpora un refinamiento de los procedimientos, de modo que
disminuyen el dolor o malestar de los animales, o bien aumentan su

bienestar.
2. Permite una reduccion en el nimero de animales necesario.

3. Facilita el remplazo del uso de animales por sistemas que no
requieren seres vivos, o emplean otras especies animales que sean

inferiores en la escala filogenética animal.

En Europa, el Consejo de Europa y la Comunidad Econémica Europea se
ocupan de la regulacion de estas materias y el espiritu de las 3 erres ha
quedado recogido en el documento oficial Directiva del Consejo de 24 de
noviembre de 1986 relativa a la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos (86/609/CEE). En la actualidad, la
mayor parte de los paises europeos sigue, en mayor o menor medida, las
normas comunitarias sobre esta materia. En el caso concreto de Espafia, se

incorporé esa Directiva mediante el Real Decreto 223/1986 que ha sido
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ampliado recientemente mediante el Real Decreto 1201/2005. La Legislacidn
Catalana también quiso reflejar su compromiso con la proteccién animal y
promulgé la Llei 5/1995, de 21 de juny, de proteccié dels animals utilitzats per
a experimentacio i per a altres finalitats cientifiques que fue ampliada en el ano
1997 mediante el Decreto 214/97. Uno de los aspectos mas interesantes de
ese Decreto es la incorporacion en el Articulo 18 del Capitulo 6 de la formacion
minima necesaria para todo el personal que trabaje con los animales. En la
legislacién espafiola ese aspecto no ha sido incorporado hasta el Real Decreto
1201/2005.

Por otro lado, el desarrollo de métodos alternativos al uso de animales
ha de basarse en conocimientos cientificos sélidos y, por este motivo, existen
organizaciones internacionales que se dedican a la validaciéon y armonizacién
de estos métodos. Entre estas organizaciones se encuentran el ECVAM (Centro
Europeo de Validacion de Métodos Alternativos del Centro Comuln de Investigacion,
Comisién Europea), el ICCVAM (Interagency Coordinating Comittee on the
Validation of Alternative Methods) y la OCDE.

El ECVAM fue creado por la UE en octubre de 1991 a través de una
Comunicaciéon de la Comision del Consejo y del Parlamento Europeos, como
respuesta a la Directiva 86/609/EEC que exige la proteccién de animales
utilizados para experimentacién y otros fines cientificos. Tal y como se
establece en dicha Directiva, para conseguir el objetivo fijado por la UE es
necesario que tanto la Comision como los Estados Miembros se impliquen
activamente en el desarrollo, la validacion y la aceptacién de métodos que
supongan la reduccién, el refinamiento o el reemplazo de los animales de

experimentacion.
En el articulo 7.2 de esa Directiva se establece lo siguiente:

No debera realizarse un experimento si se dispone de otro método
cientificamente satisfactorio, razonable y factible para obtener el

resultado perseguido, y que no implique la utilizacion de un animal.

En el articulo 23:

La Comision y los Estados miembros deberdan fomentar la
investigacion sobre el desarrollo y la confirmacion de técnicas
alternativas que puedan aportar el mismo nivel de informacion que el
obtenido en experimentos con animales, que supongan el uso de
menos animales o que impliquen procedimientos menos dolorosos, y

daran los pasos oportunos, en la medida en que lo consideren
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apropiado, para fomentar la investigacion en este campo. La Comision
y los Estados miembros seguiran de cerca la evolucion de los métodos

experimentales.

En base al contenido de la Directiva, el ECVAM se propone los siguientes

objetivos:

Coordinar la validacidon de métodos alternativos en el ambito de

la Unidn Europea.

e Actuar como lugar de intercambio de informacidon sobre el

desarrollo de métodos alternativos.

e Crear, mantener y gestionar una base de datos sobre

procedimientos alternativos.

e Fomentar el didlogo entre legisladores, industrias, cientificos,
asociaciones de consumidores y organizaciones defensoras del
bienestar animal, con el fin de desarrollar, validar y conseguir el

reconocimiento internacional de los métodos alternativos.

En el caso de la irritacion dérmica y ocular, se han propuesto varios
tipos de métodos alternativos, entre ellos los métodos in vitro. De hecho, la
OCDE propone la aplicaciéon de una estrategia secuencial razonable para la
evaluacion de la corrosion/irritacion dérmica y ocular que combina datos
experimentales derivados de un amplio abanico de métodos alternativos
(técnicas fisicoquimicas, estudios de relacion estructura-actividad [SAR],
ensayos in vitro, etcétera) y ensayos en animales. En la Figura 1.4 se muestra
la estrategia propuesta para la irritacion/corrosion dérmica. Segln esta
estrategia, los ensayos en animales deben ser llevados a cabo solo si son
necesarios. De este modo se aporta la via mas efectiva para intentar predecir
la toxicidad, y al mismo tiempo, se reduce el nimero de animales de
laboratorio usados en los estudios (Botham y cols., 1998). Ademas, con esta

filosofia de evaluacién se consigue:

e Implantar la estrategia de las 3 erres, en términos de minimizar

el uso y el sufrimiento de los animales de experimentacion.
e Maximizar el uso de los conocimientos existentes.

e Optimizar el uso de los recursos.
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Actividad

Existen datos sobre seres
humanos o animales que
demuestran los efectos
sobre la piel o las mucosas

'

No se dispone de informacion,
o la informacién disponible no
es concluyente

2

Realice evaluacion SAR de
la corrosion/irritacion
dérmica

No es posible hacer predicciones,
o0 las predicciones son negativas o
no concluyentes

3

Medicién del pH (tenga en
cuenta la capacidad
amortiguadora, si es
relevante)

2<pH>11560pH<202
11,5 con capacidad
amortiguadora baja o nula,
si es relevante

4 '

Evalle los datos de toxicidad
sistémica por via cutanea "

\

No se dispone de tal informacién,
o no es concluyente

5 \

Efectue ensayos de
corrosion cutanea in vitro o
ex vivo, validados y
aceptados

v

La sustancia no es corrosiva
6 \

Efectle ensayos de irritacion
cutanea in vitro o ex vivo,
validados y aceptados

'

Hallazgo
Corrosivo ----------- >
Irritante ----------- >

No corrosivo/no irritante - - »

Predice lesion grave

. -
para la piel
Predice irritacion para  __
la piel
pH<202=11,5

(con elevada capacidad
amortiguadora, si es
relevante)

Muy téxica >
No es corrosiva ni irritante

si se limita la dosis a 2000 _
mg/kg de peso o mas, en
conejos

Respuesta corrosiva ---#

Respuesta irritante

————

Conclusion

Criterio de valoracion determinante, se
considera corrosiva. No es necesario
evaluar.

Criterio de valoracion determinante, se
considera irritante. No es necesario
evaluar.

Criterio de valoracién determinante, no
se considera ni irritante ni corrosiva. No
requiere evaluacion.

Se considera corrosiva. No es necesario
evaluar.

Se considera irritante. No es necesario
evaluar.

Se da por supuesto que es corrosiva. No
es necesario evaluar.

No es necesario evaluar.

Se da por supuesto que no es corrosiva
ni irritante. No hacen falta mas ensayos

Se da por supuesto que es corrosiva in
vivo. No hacen falta mas ensayos.

Se da por supuesto que es irritante in
vivo. No hacen falta mas ensayos.
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Adn no se dispone de métodos
validados in vitro o ex vivo de
evaluacion de la irritacion
cuténea, o la sustancia no es

irritante
7 '
Efectue el ensayo inicial in Lesiongravedela __ _ Se considera corrosiva. No hacen falta
vivo en un animal piel mas ensayos

No hay lesién grave

8 v

Realice la prueba de
confirmacioén con uno o dos

animales adicionales . o Se considera no corrosiva ni irritante. No
Ni corrosiva ni irritante - » .
hacen falta mas ensayos.

Se considera corrosiva o irritante. No
hacen falta mas ensayos.

Corrosiva o irritante - -

Figura 1.4. Estrategia secuencial propuesta por la OCDE y adoptada por la UE para la
valoracién de la corrosion o irritacidon dérmica de nuevos compuestos (extraida del
Diario Oficial de la Union Europea, L216/3, 16.6.2004). En el caso de la irritacion ocular
se ha propuesto una estrategia similar, ademads, siempre que un compuesto se
considere corrosivo para la piel, se considera también corrosivo para los ojos y no se

admite su evaluacidn in vivo.

1.4. Validacion de métodos alternativos

El proceso de validacion es el mecanismo a través del cual se establece
la fiabilidad y la relevancia de un procedimiento disefiado para una finalidad
especifica (Balls y cols., 1995). El rigor con el que se establezcan los criterios
de validacién dependera de la finalidad de ese nuevo método de ensayo.

Existen tres finalidades para las cuales puede validarse un método:

e Para el cribado de nuevas moléculas que permita identificar
durante las etapas iniciales de desarrollo de un producto aquellas
sustancias potencialmente peligrosas o seleccionar las que seran

ensayadas in vivo posteriormente.

¢ Como complemento a los ensayos en animales para obtener un

perfil toxicoldgico de la sustancia mas completo.

e Como ensayo de remplazo dirigido a sustituir un ensayo in vivo si
se consigue su aceptacion a nivel de las instituciones

reguladoras.
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En el dltimo caso, es esencial que el método alternativo o una bateria de
métodos garanticen el mismo nivel de proteccion para el hombre y su
ambiente como los ensayos in vivo a los que deben sustituir (Green, 1993). La
validacion debe ser un proceso muy disciplinado donde los estudios deben
disefiarse de modo que puedan valorarse de forma clara y concluyente las
hipdtesis planteadas para decidir si la realizacién del método alternativo

propuesto es adecuada para el objetivo planteado inicialmente (Tabla 1.3).

Por ese motivo es muy importante que los métodos alternativos se
optimicen al maximo antes de incluirlos en un estudio de validacidon. Existen
una serie de factores que deben tenerse en cuenta durante la fase de

prevalidacion, los mas importantes son los siguientes:

e Deben existir indicios claros de que el método alternativo es

relevante para el objetivo previsto.

e Los protocolos de trabajo deben estar claramente definidos y se

debe disponer de protocolos normalizados de trabajo (PNT).

e Deben existir indicios de que los datos generados son

reproducibles entre distintos laboratorios.

e Se debe disponer de un modelo de prediccion que permita una

interpretacion correcta de los resultados.

Como ya se ha comentado anteriormente, el ECVAM es el organismo
encargado de coordinar la validacion de métodos alternativos a nivel de la UE.
Desafortunadamente, todos los esfuerzos orientados al desarrollo y la posterior
validacion de métodos alternativos que puedan remplazar por completo los
ensayos de Draize no han tenido éxito. Entre los afios 1991 y 1999, el ECVAM,
diversas asociaciones industriales y las universidades realizaron seis estudios
para la evaluacién de distintos métodos alternativos para valorar la irritacion
ocular: European Commission/Home Office (EC/HO) study (Balls y cols., 1995),
COLIPA study (Brantom y cols., 1997), BGA/BMBF study (Spielmann y cols.,
1993; Spielmann y cols., 1996), CTFA study (Gettings y cols., 1991; Gettings y
cols., 1992; Gettings y cols., 1994; Gettings y cols., 1996), IRAG study
(Bradlaw y cols., 1997) y JMHW study (Ohno y cols., 1999). Sin embargo,
ninguno de dichos estudios proporciondé resultados concluyentes, ningln
método se mostré capaz de remplazar por completo el ensayo de Draize
ocular. La principal razén que explica la falta de éxito es la dificultad que

entrafia el comparar los resultados obtenidos in vitro con los resultados in vivo.
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Ademas, existe una enorme variabilidad en los resultados obtenidos in vivo

debido a la subjetividad del ensayo.

I. Desarrollo del ensayo

I1. Prevalidacion/optimizacion del ensayo
A. Plan preliminar

. Definir los fundamentos y objetivos del ensayo

. Desarrollar el protocolo

. Desarrollar los valores control

. Perfeccionar los datos/resultados del modelo de prediccion
B. Actividades

. Capacitar y formar los laboratorios

. Medir la reproducibilidad dentro y entre laboratorios

. Identificar las limitaciones del ensayo

III. Determinar las posibilidades de la validacion
A. Analizar el desarrollo del ensayo y los resultados de la
prevalidacion

B. Normalizar el protocolo

IV. Validacion del ensayo
A. Constituir el comité de gestion
. Definir el objetivo del estudio
o Disefar el estudio
. Seleccionar los laboratorios participantes
. Establecer los procedimientos de gestidn y supervision
B. Procedimientos a realizar antes de iniciar el ensayo
. Realizar los procedimientos de recogida de registros
. Seleccionar las sustancias quimicas de referencia
e  Codificar y distribuir las sustancias quimicas de referencia
C. Ensayar las sustancias quimicas codificadas
. Medir las acciones realizadas entre los laboratorios
. Recopilar y evaluar los resultados
D. Interpretacién del ensayo
e Analizar y resumir los resultados del ensayo
e Comparar los resultados con el modelo de prediccidén
establecido

e Aceptar o rechazar el modelo

. Solicitar la aprobacion del ensayo a efectos legislativos

. Preparar el informe

m P> <

. Presentar los resultados que avalan la solicitud

C. Preparar los resultados para su publicacion

Tabla 1.3. Proceso de validacion de métodos alternativos
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En el caso de irritacion dérmica, el ECVAM estd haciendo un seguimiento
de algunos de los métodos alternativos propuestos a través de estudios de
validaciéon (Zuang y cols., 2002; van de Sandt y cols., 1999). Durante los afios
1999 y 2001 algunos de los métodos in vitro mas prometedores fueron
sometidos a estudios de prevalidacién pero ninguno de ellos dio resultados lo
suficientemente satisfactorios como para incluirlos en estudios de validacion.
Sin embargo, estudios posteriores han demostrado la idoneidad de algunos de
los métodos para valorar el posible efecto corrosivo de las sustancias sobre la
piel. EIl ECVAM ha considerado cientificamente validos dos ensayos in vitro de
corrosidn cutdnea: el ensayo de resistencia eléctrica transcutdnea en piel de
rata (the rat skin transcutaneous electrical resistance, TER) y un ensayo que
emplea un modelo de piel humana (ECVAM, 1998; Fentem vy cols., 1998;
Barratt y cols., 1998). El estudio de validacién del ECVAM demostré que ambos
ensayos podian diferenciar de manera fiable los agentes corrosivos cutaneos
conocidos de los que no lo son. Esos dos ensayos ya han quedado recogidos en
la legislacion europea gracias a la directiva 2000/33/CE de la Comision por la
gue se adapta por 272 vez al progreso técnico la Directiva 67/548/CEE del
Consejo relativa a la aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias
y administrativas en materia de clasificacion, embalaje y etiquetado de las
sustancias peligrosas (ECVAM, 1998).

1.5. Métodos alternativos para valorar la irritacion ocular y

dérmica

Actualmente se sigue trabajando en la busqueda de métodos
alternativos y en la mejora de aquellos métodos que se han mostrado eficaces

para realizar cribados iniciales de los productos.

Los métodos alternativos para valorar la irritaciéon ocular y dérmica que
se han propuesto para sustituir a los ensayos de Draize se clasifican en
modelos basados en dérganos, sistemas de cultivo celular o tisular y métodos
basados en propiedades fisicoquimicas de los productos. Todos los ensayos que
se comentaran a continuacion han sido incluidos en algun estudio de validacion
o prevalidacién. En la Tabla 1.4 se muestra un listado de los diferentes

métodos y algunas de sus caracteristicas principales.
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1.5.1. Modelos basados en 6rganos

1.5.1.1. Utilizacion de d6rganos aislados

Estos métodos se basan en la utilizacion de ojos o cérneas procedentes
de diversos animales (bovinos, porcinos, conejos o pollos), los cuales se
exponen a los productos irritantes. Los 0jos que se obtienen de mataderos o de
animales utilizados en otros ensayos toxicologicos, se colocan rapidamente en
unos recipientes especiales que garantizan su conservacion durante un periodo
de tiempo determinado que debe ser suficiente para realizar el ensayo. Entre
estos métodos se encuentra el ensayo de permeabilidad y opacidad de la
cornea bovina (BCOP) (Casterton y cols.., 1996) que se realiza con cdrneas
aisladas de bueyes o vacas procedentes de mataderos. También hay otros
ensayos que utilizan el globo ocular completo de distintos animales: el ensayo
del ojo aislado de conejo (IRE), (Worth y Balls, 2002) y el ensayo del ojo
aislado de pollo (CEET) (Prinsen y Koéter, 1993; Prinsen, 1996; Worth y Balls,
2002). En los dos ultimos ensayos, una vez expuesto el ojo a la sustancia
ensayada se examina la cornea para detectar posibles cambios como edema,

opacidad y retencidn de fluoresceina en el epitelio.
1.5.1.2. Métodos basados en la membrana corioalantoidea

La membrana corioalantoidea (CAM) del huevo de gallina es una
estructura muy vascularizada utilizada por el embrién de pollo para el
intercambio gaseoso a través de la cascara del huevo. Sus caracteristicas
estructurales lo hacen similar a tejidos altamente vascularizados como la

conjuntiva y es capaz de responder frente a productos a irritantes.

Existen tres métodos que utilizan este 6rgano para predecir la irritacién
ocular: el ensayo HET-CAM (Hen’s Egg Test on the Chorio-Allantoic Membrane)
(Luepke, 1985; Spielmann, 1992a; Steiling, 1994), el ensayo CAM-VA (Chorio-
Allantoic Membrane Vascular Assay) (Leighton y cols., 1985; Bagley y cols.,
1991) y el ensayo CAM-TBS (Chorio-Allantoic membrana: Trypan Blue Staining
Test) (Hagino y cols., 1991; Itagaki y cols., 1995). En los dos primeros
ensayos se valora de forma visual el tiempo de aparicion de fendmenos como
hemorragia, vasoconstriccion, coagulacion e hiperemia tras la exposicion de la
membrana a un determinado producto. En cambio, el ensayo CAM-TBS, que
fue desarrollado para evitar la subjetividad de esos ensayos, permite una
cuantificacion objetiva de las lesiones dado que se valora la cantidad de
colorante azul de tripdn que queda adsorbido a la membrana lesionada. La

tincion con azul de tripan se usa ampliamente para medir la viabilidad celular y
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detecta la destruccidn y desnaturalizaciéon de las membranas celulares (Hagino
y cols., 1999).

1.5.2. Modelos basados en sistemas de cultivo celular y tisular

1.5.2.1. Modelos basados en tejidos humanos reconstituidos

Los modelos basados en tejidos humanos reconstituidos son sistemas
tridimensionales que se obtienen mediante el crecimiento de queratinocitos en
cultivo sobre diferentes sustratos. Estos sistemas generan una interficie
aire-liquido que permite la aplicaciéon topica de sustancias puras o diluidas
(Botham y cols., 1998; Fentem y cols., 2001; Faller y cols., 2002).

Para valorar la irritacion dérmica se han desarrollado los siguientes
modelos de piel humana reconstituida: el modelo EPISKIN™ (Portes y cols.,
2002; Faller y cols., 2002, Roguet y cols., 1994), el modelo Epiderm™ (Cannon
y cols., 1994; Earl y cols., 1999) y el modelo SkinEthic™ (Rosdy y Clauss,
1990; de Brugerolle de Fraissinette y cols., 1999). Estos sistemas tisulares
artificiales se construyen a partir de queratinocitos humanos derivados de piel
que se cultivan sobre estructuras especializadas como pueden ser matrices de
colageno o estructuras de policarbonato. Suelen crecer formando multiples
capas hasta formarse una epidermis mas o menos diferenciada. Los criterios de
valoracion que suelen utilizarse en este tipo de modelos son ensayos de
viabilidad celular, como el ensayo de reduccién de la sal de formazan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (ensayo MTT), el calculo del valor TEs
(tiempo de exposicién necesario para que una determinada sustancia reduzca
la viabilidad del tejido en un 50 %), liberacion de citocinas y cambios

morfoldgicos.

Asimismo, para valorar la irritacién ocular también se han desarrollado
distintos modelos que intentan imitar el epitelio corneal y formar una interficie
aire-liquido similar a la mucosa corneal. Entre dichos modelos se encuentran
los siguientes: modelo EpiOcular™ (Southee y cols., 1999), modelo de epitelio
corneal reconstituido de SkinEthic (Nguyen y cols., 2003; Brinch y Elvig, 2001)
y el modelo Gillette. Entre los criterios de valoracion también se encuentran
ensayos de viabilidad celular como el ensayo MTT aunque también puede
utilizarse la liberacidon de lactato deshidrogenasa (LDH) y de citocinas, estudios
histoldgicos o la expresidon génica. En el modelo Gillette, los criterios de
valoraciéon que se utilizan son la permeabilidad transepitelial (TEP) y la
resistencia eléctrica transepitelial (TER) que valoran la integridad del epitelio

corneal.
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1.5.2.2. Explantes de piel y cultivo tisular

También, se ha propuesto la utilizacion de piel humana o de animales
para desarrollar métodos para valorar la irritacion dérmica. Entre esos métodos
destaca el ensayo de valoracion de la integridad de la piel de ratén (SIFT, the
mouse Skin Integrity Function Test)) (Heylings y cols., 2001; Heylings y cols.,
2003) en el que se utilizan dos métodos para valorar la integridad del estrato
corneo: la pérdida de agua transepidérmica (TEWL, TransEpidermal Water
Loss) y la resistencia eléctrica (ER, Electrical Resistance). También cabe
destacar el ensayo Prediskin (Fentem y cols., 2001) que utiliza piel humana
procedente de pacientes que han sido sometidos a alguna intervencion de
cirugia plastica. Por ultimo, cabe destacar el ensayo en oreja de cerdo no
perfundida (Fentem y cols., 2001) basado en la determinacién del incremento
absoluto de TEWL de la superficie de la piel tras la exposicidén a la sustancia

ensayada.
1.5.2.3. Ensayos de citotoxicidad

La utilizacion de ensayos de citotoxicidad para la valoracion del
potencial irritante ocular o dérmico se basa en la observacion que algunas
sustancias que lesionan la piel o las mucosas también pueden producir efectos
citotoxicos sobre diferentes tejidos epiteliales y endoteliales. Se ha sugerido
que un producto quimico puede ejercer un efecto citotoxico interfiriendo en
funciones celulares basicas y con estructuras comunes a todos los tejidos
(citotoxicidad basal) o interfiriendo con funciones y estructuras especificas de
un tejido (citotoxicidad especifica de o6rgano). Para valorar la citotoxicidad
pueden tenerse en cuenta diferentes criterios de valoracion como: morfologia,
viabilidad, metabolismo, integridad de la membrana celular, proliferacion,
adhesion y captacidon o incorporacion de precursores radiactivos. Entre los
ensayos de citotoxicidad mas utilizados encontramos el ensayo de captacion
del colorante rojo neutro (NRU, Neutral Red Uptake Assay) (Borenfreund y
Puerner, 1984; Clothier, 1990; Spielmann, 1992b; Harbell, 1994); el ensayo
de liberacion del colorante rojo neutro (NRR, Neutral Red Release Assay)
(Clothier, 1992; Zuang, 2001); y el ensayo de hemdlisis (RBC, Red Blood Cell
Haemolysis Test) (Muir y cols., 1983; Pape y Hoppe, 1990; Lewis, 1994; Pape
y Pfannenbecker, 1992).

1.5.2.4. Ensayos basados en caracteristicas funcionales de las células

Entre los ensayos basados en determinadas caracteristicas funcionales

de las células se encuentran los siguientes:
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o Valoracién de la integridad epitelial mediante fluoresceina (FL, Fluorescein
Leakage Test) (Rhoads y cols., 1993; Cottin y Zanvit, 1997; Shaw y cols.,
1990). Se basa en el hecho que el epitelio corneal tiene la capacidad de
actuar como barrera impermeable a sustancias potencialmente peligrosas
y que, por lo tanto, cuando se dafa su estructura se produce irritacion
ocular. En este ensayo se obtiene in vitro una estructura similar al epitelio
corneal cultivando células epiteliales hasta que se establecen entre ellas
uniones estrechas y desmosomas. Se expone la capa de células a la
sustancia a ensayar y, después de retirarla, se afiade una solucién de
fluoresceina para cuantificar qué cantidad de colorante es capaz de

atravesar ese epitelio.

o The Silicon Microphysiometer (SM) or Cytosensor Microphysiometer Assay
(Bruner y cols., 1991; McConnell y cols., 1992; Catroux y cols., 1993;
Harbell y cols., 1999). Se determinan los cambios en la actividad
metabolica de cultivos celulares como una medida indirecta del potencial

irritante.
1.5.3. Métodos basados en propiedades fisicoquimicas

Para valorar la irritacion ocular se ha desarrollado el ensayo
IRRITECTION® que es una actualizaciéon del EYTEX™ System (Kelly, 1989). Se
basa en la utilizacion de un reactivo macromolecular que adopta una estructura
similar a la cérnea. Las sustancias irritantes cuando entran en contacto con el
reactivo provocan la aparicion de turbidez a causa de cambios

conformacionales en la estructura macromolecular y en su nivel de hidratacién.

También se han desarrollado modelos de prediccién basados en la
relacion estructura-actividad (QSAR, Quantitative  Structure-Activity
Relationship) para predecir el potencial irritante de las sustancias (Cronin y
cols., 1994; Abraham y cols., 1998; Abraham y cols., 2003; Cronin y cols.,
2003; Hulzebos y cols., 2003; Patlewicz y cols., 2003).
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Tabla 1.4. Caracteristicas generales de los métodos alternativos propuestos para valorar la irritaciéon dérmica y ocular.

Método alternativo

Clase

Modelo

Criterios de valoracion

Irritacién ocular

IRE
CEET

HET-CAM
CAM-VA
CAM-TBS

EpiOcular™

Epitelio corneal humano reconstituido in
vitro SkinEthic (a)

Gillette HCE-T

Captacidén del colorante rojo neutro (NRU)

Liberacion del colorante rojo neutro (NRR)

Ensayo de hemdlisis (RBC)

Organo aislado

Organo aislado

Organo aislado
Organotipico
Organotipico
Organotipico

Tejido reconstituido

Tejido reconstituido

Tejido reconstituido

Cultivo celular

Cultivo celular

Modelo celular

Cérnea aislada de ojo de buey o vaca

Ojo de conejo

Ojo de pollo

Membrana corioalantoidea del huevo de
gallina

Membrana corioalantoidea del huevo de
gallina

Membrana corioalantoidea del huevo de
gallina

Queratinocitos humanos

Linea inmortalizada de queratinocitos
humanos

Linea inmortalizada de células epiteliales
de cérnea humana

Cultivo primario de queratinocitos o
utilizacion de lineas celulares

Cultivo primario de queratinocitos o
utilizacion de lineas celulares

Eritrocitos de mamifero aislados de
sangre periférica

Opacidad y permeabilidad mediante
absorbancia y fluoresceina

Opacidad y grosor de la cérnea

Opacidad y grosor de la cérnea, retencion
de fluoresceina por el epitelio dafiado

Aparicion de hemorragia, vasoconstriccion y
coagulacién

Aparicion de hemorragia e hiperemia

Adsorcién del colorante azul de tripan en la
membrana lesionada

Viabilidad celular (MTT), liberacién de IL-
la, PGE, y LDH, permeabilidad con
fluoresceina

Viabilidad celular (MTT), liberacién de LDH
y de citocinas (IL-1a, IL-6, IL-8, ...)

TEP, TER, ensayo MTT y estudios
histomorfoldgicos

Calculo de la concentracion inhibitoria 50
(concentracidén que inhibe en un 50 % la
captacion del colorante)

Calculo de la concentracidon que produce la
liberacion de un 50 % del colorante

Lisis de las membranas y desnaturalizacidon
de la oxihemoglobina



Valoracion de la integridad epitelial
mediante fluoresceina (FL)

The Silicon Microphysiometer (SM)

IRRITECTION

Ensayo de Draize ocular con voliumenes
pequefios (LVET)

Valoracidn de la irritaciéon de mucosas
(Mucosal Irritation Model)

Inhibicion del crecimiento del tubo polinico
(PTG)
EPISKIN

EPIDERM

SkinEthic (b)

Ensayo de valoracion de la integridad de la
piel de ratén (SIFT)

Prediskin

Ensayo en oreja de cerdo no perfundida
(Pig Ear Test)

QSAR

Cultivo celular

Cultivo celular

Ensayo bioquimico

Modelo in vivo

Modelo animal
invertebrado

Modelo vegetal

Tejido reconstituido

Tejido reconstituido

Tejido reconstituido

Explante de piel

Explante de piel
Explante de piel

Modelos matematicos

Células epiteliales

Queratinocitos humanos normales o linea
celular de fibroblastos de ratén L929

Reactivo macromolecular que imita la
estructura de la cérnea

Conejo albino

Molusco gasterépodo Arion lusitanicus

Polen de la planta Nicotiana sylvestris

Una matriz de colageno sobre la que se
cultivan queratinocitos humanos.

Queratinocitos humanos derivados de piel
que se cultivan en unas estructuras
especiales Millicell

Queratinocitos humanos normales
cultivados sobre una estructura de
policarbonato

Piel procedente de raton

Piel humana
Piel procedente de cerdo
Tratamiento de los datos mediante

programas informaticos en base a
algoritmos de prediccion

Permeabilidad del epitelio a una solucion de
fluoresceina

Actividad metabdlica de la célula

Valoracién de la turbidez del reactivo
mediante técnicas espectrofotométricas

Valoracidn visual de las lesiones en cérnea,
conjuntiva e iris

Cantidad de moco liberado vy liberacion de
LDH

Valoracién de la turbidez del medio
mediante técnicas espectrofotométricas

Viabilidad celular (MTT) principalmente,
pero también liberacion de IL-1a y LDH

Viabilidad celular (calculo de la TEs)

Viabilidad celular, liberacion de IL-1a y

cambios morfolégicos

TEWL y ER

Viabilidad celular (MTT) e histologia
TEWL

Relacion estructura quimica-actividad




Introduccion

1.5.4. Otros métodos para valorar la irritacion

También se han propuesto otros modelos para valorar la irritacién ocular
como el método que se basa en la utilizacion de un organismo invertebrado,
Arion lusitanicus, un molusco gasterépodo (Adriaens y Remon, 2002). Existe
otro ensayo que predice el potencial irritante mediante la valoracion de la
inhibicion del crecimiento del tubo polinico (PTG). Este ensayo no se basa en la
utilizacion de un modelo animal sino que utiliza el polen de la planta del tabaco

(Kappler y Kristen, 1987; Kappler y Kristen, 1990).

Hasta el momento hemos comentado fundamentalmente métodos
alternativos de remplazo para los ensayos de Draize. Sin embargo, también
existe un método alternativo al ensayo de Draize pero que se basa en el
refinamiento del protocolo estdndar. Se trata del ensayo de Draize ocular con
voliumenes pequenos (LVET, Low Volume Eye Test) (Griffith y cols., 1980;
Bruner y cols., 1992) cuya diferencia fundamental respecto al ensayo
tradicional estd en que el volumen que se aplica que es de solo 0,01 ml. Al
aplicarse solo una décima parte del volumen que suele aplicarse, se evita parte
del sufrimiento del animal. Ademas, se considera que la aplicacion de un
volumen menor de sustancia reflejaria mejor la situacion que se daria en

humanos.

1.6. Los tensioactivos: compuestos con potencial irritante

Los tensioactivos constituyen una familia de compuestos quimicos que
se utilizan diariamente a escala mundial en grandes cantidades. Estan
presentes en la mayoria de los productos cosméticos, en preparaciones
farmacoldgicas, en productos de limpieza e incluso en productos alimentarios.
Sin embargo, debido a su relativa capacidad para solubilizar los lipidos de las
membranas, muchos tensioactivos provocan irritacion cuando entran en
contacto con la piel o con las mucosas (Willis y cols., 1989; Scheuplein y Ross,
1970; Effendy y Maibach, 1996). Por tanto, los tensioactivos se han convertido
en instrumentos valiosos para la investigacion de los procesos implicados en la
irritacion. En general, las propiedades fisicoquimicas de los tensioactivos son

factores decisivos que determinan si la sustancia producira irritacion.

1.6.1. Caracteristicas generales de los tensioactivos

Un compuesto tensioactivo es una sustancia quimica natural o sintética

de estructura anfifila que se adsorbe en las interfases gas/liquido (aire-agua),
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liquido/liquido (aceite-agua) o gas/sdlido (superficie de sdlidos) (Attwood y
Florence, 1983). El término anfifilo hace referencia a la existencia en la misma
molécula de dos regiones claramente diferenciadas. Una es la porcién hidréfoba
(o apolar) que presenta afinidad por disolventes organicos o apolares vy
corresponde frecuentemente a una cadena hidrocarbonada (de tipo alquilo o
alquil benceno) de longitud variable. La segunda es la porcién hidréfila (o
polar), caracterizada por mostrar atraccién hacia disolventes polares,
principalmente agua. Esta region puede estar formada por atomos de oxigeno,
azufre, fosfato o nitrdogeno, incluidos en grupos funcionales como alcoholes,
tioles, éteres, ésteres, acidos, sulfatos, sulfonatos, fosfatos, aminas, amidas,

etc.

La naturaleza dual (polar-apolar) de los tensioactivos y en particular el
equilibrio entre las partes hidrofoba e hidroéfila de la molécula, conocido como
balance hidrofilo-lipofilo (HLB), es la caracteristica responsable de los
fendmenos de actividad superficial y de agregacion supramolecular (micelas,
cristales liquidos, liposomas, vesiculas o geles) de los tensioactivos. Como
consecuencia de esas caracteristicas, poseen numerosisimas aplicaciones en el

desarrollo de productos industriales (Rosen, 2004).

La adsorcién de las moléculas de tensioactivo en las interfases o en las
superficies que las contienen se debe a una débil interacciéon entre la parte
hidrofoba del tensioactivo con las moléculas de agua y también a la fuerte
interaccion (fuerzas de dispersion y puentes de hidrégeno) entre las propias
moléculas de agua. Todo esto provoca la expulsion de la parte no polar o

hidréofoba del tensioactivo fuera del interior de la solucidn acuosa.

Por otro lado, la porcién polar del tensioactivo interacciona fuertemente
con el agua a través de interacciones dipolo-dipolo o i6n-dipolo y queda por
tanto solvatada. Como resultado, las moléculas de tensioactivo no quedan
completamente separadas en otra fase sino que quedan preferentemente
adsorbidas de manera ordenada en la interfase con la parte hidréfoba fuera del
interior de la fase acuosa y la parte hidréfila queda solvatada. La adsorcion
progresiva de las moléculas de tensioactivo a la superficie de la solucion
provoca un cambio en las fuerzas de interaccion de las moléculas de agua de la
superficie. Como consecuencia, el tensioactivo es capaz de disminuir la energia
de los enlaces entre las moléculas de agua, es decir, de reducir la fuerza de
tensién superficial del agua. A medida que aumenta el nimero de moléculas de
tensioactivo en la superficie, la tensién disminuye hasta alcanzar un valor

critico, llamado concentracion micelar critica (CMC), a partir del cual la tensién
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superficial se mantiene constante y se empiezan a formar agregados
moleculares de tensioactivo o micelas en la soluciéon (Berthod, 1983; Rosen,
2004). A partir de la CMC cualquier cantidad de tensioactivo que se afiada a la

solucion se incorpora en forma de agregado y no de mondmero.

La formacion de micelas es una caracteristica importante de los
tensioactivos ya que algunos procesos que se dan en las interfases, como la
interaccién de los tensioactivos con membranas bioldgicas, la hemolisis y la

solubilizacion dependen de las micelas (o agregados) presentes en la solucién.

Desde el punto de vista comercial, los tensioactivos se clasifican a
menudo en funcién de su uso. Sin embargo, este tipo de clasificacion no
resulta muy adecuada ya que muchos tensioactivos presentan diversos usos y
podria dar lugar a confusiones. La clasificacién de tensioactivos mas aceptada
cientificamente se basa en su capacidad de disociaciéon en agua (ya que éste es
el principal medio de aplicacion de los tensioactivos) y, por lo tanto, se
clasifican segln la naturaleza de su grupo hidrofilo o polar (Effendy y Maibach,
1996; Salager, 2002; Porter, 1994). Sobre |la base de este criterio se clasifican

en los siguientes grupos:

e Aniodnicos. Son tensioactivos que en solucidon acuosa se disocian en un
anion anfifilo (responsable de la actividad superficial) y un contraion
catidnico, que suele ser un metal alcalino (sodio, potasio...) o un amonio
cuaternario. Este tipo de tensioactivos son los mas utilizados como

emulsionantes, solubilizantes, humectantes y detergentes.

e Catidnicos. Se disocian dando lugar a un catién anfifilo y un contraion
anidénico, que suele ser un halogenuro. La gran mayoria de estos
agregados son compuestos nitrogenados tales como sales de amonio y
sales de amonio cuaternario. Se utilizan en aplicaciones particulares
como antimicrobianos naturales o sintéticos de uso externo o como
agentes de adsorcién sobre sustratos bioldgicos inertes con carga
negativa. Esta Ultima propiedad hace que sean excelentes agentes
antiestaticos, suavizantes para el cabello, asi como inhibidores de la
corrosion. También se pueden utilizar como desinfectantes de heridas
en la piel y para la desinfeccion de material quirdrgico (cloruro de

benzalconio).

e Anfoteros. Son tensioactivos que, en funcién del pH de su grupo polar,
da lugar tanto a disociaciones anidnicas como catidnicas y pueden
poseer las propiedades detergentes de los anidnicos y las desinfectantes

de los catidnicos. Este es el caso de productos sintéticos como las
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betainas o las sulfobetainas y sustancias naturales como los
aminoacidos y los fosfolipidos. En general, se utilizan en sectores
especificos como los cosméticos y también en champls para bebés,

donde su elevada biocompatibilidad y baja toxicidad son primordiales.

e No idnicos. El pH de la solucién no afecta a esta clase de tensioactivos y
no se ionizan en soluciones acuosas ya que su grupo hidroéfilo (alcohol,
fenol, éter, éster o amida) no se puede disociar. Una gran proporcion de
estos tensioactivos son hidrofilos por la presencia de una cadena de
polietilenglicol (alcoholes etoxilados). Se utilizan mucho en
preparaciones farmacéuticas, en la industria cosmética (limpiadores,

champus) y como emulsionantes y solubilizantes en los alimentos.

1.6.2. El desarrollo de nuevas moléculas

Se sabe con certeza que los compuestos con actividad superficial
pueden tener un gran impacto medioambiental. Por tanto, la biodegradabilidad
y la biocompatibilidad de los tensioactivos se han convertido en propiedades
casi tan importantes como las posibles prestaciones que puedan ofrecer a los
consumidores. En consecuencia, actualmente existe la necesidad de desarrollar
nuevas moléculas con propiedades tensioactivas y que, ademas, sean
biodegradables y biocompatibles. Sin embargo, para evitar que su abanico de
aplicaciones no se vea limitado, estos nuevos compuestos deben conservar las
propiedades fisicoquimicas que presentan los tensioactivos utilizados

actualmente.

Para alcanzar ese objetivo, se han propuesto dos estrategias distintas.
Por un lado, el diseno de analogos estructurales de compuestos naturales como
los lipoaminoacidos, los glicolipidos y los fosfolipidos y, por otro, el aumento de
la eficiencia de los tensioactivos para obtener el mismo rendimiento con menor

cantidad de producto y disminuir, asi, el impacto medioambiental.

1.6.3. Los lipoaminoacidos

La utilizacidén de lipoaminoacidos constituye una de las mejores opciones
para obtener el mismo rendimiento de los tensioactivos convencionales en sus
aplicaciones para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética (Moran vy
cols., 2004). Dado que poseen una estructura sencilla que se asemeja a
moléculas naturales muestran una baja toxicidad y una elevada
biodegradabilidad (Pérez y cols., 2002a, 2002b; Benavides y cols., 2004a,
2004b; Sanchez y cols., 2004, 2006; Martinez y cols., 2006). Ademas, estos
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compuestos se obtienen a partir de materias primas renovables como los
aceites vegetales y los aminoacidos. La obtencidon de moléculas con caracter
anfifilo a partir de la combinacién de aminoacidos polares con compuestos
hidrocarbonados apolares de cadena larga ha dado lugar a numerosas
moléculas con una elevada actividad superficial y que presentan una amplia
diversidad estructural y unas propiedades fisicoquimicas y biolégicas muy
diversas (Infante y cols., 1984, 1988; Seguer y cols., 1994; Clapés y cols.,
1999; Piera y cols., 2000; Moran y cols., 2001, 2002; Pérez y cols., 20023,
2002b).

La regién hidrofila formada por el aminoacido determina las diferencias
fundamentales en cuanto a la adsorcién, la agregacion y la actividad biolégica
del tensioactivo. Se pueden obtener tensioactivos catidnicos, anidnicos,

anféteros o no idnicos en funcidn de los grupos funcionales libres.

Los aminoacidos pueden combinarse con las cadenas alifaticas para

formar tres tipos principales de estructuras (Figura 1.5):

o Estructuras lineales o de una Unica cadena formadas por un aminoacido

unido a una cola hidrofdbica.

o Estructuras diméricas (gemini) formadas por dos grupos polares (dos
aminoacidos) y dos grupos hidréfobos separados por una molécula

espaciadora unida covalentemente.

. Estructuras del tipo glicerolipido formadas por un grupo polar (un
aminoacido) y uno o dos grupos hidréfobos unidos por un esqueleto de

glicerol.
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d

Porcion hidréfoba Porcion hidroéfila

b Molécula
espaciadora

f_)%
™~ A

Porcion hidrofila

Aminoacido

™ e

Porcion hidréfoba

Esqueleto de
glicerol

° )
Porcion hidréfoba 0 ?_/

Porcion hidrofila

Figura 1.5. Estructura de los diferentes tensioactivos derivados de
aminoacidos: estructuras lineales (a), estructuras diméricas (b) y

estructuras glicerolipidicas (c).
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Objetivos

Este trabajo estéa enmarcado dentro de un proyecto de investigacion
centrado en la busqueda y sintesis de nuevos tensioactivos derivados de
aminoacidos. Los tensioactivos son unos compuestos quimicos que debido a
sus propiedades fisicoquimicas pueden provocar irritaciéon dérmica y ocular. Por
tanto, es interesante desarrollar nuevos compuestos que sean mas
biocompatibles que los tensioactivos comerciales que se utilizan actualmente.
Por otro lado, los ensayos de Draize, que se basan en la utilizacion de
animales, son los Unicos métodos aceptados y exigidos oficialmente para
valorar la irritacién dérmica y ocular antes de la comercializacién de nuevos
compuestos. No obstante, por motivos sociales, éticos y cientificos existe la
necesidad de disponer de métodos que permitan remplazar los animales de
experimentacion en esos ensayos toxicoldgicos. Por consiguiente, los objetivos

de este estudio han sido los siguientes:

e Estudiar el potencial efecto irritante ocular y dérmico de una serie de
tensioactivos derivados de aminoacidos utilizando distintos métodos
alternativos a la experimentacién animal basados en modelos celulares

y organotipicos.

e Estudiar la relacion entre la estructura del tensioactivo y su efecto
irritante para guiar la sintesis de compuestos menos daninos para la piel

y los ojos.

e Evaluar la aplicabilidad de los métodos alternativos utilizados en este
estudio para aportar informacion que facilite su posible validacion por

parte de las instituciones reguladoras.

e Proponer modelos de prediccién en sistemas in vitro que permitan
establecer una clasificacion de los tensioactivos en funcidn de su efecto

irritante sobre la piel.
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Materiales y Métodos

3.1. Tensioactivos estudiados

3.1.1. Estructuras lineales: N*-acil-L-arginina metil éster
(Infante y cols., 1984)

Los derivados N“-acil-L-arginina metil éster estan formados por el
aminoacido arginina, el cual se ha metilado previamente en su grupo a-carboxilico,
unido por su grupo a-amino a cadenas alifaticas de distinta longitud. La acilacion
del grupo amino terminal de la arginina se llevé a cabo mediante la condensacion
de acidos grasos con el éster metilico de arginina utilizando métodos quimicos
tradicionales. Este tipo de compuestos son tensioactivos catidnicos con una
biodegradabilidad y una actividad superficial elevadas en comparacion con otros
tensioactivos catidnicos convencionales como las sales cuaternarias de amonio de

cadena larga.

En este estudio se han incluido los siguientes compuestos:
. LAM: N“-lauroil-L-arginina metil éster
. MAM: N*-miristoil-L-arginina metil éster

o CCR: una mezcla formada por N*-caprilicoil-L-arginina metil éster, N“-capriloil-
L-arginina metil éster, N*-lauroil-L-arginina metil éster, N*-miristoil-L-arginina
metil éster, N*-palmitoil-L-arginina metil éster y N*-estearil-L-arginina metil
éster. Este compuesto se sintetizé por primera vez para este estudio a partir
de una mezcla de acidos grasos obtenidos del coco compuesta por los acidos
caprilico (5,84 %), caprico (4,62 %), laurico (53,04 %), miristico (18,12 %),
palmitico (8,68 %) y estearico (9,47 %).

LAM :n =10
MAM : n =12
CCR : n = variable (6-14)

|

o_,0 o
\K\H )|\$a/

S\NH n

NH
H 2'\1@\“(

CI™~ NH,

Figura 3.1. Estructura quimica de los tensioactivos N*-acil-L-arginina

metil éster.



Tabla 3.1. Algunas caracteristicas fisicoquimicas de los tensioactivos derivados de aminoacidos

Tensioactivo Estructura Peso molecular Aminoacido Carga idnica Nuam. de cadenas Longitud de la cadena
hidrocarbonadas

LAE Lineal 421 Arginina Catidnico 1 12

LAM Lineal 406 . Arginina Catiénico 1 12

MAM Lineal 435 Arginina Catidnico 1 14

CCR Lineal 418 Arginina Cationico 1 Variable (8-16)
C5(0A), ' Dimérica | 712 ' Arginina | Catidnico 2 8
C3(CA); Dimérica 768 Arginina Cationico 2 10
C5(LA), . Dimérica | 824 . Arginina | Catiénico 2 12
Cs(OH)(LA), |  Dimérica | 837 . Arginina | Cati6nico 2 12

8,8R Glicerolipidica 501 Arginina Catidnico 2 8
10,10R Glicerolipidica 557 Arginina Catidnico 2 10
12,12R Glicerolipidica 614 Arginina Catidnico 2 12
14,14R Glicerolipidica 691 Arginina Catidnico 2 14

LAcR Glicerolipidica 509 Arginina Catidnico 1 12

LAcN Glicerolipidica 431 Asparagina No idnico 1 12

LAcQ Glicerolipidica 445 Glutamina No idnico 1 12

LACY | Glicerolipidica | 480 . Tirosina No i6nico 1 12

LACE Glicerolipidica 446 Acido glutdmico Aniénico 1 12

LAcD Glicerolipidica 432 Acido aspértico Anidnico 1 12
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También se ha incluido en este estudio el N°-lauroil-L-arginina etil éster
(LAE), un tensioactivo de esta familia que se utiliza como conservante
alimentario. La empresa que lo comercializa ya ha realizado todos los estudios de
toxicidad necesarios para su utilizacion en la industria alimentaria (Ruckman y
cols., 2004).

3.1.2. Estructuras diméricas: N9 N®-bis(N®-acilarginina)a,®-

alquilendiamidas

(Piera y cols., 2000)

Durante los ultimos 10 afos, los tensioactivos diméricos han suscitado
mavyor interés que los tensioactivos monoméricos ya que presentan una serie de
propiedades que los hacen mas eficaces (Rosen, 1993; Diz y cols., 1994; Zana,
1997). Estan formados por dos estructuras monoméricas de caracter anfifilo que
se conectan a través de una cadena espaciadora situada cerca de los grupos
polares. Por tanto, cada molécula posee dos grupos hidréfobos y dos grupos
hidrofilos a diferencia de los tensioactivos monoméricos que solo poseen un grupo
de cada. Estos tensioactivos tienen una caracteristica importante cuando se les
compara con tensioactivos monoméricos con un mismo balance HLB: presentan
una CMC menor. Ademas poseen unas excelentes propiedades solubilizantes,
humectantes, espumantes, antimicrobianas y dispersantes. También presentan un
elevado potencial sinérgico, es decir, mejoran la eficiencia y la eficacia de otros
compuestos con actividad superficial. Por todos esos motivos, se les ha

considerado la proxima generacion de tensioactivos.

Como ya se ha comentado, los lipoaminoacidos son una familia de
tensioactivos que resultan respetuosos con el medio ambiente, por lo tanto,
sintetizar tensioactivos diméricos a partir de lipoaminoacidos constituye una
buena estrategia para aumentar el rendimiento y la efectividad de las estructuras
monoméricas. En este trabajo se han estudiado las siguientes estructuras

diméricas (Figura 1.6):
e C3(OA),: bis(N*-octanoil-L-arginina)-1,3-propanendiamida dihidrocloruro
e C3(CA),: bis(N“*-caproil-L-arginina)-1,3-propanendiamida dihidrocloruro
e C3(LA),: bis(N*-lauroil-L-arginina)-1,3-propanendiamida dihidrocloruro

e C3(OH)(LA),:bis(N“-lauroil-L-arginina)-2-hidroxi-1,3-propanendiamida

dihidrocloruro
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O 1
HN H R HN" "0 C3(0A); : m = 6, R = H
= H H 3 2 !
s N\)\/N UH C3(CA); :m =8,R'=H
C3(LA); : m = 10,R'=H
(0] o] C3(OH)(LA); : m = 10, R = OH
NH
Hz'\éj( HN\7/NH2
ClI'~ NH, ' i
HoN ¢

Figura 3.2. Estructura molecular de los tensioactivos N% N®-bis(N®-acilarginina)a,w-
alquilendiamidas

3.1.3. Estructuras del tipo glicerolipido

Otra estrategia para obtener lipoaminoacidos es la sintesis de tensioactivos
con estructuras glicerolipidicas. Este tipo de compuestos se consideran analogos
estructurales de los monacilglicéridos, los diacilglicéridos y los fosfolipidos que se
encuentran en la naturaleza. Estan constituidos por una o dos cadenas alifaticas y
por un aminoacido que actla como region polar. Lo que diferencia a este grupo
de tensioactivos de los otros grupos de lipoaminoacidos es que las cadenas
alifaticas se unen al aminoacido a través de una molécula de glicerol. Las
propiedades bioldgicas y fisicoquimicas de este tipo de compuestos no se han

estudiado en detalle hasta el momento (Moran y cols., 2004).

3.1.3.1. 1,2-0O-diacil-rac-glicero-3 (L-arginina)

(Pérez y cols., 2002b)

Estos compuestos pueden considerarse andalogos estructurales de las
lecitinas. Gracias a su estructura quimica, combinan las propiedades
fisicoquimicas de las lecitinas y de los tensioactivos derivados de arginina. Estan
formados por dos cadenas hidrocarbonadas de la misma longitud que se unen al
esqueleto de glicerol mediante enlaces éster. En este caso, la regidén polar es el
aminoacido arginina y no un grupo fosfato como en las lecitinas. En este trabajo

se han utilizado las siguientes moléculas:
e 8,8R: 1,2-O-dicaprilicoil-rac-glicero-3 (L-arginina)
e 10,10R: 1,2-O-dicapriloil-rac-glicero-3 (L-arginina)
e 12,12R: 1,2-O-dilauroil-rac-glicero-3 (L-arginina)

e 14,14R: 1,2-O-dimiristoil-rac-glicero-3 (L-arginina)
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Figura 3.3. Estructura molecular de los tensioactivos 1,2-O-diacil-rac-glicero-3 (L-

arginina)

Estas moléculas constituyen una nueva clase de tensioactivos
multifuncionales con un comportamiento de autoagregacion comparable a las
lecitinas de cadena corta (Pérez y cols., 2001). Ademas, dado que tanto la region
hidrofila como la hidréfoba se unen al esqueleto de glicerol a través de un enlace
éster, es muy probable que se trate de tensioactivos altamente biodegradables
(Andresen y Kirk, 1995).
3.1.3.2. 1-O-lauroil-rac-glicero-3 (N*-acetil-L-aminoacido)

(Moran y cols., 2001; Moran y cols., 2002)

Este tipo de compuestos tienen una estructura similar a un fosfolipido.
Estan formados por una molécula de monolauroilglicerol unida mediante enlace
éster con el grupo alfa-carboxilico de diferentes aminoacidos acetilados (Figura
1.8). Segun el aminoacido que forma parte de la molécula, los tensioactivos se

han denominado de la siguiente forma:

) LAcR: 1-O-lauroil-rac-glicero-3 (N“-acetil-L-arginina)

o LAcN: 1-O-lauroil-rac-glicero-3 (N“-acetil-L-asparagina)

o LACQ: 1-O-lauroil-rac-glicero-3 (N*-acetil-L-glutamina)

o LAcY: 1-O-lauroil-rac-glicero-3 (N*-acetil-L-tirosina)

. LACE: 1-O-lauroil-rac-glicero-3 (N“-acetil-L-acido glutamico)

o LAcD: 1-O-lauroil-rac-glicero-3 (N*-acetil-L-acido aspartico)
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Figura 3.4. Estructura molecular de los tensioactivos del tipo 1-O-lauroil-rac-glicero-3
(N*-acetil-L-aminoacido).
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3.2. Ensayos de irritacion en modelos celulares

3.2.1. Ensayo de hemolisis

El ensayo de hemdlisis para predecir el efecto irritante a nivel ocular se ha

realizado segun el protocolo INVITTOX nim. 37 basado en los trabajos previos de
Pape y cols. (1987; 1990; 1991).

Materiales

Las muestras de sangre humana se obtuvieron del Banco de Donantes del

Hospital Clinico de Barcelona. El dodecil sulfato sédico (SDS) y el NaCl utilizado

para preparar la solucién salina fueron suministrados por Merck (Darmstadt,

Alemania).

Protocolo experimental

Preparacion de la suspension de eritrocitos. Se realizaron tres lavados de
la sangre en solucién salina fisioldgica (0,9 % p/v) para eliminar el plasma
y los leucocitos. Finalmente, los eritrocitos se resuspendieron a una

densidad celular final de 8 x 10° células/ml.

Ensayo de hemdlisis. Para realizar el ensayo de hemdlisis se afadieron
diferentes volumenes (de 10 a 80 pl) de las soluciones de tensioactivo (de
1 a 10 mg/ml) en tubos de poliestireno con el objetivo de ensayar
diferentes concentraciones (de 10 a 1000 pg/ml). Por cuestiones de
solubilidad, las soluciones de tensioactivo se prepararon en solucion salina
(0,9 % de NaCl). Después se afiadieron alicuotas de 25 pl de la suspension
de eritrocitos a cada tubo y se llevd hasta un volumen final de 1 ml en
solucién salina. Posteriormente, se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente y en agitacion constante. Después del periodo de
incubacién, se centrifugaron los tubos (10 minutos a 1500 x g) y se
determiné el porcentaje de hemdlisis mediante la lectura de la absorbancia
a 540 nm. Previamente, el espectrofotometro se ajusté a cero con un
control negativo que se prepard afiadiendo 25 pl de la suspension de
eritrocitos a un vial con solucién salina o PBS hasta un volumen final de
1 ml. Las lecturas de absorbancia de las muestras se compararon con
viales que representaban el 100 % de hemdlisis ya que se anadieron 25 pl
de la suspension de eritrocitos a un vial con agua destilada. A partir de los

resultados de hemdlisis, se obtuvo una curva concentracidon-respuesta
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(Figura 3.5) y se calculé la concentracidon de tensioactivo que inducia el
50 % de hemdlisis (CHs).
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Figura 3.5. Calculo de la concentracién hemolitica 50 a

partir de las graficas concentracion-respuesta.

Indice de desnaturalizacién de la hemoglobina. Para la determinacién del
indice de desnaturalizacion de la hemoglobina (ID) se realizé un
procedimiento similar al anterior. Se prepararon soluciones de tensioactivo
y de SDS a 10 mg/ml en solucion salina fisiolégica y se pusieron en
contacto con alicuotas de 25 ul de la suspension de eritrocitos. Después de
incubar durante 10 min a temperatura ambiente y en agitacién constante,
se centrifugaron los viales y se hicieron lecturas de absorbancia a 540 y
575 nm. Una vez obtenidos los valores de absorbancia, el indice de
desnaturalizacion de cada tensioactivo se calculé aplicando la siguiente

formula:

ID (%) = Mxmo j
(Ri=Ry)

donde R;, que es un valor constante (1,05) representa la relacion de
absorbancia 575/540 de la oxihemoglobina, R, la relaciéon 575/540 para la
hemoglobina tras el tratamiento con el tensioactivo estudiado y R; la
relacion de las absorbancias de la hemoglobina 575/540 tras el

tratamiento con SDS.
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Figura 3.6. Espectro caracteristico de la hemoglobina (1) con
sus picos maximos de absorbancia a 540 nm (a) y 575 (b).
Después del tratamiento con SDS (2), la hemoglobina se
desnaturaliza y se producen cambios en el espectro. Los
cambios en la relacién de las absorbancias 575/540 son

indicativos del nivel de desnaturalizacidén de la proteina.

e Indice de irritacién ocular. El indice de irritacion se calcula a partir de la
relacion lisis/desnaturalizacion (L/D) que se obtiene dividiendo el valor
CHsg (ug/ml) entre el indice de desnaturalizacion. Segun esta relaciéon L/D
los tensioactivos se clasifican desde no irritantes a muy irritantes (Tabla
3.2).

Tabla 3.2. Clasificacion de los tensioactivos segun el indice L/D.

L/D Clasificacion

>100 No irritante

>10 Ligeramente irritante

>1 Moderadamente irritante
>0,1 Irritante

<0,1 E Muy irritante
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3.2.2. Ensayos de irritacion en lineas celulares

Se utilizaron cuatro lineas celulares: dos lineas de fibroblastos procedentes
de embriones de raton (3T6 y 3T3) y dos lineas de queratinocitos humanos (NCTC
2544 y HaCaT). Las caracteristicas principales de esas lineas celulares y las
condiciones de cultivo se muestran en la Tabla 3.3. Los cultivos se mantuvieron
en una estufa a 37 °C en atmdsfera de aire modificada con un 5 % de CO,. La
manipulacion se llevd a cabo en condiciones de esterilidad trabajando en una
cabina de flujo laminar vertical previamente pulverizada con etanol al 70 % vy

tratada con luz ultravioleta durante 20 min.

Materiales

Los medios de cultivo RPMI 1640 sin glutamina, RPMI sin glutamina ni rojo
de fenol y Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), la L-glutamina, la
solucion amortiguadora de fosfatos estéril (PBS), la solucién de tripsina / EDTA, la
solucion amortiguadora hepes y el suero fetal bovino (FBS) fueron suministrados
por la casa comercial Cambrex (Verviers, Bélgica). Los fluorocromos naranja de
acridina y bromuro de etidio fueron suministrados por Sigma (St. Louis, MO, EE.
UU.). El dimetilsulféxido (DMSO) fue suministrado por Fluka. Los frascos de
cultivo de 75 cm?, las placas de 12, 24 y 96 pocillos fueron suministrados por TPP
(Trasadingen, Suiza). El resto de material estéril para cultivo celular fue
suministrado por Rubilabor (Rubi, Barcelona) y las camaras de recuento celular

Fast-Read® por Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania).

Descongelacioén

Las alicuotas de las distintas lineas celulares estaban congeladas en
suspensién en medio RPMI 1640 (3T6 y NCTC) o DMEM (3T3 y HaCaT) con un
10 % de FBS y un 10 % de DMSO. Se descongelaron y seguidamente se
centrifugaron a 1200 g y se retird el sobrenadante para eliminar, asi, los restos
de DMSO. La fraccién celular se resuspendid en 20 ml del medio de cultivo
apropiado y se incubaron en frascos de 75 cm?. Cuando las células alcanzaron una
confluencia aproximada del 80 % se procedié a su tripsinizacidon para realizar la
resiembra del cultivo en otro frasco de mantenimiento o en placas para la

realizacion de los ensayos pertinentes.
Tripsinizacion
e Fundamento. Las células cuando se mantienen en las condiciones

apropiadas se adhieren a la superficie de un soporte formando, asi, una

matriz de unidn. La tripsinizacion, o tratamiento con tripsina, permite la
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disgregacion enzimatica de estas uniones y de las uniones intercelulares,
dando lugar a una suspension de células. La presencia de EDTA en la
solucion de tripsina optimiza el proceso de disgregacion dado que actla
como un quelante de metales que podria inhibir la actividad de la enzima.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion y para evitar una pérdida de
viabilidad celular, la tripsina se inactiva mediante la adicion de medio de

cultivo con suero.

e Protocolo experimental. El cultivo se lavé con PBS y se incubd a 37 °C
durante 5 min aproximadamente con una solucién estéril de 0,5 mg/l de
tripsina y 0,2 g/l de EDTA. Se utilizé6 un volumen de 40-50 pl de tripsina
por cm? de superficie a tratar. Después de la incubacidn, se comprobé que
las células se hubieran desprendido de la superficie de crecimiento y, a
continuacion, se inactivd la tripsina por adicién de medio de cultivo (3
veces el volumen de tripsina utilizado). A continuacion se realizd un
recuento para determinar el nUmero de células y la viabilidad celular de la

suspension de células obtenida.

Recuento de células viables

e Fundamento. Los agentes intercalantes, como los fluorocromos naranja de
acridina y bromuro de etidio, son moléculas planas e hidrofobas que se
intercalan entre los pares de bases del DNA y provocan distorsiones en su
estructura de doble hélice. El fluorocromo naranja de acridina entra en las
células vivas y tifie de color verde el DNA bicatenario y de color naranja
claro el DNA monocatenario y el RNA. En cambio, el bromuro de etidio
Unicamente puede atravesar la membrana plasmatica de las células
muertas y tifie de color naranja rojizo su material genético (Parks y cols.,
1979).

e Preparacion del colorante. Se prepard una soluciéon de naranja de acridina
de 10 pg/ml y una solucién de bromuro de etidio de 200 pug/ml disueltos
en PBS. A continuacion, se mezclaron los dos colorantes a voliumenes
iguales (1:1) y la solucion resultante se volvidé a diluir 10 veces (solucion
de trabajo) y se guardo en un recipiente de vidrio topacio a 4 °C. Todas las

soluciones se prepararon con PBS estéril.



Tabla 3.3. Caracteristicas principales de las lineas celulares y sus correspondientes condiciones de cultivo.

3T6 (CCL-96)

3T3 (0058-MoECL)

NCTC 2544 (ICLC
HL97002)

HaCaT (0001-HSCL)

Descripcion Fibroblastos Fibroblastos Queratinocitos Queratinocitos
Crecen en monocapa pero Crecen formando una Crecen formando una Crecen formando una
no presentan inhibicién por | monocapa. monocapa. monocapa.
contacto Presentan inhibicién por Presentan inhibicion por Presentan inhibicion por

contacto. contacto contacto

Origen Embriones de ratén (Mus Embriones de ratén (Mus Piel humana Melanoma de piel de
musculus) musculus) humano adulto

Ciclo celular 18 h 18 h 21 h 22-23 h

Condiciones de cultivo

Medio de mantenimiento RPMI 1640 DMEM RPMI 1640 DMEM

Suplementado con

Condiciones

sin glutamina

10 % de FBS

Glutamina (2 mM)
Estreptomicina (100 pg/ml)
Penicilina (100 U/ml)

37 oC
5 % CO,

sin glutamina
4,5 g/l de glucosa

10 % de FBS

Glutamina (2 mM)
Estreptomicina (100 pg/ml)
Penicilina (100 U/ml)
Hepes (10 mM)

37 oC
5 % CO,

sin glutamina

10 % de FBS

Glutamina (2 mM)
Estreptomicina (100 pg/ml)
Penicilina (100 U/ml)

37 oC
5 % CO,

sin glutamina
4,5 g/l de glucosa

10 % de FBS

Glutamina (2 mM)
Estreptomicina (100 pg/ml)
Penicilina (100 U/ml)
Hepes (10 mM)

37 °C
5 % CO,

Referencias

Todaro y Green, 1963;
Todaro y cols., 1964.

Todaro y Green, 1963;
Todaro y cols., 1964.

Neufahrt y cols., 1976;
Neufahrt y cols., 1978.

Boukamp y cols., 1988.
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e Protocolo experimental. Se mezclaron 100 ul de la suspensién celular
con 500 pl de medio (RPMI o DMEM, segun la linea celular) con el
objetivo de diluir la muestra. De esta suspension, se tomaron 50 pl, se
mezclaron con 50 pl de la solucidon de trabajo del colorante y se
rellenaron las celdas necesarias de una camara Fast-Read® para realizar
el recuento de células por microscopia de fluorescencia. Finalmente, se
calculd el niamero de células viables por pl de la suspensién celular

inicial considerando que el volumen interior de cada celda era de 1 pl.

Resiembra de los cultivos celulares

e Protocolo experimental. A partir del nimero de células viables por ul de
suspensién celular inicial y de la densidad de siembra deseada en cada
caso, se mezclé un volumen determinado de suspensién celular con el
medio de cultivo hasta completar el volumen apropiado dependiendo del

recipiente de cultivo que se iba a utilizar.

e Frascos. Son recipientes de cultivo de poliestireno con una superficie de

crecimiento de 75 cm? tratada para facilitar la adhesion de las células.

96 pocillos 24 pocillos 12 pocillos

Superficie de 0,32 cm? 1,91 cm? 3,66 cm?
crecimiento

Volumen 0,34 ml 3,29 ml 6,30 ml
Numero de células 15x%10° 10x10° 20 x10°
aproximado en ’ ’ ’
confluencia

Figura 3.7. Caracteristicas de las placas de poliestireno utilizadas para el cultivo
celular. En funcién del ensayo que se quiera realizar es necesario un numero minimo de

células que nos obliga a utilizar un tipo especifico de placa.
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e Placas. De igual modo que los frascos, las placas son recipientes de
cultivo con una superficie de crecimiento de poliestireno tratada. En

este estudio se han utilizado placas de 96, 24 y 12 pocillos (Figura 3.7).
3.2.2.1. Ensayos de citotoxicidad

Materiales

El medio RPMI 1640 sin glutamina ni rojo de fenol fue suministrado por
Cambrex (Verviers, Bélgica). El colorante rojo neutro y el MTT fueron
suministrados por Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.). EI DMSO, el etanol

absoluto y el acido acético glacial fueron suministrados por Fluka.

Protocolo experimental

e Siembra en placa. Cuando los cultivos celulares alcanzaron en el frasco
un nivel de confluencia aproximado del 80 % se trataron con una
solucién de tripsina/EDTA con el fin de eliminar la matriz extracelular
que las une a la superficie del frasco y obtener, asi, una suspension
celular. A continuacion, se sembraron en los 60 pocillos centrales de
placas de 96 pocillos de poliestireno a una densidad de 5 x 10°

células/ml. Las placas se mantuvieron en estufa a 37 °Cy 5 % CO;.

e FExposicion de las placas a los productos. Una vez alcanzada la
confluencia, fueron expuestas a concentraciones crecientes de
tensioactivo (de 1 a 500 pg/ml) disuelto en medio RPMI o DMEM (segun
la linea celular) con un 5 % de FBS, 2 mM de L-glutamina y un 1 % de
la soluciéon de antibidtico. En cada una de las placas se incluyeron
controles, pocillos a los que se les afiadi6 medio Unicamente (sin
tensioactivo). Después de afiadir el tratamiento, las placas se incubaron
en estufa a 37 °Cy 5 % de CO, durante un periodo de 24 h.

e (Captacion del colorante rojo neutro (NRU, neutral red uptake).

= Fundamento. El colorante rojo neutro (3-amino-7-dimetilamino-
2-metilfenazina) es un colorante catiénico débil que atraviesa la
membrana celular pasivamente por un proceso de difusidon no
idnica y se une a la matriz intracelular de los lisosomas. Las
células muertas o dafiadas no pueden retener el colorante

después de los procesos de lavado vy fijacion.
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= Preparacion del colorante. Se preparé 24 h antes de realizar el
ensayo disolviendo el colorante hasta una concentracion de

5 pg/ml en medio de cultivo RPMI sin FBS vy sin rojo de fenol.

*= Protocolo experimental. El ensayo NRU se llevd a cabo segun el
método descrito por Borenfreund y Puerner (1986) pero con una
modificacion introducida por Riddell y cols. (1986) que evita el
uso de formaldehido durante el procedimiento. Después del
tratamiento de las células con los distintos tensioactivos, el
medio de aspiré de cada uno de los pocillos y se afadieron
100 pl por pocillo de la solucién del colorante rojo neutro.
Después de incubar las células durante 3 h con dicho colorante
en la estufa a 37 °C y 5 % de CO,, se elimind el colorante por
aspiracion, se lavaron los pocillos dos veces con PBS y se
afiadieron 100 pl de una solucion al 50 % de etanol absoluto y el
1 % de acido acético glacial en agua destilada, con el objetivo de
extraer el colorante del interior de las células. Después de 10
minutos de agitacion suave, se realizo la lectura de absorbancia
de las placas a 550 nm en un lector de microplacas (Bio-Rad
550).

e FEnsayo de reduccion de la sal de formazan MTT,

Fundamento. Es un ensayo colorimétrico basado en la incubacion de
las células con 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
una sal soluble de color amarillo. Las células captan el MTT por
endocitosis y lo reducen a un formazan insoluble de color azul.
Aunque siempre se ha considerado que la reduccién del MTT a
formazan tiene lugar en las mitocondrias, también se ha descrito su

reduccion en otros compartimentos celulares (Liu y cols., 1997).

Preparacién del colorante. Se prepar6é una dilucion 1:10 de una
solucion de MTT (5 ug/ml en PBS) en medio de cultivo RPMI sin FBS
ni rojo de fenol 24 h antes de realizar el ensayo y se guardd en la
estufa a 37 °C.

Protocolo experimental. El ensayo de reduccion del MTT se realizd
siguiendo el método descrito por Mosmann (1983). Tras el
tratamiento de las células con los distintos tensioactivos, se aspiro el
medio de cada uno de los pocillos y se afiadieron 100 ul por pocillo
de la solucion de MTT. Después de incubar las células con dicho

colorante durante 3 h a 37°Cy 5 % de CO,, se elimino el colorante
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por aspiracién, se lavaron los pocillos dos veces con PBS y se
afiadieron 100 pl de DMSO para extraer el colorante del interior de
las células. Después de 10 min de agitacion suave, se realizd la
lectura de absorbancia de las placas a 550 nm en un lector de

microplacas (Bio-Rad 550).

e (Calculo de la concentracion inhibitoria 50 (Clsy). Con los resultados de
absorbancia para cada concentracion se obtuvieron las graficas
concentracion-respuesta. En el caso del ensayo de captacion del
colorante rojo neutro, la viabilidad se expresé como el porcentaje de
captacién de colorante por los lisosomas respecto a las células control
gue no habian sido tratadas. En el ensayo MTT, la viabilidad también se
expresd como el % de reduccion del colorante respecto a las células
control. Las curvas obtenidas se ajustaron a una funcién exponencial y
se calcularon los indices de citotoxicidad o concentracion inhibitoria 50
(CIsg), que es la concentracion de tensioactivo que provoco la muerte

del 50 % de células (Figura 3.8).

= Ae™
100 y

50 f—-ooo oD

% Captacién

0 Clso 300 500

[Tensioactivol

Figura 3.8. Calculo de la concentracidén inhibitoria
50 de los tensioactivos a partir de las graficas

concentracién-respuesta.

3.2.2.2. Liberacion y produccion de la citocina proinflamatoria IL-1a en

la linea celular de queratinocitos humanos NCTC 2544

Materiales

La IL-1lo humana recombinante, el anticuerpo monoclonal anti-IL-1a
humana, el anticuerpo monoclonal anti-IL-1a humana marcado con biotina y el
complejo estreptavidina-peroxidasa (HRP) son de Pierce Endogen. El sustrato
enzimatico de la peroxidasa, la TMB (3,3’,5',5-Tetrametilbenzidina) y el
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detergente Triton X-100 son de Sigma. Para la técnica ELISA se utilizaron
placas de 96 pocillos de Costar 3690 (Costar, Cambridge, MA).

Protocolo experimental

Siembra en placa. Cuando los queratinocitos alcanzaron un nivel de
confluencia aproximado del 80 % se trataron con una solucién de
tripsina/EDTA para obtener una suspension celular. A continuacion, se
utilizd esa suspension celular para sembrar placas de 24 pocillos de
poliestireno a una densidad de 5 x 10* células/ml. Las placas se
mantuvieron en estufa a 37°C y 5 % CO, el tiempo necesario para

alcanzar la confluencia.

Exposicion a los productos. Una vez transcurrido ese tiempo, se
afiadieron 300 pl por pocillo de distintas concentraciones de los
tensioactivos (de 5 a 120 pg/ml) disueltos en medio RPMI con un 1 %
de FBS, 2 mM de L-glutamina y un 1 % de la solucién de antibidtico. En
cada una de las placas se incluyeron controles, pocillos a los que se les
afiadido medio Unicamente (sin tensioactivo). Después de afiadir el
tratamiento, se incubaron las placas en estufa a 37 °C y 5 % de CO,
durante un periodo de 24 h. Después del periodo de incubacidn, se
recogié el medio de cada uno de los pocillos en tubos Eppendorf y se
centrifugaron con el objetivo de realizar, posteriormente, la
determinacion de IL-1a extracelular (IL-1a EX) y la valoracion de la
actividad LDH. Por otro lado, se lavaron las monocapas de células de los
pocillos con PBS, se las traté con 300 pl/pocillo al 0,5 % de Triton X-
100 en PBS para lisar las células y se recogid esa solucion para
determinar la concentracion de IL-1a intracelular (IL-1a IN). Las
determinaciones de IL-1a intracelular y extracelular se realizaron

mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).
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Figura 3.9. Esquema de la técnica ELISA sandwich. El antigeno presente en las

muestras queda retenido entre un anticuerpo que estd adsorbido a la fase sélida y un

anticuerpo marcado con una enzima. Los valores de absorbancia obtenidos tras la

reaccion del enzima con su sustrato son directamente proporcionales a la cantidad de

antigeno presente en la muestra.
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e FLISA sandwich para la deteccion de IL-1«a

Fundamento. La primera técnica de ELISA fue descrita de forma
independiente por Engvall y Perlmann y Van Weemen y Schuurs
en el afio 1971. Desde entonces se han desarrollado diferentes
técnicas de ELISA para detectar un gran numero de antigenos vy
anticuerpos. El ELISA sandwich fue descrito por primera vez en
1977 por Clark y Adams y se trata de un ensayo de captura de
antigeno y deteccion mediante inmunocomplejos. Es un ensayo
muy utilizado en el que se recubre el pocillo con un primer
anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de
anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se encuentra
el antigeno, que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por
el primer anticuerpo. Después de un segundo lavado que elimina
el material no retenido se aplica una solucion con un segundo
anticuerpo anti-antigeno marcado con una enzima. Asi pues,
cada molécula de antigeno estard unida a un anticuerpo en la
base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al menos, que lo
marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad
debido a la amplificacion de sefial que permite el segundo
anticuerpo (Figura 3.9).

Protocolo experimental. Se utilizaron placas Costar 3690 de 96
pocillos y la técnica escogida fue el ELISA sandwich. Para la
adsorcion del anticuerpo de captura se afiadieron 0,1 ml del
anticuerpo anti-IL-1a humana disuelto hasta 1,5 pyg/ml en PBS y
se dejé durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente se lavaron las placas tres veces con PBS vy se realizo el
bloqueo de los sitios activos no saturados de la placa con 0,2 ml
de una solucién al 4 % de albamina bovina en PBS durante 1 h a
temperatura ambiente. Entonces, se afiadié a cada pocillo
0,05 ml de las muestras o de una soluciéon de IL-1o. humana
recombinante junto con 0,05 ml de anticuerpo biotinado anti-IL-
1o humana (anticuerpo de deteccién) a una concentracién de
0,4 ug/ml en PBS y se incubd la placa durante 2 h a temperatura
ambiente. Después de ese periodo se realizaron tres lavados con
PBS, se afladieron a cada pocillo 0,1 ml del complejo
estreptavidina-HRP diluido 1:16 000 y se incubd durante 30 min

a temperatura ambiente. Se utiliz6 TMB como sustrato de la
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reaccion y se realizd la lectura de absorbancia a 595 nm. El

limite de sensibilidad del ensayo fue de 15 pg/ml (Figura 3.10).

0,8

MeanValus

0,6

0,4

02
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Concentration
y=A+Bx A - O .
Std (Standards: Concentration vs MeanValue) -0,016 0,001

Figura 3.10. Para calcular las concentraciones de IL-1a
de las muestras se realiza una recta patron a partir de
los valores de absorbancia de distintas concentraciones
conocidas de la citocina. En la figura se muestra un

ejemplo de recta patrén.

3.2.2.3. Acumulacion de gotas lipidicas citoplasmaticas en la linea de

queratinocitos humanos NCTC 2544

Materiales

El colorante rojo de nilo (9-dietilamino-5H-benzofenoxazina-5-ona) fue

suministrado por Sigma (St Louis, MO) y el formaldehido por Fluka.

Protocolo experimental
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Siembra en placa. Cuando los queratinocitos alcanzaron un nivel de
confluencia aproximado del 80 % se trataron con una solucion de
tripsina/EDTA con el fin de eliminar la matriz extracelular que las une a
la superficie del frasco y obtener, asi, una suspension celular. A
continuacion, se utilizd esa suspensidon celular para sembrar placas de
12 pocillos. Las monocapas contenian aproximadamente 2 x 10° células.
Las placas se mantuvieron en estufa a 37°C y 5% CO, el tiempo

necesario para alcanzar la confluencia.

Exposicion a los productos. Una vez transcurrido ese tiempo, se
afadieron 560 pl por pocillo de distintas concentraciones de los
tensioactivos (de 1 a 50 pg/ml) disueltos en medio RPMI con un 1 % de

FBS, 2 mM de L-glutamina y un 1 % de la soluciéon de antibidtico. En
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cada una de las placas se incluyeron controles, pocillos a los que se les

anadié medio Unicamente (sin tensioactivo).
e Tincidn de las gotas lipidicas citoplasmaticas.

*= Preparacion del colorante. Se prepard una solucion madre de
dicho colorante a una concentraciéon de 1 mg/ml en etanol. Esa

solucidn se diluyd 1:100 en PBS (solucién de trabajo).

= Protocolo experimental. Para analizar la acumulacion de gotas
lipidicas intracelulares se utilizd el rojo de nilo, un colorante vital
excelente para la deteccion de lipidos neutros mediante
microscopia de fluorescencia y citometria (Greenspan y cols.,
1985). Después del tratamiento, se lavaron las monocapas con
PBS y se tripsinizaron para obtener una suspension celular. Se
fijaron las células en una solucién de formaldehido al 2 %
durante 20 min a temperatura ambiente, se lavaron con PBS y
se incubaron con 500 ul de la solucidon de trabajo del colorante
rojo de nilo durante 10 min a temperatura ambiente y en
oscuridad. Después de lavar con PBS para eliminar el exceso de
colorante, se resuspendieron las células en 0,5 ml de PBS y se

guardaron en hielo.

e Microscopia de fluorescencia. A partir de las células tratadas y tefiidas
segun el procedimiento anterior, se realizaron preparaciones para su
observacion en microscopio de fluorescencia. Un volumen de 50 pl de la
suspension de queratinocitos tefiidos se centrifugd sobre portaobjetos
Permafluor y la observacion se realizd con un microscopio de

fluorescencia Zeiss provisto de una camara fotografica.

e Andlisis mediante citofluorometria de flujo. Las células tenidas segun el
procedimiento anterior se analizaron mediante citofluorometria. Se
analizaron 10 000 células y el valor medio de fluorescencia se midié con
el canal FL2 en escala logaritmica en un citdmetro de flujo FACScan

(Becton Dickinson, Italia).
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3.2.2.4. Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

liberada al medio de cultivo

Fundamento. La enzima LDH es una enzima citoplasmatica estable que
se encuentra en la mayoria de las células. Esta enzima se libera al
medio de cultivo cuando se producen dafios sobre la membrana
plasmatica de las células. Por tanto, se puede usar como marcador de la
integridad de la membrana celular (Cook y Mitchell, 1989). La
determinacion se realizé con un kit comercial (Takara) siguiendo las
especificaciones suministradas por la casa comercial. El kit consta de

dos reactivos:

. Reactivo A. Contiene la diaforasa, que actla como catalizador, y
NAD™,

" Reactivo B. Contiene cloruro de yodotetrazolio y lactato sddico.

La reaccidon enzimatica se produce en dos pasos. En primer lugar, el
NAD" se reduce a NADH/H* por la conversion del lactato a piruvato
catalizada por la LDH. En segundo lugar, el catalizador (la diaforasa)
transfiere H/H* del NADH/H" a la sal de tetrazolio que se reduce a
formazan. Esta reaccién produce un cambio de color de amarillo palido

a rojo (Figura 3.11).

Acido lactico » Acido piravico
NAD" NADH + H*
Formazan Tetrazolio

Figura 3.11. Fundamento de la técnica de deteccion de la actividad lactato

deshidrogenasa
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Protocolo experimental. La liberacion de la LDH se determind en el
medio de cultivo 24 h después del tratamiento con los tensioactivos. Se
prepar6o una solucién de trabajo mezclando 250 ul de reactivo A con
11,25 ml de reactivo B. Esta solucion debe prepararse y utilizarse
inmediatamente. En placas Costar 3690 de 96 pocillos se afadieron

50 pl de las muestras y, a continuacion, 50 pl de la solucién de trabajo.
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Se incubd durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad v,
transcurrido ese periodo, se realizé la lectura de absorbancia a 490 nm
(Bio-Rad 550).

3.2.2.5. Determinacion de la concentracion de proteina

Fundamento. El contenido de proteina se determind mediante el método
descrito por Bradford (1976) utilizando el reactivo Bio-Rad. Esta técnica
se basa en la adicién de un colorante de naturaleza acida (Coomassie
Brilliant Blue G-250) que reacciona con las proteinas formando
complejos colorimétricos relativamente estables con un pico de
absorbancia a 595 nm. Mediante una recta patréon calculada a partir de
concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA) se calcula la

concentracidn de proteina de la muestra.

Preparacion de la recta patron con BSA. Se prepard una solucion madre
de BSA a 0,1 mg/ml. A partir de esa solucidn madre se prepard un

banco de diluciones de 1 a 15 pg/ml.

Protocolo experimental. El contenido de proteina del lisado celular de
cada uno de los pocillos se determin6 utilizando un kit comercial
(Biorad, Richmond, CA) basado en el método descrito por Bradford
antes mencionado. El contenido de proteina de las muestras se calculd a

partir de la recta patron de BSA.

3.3. Ensayos de irritacion en un modelo organotipico

La membrana corioalantoidea (CAM) del huevo de gallina es una

estructura muy vascularizada, utilizada por el embrién de pollo para el

intercambio gaseoso a través de la cascara del huevo. Sus caracteristicas

estructurales la hacen similar a tejidos altamente vascularizados como la

conjuntiva y es capaz de responder frente a productos a irritantes.

3.3.1. HET-CAM

Materiales

Los huevos se obtuvieron de la Granja Bellavista (Llica d’Amunt,

Barcelona). EI NaOH y el SDS fueron suministrados por Merck (Darmstadt,

Alemania) y el azul de tripan, la formamida y la solucién salina por Sigma (St
Louis, MO, EE. UU.).
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Protocolo experimental

Se basa en el protocolo INVITTOX num. 96 descrito a partir de los

trabajos de Luepke (1985).

Preparacion de la CAM. Para la realizacidon de este ensayo se utilizaron
huevos fecundados de gallina incubados durante 10 dias (White
Leghorn variedad SA31). En primer lugar se expuso la membrana
corioalantoidea al aire. Para eso se colocé el huevo de forma vertical
con la parte mas ancha hacia arriba que es la zona donde se encuentra
la cdmara de aire. Con unas tijeras planas se recortd la cascara del
huevo por esa zona en forma circular. Se elimind con mucho cuidado
una primera membrana blanquecina después de humedecerla con
solucién salina. Una vez eliminada esta primera membrana queda
expuesta la CAM, que es transparente y con una abundante irrigacién
sanguinea (Figura 3.12).

Figura 3.12. En la imagen superior se muestra la preparacion de la membrana,

primero se recorta la cascara del huevo (a) y se elimina una primera membrana

blanquecina (b) para exponer la CAM. A continuacién se aplican los productos (c) y

se valoran los fendmenos de forma visual (d) (Imagenes obtenidas de

http://www.schrader-institute.de/htm/creachem tox ver.htm).
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Exposicion de la membrana a los productos. Se prepararon soluciones
de cada uno de los tensioactivos al 2 % (p/v) en solucién salina
fisioldgica y se aplicaron 0,3 ml de las mismas a la CAM durante un
periodo de 20 s. Transcurrido ese tiempo se retird el exceso de producto
lavando con agua destilada y se realizé la observacion de la membrana
para valorar la posible aparicion de los siguientes fendmenos:
hemorragia, vasoconstriccion y coagulacion. Se anotd el tiempo de
aparicion en segundos durante un tiempo maximo de observacion de

5 min.

Célculo del Indice de Irritacién ocular. Cada uno de los productos se
ensayd en tres huevos y se realizd la media aritmética de los tiempos
de aparicién de los fendomenos nombrados anteriormente. El indice de

irritacion ocular (II0) se calculd a partir de la siguiente expresion:
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(301-h) x5 (301-v)x7  (301-c)x 9
IIO = + + ’
300 300 300

donde h, v y ¢ corresponden a los tiempos (en segundos) de aparicion
de hemorragia, vasoconstriccion y coagulacion, respectivamente. Segun

el valor de este indice, los tensioactivos se clasifican segun la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Clasificacion de las sustancias
irritantes en funcion del indice de irritacion

ocular calculado mediante el método HET-CAM.

110 Clasificacidn
De0ao,9 No irritante
De1a4,9 Ligeramente irritante
De 5a 8,9 Irritante
De9 a2l Muy irritante

3.3.2. Modificacion del HET-CAM: CAM-TBS

La valoracion de la posible capacidad de un producto de causar irritacion
ocular utilizando el método HET-CAM presenta el inconveniente de la
subjetividad del experimentador a la hora de detectar la aparicién de los
efectos adversos. Para evitar esto, se desarrolld una nueva estrategia, el CAM-
TBS, un método que supone una mejora ya que, en este caso, lo que se valora
es la capacidad del colorante azul de tripan de penetrar a través de las
membranas lesionadas. En este ensayo se determina la cantidad de colorante
gue se adsorbe a la CAM después de haber entrado en contacto con el producto
(Hagino y cols, 1991, 1993), por tanto, a diferencia del HET-CAM, es un

meétodo cuantitativo.

e Protocolo experimental. El procedimiento experimental se basa en el
protocolo INVITTOX num. 108. Una vez se expuso la membrana al
producto se depositaron 0,5 ml de la solucién de azul de tripan (0,1 %
en PBS) y se dejé actuar durante 1 min. Después de ese tiempo, la
membrana se lavo, se cortd y se colocd en una capsula de Petri con
agua destilada para eliminar el exceso de colorante. A partir de aqui, el
protocolo incorpord una modificacion (Vinardell y Garcia, 2000) respecto
al protocolo INVITTOX dado que para determinar la cantidad de

colorante adsorbido en la membrana lavada, esta se pesd y se introdujo
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en un tubo de poliestireno con 3 ml de formamida para extraer el
colorante fijado al tejido. Cuando la formamida extrajo todo el
colorante, se descartd la membrana y se realizd la lectura de
absorbancia de las muestras. Para determinar la longitud de onda
apropiada para realizar las lecturas de absorbancia, se analizd el
espectro de absorbancia de la solucién de azul de tripan (Figura 3.13)
para establecer el pico maximo de absorbancia que puede oscilar entre

los 580 y los 620 nm en funcion del lote del colorante.

2,0 !
A =611 nm
e
Abs. } /";
*

L )!-‘J

0’0 | \'-u_
400 nm by 800 nm

Figura 3.13. Espectro de absorbancia del colorante azul de
tripdn. En este caso el pico maximo de absorbancia se

encuentra a 611 nm.

La concentracién final de colorante de las muestras se calculé a
partir de una recta patron calculada a partir de cantidades conocidas del
colorante (Figura 3.14). Los resultados se expresaron en nmoles del
colorante adsorbido por mg de tejido. El hecho de expresar la cantidad
de colorante en funcién del peso del tejido reduce la variabilidad de los
resultados ya que no es necesario cortar siempre la misma cantidad de

membrana, una maniobra bastante delicada (Vinardell y Garcia, 2000).
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Abs.

1,00 y = 0.0093x + 0.0142
R® = 0.9997
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Figura 3.14. Recta patron calculada a partir de los valores de

absorbancia de concentraciones conocidas de azul de tripan.

En funcién de la cantidad de colorante adsorbido a la membrana, los

compuestos pueden clasificarse segun se muestra en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Clasificacion de las sustancias irritantes en
funcidn de la cantidad de azul de tripan adsorbido en la

membrana.

Colorante adsorbido |
i Clasificacion
(nmoles/mg)

<0,100 No irritante
0,100-0,150 | Irritante
>0,150 Muy irritante

3.4. Ensayos de irritacion in vivo

Estos ensayos se han realizado con la aprobacién del Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Barcelona, con arreglo a las
regulaciones actuales para el uso y la manipulacion de animales de

experimentacion (Decreto 214/97, Generalitat de Catalunya).

Animales de experimentacion

Los conejos utilizados eran de la cepa New Zealand (machos albinos, 10
semanas de vida y un peso aproximado de 2,0 kg) y fueron suministrados por

Granja San Bernardo (Navarra). Durante el tiempo de experimentacion se han
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mantenido en el Servicio de Estabulario de la Facultat de Farmacia en

condiciones estandarizadas de temperatura (26-28 °C) y humedad relativa

(40-60 %), con un ciclo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

3.4.1. Ensayo de irritacion ocular

Protocolo experimental. Este ensayo se llevd a cabo siguiendo la Guia
405 de la OCDE (Organizacion para la Cooperaciéon y el Desarrollo
Econdmicos). Para realizar este ensayo se aplicaron 0,1 ml del producto
al 1 0 2% (p/v) en solucién salina fisioldgica en uno de los ojos del
conejo. El ojo contralateral se mantuvo como control sin tratar. Tras 1 h
de exposicion, se realizd la observacion de los ojos para valorar las
posibles lesiones en la cornea, la conjuntiva y el iris a las 24, 48 y 72 h.
Las lesiones se cuantificaron segun las puntuaciones establecidas en la
Guia 405 y que se encuentran descritas en la Tabla 3.6. Cada uno de los

productos se ensay0 en tres animales.

3.4.2. Ensayo de irritacion dérmica
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Protocolo experimental. Este ensayo se llevd a cabo siguiendo la Guia
404 de la OCDE (Organizacion para la Cooperaciéon y el Desarrollo
Econdmicos). Se rasurd la piel de la zona dorsal de los animales con
mucho cuidado para evitar lesiones con una rasuradora 24 h antes de la
exposicién a los productos. En un area aproximada de 6 cm? de piel se
aplicaron 0,5 ml de una solucion de tensioactivo al 5 % (p/v) en
solucion salina fisiologica y la zona se cubrid con una gasa estéril y se
dejé durante un periodo de 4 h. La valoracién de las lesiones se hizo
24 h después de retirar los parches. Estas lesiones se cuantificaron
segun las puntuaciones descritas en la Guia 404 (Tabla 3.7). Cada

producto se ensay0 en tres animales.
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Tabla 3.6. Valoracion cuantitativa de las lesiones oculares (Guia 405, OCDE).

Cornea

Opacidad: grado de densidad (se tendra en cuenta la zona mas densa)

Sin ulceracion Ni OPACIAAA «.v.vueieie it e 0
Zonas de opacidad diseminadas o difusas (aparte del ligero mate debido a la limpieza
habitual); los detalles del iris se aprecian con claridad..........ccoviviiiiiiiiii i 1
Zona translucida facilmente discernible; los detalles del iris estan ligeramente

(o =Tl H =T o o o 1P, 2

Zona nacarada; no se ven detalles del iris; el tamafio de la pupila apenas es discernible

...................................................................................................................... 3
Cdrnea opaca; no se distingue el iris @ SU traVeS......coviiiiiiiiiii i, 4
""""""""""""""""""""""""""" Maximo posible 4 ]
Iris

[N FoT o 1= PP TPRPRPIN 0

Pliegues notablemente hundidos, congestion, inflamaciéon, moderada hiperemia o

inyeccidn circuncorneal; iris reactivo a la luz (si la reaccion es defectuosa se considera

Maximo posible 2

Conjuntiva

Enrojecimiento (se refiere a la conjuntiva palpebral y bulbar; se excluye la cérnea y el

iris)

NV o T 2 = P 0
Algunos vasos sanguineos hiperémicos (inyectados) .....cvvvvrviiiiiiiiiiiiiiiiiiiineneenes 1
Coloracién carmesi difusa; no se distinguen facilmente los vasos individuales ............ 2
Coloracion CarNe difUS@ . ... uuiuisiiiiiite e 3
""""""""""""""""""""""""" Maximo posible3 ]
Quemosis

Inflamacidn (se refiere a los parpados o a las membranas nictitantes)

N Fo T o - 1 PP 0
Cierta hinchazon superior @ 10 NOIMAl ..vveiriiie i e aeeaas 1
Hinchazdn evidente con eversion parcial de [0S parpados .......c.vvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieienes 2
Hinchazon con parpados MEdio CEMTAAOS ...uviuiiririre et rteierteere et renerarnraerrenerenenes 3
Hinchazdn con parpados mas que medio Cerrados.......vviiiuiiiiiiiiiniiiri e 4

Maximo posible 4
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Tabla 3.7. Valoracion cuantitativa de las reacciones dérmicas (Guia 404, OCDE).

Eritema y formacion de escaras

SN BFIERMIA 1.ttt 0
Eritema muy leve (apenas perceptible) ..o 1
Eritema bien definido .....ooviieiii 2
Eritema moderado @ INtENSO ...vviiiiiiiiiiiiii i e 3

Eritema intenso (enrojecimiento color carne) o formacidn de escaras que

Edema
1Y LI =Te [T 0 1 = 1 PP 0
Edema muy leve (apenas perceptible) ..o 1

Edema ligero (los bordes de la zona estan bien definidos por elevaciones

(oo a Lol /= =13 PP 2
Edema moderado (elevacién de 1 mm aproximadamente)..........cocvvvuvnennen. 3
Edema intenso (elevacion superior a 1 mm y extensidn que sobrepasa la zona

Maximo posible 4

3.5. Analisis estadistico

Los resultados de los diferentes ensayos se expresan como la media y el
error estandar (EE). Los datos se han comparado utilizando el analisis ANOVA
de un solo factor. La prueba estadistica de comparaciéon utilizada ha sido la F
de Snedecor con un nivel de significacion de 0,05. Cuando la comparacion ha
resultado significativa se han aplicado diferentes analisis post hoc para la
comparacidon entre grupos, tal y como se indicara convenientemente para cada
caso. En general, un valor P<0,05 se ha considerado significativo aunque, en
algunos casos también se ha indicado si el valor P<0,01. Todos los analisis se
han realizado con el paquete estadistico SPSS® 10.0 (SPSS Inc. Chicago, IL,
E.U.A.).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION







Antes de que cualquier producto farmacéutico o cosmético se utilice
para consumo humano, en muchas ocasiones se llevan a cabo ensayos en
animales para valorar su eficacia y seguridad. Sin embargo, la utilizacién de
animales en los procesos modernos de desarrollo de productos resulta cada vez
mas cara y menos practica. Ademas, los principios éticos de la experimentacion
animal demandan la aplicacién de la estrategia de las 3 erres. Por lo tanto,
existe una necesidad creciente de disponer de métodos in vitro que sean
rapidos y fiables para el cribado y la evaluacion de los riesgos potenciales para
la salud humana de nuevas formulaciones cosméticas y farmacéuticas. Esta
necesidad es especialmente acuciante para la industria cosmética que debe
fabricar productos seguros y eficaces, a la vez que se enfrenta a la negativa de
los consumidores y de la legislacién a que sus productos sean ensayados en
animales.

Los ensayos in vitro son herramientas valiosas en la industria cosmética
y farmacéutica dado que suelen ser técnicas rapidas y de bajo coste para
realizar estudios preliminares de toxicidad. Ademas, permiten el estudio de los
efectos toxicos desde un punto de vista mecanistico. Otra ventaja que
presentan los métodos in vitro respecto a los sistemas in vivo es que son
capaces de distinguir pequefias diferencias entre productos y materiales
ligeramente irritantes. Los ensayos de Draize, debido a su naturaleza
cualitativa, no permiten detectar esas pequefias diferencias. Asimismo,
tampoco son modelos apropiados para el estudio de las bases mecanisticas de
los procesos de irritacion que tienen lugar en la piel o el ojo. La eleccién de una
bateria apropiada de métodos in vitro puede proporcionar unos resultados de
toxicidad mucho mas informativos que los obtenidos con el Draize.

Por otro lado, los tensioactivos constituyen ingredientes practicamente
esenciales en la formulacién de productos cosméticos y farmacéuticos. A pesar
de la necesidad de utilizar este tipo de compuestos, muchos de ellos
desencadenan reacciones irritantes en la piel y las mucosas. Se conoce este
efecto de los tensioactivos desde que en los afios 30 se tuvieron datos de los
primeros casos de irritaciéon dérmica provocada por jabones (Blank, 1939). Por
ese motivo, el efecto de los tensioactivos sobre la piel y las mucosas se ha
estudiado en profundidad tanto in vivo como en condiciones in vitro y se ha
demostrado que estos compuestos provocan alteraciones bioquimicas en la piel
y las mucosas. Desde entonces, se han utilizado como compuestos de

referencia para el estudio de los procesos de irritacién (Lee y Maibach, 1995).
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4.1. Ensayos Para Evaluar La Irritacion Ocular

4.1.1. Ensayo de hemolisis

El ensayo de hemdlisis es uno de los métodos alternativos especifico
para valorar la irritacion ocular de tensioactivos y fue desarrollado por Pape y
cols. (1987) basandose en estudios previos sobre el efecto de los tensioactivos
sobre los eritrocitos (Kondo y Tomizawa, 1968; Gloxhuber, 1974; Kondo,
1976).

En este estudio, el ensayo se ha realizado siguiendo el protocolo
INVITTOX numero 37 aunque se han incluido algunas modificaciones. En dicho
protocolo se establece la utilizacion de sangre procedente de vacas sacrificadas
en el matadero mientras que en este estudio se ha utilizado sangre humana
procedente de un banco de donantes. No obstante, otros autores han descrito
la utilizacién de sangre procedente de otros animales como la rata (Sugai y
cols., 1991), el cerdo (Pape y Hoppe, 1991) y el conejo (Conduzorgues y cols.,
1989; Pape et al. 1999). El uso de un tipo u otro viene condicionado por su
disponibilidad. Sin embargo, la utilizacidon de eritrocitos de origen humano tiene
la ventaja de ser un modelo mas apropiado ya que al menos nos evitariamos la
extrapolacién de los resultados del modelo animal a los humanos. Unicamente
deberia tenerse en cuenta la extrapolacion entre el modelo in vitro y la
situacion del organismo.

En el protocolo 37 también se describe la utilizacion de una solucidn
amortiguadora de fosfatos con un pH 7,4. Sin embargo, en el caso de nuestros
tensioactivos ha sido necesaria la utilizacion de solucion salina (NaCl 0,9 %)
debido a problemas de solubilidad de los mismos. Estos problemas para
disolver los tensioactivos en solucion amortiguadora de fosfatos podrian

suponer una desventaja de estos productos.

El ensayo de hemdlisis es un método in vitro propuesto especificamente
para la evaluacion del potencial irritante de tensioactivos y de preparaciones
que contienen este tipo de compuestos como una alternativa fiable al ensayo
de Draize (Pape y Hoppe, 1991; Sugai y cols., 1991). El potencial efecto
irritante de los tensioactivos esta relacionado con la interaccion inespecifica del
tensioactivo con los lipidos de la membrana que provoca su desestabilizacion y
posterior solubilizacion (Helenius y Simons, 1975). Cabe destacar que el
eritrocito se considera un buen modelo para el estudio de la interaccion de las
sustancias con las membranas celulares dado que su falta de nucleo le priva de

mecanismos de proteccion propios de otras células para luchar frente a las
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agresiones sobre la membrana. Por otro lado, también esta relacionado con su
interaccidon inespecifica con las proteinas provocando su desnaturalizacion
(Jones, 1992). Asimismo, este ensayo presenta una sensibilidad y una
especificidad que sobrepasa el 80 % y es el que ha mostrado una menor
discordancia con los resultados del Draize ocular en estudios de validacion
(Brantom y cols., 1997; Balls y cols., 1999; Hatao y cols., 1999; Okamoto y
cols., 1999; Pape y cols., 1999).

El ensayo de hemdlisis es un método sencillo, barato, no se necesita un
equipamiento sofisticado para llevarlo a cabo y requiere poco tiempo por
producto. Ademas estd bien caracterizado ya que los criterios principales de
valoracién estan bien definidos. Sin embargo, cabe destacar que no se propone
como una unica alternativa al ensayo de Draize, pero si como una metodologia
adecuada para realizar un cribado rapido de nuevas moléculas y clasificarlas en

funcion de su potencial irritante.

Las propiedades fisicoquimicas de los tensioactivos son factores clave
gue afectan a las reacciones de irritacion. Por ese motivo, se ha realizado ese
ensayo con los diferentes tensioactivos derivados de aminoacidos para
empezar a caracterizar las propiedades bioldgicas de esas nuevas moléculas. El
objetivo que se persigue es buscar la relacidon entre la estructura quimica de
estos tensioactivos con su potencial efecto irritante para guiar la sintesis de
nuevos compuestos.

Ademas, en el estudio también se han incluido diversos tensioactivos
comerciales que han servido como compuestos de referencia: la Tegobetaina®,
el dodecil sulfato sdédico (SDS) y el bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB).

El SDS es un tensioactivo anionico que se ha utilizado ampliamente para
estudiar los procesos de irritacion dérmica. El SDS se utiliza como humectante,
detergente y emulsionante en pomadas, productos para el cuidado personal y
preparaciones farmacéuticas. Ademas, también presenta actividad
antimicrobiana. Se recomienda el uso del SDS como un compuesto irritante de
referencia debido a que actla rapido, no es alérgeno y sus efectos toxicos son
reproducibles. Estas propiedades hacen a este tensioactivo muy apropiado y
atil en el estudio de las reacciones de irritacion (Lee y Maibach, 1995; Effendy
y Maibach, 1996).

El HTAB pertenece a la familia de las sales cuaternarias de amonio. Este
tipo de compuestos se utilizan habitualmente como antimicrobianos en

preparaciones farmacéuticas debido a su accién sobre muchas bacterias
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grampositivas y algunas gramnegativas. Pueden utilizarse por via topica
sobretodo para la limpieza de heridas. Las soluciones acuosas de estos
compuestos se utilizan para la limpieza de utensilios médicos contaminados. En
solucién acuosa, las sales cuaternarias de amonio se encuentran en forma de
cationes anfifilos. Muchos de los compuestos de este grupo se utilizan como
pesticidas, especialmente frente a hongos, algas y bacterias. Su diana principal
son las membranas bioldgicas (Przestalski y cols., 2000).

Los tensioactivos anféteros como la Tegobetaina® (cocamidopropil
betaina) tienen como minimo un grupo aniénico y un grupo cationico. Estas
moléculas poseen las propiedades detergentes de los tensioactivos anidnicos y
la actividad desinfectante de los catidnicos. Su actividad depende del pH del
medio en el que estén disueltos. Estos tensioactivos se consideran no irritantes
para el ojo y la piel y por ese motivo se utilizan mucho en champus para nifios
(Effendy y Maibach, 1996). La Tegobetaina® se obtiene a partir de la reaccion
de acidos grasos de coco (aceite de coco) con la dimetilaminopropilamina
seguida de otras reacciones posteriores. Por tanto, se trata de una mezcla de
diversos compuestos entre los que destaca una impureza, la
dimetilaminopropilamina que, segun los estudios realizados, seria una molécula
responsable de reacciones alérgicas (Garcia, 2002). El primer caso fue
publicado en 1983 (van Haute y Dooms-Goossens, 1983) debido a un champd.
Después se han publicado mas casos, incluyendo casos de irritacién por
liguidos de limpieza de lentes de contacto. También es uno de los principales

causantes de sensibilizacion en personal de peluqueria.

En el ensayo de hemdlisis se determinan los efectos de los tensioactivos
sobre las membranas celulares y también sobre las proteinas, dos marcadores
fundamentales en los procesos de irritacién. El efecto sobre la membrana
citoplasmatica del eritrocito se valoré mediante el calculo de la concentracidon
hemolitica 50 (CHsy) que se define como la concentracidon de producto
necesaria para provocar la hemolisis del 50 % de los eritrocitos de una
suspension. Esta parte del ensayo, seria comparable en el caso del ensayo in
vivo a los dafios observados a nivel de la conjuntiva. Por otro lado, el efecto
que el tensioactivo ejerce sobre las proteinas se cuantific6 mediante el indice
de desnaturalizacion de la hemoglobina (ID). Esta parte del ensayo es esencial
porque puede relacionarse con la opacidad observada en la cérnea de los
animales, uno de los puntos mas importantes en el ensayo de Draize. En
ambas partes del ensayo se utiliza como marcador los cambios en el espectro
de absorbancia de la oxihemoglobina. Asimismo, este protocolo presenta la

ventaja de establecer un claro criterio de clasificacion del grado de irritacion
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ocular en funcién de la relacion lisis/desnaturalizacion (L/D) (Tabla 3.2,

pag. 57).

En la Tabla 4.1 se muestran los resultados obtenidos con este ensayo
para los diferentes tensioactivos. Segun el ensayo, todos los tensioactivos
derivados de aminoacidos estudiados se clasifican entre las categorias de
moderadamente irritantes a no irritantes. Ademas, resultan menos irritantes
que el SDS y el HTAB, compuestos que se clasifican como irritantes. La
mayoria de estos tensioactivos tienen un potencial irritante similar a la

Tegobetaina.

Por otro lado, si se realiza una clasificacion de los tensioactivos segun
los valores de CHsq e ID de forma independiente se obtienen resultados
notablemente diferentes (Tabla 4.2). La diferencia fundamental se encuentra
en los tensioactivos anionicos (LACE y LAcD) los cuales presentan una baja
actividad litica y, por tanto, podria concluirse que en funcion de su CHsy son
poco irritantes. En cambio, si tenemos en cuenta su elevado efecto
desnaturalizante sobre las proteinas (entre un 30 y un 40 %) nos indicaria un
potencial irritante elevado. En contraste, los tensioactivos cationicos estudiados
presentan una actividad litica superior a los anidnicos pero su efecto
desnaturalizante es inferior. Estos hechos ponen de manifiesto que la carga
ionica del tensioactivo determina su diana bioldgica, de modo que los
tensioactivos anidnicos tendrian un mayor efecto sobre las proteinas y los
catidnicos sobre las membranas. Por tanto, ambas partes del ensayo son
imprescindibles para una clasificacidon correcta de los tensioactivos en funcion

de su potencial irritante.
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Tabla 4.1. Resultados del ensayo de hemdlisis para los tensioactivos derivados de aminoacidos y tres tensioactivos comerciales de referencia
(Tegobetaina®, SDS y HTAB). Se muestran los valores de CHso (ug/ml), el ID (%), la relacién L/D y su correspondiente clasificacidon en funcién de la
Tabla 3.3.

Tensioactivo Longitud de la Carga idnica CHso ID (%) L/D Clasificacion
cadena
LAE 12 Cationico 38,4 (1,1) 13,3 2,9 Moderadamente irritante
LAM 12 Catidnico 58,8 (3,7) 22,5 2,6 Moderadamente irritante
MAM 14 Catidnico 52,4 (3,4) 6,2 8,4 Moderadamente irritante
CCR Variable (8-16) Cationico 63,9 (8,6) 1,7 37,9 Ligeramente irritante
C3(0OA); 8 Catidnico >1000 0,3 >100 No irritante
Cs(CA); 10 Catidnico 48,1 (0,4) 12,1 4,0 Moderadamente irritante
C3(LA), 12 Cationico 12,5 (0,4) 8,3 1,5 Moderadamente irritante
C3(OH)(LA) 12 Catidnico 12,1 (0,6) 11,4 1,1 Moderadamente irritante
8,8R 8 Catidnico 24,0 (2,9) 19,1 1,3 Moderadamente irritante
10,10R 10 Catidnico 20,5 (1,3) 11,9 1,7 Moderadamente irritante
12,12R 12 Catidnico 60,1 (4,1) 11,7 5,6 Moderadamente irritante
14,14R 12 Catidnico 64,3 (0,2) 12,8 5,0 Moderadamente irritante




Tensioactivo Longitud de la Carga i6nica CHso ID (%) L/D Clasificacion
cadena

LAcR 12 Catidnico 43,9 (0,9) 3,0 14,6 Ligeramente irritante
LAcN 12 No idnico >1000 0 >100 No irritante
LAcQ 12 No idnico 45,2 8,5 5,3 Moderadamente irritante
LAcY 12 No idnico >1000 0 >100 No irritante
LACE 12 Aniodnico 226,4 (15,2) 34,2 6,6 Moderadamente irritante
LAcD 12 Anionico 401,9 (86,0) 41,7 9,6 Moderadamente irritante

Tegobetaina Variable (8-18) Anfétero 34,4 (1,3) 14,4 2,4 Moderadamente irritante
SDS 12 Anionico 43,6 (0,9) 100 0,4 Irritante
HTAB 16 Catidnico 11,6 (0,1) 46,5 0,2 Irritante
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Tabla 4.2. Clasificacion de los tensioactivos derivados de aminoacidos en categorias y
ordenados en funcion de su capacidad litica (columna CHsy) y de su efecto
desnaturalizante sobre las proteinas (columna ID) de mayor a menor. Los simbolos

equivalen a la carga idnica del tensioactivo: (+) catioénico, (-) anioénico, (0) no i6nico y

(+) anfotero.

CHso (Hg/ml) ID (%)

C3(OH)(LA), (+) 5 <ID<50 LAcD (-)
CHs0<25 C3(LA), (+) LACE (-)
10,10R (+) LAM (+)
8,8R (+) 8,8R (+)
LAE (+) LAE (+)

CHs0<50 LACR (+) 10<ID<25 14,14R (+)

C3(CA)2 (+) C3(CA)2 (+)

LACQ (0) 10,10R (+)

MAM (+) 12,12R (+)

CHs0<100 LAM (+) C3(OH)(LA), (+)

12,12R (+) LACQ (0)

CCR (+) C3(LA), (+)
14,14R (+) 1<ID<10 MAM (+)
CHsp<1000 LACE (-) LACR (+)
LAcD (-) CCR (+)

CHso>1000 C3(0A); (+), ID<1 C3(0A); (+),

LACN (0), LAcY (0) LACN (0), LAcY (0)

Existen numerosos trabajos en la bibliografia cientifica que intentan
correlacionar los valores MAS obtenidos mediante el ensayo de Draize ocular
con el valor de CHso (Brantom et al. 1997; Gettings et al. 1996; Okamoto et al.
1999 Por lo comentado anteriormente, esa aproximaciéon podria resultar
enganosa dado que la naturaleza fisicoquimica de la sustancia tiene influencia

en su mecanismo de accion.
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El marcado efecto que presentan todas las moléculas con caracter
anfifilo para desestabilizar las membranas indica que es una consecuencia
intrinseca de la naturaleza quimica de esa clase de compuestos. Sin embargo,
mientras que las alteraciones producidas sobre las membranas por algunos
tensioactivos parecen estar causadas por una interaccion inespecifica con los
lipidos de la membrana, otras parecen depender de algunas caracteristicas
estructurales especificas del tensioactivo. Por tanto, el mecanismo que
desencadena la hemdlisis es complejo y puede estar causado por una
desestructuracién molecular de las membranas o ser consecuencia de un
incremento de la permeabilidad de la membrana a solutos extracelulares
(Cserhati y cols., 1984; Vinardell e Infante, 1999).

Los lipidos que forman las bicapas lipidicas de las células son complejos
y muy variados. Los lipidos suelen poseer dos cadenas hidrocarbonadas y las
longitudes de las cadenas suelen oscilar entre C;; y Cy4 con distintos grados de
insaturacion. La estabilidad de la bicapa depende en gran medida de dicha
estructura de doble cadena ya que permite el empaquetamiento de los lipidos
de forma laminar limitando al maximo las interacciones entre las cabezas
polares. Si por la accién de una fosfolipasa se pierde una de las cadenas, las
fuerzas de repulsion que se establecen entre los grupos polares provocan la
desestabilizacion de la bicapa en relacion a su estructura micelar (Jones,
1992). En ese sentido, cabria esperar que la actividad hemolitica de los
tensioactivos que poseen dos cadenas hidrocarbonadas en su estructura fuese
inferior en relacidn a los tensioactivos de una sola cadena. Sin embargo, en el
caso de los tensioactivos estudiados en este trabajo no se encuentra esa
relacion. Los tensioactivos que poseen doble cadena son los que presentan una
estructura dimérica (C5(OH)(LA);, Cs(LA),, C5(CA), y GC5(0A),) y los
tensioactivos de estructura glicerolipidica de la familia 1,2-0-diacil-rac-glicero-
3 (L-arginina) (8,8R, 10,10R, 12,12R y 14,14R), y sus valores de CHsy se
pueden considerar similares a los valores de los tensioactivos cationicos de una
sola cadena. No obstante, estos tensioactivos de doble cadena presentan otra
caracteristica estructural que los diferencia de los tensioactivos de una sola
cadena: presentan en su grupo polar dos cargas positivas, es decir, son
dicatiénicos. Es posible que, a pesar de presentar doble cadena, el hecho de
poseer dos cargas positivas incremente las fuerzas de repulsién que se
establecen entre los grupos polares del tensioactivo y los lipidos de la
membrana, desestabilizando la membrana de forma similar a un tensioactivo
de una sola cadena. De hecho, existen otros autores que proponen que las

moléculas con grupos polares de mayor tamafio o con una mayor
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concentracion de cargas pero con la misma region hidréfoba inducen una
desorganizacion de la membrana mayor (Przestalski y cols., 2000). Es posible
que ese sea el motivo del bajo potencial irritante que suelen presentar los
tensioactivos no idnicos. En las dos ultimas décadas han sido los tensioactivos
mas utilizados en formulaciones farmacéuticas. Asimismo, su potencial irritante
es bajo y los tensioactivos de naturaleza no idnica tienen la ventaja de ser
compatibles con el resto de tensioactivos y ademas el pH no afecta a sus
propiedades. Estos tensioactivos se utilizan como emulsionantes en la industria
cosmeética, farmacéutica y alimentaria, como detergentes para el textil, como
espumantes en detergentes para lavadoras y lavavajillas y como espesantes en
detergentes y champus liquidos. De hecho, los tensioactivos no idnicos
incluidos en este estudio (LAcQ, LAcN y LAcY) son los que presentan menor
capacidad litica y menor poder desnaturalizante.

Cuando se analiza el posible efecto de la longitud de la cadena con la
actividad litica de los compuestos se obtienen resultados contradictorios. En el
caso de los tensioactivos diméricos, los tensioactivos de Ci, son mas
hemoliticos que los que presentan cadenas de C;g y Cs. En cambio, en la familia
1,2-O-diacil-rac-glicero-3 (L-arginina), los tensioactivos Cg y Cio son mas
hemoliticos que los que presentan cadenas mas largas (Ci» y Ci4). Existen
numerosos estudios donde se ha intentado relacionar la longitud de la cadena
de los tensioactivos con su potencial irritante o su capacidad para provocar la
lisis celular. En el trabajo publicado por Vinardell e Infante (1999), realizado
con tensioactivos no idnicos, concluyen que los tensioactivos con cadenas
hidrocarbonadas mas largas son menos hemoliticos que los de cadenas mas
cortas, no obstante, en este trabajo las longitudes de cadena de los
tensioactivos oscilan entre Cy4 y Cy,. Kotani y cols. publicaron en 1994 un
trabajo en el que estudiaron una serie de tensioactivos homdlogos de
naturaleza anidnica pero con cadenas que oscilaban entre C; y Cis. Los
resultados de este trabajo muestran que los tensioactivos con cadenas entre
Ci0 Y Ci6 presentaban una mayor capacidad hemolitica, los tensioactivos con
cadenas de longitud por debajo o por encima de ese intervalo presentaban una
capacidad hemolitica mucho menor. Posteriormente, en un estudio de
Przestalski y cols. (2000) se confirmaron esos resultados con tensioactivos
catidnicos. Los autores observaron que aquellas moléculas anfifilas que
pertenecen a la misma familia pero difieren en su region hidrofébica
generalmente muestran una dependencia no lineal entre su actividad y su
hidrofobicidad. Dicha dependencia es casi parabdlica, es decir, la eficiencia de

la interaccion entre esos compuestos y las membranas aumenta a medida que
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incrementa la longitud de la cadena hasta una determinada longitud de cadena
a partir de la cual empieza a disminuir. Probablemente, la longitud de la
cadena tenga algun efecto sobre las propiedades bioldgicas de los compuestos,
pero también depende de la combinacion de diversas propiedades
estructurales. Parece evidente que Unicamente existe una relacion directa
entre longitud de la cadena y potencial irritante dentro de una misma familia
de compuestos con propiedades estructurales similares. De hecho, diversos
estudios han hallado una baja correlacién de los resultados in vivo-in vitro
cuando se consideran distintas categorias de sustancias. Sin embargo, ese
indice mejora mucho cuando solo se considera un Unico grupo de sustancias
similares (Jones y cols., 2001). Este hecho refleja los distintos mecanismos de
accién implicados para distintos tipos de sustancias y, en consecuencia,

diferentes respuestas del sistema de ensayo.
El ensayo de hemdlisis y la irritacion dérmica

El ensayo de hemolisis fue propuesto inicialmente como una alternativa
al ensayo de Draize para la valorar la irritacion ocular. Como ya se ha
comentado anteriormente, se propone relacionar los valores de CHsq con los
dafios sobre la conjuntiva y el ID con los dafios sobre la cornea. No obstante,
recientemente también ha sido propuesto como una alternativa al Draize
dérmico. El estrato corneo es una estructura compleja formada por una red
proteica interconectada (compuesta por queratina intracelular y conexiones
proteicas intercelulares) embebida en una matriz lipidica. La union de los
tensioactivos a la queratina y la subsiguiente desnaturalizacion de la proteina
provocan la hinchazon del epitelio y estan relacionados directamente con la
induccion de las respuestas cutaneas (Rhein y Simion, 1996). En un estudio
reciente se ha observado una buena correlacién entre el ID, la CHsg, y el indice
L/D con los valores de eritema (Pfannenbecker y cols., 2005). Asimismo, esta
bastante aceptado que la interaccion de los tensioactivos con las proteinas del
estrato cérneo es uno de los mecanismos a través de los cuales pueden
provocar dafios sobre la integridad del estrato cérneo y desencadenar procesos
de irritacion dérmica (Downing y cols., 1993). No obstante, el papel
desempefiado en los procesos de irritacién dérmica por la interaccién de los
tensioactivos con los lipidos es todavia una cuestidon controvertida (Downing y
cols., 1993; Lopez y cols., 2000; Gloor y cols., 2004). Es importante destacar
que las laminas lipidicas del estrato corneo estan formadas fundamentalmente
por ceramidas, colesterol y acidos grasos libres (Gray y cols., 1982) y no se
encuentra ninguno de los fosfolipidos tipicos de las membranas plasmaticas vy

las de otros compartimentos intracelulares. Por tanto, se debe ser cauteloso al
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interpretar los valores de CHso como un indicador de dafios sobre la estructura
lipidica del estrato cérneo. Segun el trabajo publicado por Downing en 1993 se
descarta la posibilidad de que la pérdida de la funcion de barrera del estrato
corneo provocada por el SDS in vivo se deba a la solubilizacién de lipidos de las
bicapas, hecho que confirma el resultado del trabajo anterior de Froebe y cols.
(1990).

4.1.2. Ensayos basados en la membrana corioalantoidea:
HET-CAM y CAM-TBS

El objetivo general de los ensayos basados en la utilizacion de la
membrana corioalantoidea es la valoracion del posible efecto irritante de un
producto sobre una membrana mucosa de forma analoga al ensayo ocular de
Draize. En este ensayo se observan cambios en la membrana corioalantoidea
del huevo de gallina, como son la hemorragia, la vasoconstriccién y la
coagulacién, después del tratamiento con el producto de ensayo. Se aplica una
dosis determinada del producto sobre la CAM de huevos fertilizados de
aproximadamente 10 dias. Es importante no utilizar huevos que hayan sido
fecundados hace mas de 10 dias ya que se considera que a partir de ese
tiempo el embridn ya tiene un sistema nervioso lo suficientemente desarrollado

como para sufrir dolor.

Generalmente, la concentracion de tensioactivo que se afiade en las
formulaciones no suele exceder del 5 % (p/v) aunque lo habitual es que oscile
entre el 1 y el 2 % (Harry, 1982; Lewandowski y Schwuger, 2003). Por ese
motivo, se ha valorado el potencial irritante de los compuestos con estructura
lineal, LAM, MAM y CCR, disueltos en solucion salina fisioldgica al 2 %. Cada
compuesto se ha ensayado en tres huevos y los resultados individuales se
muestran en el Tabla 4.3. Segun el ensayo HET-CAM, los tres nuevos
compuestos se clasifican como muy irritantes. De los resultados individuales
cabe destacar las diferencias de sensibilidad que pueden presentar las

membranas para cada fendmeno considerado individualmente.
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Tabla 4.3. Célculo de Indice de Irritacién Ocular por el método HET-CAM (tiempo en

segundos)
LAM 2%
Huevo 1 Huevo 2 Huevo 3
Vasodilatacion No se observa 275 No se observa
Hemorragia 50 70 39
Coagulacién 103 118 82
110 11,80 11,31 12,68
MAM 2%
Huevo 1 Huevo 2 Huevo 3
Vasodilatacion No se observa 27 60
Hemorragia 30 80 70
Coagulacién 120 150 94
110 11,75 14,25 15,62
CCR 2%
Huevo 1 Huevo 2 Huevo 3
Vasodilatacién 224 177 No se observa
Hemorragia 10 61 24
Coagulacién 187 91 89
110 11,49 13,97 12,82

También se ha valorado el potencial irritante de los productos LAM, MAM

y CCR mediante el método CAM-TBS. A diferencia del ensayo HET-CAM, este
método es cuantitativo de esa manera se elimina la subjetividad del

experimentador a la hora de valorar los efectos sobre la membrana
corioalantoidea. También se han ensayado en tres huevos y los resultados se
muestran en la Tabla 4.4. Segun este ensayo los compuestos se clasifican
como muy irritantes. No obstante, no existe una clasificacion predefinida del
ensayo. Se ha utilizado una clasificacion propuesta y publicada previamente
(Vinardell y Garcia, 2000). En el CAM-TBS también se detectan diferencias en

la sensibilidad de las membranas corioalantoideas.
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Tabla 4.4. Calculo del indice de irritacion ocular segun el ensayo CAM-TBS. Los

resultados se expresan como nmoles de colorante adsorbido por mg de membrana.

LAM 2%
Huevo 1 Huevo 2 Huevo 3
Peso de la membrana (mg) 29,8 64,8 31,9
Colorante adsorbido (nmol) 7,2 28,6 6,4
Relacion nmol/mg 0,24 0,44 0,20
MAM 2%
Huevo 1 Huevo 2 Huevo 3
Peso de la membrana (mg) 36,1 46,0 71,8
Colorante adsorbido (nmol) 16,6 8,6 15,4
Relacion nmol/mg 0,46 0,19 0,22
CCR 2%
Huevo 1 Huevo 2 Huevo 3
Peso de la membrana (mg) 70,7 57,9 49,2
Colorante adsorbido (nmol) 11,8 10,7 9,9
Relacion nmol/mg 0,17 0,18 0,20

Los resultados obtenidos con ambos métodos se presentan resumidos

en la Tabla 4.5 junto con los resultados del SDS y NaOH que se utilizan como

controles positivos del método para garantizar su correcta realizacion.

Tabla 4.5. Resumen de los resultados obtenidos mediante los ensayos HET-CAM vy
CAM-TBS. También se muestran los resultados para el SDS (1 %) y el NaOH (0,1 N)

utilizados como controles positivos en el ensayo.

HET-CAM CAM-TBS
Media (EE) Clasificacion Media (EE) Clasificacion
LAM 11,9 (0,4) Muy irritante 0,29 (0,07) Muy irritante
MAM 13,9 (1,1) Muy irritante 0,29 (0,09) Muy irritante
CCR 12,8 (0,7) Muy irritante 0,18 (0,01) Muy irritante
SDS 16,0 (0,3) Muy irritante 0,14 (0,01) Irritante
NaOH 17,0 (0,4) Muy irritante 0,14 (0,02) Irritante
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Los ensayos basados en la utilizacion de la membrana corioalantoidea
se han propuesto como métodos alternativos apropiados para valorar el
potencial efecto irritante sobre el ojo de todo tipo de productos, pero
especialmente para compuestos que contienen tensioactivos (Rougier y cols.,
1995; Steiling y cols., 1999). En concreto, el ensayo HET-CAM se ha utilizado
ampliamente con anterioridad al estudio de validacién realizado en 1999 por
COLIPA (Asociacion Europea de Perfumeria, Higiene y Cosmética) y se
consideraba un método predictivo robusto para valorar la irritacion ocular
inducida por formulaciones e ingredientes (Steiling y cols., 1999). Sin
embargo, en el mismo afio se publicoé otro estudio donde se encontrd una mala
correlaciéon entre los resultados del HET-CAM vy los ensayos de Draize (Doucet y
cols., 1999). Actualmente, se pone en duda la relevancia de ese ensayo para
predecir la irritacion ocular en humanos, en particular para las sustancias poco
irritantes. Asimismo, parece ser que los tensioactivos son ingredientes que
pueden afectar a los resultados del HET-CAM de las formulaciones que los
contienen (De Silva y cols., 1992). En consecuencia, no resulta sorprendente
gue los resultados obtenidos mediante los dos métodos basados en la CAM
discrepen de los obtenidos mediante el ensayo de hemolisis. Los tres
compuestos LAM, MAM y CCR que segun el ensayo de hemolisis se clasificaban
moderada o ligeramente irritantes segun estos métodos se clasifican como
muy irritantes. Nuestros resultados son similares a los obtenidos en un estudio
reciente de Debbasch y cols. (2005) donde ensayaron distintas formulaciones
comerciales. El ensayo HET-CAM las clasific6 como muy irritantes cuando
dichas formulaciones eran muy poco irritantes segun los datos conocidos en
humanos. Por tanto, parece que la CAM es un modelo excesivamente sensible

a los tensioactivos y puede sobrestimar su potencial irritante.

4.1.3. Ensayo de irritacion ocular de Draize

Se ha evaluado el potencial efecto irritante ocular para los tensioactivos
LAM, MAM y CCR mediante el ensayo in vivo descrito en la Guia 405 de la
OCDE. Los productos se ensayaron al 2 % (p/v) disueltos en solucidn salina
fisiologica. Tras un periodo de exposicion de 1 h, se realizoé la observacion de
los ojos para valorar las posibles lesiones en la cérnea, la conjuntiva y el iris.
Las lesiones se cuantificaron segun las puntuaciones establecidas en la Guia
405. A partir de las observaciones realizadas a las 24 h de la exposicion a los
productos se calculd la puntuacion media para los tres tensioactivos seguln la

siguiente expresion:

Puntuacién media = (Cérnea x 5) + (Iris x 2) + (Enrojecimiento x 2) + (Quemosis x 2)
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Los resultados se presentan en la Tabla 4.6 junto con la clasificacion de
los tensioactivos en funcién de su potencial irritante. Segun este ensayo, los
tres tensioactivos se clasifican como ligeramente irritantes segln la

clasificacién propuesta por Draize y cols. (1944).

Tabla 4.6. Puntuacion media obtenida mediante el ensayo in vivo descrito
en la Guia 405 de la OCDE a las 24 h de la exposicidn. Los resultados se

expresan como la media y el error estandar de tres animales.

Tensioactivo Puntuaciéon (24 h) Clasificacion

LAM 2 % 20,0 (3,3) Ligeramente irritante
MAM 2 % 17,4 (2,8) Ligeramente irritante
CCR 2 % 20,0 (1,0) Ligeramente irritante

Esa clasificacion contrasta con los resultados obtenidos con el ensayo de
hemolisis en el cual se establecia una diferencia entre el tensioactivo CCR
(ligeramente irritante) y LAM y MAM (ambos clasificados como moderadamente
irritantes). Este hecho pone de manifiesto la incapacidad de detectar
diferencias entre tensioactivos que poseen un potencial irritante similar. Por
tanto, parece que el ensayo in vitro es mas sensible y puede detectar

diferencias sutiles en la capacidad irritante de los compuestos.

Por otro lado, si consideramos los resultados obtenidos con los ensayos
basados en la CAM para esos tres tensioactivos clasificados como irritantes
(HET-CAM) o muy irritantes (CAM-TBS) confirma la excesiva sensibilidad de

ese modelo a los tensioactivos.

En la Guia de la OCDE 405 se establece que, con motivo de clasificacion,
los compuestos quimicos deben evaluarse sin diluir. No obstante, en la mayoria
de los casos representa una situacién poco realista para valorar el riesgo que
suponen los compuestos para los humanos dado que, en general, los
compuestos se encuentran diluidos en los productos de consumo. Asimismo, ha
sido ampliamente demostrado que la accidn irritante de los compuestos
depende de su concentracion (Kastner, 1992). Por ese motivo, el tensioactivo
CCR también se ensayé al 1 % en solucidn salina fisiolégica y en dos animales.
Los resultados se muestran en la Tabla 4.7 junto con los resultados obtenidos
con el mismo compuesto al 2 % en dos animales. Se muestra la valoracion de
las lesiones hasta las 72 h posteriores a la exposicion para estudiar la

evolucion de las mismas.
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Tabla 4.7. Valoracion de las lesiones en el ojo del conejo tras la exposicién a
dos concentraciones distintas del tensioactivo CCR (1 y 2 %). Se representan

los valores individuales para cada tipo de lesidn.

Animal 1 Animal 2
CCR 1 % ih 24h 48h 72h ih 24 h 48h 72h
Cérnea 2 0 0 0 0 0 0 0
Iris 1 0 0 0 1 1 0 0
Enrojecimiento 3 1 1 0 3 3 1 0
Quemosis 4 1 0 0 4 2 0 0
CCR 2 % ih 24h 48h 72h ih 24 h 48h 72h
Cérnea 1 0 0 0 1 0 0 0
Iris 1 1 1 0 1 1 1 1
Enrojecimiento 3 3 3 2 3 3 3 3
Quemosis 3 3 2 1 4 3 2 2

Cabe resaltar que la valoracion de los dafios sobre la cérnea se realizd
con tincién de fluoresceina, un colorante fluorescente que indica lesién sobre el
epitelio corneal. Se aplicaron unas gotas del colorante sobre el ojo y se observo
si la cornea quedaba tefiida. En este caso, se observd que existian pequefas
zonas de la cérnea que estaban tefiidas, no obstante, en ninguno de los casos
se observo opacidad corneal. El hecho de que, en todos los casos, se
revertieran las lesiones sobre la cornea a las 24 h pone de manifiesto la
capacidad de autorregeneracion del epitelio. Este proceso de autorregeneracion
suele ocurrir gracias al del movimiento de las células de alrededor hasta cubrir
la herida o mediante el remplazo de las células dafiadas por divisién celular
(Curren y Harbell, 1998).

Un aspecto interesante que muestran estos resultados es que si se
calculan las puntuaciones medias para el tensioactivo CCR al 1y 2% a 1 h de
la aplicacién se obtendrian resultados muy similares, a pesar de que las
concentraciones del tensioactivo son diferentes. Sin embargo, en funcién de la
concentracién ensayada, la evolucion de los animales es muy distinta. En el
caso de la aplicacion del compuesto al 1 %, se observa la reversibilidad total

de las lesiones a las 72 h mientras que al 2 % no se observa la recuperacion
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completa de los animales. Este hecho pone de manifiesto la importancia de
valorar la reversibilidad de las lesiones y plantearse si seria apropiado clasificar
a dos compuestos dentro de la misma categoria Unicamente por su valor
maximo de puntuacion media. El esquema de clasificacién de la Union Europea
solo utiliza las categorias discretas R36 (irritante para los ojos) y R41 (riesgo
de lesiones muy graves para los ojos) para definir el nivel de riesgo que
representa un determinado material baséandose en los resultados del ensayo de
Draize (Tabla 4.8). A pesar de la importancia que se le otorga al ensayo de
Draize porque permite estudiar la reversibilidad de las lesiones, este sistema
de clasificacién no lo tiene en cuenta. Por tanto, aquellos que plantean como
una limitacién de los ensayos in vitro el hecho de que no permiten estudiar la
evolucidn de las lesiones deben tener en cuenta que esa limitacién también es

aplicable al sistema de clasificacion actual utilizado por la Unién Europea.

Tabla 4.8. Normas de etiquetado de las sustancias peligrosas en funcion de su
capacidad irritante determinada mediante el ensayo de Draize ocular aceptado por la
OCDE (Guia 405). Extraido de la Directiva 2001/59/CE del 6 de agosto de 2001.

Etiqueta Método Criterio
Si se cumple alguno de los siguientes resultados:
R36 Draize ocular Opacidad de la cérnea = 2 pero <3

Irrita los ojos Lesion del iris = 1 pero < 1,5

Enrojecimiento de la conjuntiva = 2,5

Edema de la conjuntiva (quemosis) = 2

La media de los resultados tiene alguno de los

Ra1 resultados:

Riesgo de Opacidad de la cérnea = 3

Draize ocular

lesiones oculares Lesion del iris = 1,5

graves Si el ensayo se realiza en tres animales, cuando

en dos animales o mas se cumple alguno de los
siguientes resultados:

Opacidad de la cornea = 3

Lesién del iris = 2

Ademas, ese sistema de clasificacién seria apropiado para valorar el
riesgo que supone la exposicidon accidental a sustancias cuyo uso no esta
destinado a entrar en contacto con el ojo o las mucosas. Para las industrias
cosmética y farmacéutica que desarrollan productos destinados a aplicarse
directamente sobre las estructuras oculares, les resultaria mucho mas atil una
escala de valoracion continua como la de Draize que proporciona mucha mas

informacion sobre los riesgos de desencadenar una respuesta irritante que un
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sistema de clasificacion abreviado. Esa capacidad de prediccion de muchos
niveles de riesgo es lo que la mayoria de la gente espera de un ensayo in vitro

de remplazo.

Una de las cuestiones mas criticadas de este ensayo es la dificultad que
plantea la estandarizacion real de las condiciones de exposicion del ensayo
(Secchi y Deligianni, 2006). En la Guia 405 de la OCDE se establece que el
volumen que debe aplicarse en el ojo del conejo es de 0,1 ml en el caso de las
sustancias liquidas. El volumen maximo que el ojo del conejo puede admitir en
ausencia de movimiento ocular es de aproximadamente 0,01 ml. Por tanto, el
volumen que se aplica durante el ensayo de Draize es diez veces superior a lo
que el ojo del conejo puede admitir, de manera que en la mayoria de los casos
parte de ese volumen es expulsado. Una de las consecuencias inevitables de la
aplicaciéon de un volumen tan grande es que la cantidad de sustancia que
gueda en contacto con el ojo depende en gran medida de cada aplicacidon
individual y supone una fuente de variabilidad dificil de controlar. Esa fuente de
variabilidad, junto con otras, supone una gran limitacion para el desarrollo de
métodos in vitro. Hasta el momento, la validacion de métodos in vitro se ha
basado fundamentalmente en la utilizacidén de los resultados in vivo del ensayo
de Draize como un estandar de referencia. La enorme variabilidad que
presenta el ensayo in vivo hace que su correlacion con los resultados in vitro
sea aun mas dificil. Es evidente que no tendria sentido desarrollar un nuevo
ensayo in vivo mas reproducible para utilizarlo como estandar de referencia
para el desarrollo posterior de métodos in vitro. No obstante, seria interesante
refinar las condiciones de exposicion del método de Draize ya existente. En ese
sentido, la variacién del método desarrollada por Procter and Gamble (Bruner y
cols., 1992) y denominada ensayo ocular con volimenes pequefios (LVET, low
volume eye test) utiliza un volumen mas pequefio (0,01 ml) que se administra
directamente sobre la cérnea. Este método, ademas de estandarizar mejor las
condiciones de exposicidon, supone una aproximacién mas realista a lo que
sucede en humanos. Ademas, un estudio ha demostrado que el LVET no
sobrestima tanto los efectos de los compuestos como el ensayo de Draize
tradicional y, por lo tanto, proporciona una valoracion prospectiva mas segura

del riesgo ocular en humanos (Roggeband y cols., 2000).

Otro de los aspectos criticados del ensayo de Draize es si el modelo
animal utilizado, el conejo, permite predecir lo que ocurrird en el ojo humano.
Existe gran cantidad de literatura sobre ese aspecto, no obstante, la relacion
entre anatomia y fisiologia ocular y la sensibilidad a los irritantes entre ambas

especies todavia no esta bien descrita. Un saco conjuntival de mayor tamafio,
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una cérnea mas fina, una mayor proporcion de la cornea respecto al globo
ocular, asi como otras diferencias detectadas en el ojo del conejo podrian ser la
causa de una sensibilidad mayor de este animal a los irritantes (Calabrese,
1983; Swanston, 1985). Sin embargo, otras diferencias como la presencia del
tercer parpado y una frecuencia de parpadeo menor indicarian que el conejo es
igual de sensible que el humano a los irritantes oculares. Algunas
comparaciones realizadas entre casos de exposicion accidental en humanos con
datos obtenidos con el ensayo in vivo han demostrado la existencia de
diferencias en la respuesta a los irritantes por parte de humanos y conejos, en
algunos casos, el humano ha resultado mas sensible a una sustancia y en otros
ha ocurrido lo contrario (McDonald y cols., 1987). A pesar de todo esto y
basandose en su funcidén reguladora, el ensayo desarrollado por Draize todavia
es el método aceptado a nivel internacional para evaluar el potencial irritante
de sustancias en el ojo humano. No obstante, las discrepancias observadas

hacen necesaria la aceptacion de métodos alternativos que lo reemplacen.

4.2. Ensayos para valorar la irritacion dérmica

Desde el punto de vista histolégico y celular, la piel es un érgano muy
complejo y heterogéneo. Los mecanismos a través de los cuales los
tensioactivos desencadenan procesos de irritacion no se conocen en detalle.

Entre los factores que tienen influencia en su potencial irritante se encuentran:

e La accidn directa sobre los componentes del estrato cérneo (lipidos y

proteinas).

e Su interaccidn con las células epidérmicas vivas alterando su capacidad

proliferativa.

e La accidn sobre componentes dérmicos induciendo la liberacién de

mediadores inflamatorios.

Las células en cultivo se han convertido en el centro de las
investigaciones relacionadas con la irritacion dérmica, especialmente los
queratinocitos humanos gracias a su localizacion epidérmica, su importante
papel en el mantenimiento de la integridad del estrato cérneo y su capacidad
para liberar un amplio abanico de mediadores inflamatorios. Los resultados de
estudios previos sugieren que la utilizacion de queratinocitos humanos
normales podria ser Util para predecir la irritacion causada por tensioactivos en
humanos (Korting y cols., 1994). Ademas, la respuesta de este tipo de cultivos

mostraron una buena correlacion con datos de irritacion dérmica in vivo
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(Osborne y Perkins, 1994; Benassi y cols., 1999; Wilhelm y cols., 2001). No
obstante, también se propone la utilizacion de lineas celulares establecidas
dado que su manejo resulta mas sencillo y ofrecen una mayor reproducibilidad

ya que se evitan las diferencias interindividuales entre donantes.

Ni un Unico modelo ni un Unico método in vitro es capaz de reproducir
todos los acontecimientos que tienen lugar en la piel humana, por tanto, seria
mas Gtil utilizar una bateria de métodos para evaluar el potencial irritante de

los nuevos compuestos.

4.2.1. Ensayos de citotoxicidad en lineas celulares

Los ensayos de citotoxicidad se encuentran entre los métodos in vitro
utilizados con mas frecuencia para predecir la toxicidad de una sustancia sobre
los diferentes tejidos. Se han aplicado en distintos ambitos como el estudio de
las lesiones o&rgano-especificas producidas por las sustancias quimicas, la
valoracion de posibles reacciones de inflamacion provocadas por dispositivos
meédicos, o incluso la valoracién del potencial irritante ocular o dérmico de los
productos quimicos. Segun el objetivo de cada estudio, se ha utilizado una
amplia variedad de tipos celulares, asi como diferentes medidas de viabilidad
celular.

Muchos tensioactivos son irritantes primarios, es decir, son capaces de
iniciar una reaccion de irritacion mediante una accién citotéxica directa sobre la
piel, sin necesidad de una sensibilizacion inmunoldgica previa (hipersensibilidad
retardada). Por ese motivo, los ensayos de citotoxicidad sobre células en
cultivo se han propuesto para predecir posibles reacciones de irritacién dérmica

desencadenadas por tensioactivos.
4.2.1.1. Captacion de rojo neutro y reduccion de la sal de tetrazolio

Para predecir los posibles efectos de algunos de los nuevos
tensioactivos derivados de aminoacidos sobre la piel se han utilizado diferentes
lineas celulares. En esta parte del estudio solo se han incluido los tensioactivos
lineales y los diméricos dado que el resto ya habian sido estudiados en trabajos
anteriores. Las dos lineas de fibroblastos murinos de origen embrionario 3T6 y
3T3 se han utilizado en muchos trabajos de investigacion como modelo para
predecir la toxicidad (Clothier y cols., 1988; Dickson y cols., 1993; Korting y
cols., 1994). En especial, los fibroblastos 3T3 se utilizan en un método para
valorar la fototoxicidad que vya fue validado por ECVAM en 2002 vy
posteriormente aceptado por la Comisidon Europea (Directiva 2000/33/CE
Anexo 5 B41 Fototoxicidad - ensayo de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU).
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Por otro lado, también se ha considerado interesante utilizar dos lineas
de queratinocitos, NCTC 2544 y HaCaT, como un modelo mas apropiado para
predecir la posible irritacién dérmica inducida por los nuevos compuestos. Los
queratinocitos NCTC 2544 son de origen humano y su ciclo celular dura
aproximadamente 21 horas. Estas células expresan el citocromo P450 por lo
que se consideran un buen modelo para estudios de citotoxicidad. La linea
HaCaT también son queratinocitos de origen humano que derivan de células de
melanoma transformadas espontaneamente. Las caracteristicas de crecimiento
y diferenciacién de esta linea celular son muy similares a los queratinocitos

normales (Ryle y cols., 1989; Breitkreutz y cols., 1998).

En esta parte del estudio, se han seleccionado dos medidas indirectas
de la viabilidad celular como criterios de valoracidn (endpoints) de la
citotoxicidad: la captacion del colorante rojo neutro y el ensayo de reduccién
de la sal MTT.

La captacion del colorante rojo neutro por parte de la célula depende de
la capacidad de dicha célula para mantener los gradientes de pH gracias a la
produccion continua de ATP. Este colorante, a pH fisioldgico, presenta una
carga neta préxima a cero, por tanto, es capaz de atravesar las membranas
plasmaticas. En el interior de los lisosomas el pH es inferior al citoplasmatico y
ese gradiente de protones que existe en la membrana lisosomal es
dependiente de energia. Una vez que el colorante ha llegado al citoplasma
puede atravesar la membrana lisosomal pero como el interior del organulo es
mas acido, la molécula queda cargada y es incapaz de difundir libremente al
citoplasma. La pérdida del gradiente de pH existente entre el citoplasma vy los
lisosomas, ya sea por la muerte de la célula o por un aumento de la
permeabilidad de las membranas, puede provocar la liberacién del colorante o
evitar su acumulacion (Filman y cols., 1975). De ese modo, se considera que la

cantidad de colorante retenido es proporcional al nimero de células viables.

Las sales de tetrazolio, como el MTT, forman un gran grupo de
compuestos organicos heterociclicos que, tras su reduccion, se transforman en
un formazan insoluble de color vivo. Desde su descubrimiento en 1894, esta
clase de compuestos se han utilizado ampliamente como indicadores de los
sistemas redox y de la viabilidad de sistemas bioldgicos. No se conoce en
detalle el mecanismo celular a través del cual se produce la reduccién del MTT
aunque se asume que la reaccién estd catalizada por la succinato
deshidrogenasa mitocondrial (Mosmann, 1983). Sin embargo, en un trabajo

posterior se discute el papel exclusivo de la mitocondria en la reduccién del
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MTT en las células intactas y se propone la participacion de otros
compartimentos celulares como el compartimento endosomal-lisosomal (Liu y
cols., 1997). Como en el caso del ensayo NRU, en condiciones estables y
controladas, se considera que la cantidad de MTT reducida es proporcional al

numero de células viables.

En la Figura 4.1 y en la Tabla 4.9 se muestran los resultados de
citotoxicidad de los diferentes tensioactivos estudiados organizados por método
y por lineas celulares. En general, se observa que todas las lineas celulares y
los dos métodos tienen un comportamiento similar aunque la linea de
fibroblastos 3T6 es la que presenta unos valores de Clso superiores y por tanto,

parece ser menos sensible al efecto citotoxico de los tensioactivos.

Los tensioactivos derivados de aminoacidos estudiados con un efecto
citotéxico menor fueron el C3(OA), de estructura dimérica y el CCR de
estructura lineal. En contraste, el resto de tensioactivos diméricos (C3(CA),,
C5(LA),, C5(OH)(LA), tuvieron un efecto citotéxico marcadamente superior. El
resto de tensioactivos LAM, MAM vy LAE presentaron una citotoxicidad
intermedia entre esos dos grupos. A partir de esos resultados, es dificil
establecer una relacion clara entre el efecto citotoxico de los compuestos y su
estructura. Se puede intuir que los tensioactivos con estructura dimérica (si no
tenemos en cuenta el C3(0A),) parecen tener un mayor efecto citotdxico que
los tensioactivos de estructura lineal. Sin embargo, es dificil de explicar porque
el tensioactivo dimérico C3(OA), tiene un comportamiento tan diferente al resto
de miembros de su familia. La Unica diferencia estructural que presenta
respecto a los otros es la longitud de sus cadenas hidrocarbonadas (Cg). Sin
embargo, es interesante destacar que esa diferencia tan marcada en la
citotoxicidad no se observa en las estructuras lineales de diferente longitud de
cadena poniendo de manifiesto nuevamente la dificultad de establecer una
relacion clara entre la estructura quimica de los compuestos y sus efectos

sobre los sistemas bioldgicos.
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(A) Ensayo NRU

ClIso (ug/ml)

HaCaT
NCTC 2544
373

ClIso (ug/ml)

Figura 4.1. Resultados de citotoxicidad en las cuatros lineas celulares estudiadas con
los dos ensayos de viabilidad. Se muestran los valores de ClIs, para los siguientes
tensioactivos: C3(0A), (1), CCR (2), Tegobetaina (3), LAM (4), LAE (5), MAM (6), SDS
(7), C3(CA)2 (8), C3(LA)2 (9), C5(OH)(LA)2 (10) y HTAB (11).
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376 HaCaT NCTC 373

NRU MIT | NRU MIT | NRU MIT | NRU MTT
C3:(OA), | 341,8 (16,6) 340,3 (30,8) | 215,6 (7,9) 117,5(19,8) | 155,2 (13,2) 133,8(20,9) | 182,3 (14,3) 145,0 (14,7)
CCR | 164,8(21,2) 200,4 (10,8) | 219,5 (21,3) 114,8 (17,5) | 201,5 (11,7) 122,6 (4,7) | 141,4 (18,7) 124,3 (9,9)

Tegobetaina | 165,7 (19,8) 102,6 (4,0) | 76,7 (4,5) 28,5 (5,2) | 203,2(21,0) 117,9 (12,7) | 125,7 (13,2) 121,9 (8,0)

LAM | 112,0 (2,0) 119,6 (2,6) | 97,0(9,3)  67,2(54) | 77,7(6,32) 63,4(12,6) | 956 (4,3) 62,9 (54)
LAE 85,3 (3,8) 86,5 (5,1) 61,9 (0,7) 37,6 (3,1) 64 (8,6) 70,5 (8,4) 56,7 (1,6) 41,2 (2,9)
MAM 80,6 (15,4) 94,5(16,6)5 64,1 (7,6) 40,3 (6,3) 86,7 (2,7) 80,4 (3,3) 59,2 (1,6) 60,6 (5,9)
SDS 71,1 (5,1) 63,9 (4,6) 47,6 (5,6) 31,4 (2,9) 53,5(0,7) 44,7 (1,7) 53,5(3,3) 46,3 (1,7)
C3(CA), 41,9 (0,6) 37,8 (4,2) 42,8 (3,7) 36,5 (1,6) 22,8 (4,7) 19,8 (1,0) 47,2 (3,0) 35,5 (1,5)
Cs(LA), 21,9 (1,8) 18,2 (2,0) 528,8 (30,3) 21,4 (4,2) 10,1 (0,5) 9,5 (1,1) 18,5(2,5) 13,1 (1,4)

Cs(OH)(LA); | 19,6 (0,3) 14,5(1,0) | 30,3 (1,8) 20,2 (3,0) | 11,8 (1,3) 11,1(0,3) | 18,8 (1,0) 16,0 (1,9)

HTAB . 0,5(0,2) 0,8(0,1) | 4,5(0,1) 1,8(0,4) | 21(0,2) 2,2(0,2) | 69(1,4) 4,3 (0,8)

Tabla 4.9. Valores ClIs, calculados por los métodos NRU y MTT para los tensioactivos estudiados en las cuatro lineas celulares (n=3,

media y error estandar)
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Entre las cuestiones mas controvertidas de los métodos in vitro se
encuentra la eleccién de un modelo celular y de un criterio de valoracion que
sea apropiado. Con el objetivo de conocer si los resultados de Clsy calculados
utilizando las diferentes lineas celulares y los dos métodos de citotoxicidad son
similares entre si, se han comparado mediante el coeficiente de correlacién de
Pearson. La matriz de coeficientes de correlacién se muestra en la Tabla 4.10

donde se observa que todas las correlaciones son significativas.

Tabla 4.10. Matriz de coeficientes de correlacion (r) entre los valores Clsy calculados
mediante los ensayos NRU y MTT en las cuatro lineas celulares estudiadas. Todas las
correlaciones son significativas (Coeficiente de correlacion de Pearson, n=11,
*p <0,05; ** p <0,01).

3T3nruU

3T6nru 0,957** 3T6nrU

NCTCynry | 0,857%* 0,757** | NCTCnru

HaCaTwry | 0,916%* 0,871%* | 0,749%* | HaCaTyry

3T3urr | 0,982%* 0,925%* | 0,884** | 0,881** | 3T3urr

3Tbmrr 0,935%* 0,971** | 0,717* 0,937%* 0,887** 3T6umrr

NCTCurr 0,808** 0,833** | 0,889** 0,738%* 0,791%* 0,819*%* | NCTCwurr

HaCaTurr | 0,871%** 0,831** | 0,654* 0,981%* 0,809%* 0,923** | 0,688*

A pesar de que los resultados de citotoxicidad parecen similares, las
distintas lineas celulares presentan una sensibilidad ligeramente distinta a los
tensioactivos, tal y como se muestra en la Figura 4.2. Por tanto, la utilizacion
de cuatro lineas celulares diferentes puede proporcionarnos mas informacion
de los efectos citotoxicos de los compuestos y permitirnos una clasificacion de
los tensioactivos mas representativa. Para establecer una clasificacion de los
compuestos, se han utilizado los tres tensioactivos comerciales como
referencia: la Tegobetaina como tensioactivo poco irritante, el SDS como

irritante y el HTAB como muy irritante (Nicander y cols., 2003).
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CI;, (ng/ml)

CI;, (vg/ml) CI;, (ng/ml)

CI,, (ug/ml)

Figura 4.2. Valores de CI5, (ug/ml) de los diferentes tensioactivos considerando los
resultados obtenidos con los ensayos NRU y MTT conjuntamente para cada una de las
cuatro lineas celulares utilizadas (®diferencias significativas respecto a la TGB,
bdiferencias significativas respecto al SDS, “diferencias significativas respecto al HTAB;
analisis posthoc Games-Howell, p < 0,05).
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Asimismo, se han agrupado los resultados de citotoxicidad de las cuatro
lineas celulares en funcién del método (Figura 4.3). Se observa que los
ensayos NRU y MTT no son igual de sensibles. Segun el ensayo NRU los
tensioactivos de referencia quedan bien diferenciados entre ellos en funcion de
su citotoxicidad y nos permiten establecer distintas categorias. Los compuestos
C3(0A),, CCR y LAM quedarian dentro del grupo de la Tegobetaina; MAM y LAE
serian comparables al SDS; y los tensioactivos diméricos C3(CA),, C3(LA), vy
C3(OH)(LA), se situarian entre el SDS y el HTAB. En cambio, con el ensayo MTT
la Tegobetaina queda dentro del grupo del SDS vy los tensioactivos C3(0OA), y
CCR se considerarian menos citotdxicos que la Tegobetaina. Este hecho pone
de manifiesto que diferentes criterios de valoracidn de citotoxicidad no
necesariamente proporcionan el mismo tipo de informacién y, por tanto, no

siempre son comparables.

250 b.C

200 -

150 -

Cls, NRU

100 -

a,b,c
50 -

a,b,c a,b,c
a,b

150 -

Clgo MTT

100 -

Figura 4.3. Valores medios de ClIsy (ug/ml) segun los ensayos de NRU y MTT en las
cuatro lineas celulares. Los tensioactivos TGB, SDS y HTAB se han utilizado como
compuestos de referencia a efectos comparativos (°diferencias significativas respecto a
la TGB, Pdiferencias significativas respecto al SDS, “diferencias significativas respecto al

HTAB; analisis posthoc Games-Howell, p < 0,05).
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Para finalizar, se ha juzgado interesante considerar también de forma
conjunta los resultados obtenidos mediante los dos ensayos de citotoxicidad.
De ese modo, se combina la informacion obtenida mediante dos métodos que
aportan informacién ligeramente distinta que puede complementarse. Los

resultados se muestran en la Figura 4.4.

Cl,,<10 10<ClI4,<50 50<Cl,,<75 75<Cl,<175 Cl,,>175
———> < > < > <€ > —-
250
a,b,c
200+

CI;, media
@
<

a,b,c

Figura 4.4. Valores medios de Cls; (Mg/ml) considerando conjuntamente los
resultados obtenidos con los ensayos NRU y MTT en las cuatro lineas celulares
(?diferencias significativas respecto a la TGB, Pdiferencias significativas respecto al SDS,

‘diferencias significativas respecto al HTAB; analisis posthoc Games-Howell, p < 0,05).

Al considerar todos los resultados en conjunto, la clasificacién en grupos
de los tensioactivos es ligeramente distinta a la obtenida mediante los ensayos
NRU y MTT de forma independiente. Nos permite diferenciar claramente entre
los tres tensioactivos comerciales utilizados como referencia y agrupar los
nuevos compuestos en funcién de su valor CI;, de manera que nos quedan

establecidas cinco categorias.

No obstante, la utilizacion de cuatro lineas celulares no resultaria
practica ya que generaria un gran volumen de trabajo. En consecuencia, lo
ideal es seleccionar una linea que nos proporcione unos valores similares a los
obtenidos con todas las lineas. En ese sentido, los fibroblastos 3T3 son los que
muestran unos resultados mas parecidos a los valores medios con las cuatro
lineas celulares y, por tanto, podria ser la linea celular candidata para utilizarse

como modelo para valorar la citotoxicidad de los tensioactivos.
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Propuesta de un modelo de prediccion

Un método alternativo se ha definido como la combinacién de un
modelo de ensayo experimental y un modelo de prediccién (Archer y cols.,
2001). El modelo de ensayo es la herramienta que permite generar datos
fisicoquimicos o in vitro de los productos quimicos de interés, mientras que el
modelo de prediccion es un algoritmo inequivoco que permite transformar esos
datos en predicciones sobre un determinado criterio farmacotoxicoldgico
aplicable a animales o humanos. Por tanto, para asegurar la validez de un
método alternativo, el desarrollo de un modelo de prediccién es tan importante
como el desarrollo de un protocolo experimental adecuado (Worth y Balls,
2001; Hartung y cols., 2004).

Hasta el momento, los ensayos in vitro comentados presentaban un
modelo de prediccién ya definido. En el ensayo de hemdlisis, el indice L/D
permite clasificar los tensioactivos en diferentes categorias y los ensayos
basados en la CAM utilizan un indice de irritacion ocular calculado a partir de
los resultados obtenidos durante el ensayo para realizar dicha clasificacion. En

los ensayos de citotoxicidad todavia no hay definido un modelo de prediccion.

En el caso de nuestro estudio, la linea celular de fibroblastos 3T3 nos ha
resultado la candidata mas idonea para la valoracion del potencial irritante
dérmico de tensioactivos. Los tensioactivos de referencia utilizados HTAB, SDS
y Tegobetaina, nos han permitido establecer tres categorias (Figura 4.5) en
base a los valores de Clsg (NRU y MTT):

A. Clso < 50 pg/ml: C3(CA)z, C5(LA)2 y C3(OH)(LA);
B. 50 pg < CIso < 100 pg/ml: LAM, MAM y LAE

C. CIso> 100 pg/ml : CCR y C3(0A),
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Figura 4.5. Valores de CI5, (ug/ml) de los diferentes tensioactivos considerando los
resultados obtenidos con los ensayos NRU y MTT conjuntamente para la linea de
fibroblastos 3T3 (°diferencias significativas respecto a la TGB, Pdiferencias significativas
respecto al SDS, “diferencias significativas respecto al HTAB; analisis posthoc Games-
Howell, p < 0,05).

Teniendo en cuenta dichos resultados, podriamos establecer que
aquellos tensioactivos dentro de la categoria A tendrian un potencial irritante
elevado; los de la categoria B, un potencial irritante medio; y los de la
categoria C, un potencial irritante bajo. Este método de clasificacion es similar
a la propuesta de Thornback-LeCoq y cols. (1997) en un estudio donde
estudiaron la correlacién entre la irritacién dérmica y la citotoxicidad. En dicho
estudio encontraron una buena correlacidon entre el potencial irritante dérmico
ensayado en cobaya y los resultados de citotoxicidad en fibroblastos utilizando
los métodos MTT vy liberacion del rojo neutro (NRR). Segun sus resultados,
aquellos productos con un valor Clsq superior a 125 mg/ml en el caso del MTT

tendrian una probabilidad baja de ser irritantes.

Nuestro sistema de clasificacidn, que podria aplicarse especificamente a
tensioactivos catidnicos, deberia ser sometido a validacion. Naturalmente, seria
necesario realizar un estudio retrospectivo con los datos in vivo disponibles
actualmente y nuevos datos in vitro generados en las mismas condiciones de
ensayo. No obstante, la industria cosmética puede considerarlo interesante
como una herramienta de preclasificacion de los compuestos que permita
seleccionar aquellos que se ensayaran, posteriormente, en otros sistemas in

vitro que supongan una aproximacion mas fisioldgica a la piel.
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Idoneidad del modelo para valorar la irritacion dérmica

La utilizacion de cultivos celulares en monocapa para la evaluacién in
vitro del potencial irritante es apropiada especialmente para sustancias
solubles en soluciones acuosas. Muchos ingredientes lipdfilos o productos
acabados como cremas, lociones o polvos no pueden evaluarse de una manera
tan eficiente en estos sistemas de cultivo celular sumergido. Sin embargo, se
ha propuesto la utilizacién del método de liberacion del colorante rojo neutro
(NRR) como una posible alternativa para probar productos lipéfilos en cultivos
en monocapa tal y como se describe en el protocolo INVITTOX num. 54. Una
de las limitaciones en la aplicabilidad de este método es la dificultad de

eliminar el producto del pocillo una vez aplicado.

Ademas, los sistemas de cultivo en monocapa de células de origen
dérmico no conservan las funciones de diferenciacion ni las propiedades de
barrera de los tejidos dérmicos estratificados y, por tanto, no representan de
forma precisa la fisiologia de la piel in vivo. La funcion de barrera que ejerce el
estrato corneo es esencial en un modelo que esté destinado a predecir el
potencial irritante de las sustancias in vivo. Este hecho hace que el cultivo en
monocapa sea demasiado sensible a las sustancias. A pesar de esta limitacion,
este modelo puede ser util para demostrar la falta de potencial irritante de
productos no citotdxicos que sean solubles en soluciones acuosas. También
puede ser (til para el cribado sistematico de nuevas moléculas que permita
seleccionar los mejores candidatos para su evaluacién en un sistema mas

apropiado.

Se han desarrollado modelos tridimensionales de piel reconstituida
(EpiDerm™, EPISKIN™ y PREDISKIN™) los cuales presentan estrato cérneo y
forman una superficie en contacto con el aire que permite la aplicacion de
productos insolubles y sélidos. No obstante, este tipo de construcciones
artificiales presentan una funciéon de barrera deficiente en comparaciéon con la
epidermis in vivo (Van de Sandt y cols., 1999; Gibbs y cols., 2002). Estos
equivalentes de piel presentan una tasa de penetracion a las sustancias a
través del estrato cérneo que es entre 10 y 30 superior que en la piel normal
(Ponec, 1992; Perkins y cols., 1999). A pesar de que todavia no se ha
demostrado su idoneidad como modelos para predecir la irritacion dérmica, si
han sido validados como modelos para valorar la corrosién. En concreto, los
modelos EPISKIN™ y EpiDerm™ vya han sido aceptados por la autoridades
competentes en la UE para valorar la corrosién dérmica y estan incluidos en la
Guia de la OCDE num. 431.
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Otra de las limitaciones de la utilizacion de este tipo de modelos es su
elevado coste econdmico. Puede llegar a resultar hasta 50 veces mas caro que

la realizacion de un ensayo de citotoxicidad en cultivo en monocapa.
La valoracion de la citotoxicidad aplicada a la irritacion ocular

Los ensayos de citotoxicidad también se han propuesto para valorar la
irritacion ocular (Harbell y cols., 1997). Los ensayos se basan en la
observacion de que algunas sustancias que causan lesiones oculares provocan
citotoxicidad sobre diferentes tipos celulares como el epitelio y endotelio
corneales, y el epitelio y endotelio conjuntivales. La toxicidad del compuesto
puede manifestarse a causa de esa muerte celular (pérdida del epitelio) o por
la liberacién de mediadores inflamatorios que son liberados por las células
dafadas. Se cree que los compuestos con actividad superficial como los
tensioactivos provocan citotoxicidad in vivo por su capacidad para romper las

membranas celulares.

Dado que el ensayo de hemolisis parece ser bastante apropiado para
valorar el efecto irritante de tensioactivos, se ha considerado interesante
realizar correlaciones entre los valores de citotoxicidad (Clsg) de los
compuestos y los valores CHsg, ID y cociente L/D calculados mediante el
ensayo de hemdlisis (Tabla 4.11). En general, la correlaciéon entre los
resultados de citotoxicidad y la CHso presentan una buena correlacion, excepto
en el caso de los queratinocitos NCTC 2544. De estos resultados, el dato mas
interesante que cabe resaltar es la buena correlacion que presentan el cociente
L/D con los resultados de citotoxicidad en la linea de queratinocitos HaCaT
(r = 0,909). Este hecho podria indicar que esta linea celular seria apropiada
para valorar el potencial efecto irritante ocular de tensioactivos como ya han

propuesto otros autores (Faller y Bracher, 1999).

Tabla 4.11. Coeficientes de correlacion (r) entre los valores Cls, calculados mediante
los ensayos NRU y MTT en las cuatro lineas celulares estudiadas y los valores CHsg, ID y
L/D obtenidos mediante el ensayo de hemolisis (Coeficiente de correlacion de Pearson,
n=11, * p < 0,05; ** p < 0,01).

CHso ID L/D
3T3 0,711% -0,328 0,647*
3T6 0,799%* -0,330 0,713%*
NCTC 2544 0,624 -0,311 0,638*
HaCaT 0,764* -0,388 0,909**
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4.2.1.2. Liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa vy

determinacion del contenido total de proteina

La liberacién de enzimas citoplasmaticas puede ser una medida de la
integridad de la membrana y, por tanto, otra medida indirecta de viabilidad
celular. La enzima lactato deshidrogenasa se libera al medio de cultivo y puede
detectarse cuantitativamente mediante un sustrato cromogénico (Harbell vy
cols., 1997). Dado que es necesaria la liberacion pasiva de la enzima a través
de las membranas dafiadas, este ensayo detecta células en las ultimas etapas

de muerte celular.

Por otro lado, la determinacién del contenido total de proteina en una
poblacion de células es una medida del nUmero relativo de células. Para valorar
la toxicidad de un compuesto, se basa en el crecimiento relativo de los

controles frente a las células tratadas (Harbell y cols., 1997).

Ambos ensayos se realizaron U(nicamente sobre la linea de
queratinocitos NCTC 2544 y se seleccionaron las estructuras lineales: LAM,
MAM y CCR v los tres tensioactivos de referencia SDS, HTAB y Tegobetaina.
Estos ensayos se realizaron para controlar la citotoxicidad en los estudios de
liberacion y produccion de la citocina proinflamatoria IL-1a cuyos resultados se
presentaran y discutirdn mas adelante. Sin embargo, debido a su utilidad como
marcadores de citotoxicidad se ha considerado interesante comentar también

los resultados de forma independiente.

La liberacion de la LDH se valord en los sobrenadantes de los pocillos
tras el tratamiento de las células con concentraciones crecientes de
tensioactivos. De forma paralela, se lisaron las células que quedaron adheridas
al pocillo y, a partir de ese lisado se determiné la cantidad total de proteina
soluble. En la Figura 4.6 se muestran los resultados representados en el mismo
grafico de esos dos marcadores y para cada uno de los tensioactivos
ensayados. Se observa una relacién concentracién-respuesta para todos los
tensioactivos, tanto para la liberacion de LDH como para la cantidad de
proteina presente. Ademads, se observa que a medida que aumenta la
presencia de LDH en el sobrenadante, se produce una disminucion de la
cantidad de proteina en el lisado celular. Este hecho podria ser indicativo de
que ambos métodos nos ofrecen una sensibilidad similar a pesar de que la
liberacion de LDH valora la integridad de la membrana y el contenido de
proteina es una medida indirecta de proliferacion. La similitud en los resultados
podria explicarse por el hecho de que ambos métodos detectan células en las

fases finales de la muerte celular.
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Figura 4.6. Liberacion de LDH al medio (—o—) y determinacién de la cantidad total de proteina (—m—) tras el tratamiento con los tensioactivos. (n=3;

*p<0,05, **p<0,01 diferencias estadisticamente significativas respecto al control; analisis post-hoc Dunnett).
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4.2.2. Liberacion y produccion de la citocina proinflamatoria
IL-1a en la linea celular NCTC 2544

Las citocinas desempefian un papel muy importante en los procesos
inflamatorios que tienen lugar en la piel (Steinhoff y Luger, 2004). Diversos
estudios han demostrado que tras la exposicion de la piel al SDS, el estrato
corneo queda dafiado (Fartasch, 1997; Jiang y cols., 2003; Ribaud y cols.,
1994) y el tensioactivo ejerce un efecto citotdxico directo sobre los
queratinocitos. Como respuesta a esos cambios, la citocina IL-1a, que se
sintetiza en los queratinocitos de forma constitutiva, se libera iniciando la
cascada del proceso inflamatorio. La IL-1a estimula a los queratinocitos y los
fibroblastos a liberar otras citocinas proinflamatorias como la IL-18, IL-6, IL-8 y
el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Corsini y Galli, 2000; Welss y cols.,
2004; Boxman y cols., 1996). La induccién de dicha cascada de citocinas
provoca una reaccion inflamatoria con vasodilatacién de la dermis y la
infiltracion de células hacia la epidermis (Corsini y Galli, 2000; Elias y cols.,
1999; Levin y Maibach, 2002). Por ese motivo, se considera la IL-1a un
marcador candidato para predecir la irritacion dérmica inducida por los

compuestos quimicos.

Los queratinocitos, junto con los fibroblastos, las células endoteliales y
las células del sistema inmunitario, desempefian un papel decisivo en la
iniciacion, modulacién y regulacion de los procesos inflamatorios. Se ha
estudiado la liberacidon y produccién de la citocina IL-1a en la linea de
queratinocitos humanos NCTC 2544 tras su exposicion a diferentes
concentraciones de tensioactivo. Los tensioactivos utilizados en esta parte del
estudio han sido tres tensioactivos derivados de aminodacidos de estructura
lineal: LAM, MAM y CCR; vy los tres tensioactivos comerciales: Tegobetaina,
SDS y HTAB. Las concentraciones para cada uno de los tensioactivos se
seleccionaron a partir de los valores de citotoxicidad en esa linea celular. En
general, las concentraciones maximas ensayadas se encuentran proximas a

sus CIso segun los ensayos NRU y MTT.

En las Figuras 4.7 y 4.8 se representan las concentraciones de IL-1a
detectadas en el medio extracelular (IL-1la EX), las concentraciones de
interleucina en el lisado de las células para valorar la cantidad de interleucina
intracelular (IL-1a IN) y la suma de ambas concentraciones. Para todos los
tensioactivos estudiados se observa una relacidon concentracidn-respuesta.
Asimismo, se observa un aumento de la cantidad total de citocina respecto a

los valores control, hecho que implica la capacidad de los tensioactivos para
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inducir la neosintesis de la citocina. Estos resultados coinciden con estudios
publicados recientemente por otros grupos de investigacion (Coquette y cols.,
2003; Torma y cols., 2006) y con un estudio también reciente publicado por

nuestro grupo de investigacion (Sanchez y cols., 2006).

Asimismo, es interesante destacar que, en todos los casos, se observan
aumentos de IL-1a IN estadisticamente significativos a concentraciones de
tensioactivo en las que la liberacion de interleucina al medio extracelular
todavia no es significativa. Por tanto, la valoracidon de la cantidad de citocina
intracelular es un marcador mas sensible que su deteccion en el medio

extracelular.

A pesar de utilizar una linea establecida de células, se observaron
diferencias en los niveles de basales de la citocina, que oscilaban entre 50 y
500 pg/ml. Es posible que las diferencias en las concentraciones de citocina en
los lisados de las células se debieran a la presencia de un numero distinto de
células. Por ese motivo, ademas de valorar las concentraciones de IL-1a,
también se determind la cantidad total de proteina como un indicador indirecto
del nimero de células presentes. Las concentraciones de citocina intracelular
se estandarizaron a partir de las concentraciones de proteina. A efectos
comparativos, se calcularon la concentraciones efectivas 50 (CEsg, la
concentracion de tensioactivo capaz de incrementar en un 50 % la cantidad de
interleucina intracelular) para cada uno de los tensioactivos a partir de las

concentraciones de citocina intracelular estandarizadas (Tabla 4.12, Ensayo 1).
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Figura 4.7. Liberacidon y produccion de la citocina IL-1a tras el tratamiento con los
tensioactivos derivados de aminoacidos LAM, MAM y CCR. Se representan la media y el
error estandar (n=3; *p<0,05, **p<0,01 diferencias estadisticamente significativas

respecto al control; analisis post-hoc Dunnett).
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Figura 4.8. Liberacién y produccion de la citocina IL-1a tras el tratamiento con los

tensioactivos comerciales Tegobetaina, SDS y HTAB. Se representan la media y el error
estandar (n=3; *p<0,05, **p<0,01 diferencias estadisticamente significativas respecto

al control, analisis post-hoc Dunnett).
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Los valores CEsy nos permiten establecer la siguiente clasificacion de los
productos en funcién de su capacidad para estimular la neosintesis de la
citocina: HTAB> SDS > Tegobetaina> LAM ~ MAM> CCR. Los tensioactivos
derivados de aminoacidos presentan una capacidad menor de estimular la
neosintesis de la citocina. Teniendo en cuenta el papel desempefado por esta
citocina en las reacciones inflamatorias, este hecho podria implicar una menor
capacidad de esos tensioactivos para desencadenar un proceso de irritacion.
Asimismo, esta técnica indica que el tensioactivo CCR, que es una mezcla
compuesta fundamentalmente por LAM y MAM, tendria un menor potencial
para desencadenar una respuesta inflamatoria que los compuestos puros.
Estos datos coinciden con los resultados obtenidos en el resto de ensayos in
vitro realizados en este trabajo. Ademas, también coinciden con resultados
publicados previamente por nuestro grupo (Mitjans y cols., 2003) y por otros
(Benassi y cols., 2003), en los cuales las mezclas de tensioactivos redujeron el
potencial irritante respecto a sus componentes puros. Este hecho es muy
interesante dado que en la mayoria de las aplicaciones se utilizan mezclas de

tensioactivos y no productos puros.

Como ya se ha comentado anteriormente, en los diferentes ensayos se
detectaron diferencias en los niveles basales de la citocina. Esas diferencias en
la cantidad de IL-1a preformada en el interior de la célula podrian suponer una
interferencia a la hora de utilizar este marcador, dado que niveles ya elevados
de citocina en el interior de la célula podrian afectar a su capacidad para
inducir su sintesis. Por consiguiente, la clasificaciéon de los tensioactivos en
funcion de su CEsq podria verse alterada. Por ese motivo, se realizd un
experimento con los tensioactivos LAM, MAM, CCR y SDS utilizando células del
mismo pase, de manera que los niveles basales de citocina eran idénticos. Los
resultados se muestran en la Figura 4.9. Ademas, en esta figura se muestran
los resultados de IL-1a IN en pg/ug de proteina. Al estandarizar los valores por
cantidad de proteina, las diferencias entre el control y los tratamientos son
mucho mas evidentes. También se calcularon los valores CEsy (Tabla 4.12,
Ensayo 2) y se compararon con los valores obtenidos en el primer ensayo. A
pesar de las diferencias observadas entre los niveles basales de citocina entre
los dos ensayos, que son especialmente marcadas en el caso del tensioactivo
CCR, los valores de CEsy son muy similares. Por tanto, la cantidad basal de
citocina intracelular no parece afectar demasiado a la capacidad de la célula

para responder frente al tensioactivo.
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Tabla 4.12. Concentraciones basales de IL-1la IN expresadas en valor absoluto y
expresadas en funcién de la cantidad de proteina y concentraciones efectivas 50 (CEsg)
de los tensioactivos derivados de aminoacidos y del tensioactivo SDS en la linea de
queratinocitos NCTC 2544 calculadas a partir de dos ensayos independientes.

IL-1a IN (pg/ml) IL-1a (pg/ug prot)  CEso (Hg/ml)

HTAB Ensayo 1 323,6 0,37 3,12
Ensayo 2 - - -
Tegobetaina  Ensayo 1 296,6 0,34 13,6
Ensayo 2 - - -
LAM Ensayo 1 97,5 0,14 23,4
Ensayo 2 74,8 0,10 21,3
MAM Ensayo 1 45,7 0,09 22,4
Ensayo 2 74,8 0,10 28,6
CCR Ensayo 1 516,3 0,47 64,5
Ensayo 2 74,8 0,10 71,6
SDS Ensayo 1 47,7 0,09 7,1
Ensayo 2 74,8 0,10 7,6
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Figura 4.9. Concentraciones de IL-1a IN, IL-1a EX y concentraciones de IL-1a IN
estandarizadas con la concentracion de proteina (n=3, *p<0,05, **p<0,01 diferencias

estadisticamente significativas respecto al control, analisis post-hoc Dunnett).

Otra manera de establecer una diferenciacién entre los compuestos
quimicos seria calcular los incrementos maximos de IL-1a IN inducidos por los
tratamientos asumiendo la hipotesis de que las variaciones presentes en los
niveles inducidos de citocina podrian contribuir a diferencias en la intensidad de
las reacciones de irritacién (Willis, 2002). A partir de los valores de IL-1a IN en
pg de IL-la por pg de proteina tras los tratamientos con los diferentes

tensioactivos, se calcularon los incrementos en % a partir de los valores

122



Resultados y Discusion

basales para cada uno de los ensayos. Los resultados se muestran en la Figura
4.10.

A partir de esos resultados, se podria establecer la siguiente
clasificacion: SDS > Tegobetaina > HTAB > MAM > LAM ~ CCR. Segun este
sistema de clasificacion, el tensioactivo SDS es el compuesto que presenta una
mayor capacidad para inducir la neosintesis de la citocina con unos niveles muy
superiores en comparacion al resto de tensioactivos. Ademas, el tensioactivo
HTAB, cuyo efecto irritante se conoce muy bien, tiene un perfil muy similar a la
Tegobetaina, un compuesto considerado poco irritante. Los tres tensioactivos
derivados de aminoacidos provocan unos incrementos similares que estan por

debajo de los inducidos por los tensioactivos comerciales.

Incremento

Figura 4.10. Incremento de IL-1a IN respecto a los valores basales tras el tratamiento
con los diferentes tensioactivos. Las concentraciones ensayadas para cada tensioactivo

son las mismas que se presentan en las Figuras 4.6 y 4.7.

Como se puede observar, la clasificacion de los tensioactivos en funcion
de este ultimo criterio de valoracion ofrece unos resultados distintos a los
obtenidos con los valores CEsy y los resultados de citotoxicidad. La
interpretacion de estos resultados es compleja. Dado que los incrementos de
IL-1a IN inducidos por el SDS son muy superiores, cabria esperar que la
respuesta de inflamacion desencadenada por este compuesto in vivo fuese mas
intensa para este compuesto que para el resto. Esto parece ser cierto para el
caso de la Tegobetaina (Nicander y cols., 2003) y podria cumplirse para los
tensioactivos derivados de aminoacidos, no obstante, los resultados obtenidos
con el HTAB contradicen su potencial irritante in vivo. Por tanto, a pesar de que

la IL-1a parece un marcador muy apropiado para estimar el potencial irritante
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de los compuestos, la interpretacion de los resultados no es clara. Esto apunta
a la existencia de otros mecanismos causantes de la iniciacién e intensidad de

las respuestas inflamatorias.

Relacion entre la liberacion de IL-l1a al medio extracelular y la

liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

En los ensayos descritos anteriormente para valorar la cantidad de
IL-1a liberada al medio extracelular se valord, de forma paralela, la liberacién
de la enzima LDH como una medida indirecta del estado de la membrana
citoplasmatica. En la Figura 4.11 se han representado en la misma grafica, la
liberacion de LDH y de IL-1a al medio de cultivo. Como ya se ha comentado
anteriormente, tanto la liberacion de LDH como de la citocina presenta un perfil

dependiente de la concentracion.

Asimismo, se observa que la liberacién de ambas moléculas se produce
casi de forma paralela, hecho que seria indicativo de que la liberacién de IL-1a,
igual que la liberacion de LDH, se produce de forma pasiva cuando aumenta la
permeabilidad de la membrana de la célula por efecto del tensioactivo. Este
mecanismo también ha sido propuesto por otros autores sobre la base de sus
resultados experimentales (Kupper, 1989; Shibata y cols., 1997). Por tanto, la
liberacion de IL-1a generalmente refleja dafios sobre la membrana inducida
por los tensioactivos y no aporta mas informacién que otros marcadores como

la liberacion de LDH.

De hecho, una de las hipotesis planteadas para explicar la iniciacion de
la reaccion de irritacidon provocada por los tensioactivos se basa en su
capacidad para provocar la liberacién pasiva de la IL-1a. La liberacion de IL-1a
induciria la expresion de la propia IL-1a y de otras citocinas como la IL-6 y la
IL-8 que serian las responsables de iniciar el proceso inflamatorio (Welss vy
cols. 2004). Sin embargo, como ya se ha comentado anteriormente, en
nuestros resultados se observa un aumento significativo de citocina intracelular
antes de que se detecte una liberacion significativa de la misma al medio
extracelular. Esto podria deberse a diversos motivos. Uno de ellos podria ser
que nuestro sistema de ensayo no fuese lo suficientemente sensible como para
detectar incrementos en los niveles de citocina extracelular a los cuales la
célula ya es capaz de responder. Otra explicacion podria estar relacionada con
la existencia de otros mecanismos responsables de la iniciacion de la respuesta
inflamatoria. Uno de esos mecanismos podria ser la modulaciéon de las
propiedades de la bicapa lipidica de las membranas celulares debido a la

interaccion con el tensioactivo. A concentraciones subtdxicas de tensioactivo,
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Figura 4.11. Liberacion de LDH (-o—) e IL-la (—m—) al medio extracelular tras el tratamiento con los tensioactivos. Las concentraciones de

tensioactivo ensayadas son las mismas que las presentadas en las Figura 4.7 y 4.8. (n=3, *p<0,05, **p<0,01 diferencias estadisticamente significativas

respecto al control, andlisis post-hoc Dunnett).
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la interaccion de los compuestos irritantes con la membrana celular puede
modificar su fluidez (Fulbright y cols., 1997; Zavodnik y cols., 1997) y este
hecho, a su vez, tiene un impacto en la transduccion de senal mediada por
receptor (Rosette y Karin, 1996). En un articulo publicado recientemente por
nuestro grupo de investigacion, se ha estudiado el efecto de tensioactivos
derivados de aminoacidos y del SDS y el HTAB sobre la fluidez de membrana
en eritrocitos humanos (Martinez y cols, 2006). Todos los compuestos, a
excepcién del HTAB, fueron capaces de disminuir la fluidez de la zona externa
de la bicapa lipidica, por tanto, es posible que ese efecto pueda tener alguna
implicacién en la iniciacién de la respuesta de irritacion. No obstante, a pesar
de que el eritrocito se considera un buen modelo para el estudio de los cambios
sobre la membrana plasmatica, deberia estudiarse si esos resultados se repiten

en otros tipos celulares como los queratinocitos.
4.2.3. Acumulacion de gotas lipidicas citoplasmaticas

La mayor parte de las células de los mamiferos empaquetan lipidos
neutros en forma de gotas esféricas. Dichas gotas esféricas estdn compuestas
por un nucleo de triacilgliceroles y ésteres de colesterol rodeado por una
cubierta formada por una monocapa de fosfolipidos y proteinas especificas.
Este almacenamiento intracelular de lipidos neutros es esencial para los
organulos citosodlicos de las células eucariotas que los utilizan
fundamentalmente como reserva energética y para la biogénesis de la
membrana (Martin y Parton, 2006). La utilizacion de los lipidos neutros
contenidos en esas gotas intracelulares estda regulada por sefales
extracelulares como hormonas, citocinas y neurotransmisores, y por
mecanismos intracelulares que indican la existencia de necesidades

energénticas o de materiales para la sintesis de la membrana (Brown, 2001).

En algunas ocasiones, se ha descrito la presencia de gotas lipidicas en
gueratinocitos tras su observacion a nivel ultraestructural tanto en condiciones
fisioldgicas como en estados patologicos (Grubauer y cols., 1989; El-Shoura y
Tallab, 1997). En condiciones fisioldgicas, los queratinocitos sintetizan lipidos y
los exportan al espacio intercelular para formar una barrera impermeable a
nivel de la epidermis. No obstante, la presencia de numerosas gotas lipidicas
en los corneocitos también es un marcador de procesos anormales de

queratinizacion y de un efecto hiperproliferativo.

Como ya se ha comentado, los lipidos neutros desempefian un papel
muy importante en la biogénesis de la membrana. Asimismo, parece ser que la

formacion de esas gotas lipidicas con elevado contenido en lipidos neutros
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también son muy importantes como mecanismo de reparacion cuando la
membrana celular sufre algun tipo de agresidn, por ese motivo, puede servir

como marcador de dafios sobre la membrana celular (Corsini y cols., 2003).

Para la realizacidon de este ensayo se utilizd la linea de queratinocitos
humanos NCTC 2544 que fueron sometidos a un tratamiento con los
tensioactivos durante 24 h. El colorante rojo de nilo es especifico para lipidos
neutros, de modo, que la cantidad de fluorescencia era proporcional a la
cantidad de lipidos neutros en el interior de las células. Paralelamente, se
valord la actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes como indicador de

citotoxicidad tras el tratamiento.
4.2.3.1. Anadlisis mediante citofluorometria de flujo

En la Figura 4.12 (A) se muestran los valores de fluorescencia de las
células tras el tratamiento con los diferentes tensioactivos. Se selecciond una
concentracion de 15 ug/ml de SDS como control positivo sobre la base de un
estudio previo publicado por Corsini y cols. (2003). En ese estudio se observo
gue a partir de dicha concentracion se producian aumentos significativos de la
liberacion de LDH al medio que seria indicativo de dafios sobre la membrana y

muerte celular.

En general, se observa una relacion concentracion-respuesta para todos
los tensioactivos. Asimismo, en la Figura 4.12 (B), se muestra la liberacion de
la enzima LDH al medio extracelular. Es interesante destacar que se observan
aumentos significativos de la fluorescencia antes de que se detecte una
liberacion significativa de LDH. Aunque segun el estudio antes mencionado
(Corsini y cols., 2003), los lipidos neutros son marcadores de reparacion de la
membrana celular, el hecho de que aparezcan antes de que se produzca la
liberacion de la LDH es indicativo de que el tensioactivo esta ejerciendo un
efecto sobre la membrana de la célula. De esta manera, se puede observar el
efecto toxico del producto antes que exista un dafio irreversible en la célula.
Este hecho podria indicar que la acumulacién de lipidos neutros en el interior
de la célula podria servir como un marcador de danos sobre la membrana

previo a la muerte celular.

La utilizacion de un marcador temprano de dafios sobre la membrana
podria ser interesante para la deteccién de aquellas concentraciones de
tensioactivo que, a pesar de no ejercer un efecto citotéxico sobre la célula,
estan alterando su membrana. Asimismo, podrian servir para el estudio de

tensioactivos con un potencial irritante bajo o moderado.
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Figura 4.12. Determinacién de la cantidad de fluorescencia (A) y liberacién de LDH al
medio extracelular (B) tras el tratamiento de las células con los diferentes tensioactivos.
En los ensayos se ha utilizado el SDS (15 pg/ml) como control positivo y células que no
recibieron ningln tratamiento con tensioactivo como control negativo. Se representa la

media y el error estandar (n=3; *p<0,05; **p<0,01; test de Dunnett).

Existen pocos estudios en la literatura que relacionen la acumulacién de
lipidos neutros con el posible efecto citotéxico o irritante de los compuestos
quimicos. No obstante, en un estudio publicado recientemente por Térma vy
cols. (2006) se demostré que concentraciones no citotoxicas de SDS
(7,5 pg/ml) eran capaces de alterar la expresion de mRNA de diversas enzimas
relacionadas con el metabolismo lipidico en queratinocitos humanos
diferenciados. También se ha demostrado el mismo efecto con otros
tensioactivos como la Tegobetaina (Wei y cols., 2006). Por tanto, parece ser
que los irritantes tienen la capacidad de alterar el metabolismo lipidico de los
queratinocitos in vitro. Teniendo en cuenta que los queratinocitos son los
encargados de la formaciéon de la matriz lipidica del estrato cérneo, esta

alteracién podria ser indicativa de alteraciones en la regeneracién normal del
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estrato corneo. Es evidente que estos resultados deberian confirmarse in vivo
aunque ya existe algun estudio al respecto (Harris y cols., 1997). Sin embargo,
son necesarios mas estudios para determinar el papel exacto de los lipidos
neutros en la regeneracién de la membrana y en la formacion del estrato

corneo.
4.2.3.2. Microscopia de fluorescencia

Ademas de la cuantificacién de la fluorescencia mediante citometria de
flujo se hicieron microfotografias para confirmar los resultados obtenidos. Las
gotas citoplasmaticas formadas por lipidos neutros aparecen como puntos

brillantes dispersos en el interior de las células.
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HTAB 1,5 pg/ml HTAB 4,0 pg/ml

Figura 4.13. Fotomicrografias de las células tras el tratamiento con los tensioactivos.
Se realizaron con un microscopio equipado con una cdmara fotografica. Se muestran las
microfotografias de los controles negativo (sin tratar) y positivo (SDS 15 pg/ml).
También se muestran fotografias representativas de los tratamientos con los
tensioactivos derivados de aminoacidos de estructura lineal (LAM, MAM y CCR) y con el

HTAB como tensioactivo catidnico de referencia.
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4.2.4. Ensayo de irritacion dérmica de Draize

Se ha evaluado el potencial efecto irritante dérmico para los tensioactivos
LAM, MAM y CCR mediante el ensayo in vivo descrito en la Guia 404 de la
OCDE. Los productos se ensayaron al 5 % (p/v) disueltos en solucién salina
fisiologica. Tras un periodo de exposicion de 4 h, se realizd la observacion de la
zona para valorar la aparicion de eritema o edema. Las lesiones se
cuantificaron segun las puntuaciones establecidas en la Guia 404. A partir de
las observaciones realizadas a las 24 h de la exposicion a los productos se
calculd la puntuacién media teniendo en cuenta todos los animales (Tabla
4.13). En funcién de los valores de eritema y edema, los tres compuestos se
clasificaron como ligeramente irritantes. Ademas, en todos los casos los efectos

revertieron completamente a las 72 horas.

Tabla 4.13. Valoracién de la apariciéon de eritema y edema 24 h después de la
exposicidn a los tensioactivos. La valoracién de las lesiones se hizo en funcion de
la escala establecida en la Guia 404 de la OCDE.

Tensioactivo Eritema Edema Clasificacion*
LAM 5 % 0,83 0,33 Ligeramente irritante
MAM 5 % 0,67 0,67 Ligeramente irritante
CCR 5 % 1,67 0,67 Ligeramente irritante

*Sistema de clasificacion propuesto por Draize y cols. (1945).

En la Guia 405 de la OCDE se establece que para ensayar sustancias
solidas, estas deben hidratarse con la cantidad minima de agua posible. En el
caso de nuestros tensioactivos, en cambio, se ha seleccionado una
concentracion del 5 % porque, como ya se ha comentado anteriormente, las
concentraciones de tensioactivo utilizadas en las formulaciones no suelen
exceder del 5 %. Por tanto, a efectos practicos esa concentracion se ajustaria
mas a la situacion real, ademas se evita un sufrimiento innecesario al animal
dado que la sustancia pura es mas probable que ejerza un efecto irritante

sobre el animal.

De igual modo que ocurria para los resultados de los ensayos para
valorar la irritacion ocular, los resultados in vivo para irritacion dérmica no han
revelado diferencias en la toxicidad de estos tres compuestos mientras que
todos los ensayos in vitro se establecia una diferencia clara entre los
tensioactivos puros LAM y MAM y la mezcla CCR. Por tanto, teniendo en cuenta
los resultados de todos los ensayos in vitro y de los ensayos in vivo (dérmico y
ocular) parece ser que los sistemas in vitro son mas sensibles y permiten de

detectar pequefias diferencias en el potencial irritante de los compuestos,
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sobretodo cuando se trata de compuestos con un potencial irritante ligero o

moderado.

De manera similar a lo dicho anteriormente sobre irritacién ocular,
también en el caso de irritacion dérmica, la clasificacion de la UE utiliza la
categoria discreta R38 (Irrita la piel) para definir el nivel de riesgo que
representan los compuestos basandose en los resultados del ensayo de Draize
(Tabla 4.14). Por consiguiente, tampoco se tiene en cuenta la reversibilidad de

las lesiones.

Tabla 4.14. Normas de etiquetado de las sustancias peligrosas en funcién de su
capacidad irritante determinada mediante el ensayo de Draize dérmico aceptado por la
OCDE (Guia 405). Extraido de la Directiva 2001/59/CE del 6 de agosto de 2001.

Etiqueta Método Criterio
El valor medio de los resultados de formacién de
R38 Draize eritema o edema (teniendo en cuenta todos los
Irrita la piel dérmico animales) es igual o superior a 2 o;

si el ensayo se ha realizado en tres animales,
cuando se observe en dos o mas animales la
formacion de eritema o edema equivalente a un
valor medio igual o superior a 2 calculado por

cada animal individualmente.

Se ha discutido mucho sobre la idoneidad del conejo como modelo
apropiado para predecir la irritacién dérmica en humanos. La Guia de la OCDE
menciona el uso del conejo albino como la especie preferente para la
evaluacion de la irritacién dérmica, sin embargo, se admite la utilizacidon de
otras cepas de conejo o incluso otras especies animales. No obstante, deben
tomarse con precaucion estas recomendaciones dado que en la bibliografia se
ha descrito la existencia de variaciones interespecificas considerables en las
respuestas de irritacién (Davies y cols., 1972). Por tanto, es posible encontrar
variaciones en los resultados del ensayo in vivo en funcion del modelo animal

utilizado.

La extrapolacién de los resultados en animales a humanos es
complicada. Siempre que se realiza una extrapolacion entre diferentes especies
se deben tener en cuenta dos componentes fundamentales: un componente de
naturaleza cualitativa y otro de naturaleza cuantitativa. La extrapolacion
cualitativa se refiere a si los criterios de valoracion aplicados en el modelo
animal son aplicables en el hombre. En este caso, la aparicién de eritema vy

edema parecen criterios de valoracidon apropiados para ambas especies, tanto
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los humanos como el conejo responden a los irritantes con esas reacciones. Sin
embargo, la extrapolacién cuantitativa resulta mas complicada. En general, se
considera al conejo como un animal mas sensible que los humanos,
especialmente a los irritantes ligeros y moderados. Por consiguiente, un
resultado negativo en el ensayo de Draize garantizaria la seguridad de ese
compuesto para humanos. Sin embargo, una clasificacion erréonea de los
compuestos sobre la base del ensayo en conejo también puede dar como
resultado una subestimacion del peligro. Existen datos que indican que los
ensayos en animales pueden dar lugar a errores en la clasificacion de los
productos quimicos (York y cols., 1996; Basketter y cols., 1999). Por todos
esos motivos y a pesar de ser el ensayo aceptado por la legislacién, la
necesidad de métodos alternativos que reemplacen la utilizacién de animales

para valorar la irritacion dérmica se hace evidente.

4.3. Ultimas consideraciones

El area de la toxicologia reguladora es un area fascinante. La negativa
de ciertos sectores de la poblacion a la utilizacion de animales en
experimentacion pone de manifiesto la existencia de cuestiones éticas y
sociales relacionadas con la investigacion cientifica. Légicamente, la mayor
presién social en lo que se refiere a la oposicién al uso de animales en
investigacién se produce cuando se trata de ensayar cosméticos, debido a que

no se consideran productos absolutamente necesarios para la salud humana.

Es posible que la fuerza que impulsa el desarrollo de métodos
alternativos sea en gran medida de caracter ético, pero también influyen otros
factores. La utilizaciéon de animales de laboratorio es cara y la realizacion de
experimentos con animales lleva mucho tiempo y con frecuencia es dificil de
estandarizar. Pero, quiza, el motivo mas importante sea la necesidad real de
disponer de métodos mecanisticos y cientificamente mas avanzados que
aporten informaciéon mas relevante para la prediccién de riesgos sobre la salud
humana. Por tanto, es evidente que se hace necesaria una revolucion en el
modo de pensar y de poner en practica una nueva toxicologia reguladora si se
quiere obtener una auténtica protecciéon de los seres humanos y del medio
ambiente. La clave esta en el desarrollo de nuevos métodos que tengan una
mayor relevancia que los procedimientos actuales basados en animales. Estos
nuevos métodos deben basarse en el conocimiento de las bases mecanisticas
del propio método y del fendmeno toxicoldgico que evalda, utilizar los nuevos

avances en las técnicas de biologia celular y molecular junto con los sistemas
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informaticos y computacionales mas avanzados y entender el valor de un buen

modelo de prediccién.

A pesar del enorme esfuerzo que ha realizado la comunidad cientifica y
las instituciones reguladoras para sustituir los ensayos de Draize por métodos
in vitro de remplazo, todavia no se ha alcanzado el éxito. Quiza, la falta de
éxito se deba a la existencia de una contradiccion inherente al propio concepto
de «método in vitro de remplazo» y que supone un obstaculo para su
aceptacién por parte de las instituciones reguladoras. Un método in vitro no es
mas que un modelo que supone una simplificacion fisioldgica de algin érgano o
tejido. Esa simplificacion es de gran utilidad cuando se estan investigando las
respuestas de ese tejido u érgano a una sustancia. No obstante, es muy dificil
que ese sistema simplificado reproduzca fielmente la respuesta del organismo
en su conjunto. Esto plantea un inconveniente, al igual que las diferencias
entre especies limitan la aplicacion al hombre de los datos obtenidos en
experimentos con animales. Ademas, a nivel practico, existen otras barreras
que obstaculizan el desarrollo de métodos alternativos de remplazo para

valorar la irritacion ocular y dérmica:

e Una falta de resultados in vivo, ya sea en animales o en humanos, de
calidad que permitan calibrar y, por tanto, validar los ensayos in vitro

propuestos y sus correspondientes modelos de prediccion.

e Unos conocimientos insuficientes de los procesos implicados en las
lesiones oculares y dérmicas en humanos. Este hecho impide el avance
de los ensayos actuales para predecir de una forma mas precisa el

riesgo en humanos.

e Un modelo in vitro robusto debe ser apropiado para productos y
sustancias que abarquen un amplio abanico de niveles de toxicidad y de

caracteristicas fisicoquimicas.

e Una comprensiéon adecuada de los procesos implicados en la reparacion
de las lesiones, una parte que no se tiene en cuenta en los ensayos

existentes.

A pesar de todo esto, existen muchas buenas razones para continuar la
busqueda de alternativas a los ensayos con animales, incluyendo aspectos
politicos, sociales, legales, éticos, logisticos, econémicos y cientificos. Uno de
los aspectos mas reconfortantes de trabajar en este campo es que tanto los

seres humanos como los animales obtendran grandes beneficios.
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1. Estudios de la irritacion ocular

1.1. Los tensioactivos derivados de aminoacidos han mostrado mediante el
ensayo de hemdlisis ser menos irritantes oculares que el SDS y el HTAB vy del

orden de la Tegobetaina, tensioactivo aceptado como poco irritante ocular.

1.2. Los resultados obtenidos en el ensayo de hemdlisis han revelado que la
carga ionica del tensioactivo determina su diana biolégica, de modo que los
tensioactivos anidnicos presentan un mayor efecto desnaturalizante sobre las
proteinas y los catidnicos sobre la membrana del eritrocito provocando su lisis.
Por tanto, la valoracibn de ambos efectos es imprescindible para una

clasificacién correcta de los tensioactivos en funciéon de su potencial irritante.

1.3. La presencia de cadenas de diferente longitud tiene algun efecto sobre la
actividad litica de los tensioactivos, si bien no es el Unico factor responsable
dado que también depende de la combinacién de otras propiedades
estructurales. Unicamente existe una relacién directa entre longitud de la
cadena y el potencial irritante dentro de una misma familia de compuestos con

propiedades estructurales similares.

1.4. Los métodos basados en el uso de la membrana corioalantoidea del huevo
de gallina resultan modelos excesivamente sensibles a los tensioactivos y
pueden sobrestimar su potencial irritante por lo que se descarta su uso para

evaluar estos compuestos.

1.5. Existe una buena correlacion entre el cociente L/D del ensayo de hemdlisis
con los resultados de citotoxicidad en la linea de queratinocitos HaCaT. Por
tanto, esta linea celular es apropiada para valorar el potencial efecto irritante

ocular de tensioactivos.

2. Estudios de irritacion dérmica

2.1. En los ensayos de citotoxicidad, los fibroblastos 3T3 establecen una
diferenciacion de los compuestos similar a la ofrecida por las cuatro lineas
celulares consideradas en su conjunto. Por tanto, se propone como una linea
celular candidata para utilizarse como modelo para valorar el efecto irritante de

tensioactivos.

2.2. En funcién de los resultados de citotoxicidad en lineas celulares de origen
dérmico, se ha propuesto un modelo de prediccion considerando tres
categorias: categoria A con una Cls, inferior a 50 pug/ml y potencial irritante
elevado; categoria B potencial irritante medio y Clsg comprendida entre 50

Mg/ml y 100 pg/ml; y categoria C, un potencial irritante bajo y Cls, superior a
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100 pg/ml. Segun este modelo de prediccidn los tensioactivos C3(CA),, Cs(LA),
y C3(OH)(LA), muestran un potencial irritante elevado; LAM, MAM y LAE, un

potencial irritante medio; y CCR y C3(OA),, un potencial irritante bajo.

2.3. El cultivo en monocapa es demasiado sensible a las sustancias pero se
propone para el cribado sistematico de nuevos tensioactivos que permita
seleccionar los mejores candidatos para su evaluacion en un sistema mas

complejo.

2.4. La liberacion de IL-1a al medio se extracelular se produce de forma pasiva
cuando aumenta la permeabilidad de la membrana de la célula por efecto del

tensioactivo. Por tanto, es un marcador que refleja dafios sobre la membrana.

2.5. Todos los tensioactivos mostraron la capacidad de inducir la neosintesis de
la IL-1a en funciéon de su concentraciéon. No obstante, la implicacion de ese
mecanismo en la intensidad de las reacciones de irritacion no esta clara. Por

ese motivo, se deberia considerar conjuntamente con otros marcadores.

2.6. La acumulacion de lipidos neutros en el interior de la célula podria servir
como un marcador de dafios sobre la membrana previo a la muerte celular. La
utilizacion de este marcador nos permitiria detectar concentraciones de
tensioactivo que, a pesar de no ejercer un efecto citotdxico sobre la célula,
estan alterando su membrana. Asimismo, podria servir para el estudio de
tensioactivos con un potencial irritante bajo o moderado que son los que

utilizan mayoritariamente las industrias cosmética y farmacéutica.
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Abstract

Arginine-derivative surfactants constitute a novel class of surfactants, which can be regarded as an alternative to conventional
surfactants. Prior to human exposure, it is necessary to assess their irritation potential. The classical in vivo evaluation of the
irritancy potential via the Draize test has been extensively criticized. In that regard, a great number of in vitro alternatives have been
developed. Erythrocytes were chosen as the target cells for eye irritation assessment and hemolysis and hemoglobin denaturation
were selected as appropriate endpoints. For skin irritancy assessment, the keratinocyte cell line NCTC 2544 was used and different
in vitro endpoints were measured: two cytotoxicity assays (NRU and MTT) and the synthesis of the proinflammatory cytokine IL-
lalpha. The eye and skin Draize tests were also performed for comparative purposes. The results point out that, according to in vivo
and in vitro assays, the new arginine-derivative surfactants have lower eye and skin irritation potential than the synthetic surfactant
SDS. Furthermore, in vitro methods were also able to detect differences in irritancy among the new surfactants not noticeable by
the Draize tests, indicating that in vitro methods can be more sensitive than the in vivo test, offering the opportunity to detect subtle
differences in irritancy.
© 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Arginine-derivative surfactant; Skin irritation; Eye irritation; Cytotoxicity; Cytokine; IL-1alpha

1. Introduction

Surfactants, due to their surface or interface activities,
are among the most versatile and frequently used excipi-
ents in cosmetic and pharmaceutical products. However,
the application of pharmaceutical or cosmetic prepa-
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(M.P. Vinardell).

rations containing these compounds may result in eye
and skin irritation or other side reactions (Barany et
al.,, 1999). As a consequence, it is of great interest
to identify surfactants with low irritant properties, and
during this screening process, it is also necessary to
have rapid assays to assess potentially damaging effects.
The evaluation of the irritant potential of chemicals in
vivo is traditionally conducted in animals, particularly
in rabbits using the Draize test method (Draize et al.,
1945). However, due to increasing concern over ani-
mal use and in lights of its potential ban in the near
future, alongside with the obvious ethical implications
of using directly human subjects, in vitro alternative

0378-4274/$ — see front matter © 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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methods should now be encouraged (Eun and Suh,
2000).

Different in vitro approaches have been proposed for
assessing eye irritation as an alternative to the Draize eye
irritation test, including the use of cultured cells, isolated
organs, or fertilized hen eggs (Herzinger et al., 1995).
The red blood cell lysis assay (RBC) (Pape et al., 1987)
is a specific in vitro tool for evaluating the acute irritation
potential induced by surfactants or surfactant-containing
preparations and has been proposed as a reliable alter-
native to the Draize test for this class of chemicals (Pape
and Hoppe, 1991; Sugai et al., 1991). This assay pre-
sented a sensitivity and specificity exceeding 80% and
showed the least discordance with the Draize eye test in
different validation studies (Brantom et al., 1997; Balls
et al., 1999; Okamoto et al., 1999; Hatao et al., 1999;
Pape et al., 1999). It distinguishes damage to the mem-
brane and damage to proteins as endpoints that correlate
with lesions on the conjunctiva, iris and cornea in the
rabbit eye.

The skin is highly complex and heterogeneous in both
histological and cellular terms. The mechanism by which
surfactants cause skin irritation is not fully understood.
Factors contributing to their irritation potential include
(a) direct action on the stratum corneum components
(lipids and proteins), (b) interaction with living epider-
mal cells altering their proliferative capacity and (c)
action on dermal components inducing mediator release
and inflammation. No single in vitro model and no sin-
gle assay will be able to mimic all the events that occur
in vivo in the human skin, thus, a battery of methods
may be useful to evaluate irritation of pharmaceutical
and cosmetic ingredients.

Human keratinocytes have become the focus of atten-
tion in skin irritation by virtue of its epidermal location,
its importance in maintaining the integrity of the stratum
corneum barrier, and its ability to produce a wide range
of inflammatory mediators. Previous studies have sug-
gested that cultured normal human keratinocytes may be
predictive of irritancy caused by various surfactants in
human subjects (Korting et al., 1994) and the response
of these cultures showed a good correlation with in vivo
skin irritation data (Osborne and Perkins, 1994; Benassi
et al., 1999; Wilhelm et al., 2001). Cell cytotoxicity
assays are amongst the most common in vitro endpoints
used to predict the toxicity of a substance in cell cul-
ture. Besides, the major mechanisms used by epidermal
cells to participate in immune and inflammatory skin
reactions are the production of cytokines and responses
to cytokines (William and Kupper, 1996). Keratinocytes
contain large quantities of biologically active IL-1alpha
which can be released in response to a range of stimuli.

The hypothesis is that every time the epidermis is dam-
aged, active IL-1alpha is released, as a primary event in
skin defence (Nickoloff et al., 1990). IL-1alphais widely
accepted as such an early marker for irritation both in in
vivo and in vitro test systems (Muller-Decker et al., 1994;
Corsini et al., 1996; Corsini and Galli, 1998).

The potential of a chemical to elicit an irritative
response can thus be successfully predicted using appro-
priate endpoints because they parallel the degree of dam-
age caused by the chemical (Sanchez et al., 2004).

The research of new surfactants with low irritancy
potential derived from amino acids is of great interest
(Benavides et al., 2004; Mitjans et al., 2003; Xia et al.,
1995). Amino acid and peptide lipid conjugates consti-
tute an interesting class of surfactants with good surface
properties, antimicrobial activity and high biodegrad-
ability.

The purpose of this work was to evaluate the potential
eye or skin irritation of new arginine-derivative surfac-
tants and a mixture of these compounds using different
in vitro assays for comparing with the in vivo results. For
predicting eye irritation the red blood cell test was used
and for skin irritation a keratinocyte cell line (NCTC
2544) was employed taking into account different end-
points, such as cell viability and IL-1alpha production.

2. Materials and methods
2.1. Materials

L-Arginine monohydrochloride, methanol and sodium
dodecyl sulphate (SDS) were purchased from Merck (Darm-
stadt, Germany). Fatty acids mixture was kindly supplied by
Caila and Parés (Barcelona, Spain). RPMI 1640 medium with-
out glutamine, RPMI 1640 without phenol red and glutamine,
L-glutamine, phosphate buffered saline (PBS), trypsin/EDTA
and fetal bovine serum (FBS) were supplied by Reactiva
(Beit Haemek, Israel). Neutral Red (NR) dye, MTT salt,
dimethylsulphoxide (DMSO) were supplied by Sigma—Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Penicillin (10,000 U/ml), streptomycin
(10,000 pwg/ml) mixture were purchased from Bio-Whittaker
(Verviers, Belgium). 75 cm? culture flasks, 24-well and 96-well
plates were obtained from TPP (Trasadingen, Switzerland).

2.2. Animals
Rabbits (New Zealand, white, male, 10 weeks old, and

approximately 2.0kg body weight) were purchased from a
local supplier (Granja San Bernardo, Navarra, Spain).

2.3. Synthesis of surfactants

Three different N*-acyl arginine derivatives were tested.
N¢-lauroyl-L-arginine methyl ester (LAM), N*-myristoyl-
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CHa-(CHz)n-C(0)-NH-CH-C(0)-O-CHz
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Fig. 1. Molecular structure of arginine-derivative surfactants. n repre-
sents the fatty acyl chain length (LAM: n=10; MAM: n = 12; mixture:
n=6(5.8%), 8 (4.6%), 10 (53.0%), 12 (18.1%), 14 (8.7%), 16 (9.5%).

L-arginine methyl ester (MAM) and a mixture of different
N*-acyl-L-arginine methyl derivatives (Fig. 1). LAM and
MAM were synthesized in our laboratory as previously
described (Infante et al., 1984, 1988). The surfactant mixture
was synthesized for the first time in our laboratory using
a fatty acid mixture from coconut extract (caprylic acid,
5.84%; capric acid, 4.62%; lauric acid, 53.04%; myristic
acid, 18.12%; palmitic acid, 8.68%; stearic acid, 9.47%). The
procedure used was the introduction of fatty acid residues as
acid chlorides (Sims and Fioriti, 1975).

2.4. Red blood cell assay

2.4.1. Preparation of erythrocyte suspensions

Human blood was obtained from the Blood Bank of the Hos-
pital Clinic (Barcelona, Spain). The erythrocytes were washed
three times in saline solution (0.9% NaCl). The cells were then
suspended at a cell density of 8 x 10° cell/ml.

2.4.2. Hemolysis assay

Different volumes ranging from 10 to 80 pl of surfactant
solution (from 1 mg/ml) were introduced in polystyrene tubes
to assay various concentrations (from 5 to 1000 pg/ml) of these
surfactants. Aliquots of 25 pl of erythrocyte suspension were
added to the tubes and incubated for 10 min, with constant
shaking, at room temperature. After incubation, the tubes were
centrifuged (5 min at 1500 X g), and, finally, the percentage of
hemolysis was determined by comparing the samples totally
hemolyzed with distilled water (Pape et al., 1987). From the
hemolysis results, the dose-response curve was determined,
and the concentration that induces the hemolysis of 50% of the
cells (HCsp) in the erythrocyte suspension was subsequently
calculated.

2.4.3. Potential ocular irritation

The potential ocular irritation of the surfactants was studied
with a method based on the use of red blood cells to quantify
adverse effects of surfactants and detergents products on the
cytoplasmatic membrane (hemolysis) in combination with the

damage to liberated cellular proteins (denaturation). The irrita-
tion index was determined according to the lysis/denaturation
ratio (L/D) obtained dividing the HCsy (ug/ml) by the denat-
uration index. The denaturation index (DI) of each surfac-
tant was determined by comparing the hemoglobin denatu-
ration induced by the surfactant and SDS as positive con-
trol. Hemoglobin denaturation was determined after inducing
hemolysis by adding 10 mg/ml of the surfactant or SDS and
measuring the absorption ratio of the supernatant at 575 and
540 nm. The resulting L/D ratio is used instead of the ocu-
lar irritancy score in the acute phase of in vivo evaluation.
The surfactants can be classified according to this L/D ratio as
non-irritant (>100), slight irritant (>10), moderate irritant (>1),
irritant (>0.1), and very irritant (<0.1) (Pape et al., 1987).

2.4.4. Culture of NCTC 2544 cells

The keratinocyte cell line NCTC 2544 was cultured in
RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, 2mM
L-glutamine, and 1% penicillin (10,000 U/ml)/streptomycin
(10,000 pwg/ml) and maintained at 37 °C, 5% CO,. For experi-
ments, the cells were grown to confluency in 24-well or 96-well
plates and then incubated at 37 °C, 5% CO, for 24 h.

2.5. Cytotoxicity assays

2.5.1. Chemical exposure

Cells were exposed to increasing concentrations (from 7
to 500 pwg/ml) of the surfactants (sterilized by filtration) dis-
solved in RPMI medium supplemented with 5% FCS, 2 mM
glutamine, and 1% antibiotic mixture. Controls, containing cul-
ture medium only, were included in each plate. Cells were then
incubated at 37 °C, 5% CO, for 24 h.

2.5.2. NRU assay

The NRU assay was performed as described by
Borenfreund and Puerner (1985) modified to remove the use of
formaldehyde (Riddell et al., 1986). Following treatment, the
medium was removed and Neutral Red solution (50 pwg/ml in
culture medium) was added. After 3 h of incubation at 37 °C,
5% CO, medium was removed, cells were washed twice with
PBS and a solution containing 50% ethanol absolute—1% acetic
acid in distilled water was added to extract the dye. After
10 min on a microtitre-plate shaker, the absorbance of neu-
tral red was measured at a wavelength of 550 nm in a Bio-Rad
550 microplate reader. Results are expressed as percentage of
control.

2.5.3. MTT assay

The MTT assay was performed according to the method of
Mosmann (1983). After treatment with the surfactants, medium
was removed and replaced with 100 ul per well of the MTT
solution (dissolved at 5 mg/ml in PBS and diluted 1:10 in cell
culture medium without phenol red). At the end of the 3 h incu-
bation, cultures were washed once with PBS and 100 pl/well
of dimethylsulphoxide (DMSO) was added to dissolve the
purple formazan product while shaking for 10 min at room



262 V. Martinez et al. / Toxicology Letters 164 (2006) 259-267

temperature. The absorbance of the resulting solutions was
read at a wavelength of 550 nm in a Bio-Rad 550 microplate
reader. Results are expressed as percentage of control.

2.6. IL-lalpha determination

2.6.1. Chemical exposure

Various concentrations of the surfactants dissolved in phos-
phate buffered saline solution (PBS) were used. The chemicals
or vehicle controls were applied to the cell culture (24-well
plates) in a volume of 300 ul per well. After 24 h of expo-
sure, conditioned medium was recovered, centrifuged and used
for the determination of extracellular IL-1alpha (IL-lalpha
release). Monolayers were washed with PBS, then lysed in
300 pl of PBS containing 0.5% of Triton X-100 and used for
the determination of intracellular IL-1alpha (cell-associated
IL-1alpha). IL-1alpha was determined by specific ELISA.

2.6.2. IL-lalpha ELISA

Costar 3690 plates (Costar, Cambridge, MA) were coated
overnight at room temperature with 0.1 ml of monoclonal
anti-human IL-1alpha antibody (Pierce Endogen) diluted to
1.5 wg/ml in PBS. The washed plates were blocked with 0.2 ml
of PBS containing 4% bovine albumin for 1 h at room temper-
ature. Then, 0.05 ml samples or recombinant human IL-1alpha
was added to each well and incubated with 0.05 ml of the bio-
tinilated anti-human IL-1alpha antibody diluted to 0.4 pwg/ml
in PBS during 2h at room temperature. After three washes,
0.1 ml of the complex HRP-streptavidin diluted 1:16,000 was
added and incubated for 30 min at room temperature. TMB was
used as a substrate. The absorbance was measured at 595 nm.
The limit of sensitivity for this assay was 15 pg/ml. Results are
expressed in pg/ml.

2.7. LDH leakage

LDH leakage was determined in the conditioned medium
24 h after treatment using a commercially available kit (Takara)
according with the instructions provided by the manufacturer.
Results are expressed as percentage of control.

2.8. Protein determination

The protein content of the cell lysate was determined using
a commercial kit (Biorad, Richmond, CA) based on the method
described by Bradford (1976).

2.9. Draize’s test

Experimental animal management was carried out in accor-
dance with the Animal Experimentation Ethical Committee
Guidelines of the Universitat de Barcelona.

2.9.1. Acute eye irritation
About 0.1 ml aqueous solution of the test substances was
applied to the right eyes of male New Zealand white rabbits.

Left eyes remained untreated as a control. Eyes were observed
after 4 h of surfactant exposure. Three rabbits were used for
each test substance. Cornea, conjunctiva and iris lesions were
scored and recorded according to the grades described in the
OECD Guideline 405 (2002) and the maximal average score
(MAS) was calculated.

2.9.2. Acute dermal irritation

Primary skin irritation was evaluated in albino rabbits using
the visual Draize scores (Draize et al., 1944). The substances
tested were applied in a single dose to the skin of three ani-
mals, untreated areas of the test animals serving as a control.
Approximately 24 h before the test, fur was removed by close-
clipping the dorsal area of the trunk of the animals. A dose of
0.5 ml of each surfactant was applied to a small area (approx-
imately 6 cm?) of skin and covered with a gauze patch during
an exposure period of 4 h. The visual Draize scores were deter-
mined 24 h after patch removal. Dermal irritation was scored
and recorded according to the grades described in the OECD
Guideline 404 (2002).

2.10. Statistical analysis

Results are expressed as mean = S.E. of at least three inde-
pendent experiments. Statistical significance was determined
by Student’s #-test, Dunnett’s multiple comparison tests or one-
way analysis of variance (ANOVA) using the SPSS software
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) as indicated.

3. Results
3.1. Red blood cell test

Table 1 shows the HCs( values, the denaturation index
(DI), the lysis/denaturation ratio (L/D), and the poten-
tial ocular irritation of the different surfactants. The new
arginine-derivative surfactants showed lower hemolytic
activities and lower capability to denature hemoglobin in
comparison with SDS. SDS is an anionic tenside widely
used as a reference compound for studying acute irri-
tation (Effendy and Maibach, 1995). According to L/D

Table 1

HCsg values, denaturation index (DI), lysis/denaturation ratio (L/D)
and classification of the surfactants by their potential ocular irritation
according to their L/D ratio

Surfactant HCsg (ng/ml) DI (%) L/D  Classification
LAM 58.8 + 3.6" 2254+1.9 2.6 Moderate irritant
MAM 524 + 34" 6.214+0.5 8.4  Moderate irritant
Mixture 63.9 + 8.6" 1.68+04 379 Slightly irritant
SDS 43.6 £ 1.5% 100 0.4  Irritant

The results are expressed as mean =+ S.E. of three experiments.
4 Benavides et al. (2004).
* Statistically different from SDS (Student’s #-test, p <0.05).



V. Martinez et al. / Toxicology Letters 164 (2006) 259-267 263

120
100
80
60
40

% NR uptake

I 10 100 1000
(A) Concentration (pg/ml)

120 4
100 4
80 A
60 A

401

% MTT reduction

20

0

1 10 100 1000
(B) Concentration (pg/ml)

Fig. 2. Comparative cytotoxicity of the compounds LAM ($), MAM (0OJ), mixture (A), and SDS (M) in human keratinocytes NCTC 2544 as detected
with NRU (A) and MTT (B) assays. Results are expressed as mean & S.E. (n=3).

ratio, LAM and MAM were classified as moderate irri-
tants, the mixture as slightly irritant, and SDS as irritant.

3.2. Cytotoxicity of surfactants in NCTC 2544 as
determined by MTT and NRU assays

The effect of the new surfactants on cell membrane
integrity was assessed using the NRU method and the
MTT method and SDS was used as a reference com-
pound. Both the NRU and MTT methods have been
used as indirect measures of cell viability. The cells were
exposed to a wide concentration range of each surfactant
for 24 h.

The results relative to NRU and MTT assay are
reported in Fig. 2. A clear dose—response relationship
was established for all test substances. Uptake of neutral
red dye by lysosomes and the reduction of the formazan
salt decreased with increasing surfactant concentration.
The calculated ICs values (the concentration to inhibit-
ing viability to 50%) are reported in Table 2. All arginine-
derivatives surfactants tested showed higher ICsg values
than SDS. The differences were statistically significative
(p <0.05) except in the case of the MTT assay for LAM
which could be attributed to the high standard deviation.

3.3. Synthesis of the proinflammatory cytokine
IL-1alpha

Cultured cells were exposed to a concentration range
of each compound and the IL-1alpha production was
assessed. Untreated cells were included as a control in
each assay. The intracellular content of IL-1alpha and
the release of this cytokine to the culture medium were
measured by ELISA. The intracellular amount of IL-
lalpha was standardized with the total protein content
and the results were expressed in picogram of cytokine
per microgram of protein.

The concentrations of the compounds were selected
according to preliminary experiments where the LDH

activity was determined in the culture medium as an
indicator of cell viability. Three different surfactant con-
centrations were selected according to their LDH leak-
age (Fig. 3). The results related to the cell-associated
IL-1alpha (presented in Fig. 4) showed a concentra-
tion dependent profile for all the compounds. SDS was
the surfactant with the highest capability of increasing
this proinflammatory cytokine. The concentration that
induces an increase of 50% in cell-associated IL-1alpha
(ECsp) was calculated for comparative purposes. The
ECsg values (Table 2) revealed that new surfactants are
less potent than SDS to stimulate the synthesis of IL-
lalpha, and the mixture was the compound that showed
the highest ECs.

The results concerning the release of IL-lalpha in
culture medium are presented in Fig. 5. For all the com-
pounds tested, only the highest concentration induced a
significant IL-1alpharelease. As the LDH leakage assay,
the IL-1alpha release was used as indicator of cell via-

Table 2

Cytotoxicity of surfactants (ICsp) and cell-associated IL-lalpha
increase (ECsg) in NCTC 2544 cells and classification of surfactants
according to Draize test

Surfactant  ICsq (jug/ml) ECs5p? Draize
NRU MTT (ng/mD

LAM 777463 6344126 213 Slightly
irritant®

MAM 86.7+27°  804+33" 286 Slightly
irritant®

Mixture 2015447 122.6+4.8" 716 Slightly
irritant®

SDS 53.5+0.7 44.7+1.7 7.6 Moderate
irritant®

ICs0 values are expressed as mean % S.E. of three experiments.
4 Concentration of each surfactant to increase cell-associated IL-
lalpha by 50%.
b Classification according visual Draize scores presented in Table 4.
¢ Classification based on literature (Duffy et al., 1986).
* Statistically different from SDS (Student’s #-test, p <0.05).
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for SDS.
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Fig. 4. The treatment with surfactants stimulated keratinocytes to syn-
thesize IL-lalpha. The concentrations assayed were 0, 10, 15 and
30 pg/ml for LAM; 0, 10, 15 and 30 pg/ml for MAM; 0, 50, 80
and 120 pg/ml for the mixture; 0, 10, 15 and 25 pwg/ml for SDS.
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Fig. 5. The treatment with surfactants induced the release of IL-1alpha
to the culture medium. The concentrations assayed were 0, 10, 15
and 30 pg/ml for LAM; 0, 10, 15 and 30 pg/ml for MAM; 0, 50,
80 and 120 pg/ml for the mixture; 0, 10, 15 and 25 pg/ml for SDS.
(" Significantly different from control (p <0.01), Dunnett’s test.)

Table 3
Maximal average score of surfactants and their classification according
OECD guideline 405

Surfactant MAS Classification

LAM 2% 20.0 + 3.3 Slightly irritant
MAM 2% 174 £ 2.8 Slightly irritant
Mixture 2% 20.0 + 1.0 Slightly irritant

The results are expressed as mean =+ S.E. of three animals.

Table 4

Dermal irritation scores of surfactants in terms of erythema and edema
Surfactant Erythema Edema
LAM 5% 0.83 £ 0.31 0.33 £0.21
MAM 5% 0.67 £ 0.33 0.67 £ 0.33
Mixture 5% 1.67 £ 0.33 0.67 £ 0.33

The results are expressed as mean =+ S.E. of three animals.

bility. Given membrane leakage is required, both assays
were used to detect cells in the last stages of cell death.

3.4. Invivo testing

MAS were determined for the new surfactants after
4 h of exposure as shown in Table 3. All the compounds
caused slight irritation in the rabbit eye with no appre-
ciable differences among them.

Table 4 shows visual Draize scores for erythema and
edema 24 h after removal of surfactant treated patches.
The arginine-derivative surfactants caused slight ery-
thema and edema.

According the 3Rs principle, SDS was not tested in
this study because its irritant effect on the eye and skin
is widely described in the literature (Duffy et al., 1986;
Pape et al., 1987, 1999) and its evaluation is not justified.

4. Discussion

The use of surfactants in everyday life is almost
unavoidable. The development of less irritant, less
toxic, consumer-friendly single surfactants or sur-
factant systems is, therefore, of general interest.
Arginine-derivative surfactants constitute a novel class
of bio-based surfactants. They can be regarded as an
alternative to conventional synthetic surfactants due to
their multifunctionality and the renewable source of raw
materials used during the synthesis process. These char-
acteristics make them candidates of choice as additives
in pharmaceutical, food and cosmetic formulations. Due
to their potential application it is necessary to evaluate
their adverse local irritation potential.
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The classical in vivo evaluation of the irritancy poten-
tial using the Draize test has been extensively criticized.
Among the deficiencies of the Draize tests are the inabil-
ity to obtain important information concerning potential
mechanisms of toxicity of test chemicals, inadequate
objectivity in obtaining irritancy scores, irreproducibil-
ity of results, and increased public desire to minimize
animal testing (Earl et al., 1997; Basketter et al., 1997).
Furthermore, the Draize test has sometimes failed to
identify problems which have occurred later in humans
(Lovell, 1996). In that regard, a great number of in vitro
alternatives have been proposed to replace the in vivo
testing.

Erythrocytes have been suggested as a readily avail-
able and good target for ocular irritation assessment
(Pape et al., 1987). The red blood cell test quantifies
adverse effects of surfactants on the cytoplasmic mem-
brane (hemolysis) in combination with the damage of
liberated cellular proteins (denaturation). These two end-
points could be correlated with the damage observed
in the conjunctiva (hemolysis) and the corneal opacity
(denaturation). The new arginine-derivative surfactants
showed less capability to induce hemolysis when com-
paring with SDS although there is no great difference
among HCsg values. However, the denaturation index
is markedly lower in the three new surfactants compare
with SDS. According to this procedure the mixture is
classified as a slightly irritant whereas LAM and MAM
are moderate irritants. This difference among the mixture
and the pure surfactants was not detected in the rabbit
eye. The new compounds can be classified as slightly
ocular irritants with no statistically differences in the
calculated MAS. This fact points out the inability of the
Draize test to detect differences among surfactants that
have a similar irritation potential although differences
exist. Thus, in vitro testing seems to be more sensitive to
detect subtle differences in irritancy than in vivo visual
scores.

Keratinocytes are a biologically relevant target for the
developing of in vitro techniques for assessing skin irri-
tants (Van de Sandt et al., 1999). The material required
for primary culture cells is limited and variable, thus,
the use of immortalized cell lines could be a valuable
alternative (Eun and Suh, 2000; Korting et al., 1994).
However, the barrier function of the stratum corneum
is essential in a model for predicting potential irrita-
tion in vivo. Keratinocytes monolayers are very sen-
sitive, because of the lack of the stratum corneum.
Despite this deficiency, this model can be useful for
demonstrating a lack of irritancy potential of water-
soluble and non-cytotoxic materials (Van de Sandt et
al., 1999).

In vitro cytotoxicity has been found to predict skin
irritation potential to a large extent (Babich et al., 1987;
Osborne and Perkins, 1991; Ward et al., 1994) and the
release of inflammatory mediators from keratinocytes
cultures has been proposed as an in vitro approach for the
assessment of surfactant-induced irritation (Corsini et
al., 1996; Muller-Decker et al., 1994; Ward et al., 1998).

The two cytotoxicity assays used in this work (NRU
and MTT) and IL-1alpha production provided clear dis-
crimination among the new surfactants and SDS. SDS
was able to increase four-folds the intracellular amount
of IL-1alpha in the keratinocyte culture whereas the new
surfactants increased this amount from one- to two-folds.
Furthermore, the concentration necessary to increase in
50% the IL-1alpha amount (ECsy shown in Table 2) is
markedly lower for the SDS. This resultis consistent with
the classification according to the Draize test where SDS
is considered as a moderate irritant and the new surfac-
tants as slightly irritants.

As with RBC assay, the differences in ECsg values
for IL-1lalpha production found in vitro among LAM
and MAM in comparison with the mixture were not
detected with the in vivo test supporting the idea that
the in vitro assays are more sensitive than in vivo test-
ing. The in vitro techniques indicated the mixture as the
less irritant compound in comparison with LAM and
MAM. These results are in accordance with results pub-
lished previously by our (Mitjans et al., 2003) and other
groups (Benassi et al., 2003), where mixtures of surfac-
tants had reduced irritant potential in comparison with
the single surfactants presents in the mixture. In most
practical applications, mixtures of surfactants rather than
individual surfactants are used. This is because mixing
surfactants with different hydrophobic and hydrophilic
groups enhances the performance of the final product.
This occurs when synergism exists between the surfac-
tants present in the mixture (Hines, 2001). Mixtures of
different kinds of surfactants are particularly attractive
because the performance of the final product is superior
to those of the individual surfactants, thus increasing the
range of applications.

In summary, according to the Draize tests and the in
vitro assays, the new arginine-derivative surfactants have
lower eye and skin irritation potential than the synthetic
surfactant SDS representing a promising alternative to
other commercial surfactants in cosmetic and pharma-
ceutical formulations.
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Abstract

The ultraviolet-A radiation damage effects on skin and eyes will be increased by phototoxic compounds which could be
present in pharmaceutical or cosmetic formulations. Great efforts have been made in the last yearsto find surfactants to replace
those with phototoxic potential in commercial use. Series of different in vitro models for phototoxicity, included to validated
neutral red uptake (NRU) 3T3 phototoxicity assay are useful screening tools. The phototoxic effects of anovel family of glycerol
amino acid-based surfactant compounds were examined via these assays. Human red blood cells and two immortalised cell
lines, murine fibroblast cell line 3T3, and one human keratinocyte cell line, HaCaT, were the in vitro models employed to
predict potential photoirritation. The phototoxic end-points assessed were hemolysis (human red blood cell test) and resazurin
transformation to resorufin and NRU in cell culture methods. The results suggest that no phototoxic effects by any new amino
acid derived-surfactants, could be identified.
© 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Surfactants are among the most versatile and fre-
quently applied excipientsin pharmaceutical, cosmetic

* Corresponding author. Tel.: 434-934024505;
fax: +34-934035901.
E-mail address: mpvinardellmh@ub.edu (M.P. Vinardell).

and technology. Their application via these products
should avoid skin and eye irritation or other adverse
side reactions. Therefore, attention is paid to these
facets from preformulation development trials, and
hence the development of new non-irritant surfactants
is of interest (Benassi et al., 2003).

Evaluation of the irritant potential of new prod-
ucts or ingredients prior to human testing is still
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on occasions performed in vivo on animals (Draize
et al., 1944). However, besides ethical and financial
objections to these methods, there are also scientific
drawbacks such aintra- and inter-laboratory variabil-
ity, poor predictability for other than strong irritants,
and the fundamental differences between animal and
human in morphological aspects of skin. Therefore,
simple and reproducible in vitro test are required as
screening procedures to estimate the skin irritation
potential of large numbers of compounds that are
being developed (Fentem and Botham, 2002; Zuang
et a., 2002). As an alternative to experimentation on
animals, procedures including the 3T3 and human
keratinocyte, neutral red uptake (NRU) assays are
undergoing an international validation trial, with the
aim to predict potential toxicity of chemicals and in
the future formulations prior to human testing (Worth
and Balls, 2002; Strickland et al., 2003). Cell cultures
(such as keratinocyte cell lines and primary cultures),
skin explants or organ cultures and epidermal or skin
equivalents are also being evaluated (Wilhelm et al.,
2001).

Theresearch into new surfactants with low irritancy
potential and derived from amino acids is of great in-
terest (Mitjans et a., 2003; Benavides et a., 2004).
The goa of the present study is to investigate the
potential cytotoxicity and phototoxicity of these new
amino acid-based surfactants and the relationship of
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these adverse reactions to the chemica structure and
amino acid composition.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Hank’s balanced salt solution (HBSS; with cal-
cium and magnesium ions), phosphate buffer solution
(PBS) and the keratinocyte basal media (KBM), were
obtained from Cambrex Ltd. (Walkersville, USA).
The 75cm? plastic flasks and 96-well plates were
purchased from TPP (Trasadingen, Switzerland), neu-
tral red dye, resazurin dye, RPMI 1640, L-glutamine,
trypsin/EDTA solution, cell culture additives and
sodium dodecyl sulphate (SDS) were purchased from
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Germany). The fetal
calf serum (FCS) was purchased from Bio Whittaker
Europe (Verviers, Belgium).

2.2. Surfactants

Glycero amino acid-based surfactants were synthe-
sised following the procedure described previously
(Moran et a., 2001, 2002). They consist of surfac-
tants with different amino acid elements: glutamine,
glutamic acid, arginine and tyrosine (Fig. 1). Sodium
dodecyl sulphate is used as the positive control.
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Fig. 1. Chemical structure and nomenclature of the glycero amino acid-based surfactants. L = lysine, Q = glutamine, R = arginine,
E = glutamicacid and Y = tyrosine, according to the international nomenclature.
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2.3. Cdll culture

Murine Swiss albino 3T3 (ATCC CCL92) fibroblast
cell line was grown in RPMI 1640 culture media con-
taining phenol red, 5% of 2mM glutamine, 10% FCS,
antibiotics (penicillin 200U ml~1 and streptomycin
100 pgmi~—1) (@l from Sigma). HaCaT keratinocyte
cell line (kindly donated by Professor N. Fusenig)
was maintained in serum-free keratinocyte basal me-
dia (KBM). The keratinocyte basal media (KBM
Cambrex Ltd.) was supplemented with human epider-
mal growth factor (0.1ngml~1), insulin (5pgml—1),
bovine pituitary extract (0.4%), GA-1000 (gentam-
icin: 50ugmi~t; amphotericin-B: 50ngmli—1) to
create Kkeratinocyte growth media (KGM-2). Ker-
atinocytes are routinely cultured in 75cm? plastic
flasks and in a humidified incubator at 37°C in an
atmosphere of 5% CO», 95% air.

The cells were harvested trypsin/EDTA and
100 wl/well seeded from the suspension of 2 x 10* to
5 x 10% cell mi~1, into the central 60 wells of 96-well
plate and allowed to adhere overnight

2.4. Surfactant treatment and photoirritation
evaluation

Cdl lines 3T3 and HaCaT are used as in vitro
models to predict the cutaneous phototoxicity, using
the resazurin assay (Clothier et a., 2002) and NRU
(Borenfreud and Puerner, 1985) modified to remove
the use of formaldehyde (Riddell et a., 1998) and as
used in the ICCVAM/ECVAM and Phototoxicity In-
ternational Validation Trials (Spielmann et a., 1998;
Strickland et al., 2003).

The 3T3 mouse fibroblast cell line and HaCaT
keratinocyte cell line were treated with surfactant di-
Iutions in serum-free medium or Hank’s balanced salt
solution at eight concentrations ranging from 200 to
1ugmi~1 for 24h. Each concentration was tested in
six replicate wells and each experiment was run three
times. Two wells were filled with vehicle as controls.
Duplicates were prepared: one the irradiated plate
(+UVA) and the other designated the non-irradiated
(—UVA). The +UVA plate was irradiated with the
Sol-500 lamp with 5Jcm=2 of UVA. When plates
reached 70-80% confluence, the medium was re-
placed with 100wl of diluted warmed dye resazurin
solution (stock solution was 100 pugml—t in HBSS

and it was diluted 1:10 with HBSS). The plates were
returned to the incubator for 55min. At the 60-min
time point the plates were read, directly, at 530nm
excitation and 590 nm emission in a spectrofluorime-
ter (FLUOstar Galaxy© BMG Labtechnologies). This
measure established the chemical pre-exposure cell
activity. After reading, the solution resazurin was
removed and replaced with surfactant dilution series
prepared in HBSS. At the end of the exposure period
the medium was removed and replaced by a mix-
ture of neutral red dye and resazurin. This mixture
contains NR stock solution 4mgml—1 diluted 1:800
in HBSS and use to dilute 1:10 the resazurin stock
solution (100 wgmi—1).

2.5. Photoirritant factor

The photoirritant factor (PIF) was calculated by
dividing the media inhibitory concentration (1Csg)
of the plate UVA irradiated by the IC5q of the plate
non-irradiated. If the above is 5, the surfactants are
defined as having phototoxic action (Spielmann et al.,
1998). The IC5y was caculated according to the
method in the 3T3 NRU photoxicity validation trail
(Holzhutter, 1997).

2.6. Red blood cell (RBC) assay

2.6.1. Preparation of erythrocyte suspension

The erythrocytes from healthy volunteers were
obtained from the Blood Bank of “Hospital Clinic”
(Barcelona, Spain). They were washed three timesin
a phosphate buffer solution (PBS; containing 6.789
NaCl, 1.42g9 NaoHPO,4 and 0.4g KH>PO4 [Merck]
in 11 of distilled water, pH 7.4:300 mOsmol |~1).

2.6.2. Hemolysis determination

The erythrocytes were suspended in the PBS buffer
at cell density of 2 x 10° cell mI—1. Twenty-five mi-
croliter aliquots of the erythrocyte suspension were
pipetted into polystyrene tubes containing different
concentrations of surfactants from 10 to 1000 ugmil—*
in a total volume of 1ml. They were incubated at
37°C for 10min and centrifuged (5min at 500xg).
The percentage of hemolysis was determined by com-
paring the absorbance (540nm) of the supernatant
with that of control sample totally hemolyzed with
distilled water. Erythrocytes exposed to PBS aone
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were used to adjust the blank reading. From the
hemolysis results, the dose—response curve was deter-
mined and the concentration that induces the hemol-
ysis of 50% of the cells (HCsp) calculated. Protein
denaturation was determined comparing the ratio of
absorbance at 575 and 540 nm in a dual-beam UV-Vis
spectrophotometer. This ratio is used to calculate the
hemoglobin denaturation index (DI) which is com-
pared with the SDS effects as the interna standard
(Pape et al., 1987). The concentration—response curve
was plotted from the results of six independent mea-
sures/experiments. Aqueous soluble products were
dissolved in phosphate-buffered saline and insoluble
compounds dissolved in isopropyl acohol and there-
after phosphate-buffered saline added at the ratio 1:9.
I sopropy! acohol at this concentration does not induce
hemolysis of the erythrocytes (Macian et al., 1996).

2.6.3. Evaluation of potential ocular irritation

The irritation index was determined according to
the lysis/denaturation ratio (L/D) obtained by divid-
ing the HCsg by the denaturation index. The surfac-
tants can be classified according to this L/D ratio as
non-irritant (>100), dlightly irritant (>10), middleirri-
tant (>1), high irritant (>0.1), and very irritant (<0.1)
(Pape et al., 1987)

2.6.4. Photohemolysis assay

Twenty-five microliter of red blood cell (RBC)
suspension of 25l were added to a 24-well plate
containing different concentrations from 10 to
1000 g mi~? of the surfactants and exposed for 2h to
an UV lamp (Ultra-vitalux®, Osram, Germany) (UVA
960 pwem—2 (6.9Jem—2) and UVB 220 pwem—2
(1.58Jcm=2). The HCs( was determined in the plates
exposed and non-exposed. The photohemolysis fac-
tor (PHF) was calculated by dividing the HCsg of
the non-irradiated cells by the HCsq of the irradiated
cells. A compound is considered photoirritant if the
PHF is >3.0 (Pape et al., 2001).

3. Results

The cytotoxicity to 3T3 and HaCaT s cells measured
by NRU in the presence and absence of UV was shown
to have no overt differences (Fig. 2).The cytotoxicity
in 3T3 and HaCaTs, measured via resazurin, in the
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Fig. 2. Cytotoxicity and phototoxicity of the surfactants on 3T3
mouse fibroblasts and HaCaT human keratinocytes measured by
NRU assay. White bars, UV irradiated cells and black bars,
non-irradiated cells. The sign ‘> means that the correspond-
ing 1Csp is higher than 200pugmi~1. Data are presented as
mean £+ S.D., n = 9. No statistical differences between irradiated
and non-irradiated cells, Student’st test.

presence and absence of UV produced similar results
(Fig. 3). The level of cytotoxicity, of the surfactants
assayed, aresimilar to thetwo cell lines. The surfactant
with glutamic acid showed the highest cytotoxicity, at
around 40 wgml—1, and the tyrosine derivative was the
least cytotoxic with an 1Csp higher than 200 wgmi—.

The photoirritant factor (PIF), which was the result
to divide the ICsq of the plate UVA irradiated by the
ICsq of the plate non-irradiated, was calculated to be
around 1, i.e. in the non-phototoxic range. There are
no statistical differences between the irradiated and
non-irradiated 3T3 cells.

The hemolysis and denaturation index and the clas-
sification of the surfactants according to their irritant
activity demonstrate that the tyrosine derivate surfac-
tant had a higher value for the HCsg (Table 1). These
results accord with the results from the fibroblast and
keratinocyte assays.
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Fig. 3. Cytotoxicity and phototoxicity of the surfactants on 3T3
mouse fibroblast the HaCaT human keratinocytes measured by
resazurin assay. White bars UV irradiated cells and black bars
non-irradiated cells. The sign ‘>’ means that the correspond-
ing 1Cs is higher than 200pgmi—1. Data are presented as
meanvalue + S.D., n = 9. No statistical differences between irra-
diated and non-irradiated cells, Student’s-t test.

The HCx inirradiated and not irradiated red blood
cellsis similar for each surfactant, indicating no pho-
totoxic action (Fig. 4) despite the inclusion of high
levels of UVB in the exposure to the RBCs. The less
hemolytic surfactant, the tyrosine derivative, shows a
HCxg, in both irradiated and not irradiated red blood

Table 1

Classification of ocular irritation induced by the tested surfactants
according to their L/D ratio calculated from HCsp and denaturation
index (DI)

Surfactant  HCsp (ng/ml) DI L/D Classification
mean value +
SD.
LacQ 45.23 + 0.28 18.46 245 Middle irritant
LacR 39.88 + 0.91 3.03 1316 Slight irritant
LacE 161.91 + 40.64 34.23 4,73  Middle irritant
LacY >1000 0 o0 Non-irritant
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Fig. 4. Hemolysis (HCsp) induced by the surfactants in hu-
man red blood cells. White bars, UV irradiated cells and black
bars, non-irradiated cells. LacY values are not representd because
the HCsp is higher than 1000 ugmi~1. Data are presented as
mean + S.D., n = 9. No statistical differences between irradiated
and non-irradiated cells, Student’s t-test.

cells, higher than 1000 wgml—1, indicating aso no
phototoxic action.

4. Discussion

Glycero amino acid-based surfactants constitute a
novel class of especially bio-based surfactants, which
can be considered analogs of partial glycerides and
phospholipids. Furthermore, these may lead to a num-
ber of lipid analogs of potential therapeutic interest
and as adjuvants for the drug and gene therapy. For
these reasons, they congtitute a promising family of
compounds with a great potential interest for use in
pharmaceutical and cosmetic formulation. Dueto their
potential application it is necessary to evaluate their
potential adverse toxic, topical irritation and photo-
toxicity potential.

The classical in vivo methods for determination of
the skin and ocular irritation are being replaced by in
vitro models in order to reduce the number of ani-
mal experiments in accordance with the EU directives
(86/609/EEC, 1986).

For cutaneous irritants there are concerns over bio-
logical relevance, and difficulty in reproducing results
from one laboratory to another with in vivo assay.
Erythrocytes are good targets for ocular irritation as-
sessment as demonstrated in different studies (Pape
and Hoppe, 1991; Sugai et al., 1991). The red blood
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cell phototoxicity test (Photo-RBC test) can be con-
sidered as a second in vitro test, which can be used
to obtain some mechanistic information, in particu-
lar on photodynamic effects on cellular proteins and
biomembranes (Pape et al., 2001).

A biologically relevant target for skin irritants are
fibroblasts and keratinocytes on (Van de Sandt et d.,
1999; Lee et a., 2000). The material required for
primary culture cells is limited and variable, and
susceptibility to changes in toxic response with in-
creasing numbers of passages. The validated 3T3
phototoxicity neutral red assay and the Human ker-
atinocyte variant with HaCaT cells were chosen as
the model cell systems. The 3T3 NRU phototoxicity
assay achieved a correlation between in vivo and in
vitro results of between 95 and 100%. The use of
the HaCaT non-tumorogenic, spontaneously immor-
talized cell lines has the advantage of providing an
almost unlimited supply of identical cells, assuring
high intra- and inter-laboratory reproducibility, re-
quired by validation studies (Spielmann et al., 1998).

Nevertheless, there are few studies in the literature
related to the effects of amino acids surfactants. The
results relating to the hemolytic action, observed in the
present study, are similar to those previously reported
with other amino acid-based surfactantsin rat erythro-
cytes (Macian et al., 1996) and also human erythro-
cytes (Vinardell and Infante, 1999; Benavides et a.,
2004). Other authors have found a mild irritant action
in surfactants with glutamic in sodium lauroyl gluta-
mate (Lee et al., 1994).

No potential phototoxic effects were observed, with
the PIF at less than 5 (non-phototoxic) in al cases.
With the HaCaT cellsthereisasimilar cytotoxicity for
irradiated (+UVA) and non-irradiated (—UVA) célls.

The resazurin assay is based in the reduction of re-
sazurin to resorufin by cellular reductases, a parame-
ter to determine cell viability/activity including their
mitochondrial integrity. The resazurin assay does not
injuries the cells, and it is possible to use the cultures
in repeat assays (Clothier and Sansom, 1996). This
assay has a very good correlation coefficient between
human fibroblasts and human patch test (Lee et al.,
2000) and also between human keratinocytes and hu-
man patch test predictions (Clothier et al., 2002).

In 3T3 fibroblasts and HaCaT keratinocytes the po-
tential phototoxic effects of these surfactants are not
observed in either the NRU or the resazurin assay.

In generd, the values of ICsy in irradiated and
non-irradiated plates of HaCaT were similar to 3T3
fibroblasts, indicating that the sensitivity of the two
cell lines are similar for these particular surfactants.

Further, given the complexity of human ocular and
skin biology, we interpreted these results with cau-
tion. No single in vitro model and no single assay
will be able to mimic all the events that occur in vivo
in the human eye or skin. Thus, a battery of methods,
like in the present paper which include phototoxic
potential and based on different mechanisms may be
useful to evaluate irritation of pharmaceutical and
cosmetic ingredients.

In conclusion, these surfactants derived from dif-
ferent amino acid constitute a promising group of
surfactants that could find application in different
pharmaceutical and cosmetic preparations according
to their predicted low irritant action. Among them,
the tyrosine derivative surfactants presents the lower
cytotoxic and photocytotoxic in red blood cells and
in fibroblast and keratinocyte culture.
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Abstract

Extensive efforts have been made, recently, to find surfactants with lower irritation potential than those presently commer-
cialy available, for use in pharmaceutical and cosmetic preparations. Cytotoxic and phototoxic effects of a novel family of
dicationic arginine-diglyceride surfactant compounds, 1,2-diacyl,3-O-(L-arginyl)-rac-glycerol with alkyl chain lengths in the
range from 8 to 14 carbon atoms, were compared to three commercial surfactants. The end-points used to assess toxicity were
the red blood cell lysis assay and uptake of the vital dye neutral red 24 h after dosing (NRU), respectively. Two immortal-
ized cell lines, murine fibroblast cell ling, 3T3, and one human keratinocyte cell line, HaCaT, were used as in vitro models
to predict the potential phototoxicity which could result in irritation, determined by resazurin reduction to resorufin and neu-
tral red uptake (NRU). All tested surfactants had cytotoxicity effects as demonstrated by and decrease of NR uptake, which
showed a clear concentration-response rel ationship. Concentrations resulting in 50% inhibition of NR uptake (1Csp) range from
1 mol 171 (hexadecy! trimethyl ammonium bromide) to 565 wmol 1= (12,12-L-arginine). Erythrocyte haemolysis also showed
aclear concentrati on—response rel ationship, the 50% of haemolysisranged from 37 wmol 11 (10,10-L-arginine) to 151 pwmol | -2
(sodium lauryl sulphate). Phototoxicity was performed with 12,12-L-acetyl-arginine, the most stable chemical structure. The
validated 3T3 NRU photoxicity assay was used and revealed a phototoxic potential.
© 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction
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exposure. However, aswell as ethical, legal and finan-
cial objectionsto in vivo methods, in certain EU coun-
tries the testing of cosmetic ingredients and formu-
lations is banned, there are also scientific drawbacks
such an intra- and interlaboratory variability with the
in vivo data (Balls et al., 1995). A good predictability
for strong or very wesk irritants only is found, and the
fundamental difference in aspects of skin morphology
between animal and humans also argues for a simple
and reproducible in vitro test to estimate the skinirri-
tation (Botham et al., 1999).

In vitro cultures of submerged monolayers of ei-
ther primary epidermal keratinocytes, dermal fibrob-
lasts or immortalized epidermal cell lines have been
used in various in vitro assays to predict adverse ef-
fects including irritation potential (Ward et a., 1998;
Brantom et al., 1997; Effendy and Maibach, 1995).
Surfactants have the ability to induce phospholipids
emulsification contributing to cellular damage, which
can result in cytotoxicity and the release of proteins,
lysosomal and cytoplasmic enzymes and inflamma-
tory mediators. HaCaT keratinocytes, a human cell
line, have been used frequently as a suitable model
for normal human keratinocytes (NHKs) (Applegate
et a., 1995; Isoherranen et a., 1999). These were
used in this case to avoid the variation in results that
may occur as a result of donor variation in primary
NHKs. There is no evidence that surfactant effects
are different in different donors neither is there any
significant difference between donor responses to
phototoxins in the NHK version of the validated 3T3
NRU phototoxicity assay (Clothier et al., 1999).

A novel family of dicationic arginine-diglyceride
surfactants, 1,2 diacyl, 3-O-(L-arginyl)-rac-glycerol
with akyl chain lengths in the range of C8-Cl14
were prepared in our laboratory (Table 1, Fig. 1).
These new surfactants can be regarded as analogues
of lecithins and they have two hydrophobic tails of
identical fatty acid chains, attached to the ester bonds,
and a dicationic polar head from arginine instead of
the zwitterionic on the lecithins.

These new compounds are multifunctional surfac-
tants with self-aggregation behaviour comparable to
that of short-chain lecithins. Furthermore, they have
an antimicrobial activity similar to that of the con-
ventional cationic surfactants (Pérez et a., 2002).
Surfactants belong to one of the most versatile and
frequently applied excipient in pharmaceutica and

Table 1
Compounds tested, molecular weight and chemical characteristics

Compounds Molecular  Group

weight
8,8-L-Arginine 501 Detergent, cationic
10,10-L-Arginine 557 Detergent, cationic
12,12-L-Arginine 614 Detergent, cationic
12,12-1-Acetyl-arginine 691 Detergent, cationic
14,14-L-Arginine 670 Detergent, cationic

Hexadecyl trimethyl ammo- 365
nium bromide

Sodium lauryl sulphate 288
Cocoamidopropy! betaine 532

Detergent, cationic

Detergent, anionic
Detergent, amphoteric

CH,(CH,),-COO-CH,
CH3-(CH2)n—COO-(|?H
Cle- 0-OC-CH-NH Ta
(CHy),
e,
NH

|
FARN
NH '+ NH,
a

Fig. 1. Basic formula of 1,2 diacyl-3-O-(L-arginyl)-rac-glycerol
dichloride (XXR). The different number of carbon atoms (n) in the
fatty acid chains determine the different name compound: (n = 6,
8,8-L-arginine; n = 8, 10,10-L-argining; n = 10, 12,12-L-arginine
and 12,12-1-acetyl-arginine; n = 12, 14,14-1L-arginine).

cosmetic products, for this reason it is necessary to
study their potential to cause dermal and ocular irrita-
tion to guarantee that at the concentrations employed
in formulations they do not result in unacceptable or
irreversible damage to the skin or eye. The aim of this
study was to elucidate the effects of the chain length
of these new surfactants on their cytotoxicity and
phototoxicity. Different in vitro methods, to predict
potential dermal and ocular irritation were employed,
thereby, avoiding the use of animals.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Hank’s balanced salt solution (HBSS with Cal-
cium and Magnesium), and Phosphate Buffer So-



T. Benavides et al. / Toxicology 197 (2004) 229-237 231

lution (PBS with Calcium and Magnesium) were
obtained from Cambrex (Walkersville, USA). The
75cm? plastic flasks and 96-well plates were pur-
chased from TPP (Trasadingen, Switzerland), Neutral
red dye (NR), Resazurin dye, keratinocyte basal me-
dia (KBM), RPMI 1640 culture media, L-glutamine,
trypsin/EDTA (2.5¢/0.2g11), cell culture addi-
tives, hexadecyl trimethyl ammonium bromide and
sodium lauryl sulphate (SLS) were purchased from
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Germany), Cocoami-
dopropielbetaina (Tego-Betaine T-50) (Henkel, A.G.
Germany).

2.2. Preparation of erythrocyte suspension

The technique employed for haemolysis assay was
the one described (Pape et a., 1987) as alternative to
the in vivo Draize's method (Draize et d., 1944).The
erythrocytes obtained from the blood of healthy vol-
unteers were washed three times in a buffer contain-
ing 6.78g NaCl, 1.42g NaoHPO,4 and 0.4g KH2PO,4
(purchased from Merck) in 11 of distilled water (pH
7.4: 300mosmol | 71).

2.3. Red blood cell assay to evaluate potential
ocular irritation

The erythrocyteswere suspended in the buffer at cell
density of 2 x 10° cell ml~1. 25l aiquots of erythro-
cyte suspension were pipetted into polystyrene tubes
containing different concentrations of surfactantsin a
total volume of 1ml. They were incubated at room
temperature for 10 min and then centrifuged (5 min at
500 x g).

The percentage of haemolysis was determined by
comparing the absorbance (540 nm) of the supernatant
with that of control sample totally haemolysed with
distilled water. Protein denaturation was determined
comparing the ratio of absorbance at 575 and 540 nm
in a dual-beam UV-Vis spectrophotometer. This ratio
allowed the calculation of the haemoglobin denatura-
tion index (DI) which was compared with the SLS as
the internal standard.

The concentration of surfactants resulting in
50% haemolysis (HCsg) was determined from the
concentration—esponse curves which were plotted
from the results of six different experiments. The
irritation index was determined according to the ly-

sis/denaturation ratio (L/D) obtained dividing the
HCs (pg/ml) by the denaturation index. The result-
ing L/D ratio is used instead of the ocular irritancy
score in the acute phase of in vivo evauation. The
surfactants can be classified according to thisL/D ra-
tio as: non irritant >100, dightly irritant >10, middle
irritant >1, high irritant >0.1 and, very irritant <0.1.

Soluble products were dissolved in phosphate—
buffered saline and insoluble compounds were dis-
solved in isopropyl alcohol and thereafter phosphate-
buffered saline was added in the ratio 1:9. Isopropy!
alcohol at this concentration does not induce haemol-
ysis of the erythrocytes (Macian et al., 1996).

2.4. Cdll culture

Murine Swiss abino 3T6 (ATCC CCL96) and
murine Swiss abino 3T3 (ATCC CCL92) fibroblasts
cell lines were grown in RPMI 1640 culture media
containing phenol red, 5% of 2mmol I~1 Glutamine,
10% foeta calf serum (FCS), Antibiotics (peni-
cillin 200U mi—1 and streptomycin 100 pgmi—1) (all
Sigma). HaCaT keratinocyte cell line was maintained
in serum-free keratinocyte growth media (KGM). The
keratinocyte basal media (KBM) was supplemented
with human epidermal growth factor (0.1ngmi—1),
insulin (5ugml—1), bovine pituitary extract (0.4%),
GA-1000 (gentamycin: 50 wgml—1; amphotericin-B:
50ngml— obtained from Cambrex) to create ker-
atinocyte growth media (KGM-2). HaCaT cells were
routinely cultured into 75cm? plastic flasks and in
a humidified incubator at 37°C in an atmosphere of
5% COo, 95% air.

The cells were harvested when 80% confluent with
trypsin/EDTA and seeded 100 wl per well from a sus-
pension of a density of 2 x 10* to 5 x 10* cell mI—1,
into the central 60 wells of 96 well-plate and allowed
to adhere overnight in the CO, incubator.

2.5. Determination of cytotoxicity

The viability and metabolic activity of 3T6 fibrob-
lasts cell, previously incubated with surfactant dilu-
tions, was measured by the neutral red uptake (NRU)
assay, based on the uptake via pinocytosis and storage
in lysosomes of living cells (Borenfreud and Puerner,
1985). When plates achieved 70-80% confluence
medium was replaced with 100l per well of NR
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solution (25 wg/ml in culture medium) and the plates
were incubated for 3h at 37°C. Then the cells were
rinsed with two washes of 250 pl of PBS prior to ad-
dition of 100wl per well of NR desorb solution (1%
glacial acetic acid, 50% ethanol, and 49% distilled
water). The plates were shaken for 10min and the
absorbance was read at 550 nm by spectrophotometer.
The mean optical density of untreated control cell
wells was set to represent 100% viability. A no cells
medium blank for NR background, and a positive
control of 100 wgml~—! of SLS where also employed.

2.6. Determination of phototoxicity

Murine fibroblast cell line, 3T3, and human ker-
atinocyte cell line, HaCaT, were used as in vitro
models to predict the cutaneous phototoxicity. Asin
the validated 3T3 NRU assay and its NHK adapta-
tion (Clothier et a., 1999; Spielmann et al., 1998),
toxicity was determined by Resazurin assay (Larson
et a., 1997; O'Brien et a., 2000) and neutral red up-
take (Borenfreud and Puerner, 1985; Spielmann et al.,
1998).

Two plates were seeded with cells; one for irradia-
tion (+UVA) and the other wrapped in foil and there-
fore non-irradiated (—UVA).Twenty four hours after
cell seeding at 2 x 10* to 5 x 10* cell mi~1 for the
3T3 and 5 x 10% to 8 x 10* cell mi~1 for the HaCaT
cells, when the cell cultures were 70-80% confluent,
the medium was replaced and the cells activity assayed
using the resazurin assay prior to the application of
fresh medium containing the test compound. A surfac-
tant dilution series in serum-free medium or Hank’s
balanced salt solution at range 500-1ugml—1 con-
centration were applied for 1h prior to exposing the
cellsto the UVA-visible light. Following exposure the
cellswere cultured for 24 h (Clothier et a., 1999). The
SOL 500 lamp, as employed in the 3T3 NRU Valida
tion trial was used with a dosing of 1.6-2.1 mW/cm?
to give afinal exposure of 5Jcm?.

Exposed and dark control cells were then exam-
ined under an inverted phase-contrast microscope, for
morphological changes. The surfactant containing so-
lution was removed and replaced with 150 wl of nor-
mal culture medium. The cells were returned to the
CO; incubator. After 24 h the medium was removed
and a combined neutral red dye and resazurin assay
performed.

2.6.1. The Resazurin assay and combined neutral
red (NR) resazurin assay

Resazurin assay depends on the reduction of re-
sazurin to resorufin, in the electron transport chain
between the final reduction of O, and cytochrome
oxidase enzyme (O'Brien et a., 2000). The rate of
reduction of resazurin is related to mitochondrial
activity.

The cells were assayed when 70-80% confluent,
the medium was replaced with 100wl of diluted
warmed resazurin (stock solution is 100 ug/ml in
HBSS and it is diluted 1:10 with HBSS). The plates
were returned to the CO, incubator for 55min. They
were read at 60min at 530 + 10nm excitation and
590 + 12.5nm emission on the spectrofluorimeter
(FLUOstar Galaxy®. BMG Labtechnologies). That
gave the pre-exposed activity of the cells prior to
chemical exposure. The assay was repeated on the
same cells 24 h after UV exposure.

2.6.2. Combined assay

This mixture contains NR stock solution 4 mgml—1
diluted 1:800 in HBSS and used to dilute 1:10 the
resazurin stock solution, to give 0.5ugmi~! NR in
10 wgmi—1 resazurin.

After 60min incubation the plate was read for the
resazurin reduction to resofurin, and then returned for
another 2h at 37 °C, to alow adequate uptake of neu-
tral red. After the removal of the dye solution, the cells
were washed gently with 250 wl PBS, and the resid-
ual NR dye was extracted from the cells by the ad-
dition of 100wl of neutral red desorb solution (51%
H>0, 48% ethanol, 1% acetic acid). The plates were
shaken for 10 min and were read at 590+ 12.5nm ex-
citation and 635 + 10 nm emmision in the spectroflu-
orimeter (FLUOstar Galaxy® BMG Labtechnologies)
or at 540 + 10 nm on a spectrophotometer.

2.6.3. Calculation of photoirritant factor

The phototoxicity factor (PIF), was calculated
according to the EU/COLIPA phototoxicity study
(Clothier et al., 1999). This consists of dividing the
ICsp in the presence of UVA by the ICsg of the dark
non-irradiated plate. The phototoxicity factor then al-
lows for the classification of the chemical as follows:

1 If 1C5 plate irradiated (+UVA) and plate
non-irradiated (—UVA) are less than 100 pgmi—1
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PIF >5 phototoxic
PIF <5 non-phototoxic

2. If plateirradiated (+UVA) and plate non-irradiated
(—UVA) are more 100 pgmi—1

PIF = 1* non-phototoxic
3. If just ICsp (— UVA) is 100 pugmi—1
PIF >1* potential phototoxic

3. Results
3.1. Cytotoxicity of commercial surfactants
In order to compare the differences between cyto-

toxic and non-cytotoxic compounds, three reference
surfactants, with knowing human toxicity/irritancy

Table 2

(Wilcox and Bruner, 1990) were employed, a high
irritant cationic surfactant, hexadecyl trimethyl am-
monium bromide (HTAB), a middle irritant anionic
surfactant, sodium lauryl sulphate and a dlight irri-
tant amphoteric surfactant, cocoamidopropylbetaine
(Tego-betaine) (Attwood and Florence, 1983).

There was a difference in the cytotoxicity of the
eight surfactants tested (Tables 2 and 3). It was evi-
dent that HTAB and SLS were rated as highly ocu-
lar irritants by their effects on haemolysis and denat-
uration of haemoglobin in contrast to the other sur-
factants which would be classified as middle irritants
(Table 2).

When evaluated in the cell cultures (Table 3) as ex-
pected HTAB wasfar moretoxic than 14,14-L-arginine,
8,8-L-arginine, 10,10-L-arginine, SLS, Cocoamido-
propyl betaine, 12,12-r-acetyl-arginine and with
12,12-L-arginine least toxic.

HCsp, denaturation index (DI), lysis/denaturation ratio (L/D) and classification of the surfactants by their potential ocular irritation

Compounds HCso DI L/D Ocular irritancy
classification
pgmi—1 (SEM.) wmol -1
8,8-L-Arginine 24.0 (2.9) 48 19.1 13 Middle irritant
10,10-L-Arginine 20.5 (1.3) 37 11.9 17 Middle irritant
12,12-L-Arginine 60.1 (4.5) 98 11.7 5.6 Middle irritant
12,12-1-Acetyl-arginine 75.1 (6.0) 109 10.7 6.4 Middle irritant
14,14-L-Arginine 64.3 (0.2) 96 12.8 5.0 Middle irritant
Hexadecyl trimethyl ammonium bromide 43 (1.5) 119 46.5 0.94 High irritant
Sodium lauryl sulphate 43,6 (1.5) 151 100 04 High irritant
Cocoamidopropy! betaine 344 (2.2) 65 144 24 Middle irritant

Values are means for minimum three independent experiments.

Table 3

I1Cs0 values of all tested compounds based on the uptake of neutral red by 3T6 mouse fibroblasts and provisional classification in reference

to commercial surfactants irritancy valuations

Compounds 1Cs0 Dermal irritancy
classification
wgml—1 (SEM.) wmol -1
8,8-L-Arginine 60.5 (2.6) 121 Middle irritant
10,10-L-Arginine 74.8 (3.5 134 Middle irritant
12,12-1-Arginine 345.2 (40.6) 565 Slight irritant
12,12-L-Acetyl-arginine 294.6 (87.8) 427 Slight irritant
14,14-1-Arginine 63.7 (12.6) 95 Middle irritant
Hexadecyl trimethyl ammonium bromide 0.5 (0.2) 1 High irritant
Sodium lauryl sulphate 711 (5.1) 250 Middle irritant
Cocoamidopropy! betaine 165.7 (19.8) 310 Slight irritant

Incubation time: 24 h. Values are means for minimum three independent experiments.
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Fig. 2. Results of 12,12-1-acetyl-arginine phototoxicity in 3T3
mouse fibroblast and HaCaT human keratinocyte by Resazurin
assay (mitochondrial transport) and neutral red uptake assay
(membrane integrity). The irradiated plate were compared to the
no-irradiated plate results in both assays. Results are expressed as
mean + S.E.M. of minimum three experiments.

3.2. Effects on membrane integrity as the measure of
cytotoxicity action

The effects of the surfactants on the membrane in-
tegrity were evaluated in paralel using the red blood
cell assay (Table 2) and the neutral red uptake method
in 3T6 (Table 3).

3.3. Effects on cells as a result of photoactivation

Only chemica 12,12-L-acetyl-arginine, the less
haemolytic, slight derma cytotoxic and the most
chemically stable (Pérez et a., 2002), was tested in
parallel with the 3T3 cells and the HaCaT cells to
determine their phototoxicity (Fig. 2a and b) by the
NRU and resazurin assay.

Results revealed that the sensibility of the two cell
linesis different independently to the assay procedure.

In 3T3 fibroblasts the surfactant showed a photoir-
ritation factor (PIF) >1, this value indicates a probably
phototoxic effect.

With the HaCaT cells the values were 55 ugml—1
with UVA and 75pugml—1 in its absence in the re-
sazurin assay and higher but again without significant
differences between the exposed and non-exposed in
the NRU assay (Fig. 2b). According to these results
12,12-1L-acetyl-arginine was not phototoxic to the ker-
atinocytes.

4. Discussion

The criticism of the classical in vivo methods to
predict skin or ocular irritation stimulated the devel-
opment of a number of replacement in vitro methods,
which have been recently reviewed (Worth and Balls,
2002) in order to reduce the number of animal ex-
periments. In vitro test substitutes include, fertilized
egg chorioallantoic membrane, keratin/collagen ma-
trix linked to a dye, erythrocytes, reconstructed human
skin and living cells submerged in culture (e.g. fibrob-
lasts and keratinocytes) (Botham et al., 1999; Brantom
et al., 1997; Karting et al., 1994; Wilcox and Bruner,
1990).

For cutaneousirritants many of thesein vitro targets
are either of little biological relevance, or are difficult
to obtain, or the assays are difficult to reproduce from
one laboratory to another. Erythrocytes have been sug-
gested as a readily available and good target for oc-
ular irritation assessment (Pape et al., 1987). A bio-
logically relevant target for human skin irritants are
human keratinocytes or dermal fibroblasts (Moreno,
2000; Van de Sandt et a., 1999; Wihelm et al., 2001).
The human material required for primary culture cells
is potentially variable, but are available commercially
along with defined media. We chose 3T6, 3T3 and Ha-
CarT cells as the model cell systems. The use of the
HaCaT, non tumorogenic, and spontaneously immor-
talized cell lines has the advantage of providing and
amost unlimited supply of identical cells, assuring
high intralaboratory and interlaboratory reproducibil-
ity (Spielmann et al., 1998).

The new arginine-derived surfactants (Fig. 1 and
Table 1) were compared to commercial surfactants
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with known toxicologica behaviour in agueous con-
ditions. Having a light molecular weight, these com-
pounds pass through the transepithelial barrier. Both
cytotoxicity assays (Neutral Red Uptakein 3T6 fibrob-
lasts and Red blood cell assay) were performed before
progressing to the phototoxicity assay, in order to dis-
criminate cytotoxic from non-cytotoxic compounds.

The haemolytic action of the surfactants studied
showed a clear tendency to decrease with increase in
hydrophobic chain length. The most haemolytic were
the surfactants with shorter chains (8 and 10 carbon
atoms). Nevertheless, the ocular irritation for al the
arginine derivate surfactants is similar to Cocoami-
dopropyl betaine and less than HTAB and SLS. The
dermal irritation predicted from the cytotoxic effects
on 3T6 fibroblast suggested that surfactants with 12
carbon atoms were the less irritant. The irritancy
classification of the compounds was different in both
models (Tables 2 and 3), showing some surfactants
less dermal toxicity than ocular. The results related
to the haemolytic action observed in the present
study are similar to those previously reported with
other amino acid-based surfactantsin rat erythrocytes
(Macian et a., 1996) and also human erythrocytes
(Vinardell and Infante, 1999) since the surfactants
with larger hydrophobic moiety are less haemolytic
than those with smaller carbon chains.

A possible explanation for this is that activity de-
creases with increasing carbon chain length. The max-
imum for 8,8-L-arginine and 10,10-L-arginine can be
attributed to the combination of a number of physico-
chemical parameters: hydrophobicity, adsorption, crit-
ical micellar concentration and aqueous solubility, the
solubility being thelimited step for the transport across
the membrane.

A equilibrium between enough water solubility and
antimicrobial activity, less cytotoxicity and good
chemical stability wastheformulation 12,12-L-arginine
and their acetylated form 12,12-1.-acetyl-arginine, and
studies of their stability showed than the acetylated
form was the most stable (unpublished data).

The surfactant 12,12-L-acetyl-arginine was there-
fore chosen for phototoxicity evaluation using the
3T3 fibroblasts, a vaidated method (Spielmann
et a., 1998), and the HaCaT keratinocytes alternative
(Clothier et al., 1999).

The 3T3 neutral red uptake phototoxicity assay, ac-
cepted by the European Commission obtained a per-

fect correlation of in vivo and in vitro results (between
95 and 100%) (Karting et al., 1994).

12,12-1-Acetyl-arginine was shown to have a po-
tential photoirriant effect. The resazurin assay is based
in the reduction of resazurin to resorufin by cellu-
lar reductases, a parameter to determine cell viability
studying their mitochondria integrity. The resazurin
assay does not injuries the cells, and it is possible to
use the culture in repeat assays (Clothier et al., 1997).
This assay has a very good correlation coefficient
with human patch test (Lee et a., 2000; Reid et al.,
2001).

The strong difference of cytotoxicity determined
in 3T3 fibroblasts between UVA irradiated plate and
non UVA-irradiated plate by neutral red uptake assay
was also observed by the resazurin assay. In HaCaT
keratinocytes this potential phototoxic effect is not ev-
ident by neutral red uptake or by resazurin assay. Such
a difference between 3T3 fibroblasts and human ker-
atinocyte has been observed previoudly (Clothier et a.,
1999) and is related to variation in the ability to deal
with oxidative stress (Clothier et al., 2002). Given
the complexity of human ocular and skin biology,
we interpreted these results with caution. No sin-
gle in vitro model and no single assay will be able
to mimic all the events that occur in a real eye or
real skin. Thus, a battery of methods as presented,
based in different mechanisms may be useful to
evaluate irritation of pharmaceutical and cosmetic
ingredients.

According to the present results, the surfactantswith
12 carbon atoms are less irritant than the commercial
surfactants studied. Although the potential photoirri-
tant activity of the acetylated derivate, the amount of
this surfactant needed in a dermal formulation will be
lower than conventional available surfactants (<1%),
due to their physicochemical efficacy and efficiency
(Pérez et d., 2002). Then in afinal product no photo-
toxic effects would be expected.

Thein vitro cytotoxicity assays are a useful screen-
ing tool for the assessment of cytotoxicity of new
synthetic surfactants. The employment of human ker-
atinocytes is of greater human relevance to epidermal
induced irritation, than animal derived fibroblast cells.
After such in vitro screening of these chemicals, those
predicted to be non-irritant may be tested in humans
to confirm the results, an approach aready in use in-
dustrially by cosmetics manufacturers.
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In conclusion, these surfactants derived from argi-
nine constitute a promising kind of surfactants to be
employed in different pharmaceutical and cosmetic
formulations according to their low irritant action.
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Purpose. The aim of this study was to find new biocompatible sur-
factants and mixtures with low ocular irritant action for application in
pharmaceutical formulations and to establish a relationship between
their structure and their potential ocular irritant activity.

Methods. An alternative method to the Draize in vivo test, based on
the adverse effects of surfactants on the cytoplasmic membrane of red
blood cell, was used to evaluate the potential ocular irritation of the
surfactants.

Results. 1t was found that the hemolytic activity of arginine-based
gemini surfactants increased with the aliphatic alkyl chain lengths of
the hydrophobic tail. The addition of the surfactant with an alkyl
chain length of 10 carbon atoms to cocoamidopropilbetaina (TB),
decylglucoside (APG), and N®-lauroyl-arginine ethyl ester (LAE)
increases the hemolytic activity moderately for the mixtures with TB
and LAE (1.1- and 1.5-fold, respectively) and strongly for APG (five-
fold).

Conclusions. The new arginine-based gemini surfactants constitute a
suitable alternative to commercial surfactants because of their natural
origins, which make them biocompatible and renewable products.
Based on their hemolytic activity as an alternative to the Draize test,
these new arginine-based gemini surfactants and their mixtures can
be classified as mild irritants. This fact constitutes an advantage, es-
pecially for pharmaceutical and cosmetic applications.

KEY WORDS: hemolysis; arginine-based surfactants; red blood cell;
lipoamino acids; ocular irritation.

INTRODUCTION

Surfactants, in accordance with their surface or interface
activities, are among the most versatile and frequently ap-
plied excipients in pharmaceutical technology. Among the
different applications of surfactants it has been shown that
they can be used to give prolonged release from gels through
the partition of drugs to micelles (1). However, the applica-
tion of pharmaceutical or cosmetic products containing these
compounds should avoid skin or eye irritation or other side
reactions. Therefore, special attention must be paid to these
facts from the very first moment when preformulation trials
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are started, and the development of new nonirritant surfac-
tants is of considerable interest.

Amino acid-based surfactants have attracted much in-
terest as environmentally friendly surfactants because of their
biocompatibility, low toxicity, excellent emulsifying proper-
ties, and antimicrobial activity (2,3). An obvious strategy to
increase the efficiency and the efficacy of amino acid-based
single chain structures is to build up dimeric structures from
lipoamino acids. Among the amino acid-based gemini surfac-
tants, our interest is focused on arginine derivatives such as
the bis(N*-acyl-L-arginine)-a,w-polymethylenediamide dihy-
drochloride [bis(Args)] (Fig. 1a).

An important characteristic of gemini surfactants is their
great potential in mixtures with other surfactants. In most
practical applications, mixtures of surfactants rather than in-
dividual surfactants are used. This is because mixing surfac-
tants with different hydrophobic and hydrophilic groups en-
hances the performance of the final product. This occurs
when synergism exists between the surfactants present in the
mixture (4).

In this work we investigated the potential ocular irrita-
tion of arginine-based gemini cationic surfactants such as
C5(0A),, C5(CA),, C5(LA),, C;OH(LA), (Fig. 1a), and their
mixtures with conventional widely used decylglucoside
(APG), tego-betaine (TB), and N*-lauroyl-arginine ethyl es-
ter (LAE) surfactants. The potential ocular irritation of these
arginine-based gemini surfactants and mixtures was assayed
by the red blood cell assay (5). Eye irritation potency has
traditionally being scored using the Draize rabbit eye test (6),
proposed as a routine procedure to assess irritancy in safety
evaluation. The red blood cell assay constitutes one of the
alternatives to the Draize test to avoid the use of animals for
ethical reasons (7,8). The leaking of erythrocytes is mainly
caused by a low surfactant concentration, usually below the
critical micellar concentration (CMC), whereas erythrocyte
rupture is initiated by rather high concentrations of amphi-
philic substances or micelles (9). For this reason, we also in-
vestigate if there is any relationship between the hemolytic
activity of the surfactants studied and their CMC.

MATERIAL AND METHODS

Surfactants

Bis(N“-acyl-L-arginine)-a,w-polymethylenediamide di-
hydrochloride (bis(Args) was synthesized in our lab following
the procedure described previously (10) (Fig. 1a).

Cocoamidopropilbetaine (Tego-betaine T-50; TB) was
from Goldschmidt AG (Germany); decylglucoside (Plantcare
2000; APG) was from Henkel AG (Germany); and N*-
lauroyl-arginine ethyl ester (LAE) was a generous gift of
Laboratorios Miret S.A. (Barcelona, Spain). Sodium dodecyl
sulfate (SDS) was obtained from Sigma Aldrich (Germany)

Determination of Critical Micellar Concentration

Aqueous surfactant solutions of different concentrations
were prepared and allowed to equilibrate at 25°C for 24 h. A
Kriiss KA12 tensiometer with a roughened platinum plate
attached to a precision torsion balance was used for measur-
ing equilibrium surface tensions. The critical micellar concen-

0724-8741/03/1000-1697/0 © 2003 Plenum Publishing Corporation
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Fig. 1. Chemical structure and nomenclature of gemini surfactants (a) and their synthetic precursors (b).

tration (CMC) was determined from the break point of the
surface tension/concentration curves (11).

Preparation of Erythrocyte Suspensions

Human blood was obtained from the Blood Bank of the
Hospital Clinic (Barcelona, Spain). The erythrocytes were
washed three times in isotonic phosphate buffer saline (PBS)
containing 22.2 mM Na,HPO, 5.6 mM KH,PO,, 123.3 mM
NaCl, and glucose 10.0 mM in distilled water (pH 7.4). The
cells were then suspended in isotonic saline solution (NaCl
0.9%) at a cell density of 8 x 10° cell/ml.

Incubation Media

Because of the lack of solubility of the arginine-based
surfactants in PBS solution, different solvents have been
tested to find the best one to dilute these surfactants. The
hemolysis test of the SDS was performed in PBS, Tris-
mannitol, and NaCl 0.9% solutions for comparative purposes.

Hemolysis Assay

Different volumes ranging from 10 to 80 .l of surfactant
solution (from 1 mg/ml) were introduced in polystyrene tubes
to assay various concentrations (from 5 to 1000 pg/ml) of
these surfactants. Aliquots of 25 pl of erythrocyte suspension
were added to the tubes and incubated for 10 min, with con-
stant shaking, at room temperature. After incubation, the
tubes were centrifuged (5 min at 1500 x g), and, finally, the
percentage of hemolysis was determined by comparing the
absorbance (540 nm) of the supernatant with that of control
samples totally hemolyzed with distilled water (5). From the
hemolysis results, the dose-response curve was determined,
and the concentration that induces the hemolysis of 50% of
the cells (HCs,) in the erythrocyte suspension was subse-
quently calculated.

Potential Ocular Irritation

The potential ocular irritation of the surfactants was
studied with a method based on the use of red blood cells to
quantify adverse effects of surfactants and detergent products
on the cytoplasmic membrane (hemolysis) in combination
with the damage to liberated cellular proteins (denaturation).
The irritation index was determined according to the lysis/
denaturation ratio (L/D) obtained dividing the HCs, (ng/ml)

by the denaturation index. The denaturation index (DI) of
each surfactant was determined by comparing the hemoglo-
bin denaturation induced by the surfactant and SDS as posi-
tive control. Hemoglobin denaturation was determined after
inducing hemolysis by adding 10 mg/ml of the surfactant or
SDS and measuring the absorption ratio of the supernatant at
575 nm and 540 nm. The resulting L/D ratio is used instead of
the ocular irritancy score in the acute phase of in vivo evalu-
ation. The surfactants can be classified according to this L/D
ratio as nonirritant (>100), slight irritant (>10), moderate ir-
ritant (>1), irritant (>0.1), and very irritant (< 0.1) (5).

RESULTS AND DICUSSION

The red blood cell test is a rapid in vitro screening assay
to assess the acute eye irritation potential that could be in-
duced by surfactants or final products containing them and
has been proposed as a good alternative to the Draize test (5).

It was found that when the arginine-based gemini surfac-
tants were dissolved in aqueous PBS buffer solutions, a pre-
cipitate appeared in a few minutes. To avoid these solubility
problems and, therefore, to obtain reliable results on the he-
molytic activity, isotonic NaCl solution (0.9% w/v) and Tris-
mannitol buffer (pH 7.4) were assayed as alternative incuba-
tion media. In both solutions the arginine-based gemini sur-
factants were soluble at the concentrations used for the assay.
Both incubation media were validated with SDS, which was
used as the positive control. Similar hemolytic activity was
observed when the surfactant was dissolved in PBS and in
NaCl solution (HCs, 42.5 and 44.3 pg/ml, respectively). By
contrast, the hemolytic activity of SDS was lower when Tris-
mannitol buffer was used (HCs, 122.2 pg/mL). On the basis
of these results, the whole study was performed using NaCl
solution as incubation medium. The reduction of the irritant
effect of the surfactant can be explained by the formation of
Tris dodecyl sulfate, which has less hemolytic activity, as has
been demonstrated in previous works where the effect of Tris
as counterion has been pointed out (12).

Results of hemolysis obtained at different concentrations
for gemini surfactants and their synthetic precursors (Fig. 1b)
are presented in dose-response curves (Fig. 2). When a hy-
droxyl group was added to the gemini C5(LA), and its pre-
cursor C5(LA), no effect on the hemolytic activity was in-
duced. Thus, the addition of this group does not contribute to
additional benefits or irritation effects of the surfactant. The
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Fig. 2. Hemolysis induced by gemini surfactants and their synthetic
precursors. Results are expressed as mean + standard deviation of
three experiments.

study of the hemolytic activity of the synthetic precursors of
these arginine-based gemini surfactants is an important issue
because the (bio)degradation products from these gemini sur-
factants may be structurally similar. Moreover, technical-
grade preparations of these surfactants may contain variable
amounts of starting materials or synthetic intermediates,
which can have different toxicity profiles. It is interesting to
note that the synthethic precursors of these arginine-based
gemini surfactants were about 15-fold less hemolytic than the
corresponding gemini surfactants. This could result, among
other things, from their lower hydrophobicity because they
have two polar groups and just one hydrophobic aliphatic
alkyl chain. This fact is of great interest because the presence
of this intermediate in the final product would not affect the
potential ocular irritation of the end product.

When surfactants are added to the erythrocyte suspen-
sion in an aqueous medium, they could first distribute be-
tween the erythrocyte membrane and the solution by adsorp-
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tion until equilibrium is reached. The surfactant-erythrocyte
membrane interaction at sublytic concentration could be gov-
erned by the affinity of each surfactant for the aqueous me-
dium or the membrane, a factor that is closely related to the
hydrophobicity of surfactants and consequently to the critical
micellar concentration (CMC) (13). Hemolysis probably be-
gins when the erythrocyte membranes are saturated with the
surfactant molecules. Table I shows the CMC and the 50%
hemolytic concentration (HCs,) of the different surfactants
studied. From these results, we found that there exists a good
correlation between the CMC and HC,,, (r = 0.9998) of the
gemini surfactants. It is also interesting to note that the CMC
decreases in the opposite direction to the number of carbon
atoms present in the alkyl chain length (Fig. 1a). In agreement
with these data, we may conclude that the longer the alkyl
chain length, the higher is the hemolytic activity (i.e., the
lower the HCs,, values). In the same way, a similar correlation
was found with lysine derivate surfactants (14), thus support-
ing this hypothesis. In contrast to these results, the commer-
cial surfactants studied and the mixtures did not present this
correlation in a similar way to other studies with nonionic
alkylpolyglycosides (15), probably because of the difficulty of
polymeric surfactants to form micelles.

Mixtures of different kinds of surfactants are particularly
attractive because the performance of the final product is
superior to those of the individual surfactants, thus increasing
the range of applications. In the present work, we studied the
hemolytic activity of the mixtures of the conventional surfac-
tants such as decylglucoside (APG) and tego-betaine (TB)
with the arginine-based gemini surfactant C5(LA),. In addi-
tion, mixtures of C5(LA), with another arginine-based sur-
factant such as N-lauroyl-L-arginine ethyl ester were also in-
vestigated. We selected C5(LA), because preliminary studies
in our laboratory indicated that it gave a better performance
to its mixtures in terms of CMC reduction (data not shown).

Table I lists the CMC values for each surfactant mixture.
The minimum « values [minimum molar fraction of C5(LA),
that produces a significant decrease in the CMC value in the
mixture] are 0.17, 0.30, and 0.20 for APG, TB, and LAE,
respectively. The data revealed that a small molar fraction of
C5(LA), in the mixture decreased its CMC about five- to

Table I. CMC, Hemolytic Effect, Denaturation Index, Lysis/Denaturation Ratio and
Classification of Gemini, Commercial and Surfactant Mixtures

CMC HC,

Surfactant (10° M) (pg/ml) DI° L/D¢ Classification
C;5(0A), 700 >1000 0.3 >3,000 Non irritant
C5(CA), 30 48.1+0.4 12.1 4.0 Moderate
C5(LA), 4.7 125+ 04 8.2 1.5 Moderate
C;(OH)(LA), 7.0 12.1 £ 0.6 114 1.0 Moderate
LAE 100 384 +1.1 133 2.9 Moderate
LAE + C5(LA), 20 34404 14.7 23 Moderate
TB 167 344+22 144 2.4 Moderate
TB + C5(LA), 32 22.4+0.6 9.4 2.4 Moderate
APG 167 2519 +5.8 142 17.8 Slight
APG + C5(LA), 15 47.0+0.8 12.3 3.8 Moderate

# Hemolytic concentration causing 50% hemolysis; results are expressed as mean +

standard deviation.
® Denaturation index
¢ Lysis/denaturation ratio
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10-fold compared to the individual APG, LAE, and TB sur-
factants.

The addition of C5(LA), to conventional surfactants in-
duced small changes in the hemolytic activity except for the
decylglucoside (APG). In this case the hemolytic activity in-
creased fivefold (i.e., the HCs, is smaller for the mixture than
for the surfactant alone) (Fig. 3). As has been pointed before,
when C;(LA), is mixed with APG, LAE, and TB, there was
a reduction of the CMC of the mixture. This reduction in the
CMC was parallel to the reduction observed in the HCs, of
the mixture, which indicates that the formation of micelles
may be responsible for the hemolytic action of this gemini
surfactant alone or with other surfactants.

Table I also shows the denaturation index (DI), the lysis/
denaturation ratio (L/D), and the potential ocular irritation of
the different surfactants and mixtures studied. The gemini
surfactants and their mixtures with conventional nonionic or
zwitterionic surfactants tested in the present study are mild
and even nonirritant in a way comparable to the commercial
surfactants tested. Moreover, because of their physicochemi-
cal characteristics, the amount of these new compounds re-
quired in formulations will be lower than conventionally
available surfactants, and thus, less ocular irritation is ex-
pected when these are applied in different cosmetic or phar-
maceutical consumer goods. According to the results of the
present work we can conclude that the new arginine-based
gemini surfactants and their mixtures constitute a promising
alternative to other commercial surfactants.
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