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I INTRODUCCION

La fototoxicidad es un proceso donde intervienen las radiaciones solares y se
expresa en reacciones anormales mediadas por sustancias quimicas exdgenas en los
sistemas bioldgicos. Por su parte la irritacion es un efecto adverso local provocado por
contacto con agentes externos. Ambos procesos manifiestan a través de irritacion y
edema en la piel. El niumero de informes que se ocupan de este tipo de efectos esta
aumentando cada afio, principalmente debido a la larga lista de nuevos productos
quimicos que entran en nuestro entorno (farmacos, cosméticos, productos quimicos
industriales) y también a la valoracién social de bronceado que ha estado acompafiada
por la exposicidn inusual la radiacién solar natural y ldmparas solares artificiales. (Park,
Jeong et al. 2011, Setoguchi, Nagata-Akaho et al. 2020)

Varios métodos in vitro para evaluar la fototoxicidad y la irritabilidad ocular de las
sustancias quimicas se han desarrollado.(Bhagav, Upadhyay et al. 2011). El Test de Draize
de irritacidon ocular in vivo, se ha aplicado de manera convencional para investigar la
seguridad de los productos cosméticos y sus ingredientes, ya que representa la irritacién
de los ojos de forma directa cuando estos se exponen a los productos quimicos (Alves et
al., 2008, Budai et al., 2010). Por otro lado, la fototoxicidad del riesgo toxicoldgico de
productos quimicos, se ha evaluado mediante pruebas en animales como cobayas,
conejos y ratones (Ceridono et al. 2012). Sin embargo, desde el punto de vista del
bienestar animal, es deseable desarrollar técnicas in vitro fiables que disminuyan el dolor
y estrés en el animal. Varios informes respecto a métodos in vitro para la prediccién de la
citotoxicidad y la irritabilidad han sido validados, publicados y aceptados por las agencias
regulatorias. Todos ellos sobre la base de la clasificacidn bioquimica de las respuestas en
los tejidos y los vasos sanguineos a sustancias quimicas, por ejemplo, marcadores como la
desnaturalizacidén de proteinas, la hemdlisis en los gldbulos rojos y la hemdlisis provocada

por la fototoxicidad han sido seleccionados como los ensayos alternativos para evaluar
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la seguridad de principios activos, ademas de incluir ensayos in vivo con reduccion del

numero de animales (Kumar, Devi et al. 2009) (Khattak, Ahmad et al. 2012).

Los plaguicidas organofosforados (OP) son ésteres de acido fosfdrico que inhiben e
inactivar la acetilcolinesterasa (AChE) y la pseudo-plasma o butirilcolinesterasa (BuChE),
por ataque nucleofilico al grupo hidroxilo de la serina en sus sitios activos, dando como
resultado enzimas fosforiladas inactivas. La inhibicion de esta enzima, causa efectos
perjudiciales crénicos sobre la salud humana, por ejemplo, trastornos neuropsicolégicos,
la alteracién del sistema endocrino, anomalias del desarrollo, trastornos del sistema
inmunoldgico e hipersensibilidad (Abdollahi and Karami-Mohajeri 2012)(Bayir, Kara et al.
2013). Estos compuestos son agentes tensioactivos, debido a que estos se emplean como
excipientes para sus formulados, estos tensoactivos también son de uso frecuente en
cosméticos, farmacos y productos agricola (Azazh 2011). En la literatura se reporta que
los formulados que contienen estos tensoactivos, puede dar lugar a irritacion de ojos y

piel u otras reacciones secundarias.

Una posible relacidn ha sido reportada entre la exposicién a los OP y los canceres
de pulmén, prostata, asi como linfoma no Hodgkin y la leucemia (Eddleston et al. 2012, Lu
et al. 2012). En 2012, un estudio mostrd que el insecticida es mas perjudicial para el
desarrollo mental(Aras, Schmitt et al. 2013) del nifio que de las nifias (Bajgar de 2004). La
exposicion puede ocurrir en tres escenarios diferentes: la exposicion ocupacional, la
exposicién medioambiental para las comunidades que viven en areas de exposicién
intensiva agricola y alimentaria de la poblacién en general. Las mujeres y los nifios de
familias residentes de la granja y los que viven cerca de la aplicacién y / o sitios de
disposicion tienen un mayor riesgo de exposicién a través de contacto con la piel (Belsey,

Cordery et al. 2011) (Aras, Schmitt et al. 2013).

El ensayo de hemolisis o prueba de Red Blood Cell (RBC), se basa en la evaluacién
del potencial (citotdxico) de una sustancia quimica para romper las membranas celulares.

Este dafio de la membrana se puede evaluar mediante la medicién de fotométrica de Ia
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concentracidon de la hemoglobina desnaturalizada, obtenidos de los eritrocitos recién
aislados e incubados con materiales en condiciones estandar (Mehling, Kleber et al. 2007).
Estos ensayos se utilizan como puntos finales de ensayo toxicoldgico, que se lleva a cabo
en dos pasos. El estudio principal sirve para establecer una curva de concentracion-
respuesta mas precisa de fugas de hemoglobina con el fin de calcular la concentracién que
causa el 50 por ciento de hemdlisis (valor H50) (Pape et al. 1999, Pape et al. 2001).La
desnaturalizacion de la OxiHb, se expresa como Dosis Maxima (D-max), es decir el
porcentaje maximo de desnaturalizacidn visto en cualquier concentraciéon ensayada, y
Dosis Baja (D-bajo), es decir, la concentracion mas baja a la que la desnaturalizacion se

hace mayor del 10 por ciento (Preté, Domingues et al. 2011).

El objetivo del presente estudio es investigar la irritabilidad y la fototoxicidad de los
organofosforados formulados con tensioactivos empleando el ensayo de hemolisis en
eritrocitos. El empleo de este método alternativo permitira conocer la correlacion entre
los organofosforados formulados con tensioactivos y actividad la hemolitica facilitando la
seleccion de excipientes menos toxicos para el formulado. En particular, las observaciones
sobre los efectos in vitro en eritrocitos, permite garantizar la seguridad de los productos

sin el empleo de animales de laboratorio contribuyendo al bienestar animal.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Generalidades de los Organofosforados

El progreso de la Industria Quimica en el siglo XX ha propiciado la produccién de una gran
cantidad de sustancias de alta agresividad contra los organismos dafiinos, pero cuyos efectos
sobre el hombre y el equilibrio del ecosistema contintan siendo debatidos. Segun la definicién
dada por la FAO (Additives 2006) un plaguicida es una sustancia o mezcla de substancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedad
humana o animal, especies indeseadas de plantas o animales capaces de causar dafos o interferir
de cualquier otra forma con la produccién, procesamiento, almacenamiento, transporte o
mercado de los alimentos, u otros productos agricolas, madera y sus derivados o alimentos
animales, o que pueden ser administrados a los animales para el control de insectos, aracnidos u

otras plagas en sus  organismos (Gebremichael, Birhanu et al 2013).

El concepto moderno de plaguicida surge en el siglo XIX periodo en el que se sintetizaron
multiples principios activos cuyas propiedades toxicas e insecticidas se descubrieron y utilizaron
mas adelante (LeDoux 2011). La investigacion de compuestos arsenicales dio lugar al empleo del
arsenito de cobre para combatir un tipo de escarabajo en Estados Unidos (EE.UU), y la extensidn
de su empleo promovié la primera legislacién conocida sobre pesticidas en el afio 1900. El
diclorodifeniltricloroetano (DDT), sintetizado en 1874, demostrd su potencia insecticida en 1939 y
comenzd a ser utilizado como tal en 1942 (Apeti, Lauenstein et al. 2010). El hexaclorocicloexano
(HCH), sintetizado en 1825, se usé como gas de guerra en la 12 Guerra Mundial y como insecticida

en 1942 (Hu, Huang et al. 2013, Mishra, Sharma et al. 2013).

A partir de la 22 mitad del siglo XX se acelera la sintesis de productos organofosforados
(Dimefox en 1949, Malatién en 1950) y de Carbamatos (Carbaryl en 1956, Aldicarb en 1965).
Desde 1942 se han sintetizado mas de 50.000 productos de este tipo y se emplean como
insecticidas, acaricidas, nematicidas y fungicidas. Algunos actian como insecticidas de contacto y

otros como insecticidas sistémicos (Casas, Bonilla et al. 2010, Couso-Ferrer, Arouri et al. 2011)
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1.1. Caracteristicas Fisico Quimicas.

La formula estructural general de estos compuestos, que se caracterizan por la presencia de (en
general) tres funciones éster, y su formula general deriva del acido fosférico (Figura 1) y es la

siguiente:

R,0
|

R,0 — P =0(S) [1]
O(S,N)-X [2]

Figura 1 Estructura quimica de los organofosforados

En la que R; y R, son radicales alquilo, generalmente metilo o etilo, el grupo X es
caracteristico de cada especie quimica, siendo frecuentemente un radical arilo, y suele contribuir
de forma importante a sus propiedades fisicas y quimicas y biolégicas. A tenor de los elementos
concretos que ocupen determinadas posiciones en la molécula, los organofosforados se pueden
dividir en 14 grupos, de los que los mas importantes son: fosfatos, con un O en las posiciones [1] y
[2]; O-fosforotioatos (o tionatos), con un S en [1] y un O en [2], S-fosfortioatos (o tiolatos), con un
Sen [2] y un O en [1]; fosforoditioatos (o tiolotionatos), con un S en [1] y en [2]; fosfonatos, con R;
(en lugar de R;0), O o bien S en [1] y O en [2], y fosforoamidatos, con un O en [1] y un N en [2]
(Younes, Mohamed et al. 2013, Zhao and Yu 2013).

En general los compuestos organofosforados (COF) son sustancias muy liposolubles

(Juhler 1997, Zhou, Zhan et al. 2010). Su volatilidad es variable, aunque se suelen
utilizar como insecticidas organofosforados (IOF) los compuestos menos volatiles

(Richardson and Caruso 2007). Una vez que entran en un organismo vivo, poseen una
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corta vida media en el plasma y un elevado volumen de distribucion en los tejidos(Shih,

McMonagle et al. 1994, Eyer 2003, Gresham, Rosenbaum et al. 2010) .

1.2.  Clasificacion y Mecanismo de accion.

Los insecticidas organofosforados tienen como caracteristica fundamental el ser muy
téxicos y liposolubles y pertenecen a diferentes familias: fosfatos, fosfonatos,
fosforoamidotioatos, fosforodiamidatos, varias de ellas azufradas. Los compuestos fosforados
organicos que contienen nitrégeno cuaternario (fosforilcolina) son, no sélo potentes inhibidores
de la colinesterasa, sino directamente colinérgicos. Su mecanismo de accion estd muy ligado a su

estructura quimica y por lo tanto a su clasificacion(Delgado, Catalan et al. 2010, Azazh 2011).

Algunos de ellos (soman, sarin, tabun) han sido utilizados como gases de guerra y se
denominan gases nerviosos por ser ésta la diana fundamental de su accion (Pohanka,
Karasova et al. 2010) . Su mecanismo toxico mas importante es la inhibicion de la
acetilcolinesterasa que da lugar a acumulacidon de acetilcolina en los tejidos (Bolton-

Warberg, Coen et al. 2007, Chen, Chen et al. 2010) (Ehrich, Van Tassell et al.

2011). Los compuestos fosforados organicos son ésteres que se transforman a través de
las esterasas orgdnicas A y B. Las esterasas de tipo A dan lugar por hidrdlisis a productos
téxicamente inactivos y excretables. Las B-esterasas, entre las que se cuentan las
colinesterasas, reaccionan con los compuestos organofosforados fosforilandose y
quedando inhibidas. De este hecho se derivan la mayor parte de sus efectos tdxicos
(Lajmanovich, Attademo et al. 2011).

La acetilcolinesterasa, ademas de encontrarse en los glébulos rojos, donde no se le
conoce accién fisioldgica, regula la transmisién de los impulsos nerviosos en las
terminaciones colinérgicas (por hidrélisis de la acetilcolina, que actia como
neurotransmisor, una vez ha alcanzado su destino) de las neuronas preganglionares del

sistema simpatico y parasimpatico (receptores nicotinicos), de las pos-sinapticas del
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sistema parasimpatico (receptores muscarinicos), de una parte importante de las sinapsis
existentes entre neuronas del propio Sistema Nervios Central (SNC), y de las
terminaciones motoras en los musculos estriados (voluntarios), en las uniones
neuromusculares, también con receptores nicotinicos (Chan, Chan et al. 2006, Roldan-
Tapia, Nieto-Escamez et al. 2006, Melstrom and Williams 2007, Stum, Girard et al. 2008,

Jayawardane, Senanayake et al. 2012) .

La acetilcolina es el mediador quimico responsable de la transmisién fisioldgica del

impulso nervioso de:

a. Las neuronas pre-ganglionares a las post-ganglionares en los sistemas
parasimpaticos y simpaticos.

b. Las fibras post-ganglionares parasimpaticas a los drganos efectores y de las
fibras post-ganglionares simpaticas a las glandulas sudoriparas.

c. Los nervios motores al musculo esquelético.

d. Algunas terminaciones nerviosas en el SNC.

Liberada en las terminaciones de las fibras colinérgicas en respuesta a la conduccién de un
potencial de accidn contacta con los receptores colinérgicos en la superficie de la célula diana
materializando la transmisién del impulso. Existen dos tipos de receptores para este
neurotransmisor: el receptor muscarinico, receptor vinculado a proteinas G, y el receptor
nicotinico que contiene un canal de Na. Inmediatamente, tras ser liberada del receptor, es
hidrolizada por la colinesterasa lo que produce la brevedad y unidad de cada impulso propagado.
Los O-P reaccionan con la zona esterasica de la colinesterasa formando una unidn estable que, si
no se rompe mediante el tratamiento, envejece y se hace irreversible, quedando la enzima

inhabilitada para su funcion normal (Jayawardane, Senanayake et al. 2009).

La acetilcolina se acumula entonces en la hendidura sindptica. Una pequena acumulacién
da lugar a gran estimulacién, mientras que un exceso superior tiene el efecto contrario, lo que es
especialmente patente a nivel del musculo esquelético y queda reflejado en la secuencia clinica.
Los IOF fosforilan otras enzimas: fosfatasa acida, aliesterasas, lipasas, tripsina, quemotripsina,

succinooxidasa, oxidasa-acido ascdrbico, deshidrogenasas, enzimas sulfidrilo. Durante el desarrollo
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de los diferentes organofosforados se han efectuado varios ensayos que demuestran su

mecanismo de accion. (Bajgar 2004, Pope, Karanth et al. 2005)

Los organofosforados insecticidas ejercen sus efectos agudos en tanto en insectos
como en mamiferos inhibiendo la acetilcolinesterasa que es un neurotrasmisor (Eddleston, Street
et al. 2012, Cortés-Eslava, Goémez-Arroyo et al. 2013). En muchos casos la enzima del
organofosforilado es bastante estable, de manera que recuperacién de intoxicacidn seria lenta
(Kugukkiling, Cochran et al. 2010, Eddleston, Adhikari et al. 2012, Joshi, Manoria et al. 2013, Singh,
Akhtar et al. 2013)

En estudios recientes se ha revelado al estrés oxidativo como un mecanismo principal de
los organofosforados causando una alta produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS)
provocando alteracion en el equilibrio del organismo fundamentalmente en la produccién de
antioxidantes y en la actividad de las enzimas protectoras enddégenas(Karami-Mohajeri, Hadian et
al. 2013, Nurulain, Szegi et al. 2013). La alta produccion de ROS genera un desequilibrio en el
organismo que puede llegar a ser irreversible estos pueden actuar sobre diferentes dianas del
organismo como DNA, proteinas, lipidos, etc. Llevando a un estado de estrés oxidativo al

organismo(Rastogi, Satyanarayan et al. 2009, Zhang, Lv et al. 2010, Lu, Ma et al. 2012).

1.3.  Efectos Toxicos.

Las investigaciones modernas sobre los insecticidas organofosforados datan de
1932, afio en que Lange y Krueger sintetizaron los dimetil y dietil fosfofluoridatos, y
describieron por vez primera los efectos nocivos de los compuestos organofosforados
sobre los seres vivos. La declaracién de los autores de que la inhalacién de los vapores de
estos compuestos causaba una persistente sensacion de ahogo y visiéon borrosa fue lo que
llevé al aleman Schrader, un investigador de la I. G. Farbenindustrie, a explorar la actividad
insecticida de estos compuestos. A este investigador debemos el descubrimiento de los

dos primeros IOF sistémicos: el OMPA o Schradan (1941) y el TEFP o bladan (1944)

(Kasagami, Miyamoto et al. 2002). Los descubrimientos sobre la toxicidad de los IOF
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llevaron a muchos investigadores a pensar en su uso como armas de guerra quimica. Por
ello los COF fueron prohibidos como armamento quimico por la Convencién de Génova de

la Liga de las Naciones en 1925, aunque algunos paises se reservaron el derecho a

utilizarlos si eran atacados primero con ellos (Juillet, Gibert et al. 2005, Koskela,

Grigoriu et al. 2006, Babakov, Goncharov et al. 2009, Mayer, Valdez et al. 2012) .

A pesar de tal prohibicion, a finales de los afos 30 y principios de los 40 los COF

fueron ampliamente investigados por el mismo Schrader, y otros muchos como armas de

guerra quimica (Meier 2004). Este investigador llego a sintetizar unos 300 COF con fines

militares, de los cuales uno de los mas conocidos es el DFP. Durante la Il Guerra Mundial
se crearon en Alemania nuevos COF como el Tabun, el Sarin y el Somdn; debido a su

elevada toxicidad, su descubrimiento fue mantenido en secreto por el gobierno
aleman(Epstein, Samanta et al. 2009) . Aunque con menor empefio, los aliados

también buscaron COF téxicos. Sin embargo, ya fuera por la prohibicion de la Liga de las

Naciones o por el miedo a represalias, no fueron empleados durante la Il Guerra Mundial

(Koskela, Ervasti et al. 2009).

En 1944 Schrader obtuvo la sintesis del Paratidn, un IOF ampliamente utilizado en

la agricultura por su elevada potencia insecticida, su baja volatilidad y su buena

estabilidad en el agua(Racke 1993, Koffi, Ahoua Alou et al. 2013, Maloney, Ancca-
Juarez et al. 2013). En 1950 se descubrié el Malation, también de amplio espectro pero

de menor toxicidad para los mamiferos(Shayeghi, Khoobdel et al. 2007). Estos dos IOF

han sido ampliamente utilizados, y aun hoy son los dos IOF que a nivel mundial producen
mayor numero de intoxicacion aguda (lIA). Desde entonces hasta nuestros dias se han

sintetizado mds de 35.000 COF de los que unos 50 son los habitualmente utilizados en la
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agricultura(Chambers and Oppenheimer 2004, Venkateswara Rao, Kavitha et al.

2007).

A pesar de que el acuerdo de la Convencion de Génova fue ratificado por la

Conferencia de Paris de 1989, en la ultima década algunos paises y grupos terroristas han
vuelto a utilizarlos como armas de guerra (Satoh and Hosokawa 2000). Segun su

metabolismo los COF son atacados por una serie de enzimas (esterasas, enzimas

microsomales, transferasas), fundamentalmente en el higado, sufriendo una serie de
transformaciones quimicas(Sams and Mason 1999, Reiner 2001, Torres-Altoro,

Mathur et al. 2011, Mangas, Vilanova et al. 2012). Estas transformaciones tienden a
aumentar la hidrosolubilidad del plaguicida, y por consiguiente facilitan su excrecién
(Saieva, Aprea et al. 2004, Hore, Robson et al. 2005). Pero a veces el metabolismo
aumenta su toxicidad, como sucede con las formas oxdn en que son transformadas el
Paration y el Malation(Prashanthi, Narayana et al. 2006, Arufe, Arellano et al. 2010,

Arias-Almeida and Rico-Martinez 2011, Kundu, Roychoudhury et al. 2011, Lavado

and Schlenk 2011, Edwards, Yedjou et al. 2013).

Debido a su alta liposolubilidad los COF se acumulan en tejidos ricos en grasas,

como el paniculo adiposo o el tejido nervioso, desde donde pueden ser liberados

nuevamente al torrente sanguineo(Glynn 2006). Los COF se eliminan por via urinaria y
heces, en su forma activa o previa metabolizacién hepatica (Southam, Lange et al.

2011, Cecchi, Rovedatti et al. 2012). Debido a estas caracteristicas son absorbidos por

la piel, membranas y mucosas como la oral, conjuntiva y gastrointestinal y por el tracto

respiratorio la severidad de la reaccién depende de la dosis, la via y el tiempo de

exposicion(Cocker, Mason et al. 2002).
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Los principales efectos tdxicos que se reportan son intoxicaciones agudas vy

retardadas. Es dificil calcular el nimero mundial de IA por IOF, pero parece que supera los

dos millones y medio de casos anuales (Jafarzadeh, Nasrabadi et al. 2013,
Rivadeneira, Agrelo et al. 2013, Ross, McManus et al. 2013). Los principales
sistemas afectados por estos compuesto son el inmune(Ding, Han et al. 2012,

Eisenkraft, Falk et al. 2013, Schafer, Koppe et al. 2013), urinario Ding, Han et al.

2012, reproductivo el pancreas y la presencia de cambios hematoldgicos vy

bioquimicos(Queiroz, Adesogan et al. 2012). Dentro de los organofosforados los mas

empleados son:

Tabla 1. Caracteristicas Toxicolégicas de los organofosforados

Compuesto Caracteristicas Efecto Toxico
Acephate LD50 en ratas hembras por via
oral 945 mg/kg Irritacion dérmica
y sensibilizante débil’
Clorpirifos (etil clorpirifos, tiofosfato de 0,0-dietilo y de O- Su toxicidad es moderada (DLsg
(3, 5, 6-tricloro 22-piridilo) Fue descubierto en oral para la rata de 96-270
1956. Es un insecticida-acaricida activo por mg/kg) vy es irritante en piel y
ingestién, contacto e inhalacion. Pertenece al ojos
grupo IV.2 (dietoxi) Se utiliza no solo en la
agricultura sino también en los hogares, contra
las cucarachas. La marca comercial mas utilizada
es Dursban
Diazinon LD50 Rat male oral 250 mg/kg
LD50 Rat female oral 285 mg/kg
Diclorvos LD50 Rat acute oral 56 to 80
mg/kg, no irritante en ojos’
Dimetoato (ditiofosfato de 0,0-dimetilo y de S- (N- Dimetoato
metilcarbamoil) metilo): Es un insecticida-
acaricida sistémico con actividad por ingestion y
contacto . Pertenece al grupo 1V.1 (dimetoxi). Se
utiliza con frecuencia en las zonas olivareras
Malatién (ditiofosfato de O,0-dimetilo y de S-(1,2- Baja toxicidad para los

dietoxicarboniletilo): Es un insecticida-acaricida
con accidn por ingestion y contacto Pertenece al

mamiferos. En los organismos
vivos se metaboliza a maloxdn,
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grupo 1V.1 (dimetoxi). su forma mas toéxica. Su toxicidad
es baja (DLsq oral para la rata de
1.000-2.800 mg/kg)

Metamidofos (Tiofosforamidato de 0,S-dimetilo): Es un Su toxicidad es alta (DLsgoral
insecticida-acaricida con actividad por via para la rata de 20 mg/kg), por lo
sistémica, ingestion y contacto. Pertenece al que esta prohibido su uso en
grupo 1V.8 (sustituyentes mixtos). invernaderos y en recintos

cerrados. Irritante ocular **

Metil Paration LD50 en ratas hembras y machos

por via oral 14 mg/kg y 24 mg/kg
es no irritante

1.4. Herramientas para la destoxificacion y Bioremediacion de organofosforados.
Tecnologias Limpias

Los organofosforados de forma general son altamente tdxicos (Stepi¢, Hackenberger et al.
2013) y se absorben facilmente por via inhalatoria, oral y dérmica ademds son poco
biodegradables es por ello que actualmente es una problematica a resolver para la comunidad
cientifica pues se necesitan herramientas mas elaboradas para lograr su eliminacion del
ecosistema. A pesar de que se han realizado modificaciones en su estructura quimica que han
permitido una mayor efectividad de estos con menos efectos toxicos. El empleo sistematico de
plaguicidas, principalmente para prevenir la accidon de parasitos agricolas, ha supuesto una gran
mejora en la calidad de vida de los pueblos. No obstante, a los espectaculares resultados que se
consiguieron al comienzo de su empleo de forma intensiva siguieron otros problemas al
observarse que la aplicacion masiva e indiscriminada de estos productos tenia consecuencias
sobre la salud humana (Bayir, Kara et al. 2013), sobre el medio ambiente, e incluso sobre la

efectividad del producto.

En la actualidad muchos procesos de tecnologias limpias han sido creados dentro de ellos
el empleo de bacterias, credndose la Bio-remediacién nueva temadtica que ha propiciado el

mejoramiento del medio ambiente(Colla, Andreazza et al. 2013, Frascari, Bucchi et al. 2013).

La biorremediacidon surge como una rama de la biotecnologia que busca resolver los
problemas de contaminacién mediante el disefio de microorganismos capaces de degradar
compuestos que provocan desequilibrios en el medio ambiente(Al-Bader, Eliyas et al. 2012,
Stepniewska and Kuzniar 2013). Las primeras observaciones de biorremediacién fueron con el

petrdleo (Harkness and Fisher 2013, Soleimani, Farhoudi et al. 2013, Watson, Wu et al. 2013),
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después de algunos organoclorados y organofosforados (Raynes, Pearce et al. 2011); “se advirtio
gue los microorganismos no sélo eran patdgenos, sino que ademadas eran capaces de absorber
compuestos organicos, algunos naturales, otros sintéticos, y degradarlos, lo que constituye el
objetivo de la biorremediacién”. Se pueden emplear diversos organismos en los procesos de
biorremediacién. Los mas usados son los microorganismos (tanto bacterias, como algas vy
hongos)(lbrahim and Gamila 2004, Melucci, Fedi et al. 2013, Singh, Vishwakarma et al. 2013) y las
plantas (Macci, Doni et al. 2012). Estos pueden procesar a todos aquellos contaminantes que
puedan ser degradados o transformados por los seres vivos son susceptibles de ser eliminados
mediante procesos de biorremediacién. Los compuestos organicos suelen ser degradados total o

parcialmente y eliminados por completo del ecosistema.

Histéricamente el compostaje fue una primitiva forma de biorremediacion en donde los
residuos por e]. Derivados de la recoleccion domiciliaria (restos orgdnicos, inorganicos, residuos
industriales, etc.) son incluidos en conteiner permitiendo que puedan ser biodegradados por

microorganismos (Fang, Zhao et al. 2010, Sayara, Sarra et al. 2010, Zhang, Wang et al. 2011).

Los factores que gobiernan la biorremediacion son complejos y pueden variar
enormemente dependiendo de la aplicacién. En muchos casos puede llegar a ser dificil distinguir

entre los factores bidticos y abidticos que contribuyen con la biorremediacién.

La biorremediacion es un fendmeno comun en la naturaleza cuando en un ambiente o
ecosistema se produce una alteracién del equilibrio como es el caso de una gran tala de arboles,

esto origina un aumento considerable de materia organica en el suelo

Los organofosforados pueden ser eliminados por técnicas de Biorremediaciéon de dos

formas:

I) La sustancia favorece el crecimiento microbiano y es empleada como fuente de
carbono, energia y raras veces como fuente de nitrégeno, azufre, etc. El nimero de
microorganismos aumenta y el aislamiento se realiza utilizando el plaguicida como Unica
fuente de nutrientes. Luego de que el compuesto fue degradado las poblaciones decrecen.
II) Por metabolismo, el compuesto no actla directamente como fuente de nutrientes sino

gue se debe emplear otras como la glucosa, que al disminuir en el medio inducen las
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enzimas necesarias para la degradacién del plaguicida.(Yang, Chang et al. 1999, Penny,

Vuilleumier et al. 2010, Stenuit and Agathos 2010)

2. Métodos Convencionales para evaluar toxicidad local.

La evaluacién de la toxicidad siempre fue preocupacion de la comunidad cientifica
desarrollando métodos que garantizaran la seguridad de los productos empleados. La irritacién
ocular de materiales se ha evaluado en modelos animales desde el 1930 cuando en los Estados
Unidos se encontré que un tinte de pestafia con p-felendiamina, causo un dafio serio al ojo.
Siguiente a este suceso fueron revisados los procedimientos de los test in vivo desarrollados para
garantizar la seguridad de los productos en uso (Parascandola 1991, Haseman, Allen et al. 2011,

Ema, Matsuda et al. 2013, Kim, Song et al. 2013).

Mann& Pullinger en 1942 estaba entre los primeros en usar conejos como modelo de la
prueba para evaluar la probable irritacion al ojo del humano. Se desarrollé un procedimiento
entonces por Friedenwald en 1944 para evaluar los efectos de acidos y bases en el ojo del conejo
observando los efectos de los materiales de la prueba en la cérnea, la conjuntiva y el iris de forma
separada(Sharpe 1985, Walz 1985, Bullock, Warwar et al. 1998). Finalmente, John Draize,
estandarizo y simplifico el sistema de puntuacién. Asi es que el "Draize" en conejos y sus varias
modificaciones se volvieron el procedimiento de la comprobacién para evaluar el potencial de

irritacion de los compuestos de la prueba(Cho, An et al. 2012).

2.1. Método Clasico para evaluar la irritabilidad ocular y sus modificaciones.

El test de Draize que se efectia en Conejos continua siendo un método empleado para
evaluar la irritacién ocular de productos este método es aceptado por las agencias regulatoria
pero ha sido fuertemente criticado por varios cientificos por lo cruento que resulta(Hartung,

Bruner et al. 2010). El protocolo del original de Draize sirvi6 como base inicial a las agencias
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regulatorias para comprobar la irritacion ocular. Pero de ahi surgieron varias modificaciones que

contribuyeron a una mejor eficiencia del método(Kishore, Surekha et al. 2008).

El contindo uso del Draize no se debe a la escasez de métodos alternativos con gran
potencialidad, pues donde mas esfuerzo se ha puesto probablemente ha sido en el desarrollo de
alternativas encaminadas a probar la irritacion y la toxicidad aguda, sin embargo, ninguna prueba
o combinacién de ellas ha sido totalmente aceptada por todas las agencias reguladoras sin
embargo actualmente algunas de estas autoridades han aceptado algunas de ellas. Se polemiza de
varias razones por las cuales no se han aceptado los ensayos alternativos y una de ellas es que la
prueba in vivo se basé en evaluaciones subjetivas de las lesiones en el tejido del ojo
proporcionando gran variabilidad en la estimacién de la irritabilidad (Lilienblum 2008, Alépée,
Tornier et al. 2010). ’ La variabilidad de la prueba de Draize en cada fase del estudio era bastante
llamativa, en la fase |l, la variabilidad era mas pequena por que los quimicos eran menos
irritantes, otra de las razones puede estar relacionada con la insuficiencia de protocolos para la
evaluacién no animal, asi como la opcidn de analisis estadisticos. Se realizé un taller en irritacién
del ojo donde participaron expertos en el campo de industrial y gubernamental los cuales
repasaron la aprobacién de la irritacion del ojo y se discutid un nimero de iniciativas que podrian
llevar a la reduccidn y refinamiento a corto plazo vy al reemplazo a largo plazo (Vinardell and

Mitjans 2008, Smith, Weissberg et al. 2010, Dholakiya and Barile 2013).

Sin embargo, COLIPA ha desarrollado un programa de investigacidon en colaboracidon con
académicos externos con el objetivo de consolidar la industria cosmética (Brantom, Bruner et al.
1997, Courtellemont, Pannetier et al. 1999). Los objetivos de este programa es identificar un
punto final in vitro para la evaluacion predictiva de la irritacion, define las circunstancias de usar
de forma apropiada los diferentes tipos de sistemas inclusive cultivos de tejido epitelial simple, y
tridimensionales, conduciendo los estudios en células corneales humanas y de conejos (Kaluzhny,
Kandarova et al. 2011, Mahmood and Akhtar 2013). En este programa se encuentra otras
organizaciones como El Instituto de ciencias naturales Internacional (ILSI) y el Instituto de Salud y
las Ciencias Medioambiental (HESI) desarrollando una clasificacidn de irritacidon en ojos a partir de
un esquema(Donahue, Avalos et al. 2011). Dentro de los protocolos validados existen varias
pruebas con excelentes resultados entre ellas la opacidad corneal de bovinos (BCOP)(Hayashi,
Mori et al. 2012, Verstraelen, Jacobs et al. 2013), el ensayo en la membrana corioalantoidea (Het

CAM) (Brantner, Quehenberger et al. 2002, Djabari, Bauza et al. 2002, Budai, Lehel et al. 2010) y
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ya se aceptan por autoridades regulatorias en casos de irritantes severos sobre todo por la OECD y

paises miembros como medio de reducir y refinamiento el uso del Draize’

2.2. Método Clasico para evaluar la Fototoxicidad y sus modificaciones.

Es conocido que algunos productos cuando se exponen a la luz pueden ocasionar
reacciones adversas, y las mismas han sido evaluadas por la toxicologia mediante ensayos, dentro
de los primeros que propusieron estos ensayos fue Draize, existen disimiles terminologias que
diferencian a las reacciones que se presentan por la accion de la luz como la foto irritacién
fotoalergia y otros(Harber, Armstrong et al. 1982, Ljunggren and Wirestrand 1989, Nishio,
Nakashima et al. 2009). Son disimiles las modificaciones efectuadas a este ensayo el cual se realiza
con curieles ademas de otros test in vivo efectuados en humanos como el test del parche(Maibach
1986, Maibach and Marzulli 1986), Los alemanes, austriacos y suizos fundaron grupo prueba en
1984, para investigar reacciones foto-alérgicas y su la epidemiologia en Europa Central. Durante
el primer periodo del proyecto (1985-1990), se probaron 32 substancias en pacientes los cuales
mostraron  estar fotosensibles (Fjellner 1983). Observandose que el mayor problema se
encontraba en la fototoxicidad para reducir clinicamente la aparicidon de esta reaccion cambiaron
las sustancias y disminuyeron sus dosis y se incluyeron algunos cosméticos' Este estudio puso en
evidencia la necesidad de desarrollar métodos in vitro para predecir la fototoxicidad de todas

aquellas sustancias a la que se expone el hombre(Wang, Wang et al. 2013).

El mecanismo de sus reacciones ha sido repasadas extensivamente la Absorcién de luz en
el 300-750nm rango indica la habilidad para activar a la molécula a un estado donde el oxigeno se
descompone a oxigeno singlete, dando como resultado de esta foto oxidacién a sustancias

toxicas que desencadenan estas reacciones(Xia, Chiang et al. 2012).

3. Generalidades de los Métodos Alternativos
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El Centro Europeo de Validacion de Métodos Alternativos es parte del Centro de
Investigaciones Conjuntas de la Comisién Europea establecido en respuesta al articulo 23 de la

directiva 86/609/EEC de proteccion a los animales de laboratorio (Hartung 2010).

Esta organizacidon coordina la pre-validacion y validacién de los estudios donde no se
empleen animales de laboratorio, conduciendo las investigaciones a diferentes areas de la
toxicologia para desarrollar relevantes ensayos que posibiliten la seguridad de las diferentes
sustancias quimicas incluyendo cosméticos y farmacos. Tomando en consideracion los métodos in
vivo reportados la ECVAM ha establecido una linea para el futuro desarrollo de los métodos

alternativos distribuyéndolos en varias tematicas (Kinsner-Ovaskainen, Maxwell et al. 2012).

Dentro de ellas se encuentran la Toxicidad sistémica, toxicidad tdpica, sensibilizacién,
carcinogénesis, toxicidad de la reproduccién, toxico-cinética, ecotoxicologia, Informacién
cientifica, relacidn estructura actividad. Bioldgica, y estrategias de desarrollo (Lilienblum 2008,
Adler, Basketter et al. 2011, Hartung, Blaauboer et al. 2011). Dentro de estas areas nos interesa
principalmente la toxicidad aguda tematica en la cual desarrollaremos nuestro trabajo. Esta
incluye los estudios de irritacion y corrosion en piel, fototoxicidad, absorcién percutanea e
irritabilidad oftalmica, para ello el Centro Europeo de Validacién de Métodos Alternativos
coordind estudios de validacién en nueve laboratorios para tres métodos in vitro con el objetivo
de reemplazar el método tradicional de Draize realizado en Conejos. Actualmente varios métodos
para evaluar este tipo de toxicidad han sido aceptados por las agencias regulatorias, como la

Organizacion de desarrollo y cooperacién Europeo (Ohno 2004).

3.1. Origen.
Las Tres R's se originaron en una propuesta hecha en 1954 por Charles Hume, fundador de

la Federacion de las Universidades para Bienestar Animal (UFAW) esta organizacion emprendié un
estudio cientifico de técnica humana en laboratorio los experimentos animales. El proyecto fue
manejado por un comité bajo la presidencia de Sefior Peter Medawar, el Nobel de inmunologia,
con William Senda-Petter, que pertenece a la Secretaria de la Sociedad de Defensa de
Investigacion de Gran Bretafia, entre sus miembros. Christine Stevens, fundador del Instituto de
Bienestar Animal (AWI) en el EE. UU., con tal de que el apoyo financiero para el proyecto. W.M.S.
Russell, zodlogo, y R.L. se apoyaron en Burch, un microbiélogo, para llevar a cabo el trabajo que
concluyo con la publicacion del libro Los Principios de Técnica Experimental Humana en 1959. Las

alternativas son técnicas para reducir el nimero de animales usado en investigaciéon médica y
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cientifica y asi mitigan el sufrimiento de cualquier animal que tiene que ser usado, siempre que
posible, reemplaza animales a través de otras técnicas (Buchheit 2001) (Rogiers 2005, Kandarova

and Letasiova 2011).

3.2. Concepto y tipos de métodos alternativos importancia de la validacion.

En 1995, un grupo internacional de cientificos se reunieron en Sheringham, Norfolk, Reino
Unido, en un taller denominado las tres R: con la participaciéon de William Russell y Burch Rex, el
grupo analizd cada una de las 3R en detalle, e hizo recomendaciones concretas sobre la forma de
promover su desarrollo y aplicacion dentro de la comunidad cientifica. Los métodos alternativos se

clasifican segun sus postulados en:

ENSAYOS

N

Estudios
Alternativos

Estudios
1l
Animales

Refinamiento

Reduccion
Reemplazo

Figura 2. Diagrama de clasificacién de los métodos Alternativos

Reemplazo: Son procedimientos que emplean animales por otros que no los precisen que se
incluyen, cualquier sistema experimental que no traiga consigo el uso de animales como un todo,
se considera que es una alternativa de reemplazo. Algunos de éstos son reemplazos relativos,
cuando ellos todavia traen consigo la matanza de un animal con el propdsito de obtener células,
tejidos u drganos para subsecuente en estudios in vitro. Otros son alternativas absolutas que no
requieren ninglin material biolégico derivadas de un animal vertebrado (Kinsner-Ovaskainen,

Maxwell et al. 2012) Schaeck, Van den Broeck et al. 2013)
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Reduccidn: El concepto de alternativas de la reduccidén cubre cualquier estrategia que producira
menos animales a usar para obtener la misma cantidad de informacidon, o maximo de la
informacién obtenida usando mayor cantidad de animales y limitando asi o evitando el uso
subsecuente de animales adicionales. Para ello se emplean métodos estadisticos, ensayos pilotos

y empleo de gran informacion(Daneshian, Akbarsha et al. 2011).

Refinamiento: Son los métodos usados para mejorar la eficacia o disminuir el dolor o sufrimiento
infligido. El término refinamiento significa que la modificacidon de cualquier procedimiento en el
tiempo que se encuentra el animal en el laboratorio desde que nace hasta su muerte se debe
minimizar el dolor experimentado por el animal, y asi se refuerza su bienestar. Esto es tomando la
consideracion desde el punto de la ética y ademas la experiencia demuestra que el dolory la otra
tensidn producen cambios fisiolégicos que pueden aumentar la variabilidad de los resultados en
los experimentales Al final del experimento, el método mas humano de eutanasia debe escogerse

(Mehlman, Pfitzer et al. 1989, Schaeck, Van den Broeck et al. 2013) (Stokes, Srinivas et al. 2013).

3.3. Validacion actual de los métodos alternativos.

La aprobacién de métodos alternativos es un proceso largo y caro que esta coordinado por el
Centro Europeo para la Aprobacién de Métodos Alternativos (ECVAM) que es parte de la
Comisién Europea (Olivry, Linder et al. 2012, Wilda, Lavoria et al. 2012, Belanger, Rawlings et al.
2013, Kim, Song et al. 2013) ' En febrero del 2000 Estados Unidos aceptd tres métodos alternativos
formalmente. Aunque los métodos alternativos son usados a través de industria para evaluar
seguridad, las autoridades reguladoras son a menudo renuentes a aceptar datos de las nuevas
pruebas alternativas, y prefiere datos de estudios en animales antes de que les permitan liberar

sus productos al mercado(Featherstone, Stookey et al. 2011).

Actualmente la Instituto de Investigaciones Toxicoldgicas in vitro (INVITOX) ha validado
125 protocolos dentro de ellos 40 son para evaluar irritabilidad y 10 para evaluar fototoxicidad y

de estos solo 5 han sido aceptados por las agencias regulatorias. Esta validacién garantiza la
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reproducibilidad, sensibilidad y eficiencia del ensayo  (Kolman 2004) (Boess, Scholz et al. 2003,
Spielmann 2009).

3.4. Tendencias actuales de los métodos alternativos.

Hay tres maneras en las que la situacion que existe hoy con los animales de experimentacién

podria cambiar pues:

1. Podrian prohibirse los experimentos y pruebas que involucran el uso de animales del
laboratorio completamente

Si habia una prohibicion inmediata y total en el uso de animales, muchas investigaciones

médicas bdsicas se detendrian, como la produccién de ciertas vacunas. Ninglin nuevo farmaco se

desarrollaria, y la seguridad no seria la adecuada para exponerlos al publico general y

pacientes(Page and Godlovitch 2007).

2. Las cosas podrian continuar como ahora, o podria haber un aumento incluso en el numero

de experimentos animales

Al presente, no se tiene ningun tratamiento eficaz para muchas enfermedades serias y que
amenazan la vida como enfermedades del corazén, muchos tipos de cancer, VIH y nuevas
variantes que surgen cada dia. Investigaciones que involucran animales puede llevar a los
descubrimientos en estas areas. Sin embargo, en 1986 el Reino unido y el Directorio de la CEE
planteo que debemos estar apuntando, dondequiera que posible, para reducir el nimero de

animales usado, y que se deben buscar alternativas (Puget 2004, Foéx 2007).

3. Podria haber un movimiento progresivo para reducir, refinar y reemplazar el uso de

animales en experimentos
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Esto se llama el 3Rs y parece ser en lo adelante la manera mas sensata. Ofrece la
oportunidad para cientificos y activistas el bienestar de los animales (Tremayne-Lloyd and

Srebrolow 2007, Horner and Minifie 2011, Goffi 2013).

4. Métodos alternativos validados para evaluar la irritabilidad.

En la progresiéon de nuevos ensayos desde su validacion hasta su aceptacién se
consideran cinco fases de acuerdo con la CEVMA(Combes 2002, Kinsner-Ovaskainen, Akkan

et al. 2009, Kinsner-Ovaskainen, Maxwell et al. 2012).

Desarrollo del ensayo
Prevalidacion
Validacion

Evaluacion

A N

Progreso hacia su aceptacion

En el agosto de 2003, el Comité Cientifico Asesor de Métodos Alternativos (SACATM)
recomendaron que ICCVAM repasara el estado de la aprobacidon de en métodos de pruebas in
vitro que pueden identificar irritantes oculares. Unos meses mas tarde, en el octubre de 2003, la
EPA sugirié cuatro métodos in vitro para evaluar toxicidad del ojo, severa o corrosiva. Dentro de
los cuatro métodos se incluyé el de Opacidad Corneal Bovino (BCOP)(Hayashi, Mori et al. 2012), la
prueba de la Membrana Corioalantoidea (HET-CAM) (Brantner, Quehenberger et al. 2002, Budai,
Lehel et al. 2010), el enucleado de pollo (CEET)(Prinsen 1996) y el aislamiento del ojo de conejo
(IRA).
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La Interagencia de Coordinacidn de los Comité en la Aprobacion de Métodos Alternativos
(ICCVAM) en enero del 2005, considero que los cuatro en métodos de la prueba sugeridos para
medir irritacion del ojo estaban validados (Fentem and Botham 2004, Birnbaum 2013).
Repasandose en marzo las sugerencias hechas por las agencias regulatorias en cuanto a los
mecanismos que inducen la lesién ocular y la recuperacion. Aprobando finalmente el HetCAM
como método alternativo para evaluar irritabilidad ocular esto se considera un primer paso en la
aceptacion de nuevos ensayos que tendran como fin sustituir el método de Draize (Marquardt,

Matuschek et al. 2010, Jung, Goers et al. 2012, Stokes, Kulpa-Eddy et al. 2012).

4.1. Validacion y empleo del test de hemdlisis y desnaturalizacion de proteinas
(RBC/DNP).

Existen otros ensayos validados como el de prueba de hemdlisis, validado por Pape (Pape,
Pfannenbecker et al. 1987, Pape and Hoppe 1990, Pape and Hoppe 1991, Pape, Pfannenbecker et
al. 1999, Pape, Maurer et al. 2001). Este protocolo describe el uso de células de la sangre rojas
para cuantificar efectos adversos de surfactantes y productos del detergente en la membrana
citoplasmdtica en combinacién con el dafio de proteinas celulares donde algunos incluyen la
desnaturalizacion de la oxihemoglobina a partir de la lectura de la absorbancia por lo tanto
permite conocer el dafio de proteinas estructurales y funcionales' Esta prueba ha sido empleada
en varias ocasiones para evaluar cosméticos, pero su alta sensibilidad permite evaluar otros

productos (Lagarto, Vega et al. 2006, Alves, Presgrave et al. 2008)

El ensayo de células rojas de sangre (RBC) se usa estimar irritacién potencial de agentes
tensoactivos y detergentes. Se mide lisis de la membrana de la célula y desnaturalizacién de la
proteina de la célula se evaluaron 20 formulaciones empleandose eritrocitos de rata y de bovino
varios de las sustancias eran falsos negativos con sangre de la rata. Concluyéndose que los
ensayos con eritrocitos de ternero e preferible teniendo en cuenta la estrategia de
refinamiento(Ying, Xingfen et al. 2010, Su, Zhao et al. 2011). También se han empleado eritrocitos

humanos este método se basa en la estimacion de la diferenciacion entre la lisis de la membrana
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celular célula y la desnaturalizacién de la oxihemoglobina. Este método se validé con 100
champus con una correlacion entre los resultados dado por el test in vivo existiendo una buena
correlaciéon entre ambos de un 80% este ensayo es barato, rapido, y proporciona resultados

fiables con buena reproductibilidad (Martinez, Corsini et al. 2006, Ying, Xingfen et al. 2010).

Este ensayo permite su correlacién con los efectos producidos por los tensoactivos sobre
el globo ocular de conejo, segln el Test de Draize; perfildndola como una herramienta alternativa
y/o complementaria en los procesos de evaluacion de la tolerancia ocular de los agentes

surfactantes(Fowler, Doncel et al. 2003, Benavides, Mitjans et al. 2004).

4.2. Métodos alternativos validados para evaluar la Fototoxicidad.

La fototoxicidad se encuentra de la tematica de toxicidad local y para ello han validado
varios métodos alternativos la comprobacién de la fototoxicidad in vitro era el tema del segundo
taller de la ECVAM en 1993 (Vargas, Rivas et al. 2000, Vargas, Rivas et al. 2003, Natecz-Jawecki,
Hajnas et al. 2008) y su objetivo primario era planear una aprobacién de un ensayo prometedor
para evaluar fototoxicidad e identificar un nuimero fijo de quimicos a partir de los datos
reportados in vivo en humanos se escogid en colaboracidon con el COLIPA excelente expertos
europeos de la industria y la academia (Spielmann 2001, Spielmann and Liebsch 2002) Para la
valoracién se comenzd con la terminologia de la temdtica fototoxicidad es una respuesta aguda
toxica después de la primera exposicion de la piel a ciertos quimicos y la exposiciéon subsecuente a
las radiaciones de luz/ UV, y es semejante al inducido por irradiacidon después de la administracion
de un quimico fotosensibilizador, también se usa el término de foto irritacién que es un tipo
particular de fototoxicidad que son reacciones superficiales inducidas por quimicos 0-72 horas

después de exposicion a la radiacién (Andrisano, Ballardini et al. 2001)

En la validacion del el 3T3 NRU prueba de fototoxicidad, se condujeron tres estudios vy el
de pre validacién se condujo con quimicos codificados estos se realizaron en ocho laboratorios
donde 158 datos apuntan que los quimicos fueron correctamente clasificados pues coincidieron
con un estudio que condujo independientemente del EU/ COLIPA en un Instituto, en Japdn, en
1994, con el mismo juego de quimicos(Spielmann, Balls et al. 1998). La aprobacién formal se
estudia 1994-1996 luego la ECVAM en un taller dedicado a la tematica informa resultados
contundentes que demuestran la efectividad de la prueba para evaluar la fototoxicidad (Nam, An

et al. 2004, Clothier 2007).
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Este estudio fue aceptado por las agencias regulatorias, aunque otros ensayos han
transitado por el proceso de validacion aun no han sido aceptados entre ellos El ensayo de foto
activacion de complemento protocolo 77, el de cultivo de células humanas Nro 44’ ensayo de
queratinocitos humanos Nro 79, ATS piel ZK 1350 Nro 83 y otros que engrosan la lista de ensayos

para fototoxicidad (Lynch and Wilcox 2011).

4.3. Validacion y empleo de la prueba de fotohemdlisis.

Dentro de los protocolos validados se encuentran el de foto-hemdlisis unido a la
desnaturalizacién de la oxihe-moglobina para evaluar fototoxicidad . En la literatura se han
descritos trabajos que refieren el empleo de estos protocolos como la evaluacion de la
fototoxicidad de la hidroclorotiazina donde ademas del ensayo de foto hemdlisis se utiliza el de

Candida albicans (Chabrier-Roselld, Foster et al. 2005).

Las radiaciones Ultravioletas (UV) causan hemdlisis de eritrocitos en presencia de foto
sensibilizadores por lo que se puede usar como un modelo del in vitro para evaluar propiedades
fotosensibilizante de substancias como los Antioxidantes tal como acido ascérbico (vitamina C) y
d-alfa-tocoferol (vitamina E) lo que se le han encontrado ser fotoprotectores en tales sistemas de

prueba(Selvaag, Petersen et al. 2002) (Canudas, Zamora et al. 2005).

En este sistema se revelé que las propiedades fototdxicas fuertes, dependen de la
concentracién de la droga y las dosis de la irradiacidon cuando se evalué sustancias antilipémicas,
las dosis de irradiaciéon fueron de 40 J/ cm2 de un UVA (320-400 [nm]) 0 1,6 J/ cm2 UVB/ 0,8 J/
cm2 UVA de un UVB (280-320 [nm] observandose una hemdlisis total. Este se empled para evaluar
un grupo de diuréticos de los que 19 de las 25 sustancias revelaron fotohemdlisis después de la
exposicion a radiacion UVA, demostrandose con la adicién del acido ascorbico, el alfa-tocoferol y
la superdxido dismutasa sus propiedades antioxidantes al inhibir la foto hemdlisis. Ademas se
empled con drogas antinflamatorias y antidiuréticas (Ladizinski and Elpern 2013) dado los efectos
conocidos de estos agentes atribuidos normalmente a la radiaciéon ultravioleta (UV), ocho
compuestos Carprofeno, Diclofenaco, Ibuprofeno, Ketoprofeno, Naproxeno, Piroxicam, en los
estudios se usd una ldmpara experimental visible ligera, emite 5% UVA al maximo encontrando

foto hemolisis en Carprofeno, Naproxeno y Fenylbutazone (Okumura, Yamauchi et al. 2005,
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Ortonne, Queille-Roussel et al. 2006, Musa and Eriksson 2007, Vargas, Rivas et al. 2007, Musa and
Eriksson 2008).

4.4. Criterios de la Agencias Internacionales Reguladoras para su

aceptacion.

La rigurosidad de las agencias regulatorias trae consigo la lentitud en la aceptacién de los
métodos alternativos validados se procede a estimar la probabilidad de clasificar a los irritantes
oculares en severo y corrosivos el método de prueba presente incluye tres animales basado en
pautas protocolares de la OECD y las Naciones Unidas (ONU) para ello empleo el Sistema
Globalizado de Armonizacion de Clasificacion (GHS) vy Etiqueta de Quimicos de la ONU. Este
analisis se basd en un banco de datos de 128 substancias clasificando como Categoria 1 a irritantes
corrosivos e irritantes severos, basado en 142 estudia usando un total de 661 conejos(Ohno,

Kaneko et al. 1999).

Este estudio se realizd a partir de datos coleccionados por el Instituto nacional de
seguridad y salud ocupacional (NIOSH]) el cual estimo que la exposicién accidental en humanos
produjo aproximadamente 39.200 lesiones del ojo quimico-relacionadas en 1998, basado en la

seccidon de emergencia ojo-lesion.

Aproximadamente atribuyendo 10.000 de estos casos a un no identificado/ quimico no
especificado. Casos adicionales mds de 2500 de las lesiones fueron ocasionadas por quimicos
especificos 4cidos incluidos. A partir de este estudio demostrd la importancia de la aceptacion de
los métodos alternativos y la necesidad de incrementar estas pruebas. El Comité de Coordinacion
en la Aprobacion de Métodos Alternativos evalud los estados de aprobacion de cuatro en métodos
in Vitro para identificar corrosivos e irritantes severos oculares (Bagley, Gardner et al. 1999,

Gerner and Schlede 2002).

En apoyo al Programa Nacional de Toxicologia para la evaluacién de métodos alternativos

en toxicologia (NICEATM) el cual solicitd datos de estudios en animales y humanos in vivo para
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reducir el nUmero de animales a emplear y comparar en la validacién de los test alternativos para
ser aceptados por la agencias regulatorias. La decision de las autoridades regulatorias de reducir
el nimero de animales de seis a tres esta basada en el hecho que se consideré suficientemente la
reproducibilidad de la prueba tal es que se demostré que usar menos animales no alteraria

significativamente la exactitud del método.

Actualmente se han aceptado cinco ensayos para evaluar irritacidon ocular a pesar de que
se han validado varios protocolos y solo uno para fototoxicidad (Spielmann, Kalweit et al. 1993,

Mancebo, Hernandez et al. 2008, Schrage, Hempel et al. 2011, Ceridono, Tellner et al. 2012).

. JUSTIFICACION

Los organofosforados provocan efectos adversos como irritacién, fototoxicidad y son
potencialmente hemoliticos debido a su formulacién con excipientes tensoactivos, por lo
gue es necesario demostrar el impacto que pueden llegar a tener sobre los animales y en
el ecosistema. Por su parte la creacién del Centro Europeo de Validacién de Métodos
Alternativos (ECVAM )en 1992 se dio respuesta al articulo 23 de la directiva 86/609/EEC
elaborado para la proteccidon a los animales de laboratorio. Esta organizacién coordina la
pre-validacién y validacién de los estudios donde no se empleen animales de laboratorio,
conduciendo las investigaciones a diferentes areas de la toxicologia para desarrollar
relevantes ensayos que posibiliten la seguridad de las diferentes sustancias quimicas que
se emplean como fertilizantes, cosméticos y farmacos. Tomando en consideracién los
métodos in vitro validados por la ECVAM para evitar el uso de animales de laboratorio y
en particular el ensayo in vitro de alta sensibilidad para medir efecto irritante y fototdxico
empleando células rojas (RBC) que mide los porcientos de la hemdlisis eritrocitaria
originado por efecto hemotdxico y la desnaturalizacion de la hemoglobina de excipientes
tensoactivos, se propone este proyecto con el fin de evaluar a 5 organofosforados

formulados con excipientes tensoactivos que ademas de originar efectos sobre la enzima
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acetilcolinesterasa puede llevar al padecimiento de una anemia hemolitica en los

animales debido al uso de excipientes tensoactivos.
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IV. HIPOTESIS

Las pruebas alternativas in vitro de hemdlisis y fotolisis permiten determinar de manera

cuantitativa la irritacidon y la fototoxicidad de los organofosforados.
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V. OBJETIVOS

Evaluar la irritaciéon y la fototoxicidad de los organofosforados formulados con

tensioactivos a partir de la hemdlisis y la fotélisis en los glébulos rojos humanos.

pag. 31



VI. MATERIAL Y METODOS

2.1 Las sustancias de ensayo
Las sustancias de ensayo utilizados en el estudio se muestran en la Tabla 1
Tabla 2. Las formulaciones estudiadas organofosforados e in vivo los resultados de

Irritacion ocular (EPA)

Orgafosforados Concentracion Clasificacién in vivo
Acefate 500 g/kg Ligeramente Toxico
Chlorpirifus 480 g/L Moderadamente
Malathion 500 g/L Ligeramente
Metamidophos 483g/L Altamente toxico
Methyl Paration 500 g/L Extremadamente

2.2 Preparacion de la suspension de RBC
La sangre humana conservada se obtuvo a partir de un c (Toluca, México). El RBC se
separaron por centrifugacion (aprox. 3500 g) a 42C durante 10 min. Los sedimentos de

células se suspendieron en solucion de PBS a una densidad celular de 2 X 10° células / ml.

2.3 Ensayo de hemdlisis

El estudio se llevd a cabo segun el protocolo INVITTOX NO ° 37 (CEVMA, 1992). Cada

sustancia de ensayo se disolvié en concentraciones en PBS. Acerca de 50 | de alicuotas de
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suspensidn de eritrocitos se expusieron a diversas concentraciones del fosfato organico
disuelto en solucién de PBS en un volumen total de 1 ml. Dos controles se prepararon
resuspendiendo suspension de eritrocitos ya sea en tampdn solo (control negativo) o en
agua destilada. dodecil sulfato de sodio (SDS) se utilizé6 como control positivo. Después de
la incubacién, la mezcla se centrifugé a 3500 g durante 5 min a 482C. La cantidad de
hemoglobina en el sobrenadante se midié espectrofotométricamente a 540 nm y 575 nm.
La desnaturalizacion de la hemoglobina en el sobrenadante se confirmé usando absorcion
de 575 nm. El grado de desnaturalizacidon se expresa como una relacion de hemoglobina

desnaturalizacion (HD) (R = (Abs. 575 / Abs. 540) / 100).

2.4. Desnaturalizacion de las proteinas

La desnaturalizacion de proteinas se determind mediante la comparacion de la relacién de
absorbancia a 575 y 540 nm en una de doble haz UV-Vis espectrofotémetro. Esta
proporcién se usa para calcular el indice de hemoglobina desnaturalizacion (DI) que se
compara con los efectos de SDS como el estandar interno. La curva de concentracion-
respuesta se trazd a partir de los resultados de seis medidas / experimentos
independientes. Si el valor R era mas pequeio que 90, la sustancia se considera que es HD

positivo y los resultados no fueron incluidos en el andlisis.

2.5 Evaluacion de la irritacion ocular potencial

El indice de irritacidn se determind de acuerdo a la relacidon de lisis / desnaturalizaciéon (L /
D) se obtiene dividiendo la HC50 por el indice de desnaturalizacién. Los tensioactivos se
clasifican de acuerdo con esta relacién L / D como no irritante (> 100), ligeramente
irritante (> 10), irritante medio (> 1), de alta irritante (> 0,1), y muy irritante (<0,1) (Pape

et al.,, 1987)

pag. 33



2.6 Esayo de fotohemolisis

Acerca de 50 | de glébulos rojos (RBC) se afiadieron a una placa de 24 pocillos que
contenia diferentes concentraciones de 0,1 a 1000 mg / ml de la organofosforado
formulado con surfactante y se expusieron durante 30 min a una lampara UV (Ultra-
vitalux®, Osram , Alemania) (960wcm2 UVA (6,9 J cm2) y UVB 220 wcm2 (1,58 J cm2).
Otros 50 | de glébulos rojos (RBC) se afiadieron a una placa de 24 pocillos que contenia
diferentes concentraciones de 0,1 a 1 mg / ml de la organofosforado formulado con
surfactante y no irradian con UV. el HC50 se determind en las placas irradian y no irradie.
el factor de foto hemdlisis (PHF) se calculé dividiendo el HC50 de las células no irradiar por
el HC50 de la irradiado las células. Un compuesto se considera irritante foto del factor

fotohemodlisis (PHF es 23.0) y la densidad 6ptica (DO> 0,05) (Pape et al., 2001).
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VII. LIMITE DE ESPACIO

El trabajo experimental se realizé en el laboratorio de Citometria de Flujo del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma del Estado de México.
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VIIl.  LIMITE DE TIEMPO

El trabajo experimental se llevd a cabo de enero a junio de 2015 y la escritura del articulo

cientifico de septiembre a diciembre 2015.

IX. RESULTADOS

Los resultados de la hemdlisis de los organofosforados se compararon con una muestra
control en la que 2 X 10° RBC/mL, fueron completamente lisadas por agua destilada y
medidas. La absorbancia 1,985 de este control representa el 100% de hemdlisis. Los
organofosforados formulados con tensioactivos (Grafica 1), se evaluaron por triplicado y
no mostraron diferencias significativas entre los ensayos replicados para p<0.05. En estos
resultados se muestra que el Acefato es el que menor hemolisis ocasiona a los eritrocitos
por su parte el Metamidofos es el mas hemolitico. Esto puede comprobarse en los valores
gue se muestran en la Tabla 3. Donde el Acefato es clasificado como no irritante en
nuestro ensayo in vitro y ligeramente irritante segun el ensayo in vivo empleando el

ensayo clasico de Draize.

90 -
80 - 5 4 |
n 70 - |
2 60 - - A
g 50 e —=
T 40
o /
=S 30 /
10 - - -
;—_;//—",‘;;::——— —
0 : ‘ 5
900 1000 1100 1200 1250 1300
Concentrations
(mg/L)

pag. 36



Grafica 1 Relacién entre 1: Malatidén, 2: Acefato 3: Metamidofos 4: Clorpirifos 5:

Concentracion de paration de metilo y % de hemdalisis en ambos tipos de sangre.

Se muestra que el indice de desnaturalizacién (DI) en Metamidofos fue de 22.01% y es
clasificado como severamente irritante. En menos grado de irritacion se encuentra el
Malation, Clorpirifus y el Metil Paratién. Los resultados muestran una correlacién

moderada entre los ensayos de irritabilidad ocular in vitro e in vivo

Tabla 3. Clasificacién de la irritacién ocular inducida por el organofosforado probado
segun su relacion L/D calculada a partir de HC50 y el indice de desnaturalizacion (DI) en

sangre humana.

Organofosforados HC50 (mg/L) DI (%) L/D Clasif. in vitro = Clasif. in vivo
Acetato No lisis NDT NDT NI LI
Clorpirifos 5 34.59 0.14 | I
Malation 2.5 59.74 0.041 Vi |
Metamidofos 1.17 22.01 0.053 Vi IS
Metil Paration 0.90 2830 = 0.031 Vi |
sDs 0.53 2798  0.018 Vi '

indice Desnaturalizacion (D), Radio de Clasificacion (L/D), Muy irritante (\V1), Irritante(l), No Irritante (NI)
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En el ensayo de fototoxicidad realizado no se observé hemdlisis cuando los glébulos rojos

se incubaron con organofosforados en la oscuridad o irradiaron con UVA y UVB (Gréfico 2

y Tabla 3). El organofosforado no podia inducir la foto hemdlisis en los eritrocitos

humanos. El indice de fototoxicidad (IF>3) en sangre humana y densidad 6ptica >0.05. El

HC50 de eritrocitos humanos expuestos con organofosforados irradiados fue de 0,9 — 5

(mg/ml). Por otro lado, la concentracion hemolitica 50 (HC50) de eritrocitos humanos

expuestos con organofosforados no irradiados fue de 0,55-6,25 (mg/ml).

Tabla 4 Clasificacion de la fototoxicidad inducida por organofosforados expuestos a

eritrocitos humanos empleando ensayo in vitro de foto-hemdlisis segin su Indice de

fototoxicidad (IF>3).

Organofosforados  HC50 | CH50 NI IP Fototoxicidad
(mg/ml)  (mg/ml) CH50 I/CH50 NI
Acetato 0 0.55 0 No fotoxicidad
Clorpirifos 5 6.25 0.76 No fotoxicidad
Malation 2.5 2.8 0.89 No fotoxicidad
Methamidophos 1.17 1.33 0.87 No fotoxicidad
Paration de Metilo 0.9 1 0.90 No fotoxicidad

Clorpromazina 1

El HC50 en glébulos rojos irradiados y no irradiados fue similar para cada organofosforado

e indica que no hay accion fototdxica (Grafica 2), a pesar de la inclusion de altos niveles de
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UV en la exposicidn a los gldbulos rojos. Los organofosforados menos hemoliticos segun la
concentracion empleada (Malation, Acefato, Metamidofos, Clorpirifos y Metil Paration)
mostré un HC50, tanto en gldbulos rojos irradiados como no irradiados, bajo menor a 1
mg/ml, lo que indica que tampoco hay accién fototdxica.
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Grafica 2. Relacidn entre la concentracién y el % de hemdlisis de los eritrocitos irradia (HI)
y no irradia (HNI). A: Malathion, B: Acefato, C: Methamidophos D: Chlorpyrifos E:

Paration de Metilo

La critica de los métodos clasicos in vivo para predecir la irritacién de la piel o la irritacidon
ocular y la fototoxicidad estimuld el desarrollo de varios métodos in vitro de reemplazo,
gue han sido revisados recientemente para reducir el nimero de experimentos con
animales. Los sustitutos de la prueba in vitro incluyen RBC y desnaturalizacién de la
hemoglobina de proteina. Los eritrocitos se han sugerido como un blanco facilmente
disponible y bueno para la evaluacién de la irritabilidad ocular y la fototoxicidad. Por otra
parte, el ensayo in vitro de RBC es una herramienta de cribado util para la evaluacién de la

irritabilidad y fototoxicidad de organofosforados formulados con tensioactivos.

X. DISCUSION

La posible irritacion ocular de los organofosforados formulados con tensioactivo se
estudié con un método basado en el uso de RBC para cuantificar los efectos adversos de
los surfactantes y detergentes en la membrana citoplasmatica (hemalisis) en combinacién
con el dafio a las proteinas celulares liberadas (desnaturalizacién) (Benavides et al. 2004).
Los glébulos rojos han sido utilizados por muchos investigadores como modelo de
estudios de irritabilidad y fototoxicidad para indicaciones preliminares sobre posibles
agentes fototdxicos e irritantes. Ciertas clases de irritantes quimicos (principalmente
tensioactivos u organofosforados) causan dafio a las membranas plasmaticas celulares y/o
desnaturalizacidon de varios tipos de proteinas (Lankerani and Baron 2004, Kleinman,

Smith et al. 2010).

Actualmente se estima que las ventas anuales de adyuvante en todo el mundo valen mas
de 1.500 millones de ddlares. Una gran parte de esta estimacion representa el valor de los

adyuvantes incorporados en las formulaciones de plaguicidas. Pero muchos millones de
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délares también se gastan en productos independientes al por menor como adyuvantes,
tensioactivos y agentes humectantes. Un adyuvante es cualquier material que cuando se
afiade a una solucidn de pulverizacién mejora o modifica la accién de un pesticida. La
clasificacién mas util de los adyuvantes es por grupo quimico con los adyuvantes divididos
en las amplias categorias de tensioactivos, aceites, acidificadores y tampones, adyuvantes
de fertilizantes y 'otros'. Ademas, las moléculas adyuvantes tensioactivas se mueven entre
las moléculas de agua forzandolas a separarlas. Los surfactantes reducen la tension
superficial de la gota de pulverizacion moviéndose a la superficie donde forman una capa

de 'micela’. Estos tensioactivos pueden causar hemalisis en eritrocitos e irritacion.

El indice de irritacion se determind de acuerdo con la relacion lisis/desnaturalizacion
obtenida (L/D) dividiendo el HC50 (g/ml) por la DI. La DI de cada organofosforado
formulado con tensioactivo se determiné comparando la desnaturalizacién de Ia
hemoglobina inducida por el tensioactivo y la SDS como control positivo. Por otro lado, la
prueba de hemolisis, es una prueba fotométrica que mide las densidades oépticas a
540/575 nm, mide una de las maximas de absorcién de HbO2, para determinar los dos
extremos: Liberacion de Hb después del dafio de membrana e interaccidon proteica, es

decir, desnaturalizacién de Hb.

Ademas, el mecanismo para la respuesta fotohemolitica se ha investigado ampliamente
en sistemas in vitro. Es probablemente el resultado de la generacion de compuestos
toxicos de oxigeno (Vargas et al. 2007) con la posterior oxidaciéon de las proteinas de
membrana de eritrocitos. Los eritrocitos (RBC) son muy sensibles y se dafian por la accién
de las especies de radicales libres de oxigeno. Se ha postulado que la accién dainina de
estos radicales libres de oxigeno podria ocurrir por la oxidacidn de lipidos de membrana
que conduce a la lisis de RBC. Estudios previos informaron que los radicales superéxidos
gue participan causan dafio sobre las RBC, y puede ser inhibido por la adicién de
superdxido dismutasa (SOD) y catalasa. La respuesta fototdxica o fotoalérgica a los
medicamentos administrados sistémica o topicamente se notifica con frecuencia como

reacciones adversas a medicamentos (Blakely, Drucker et al. 2019).
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Por otro lado, el conocimiento de la irritacion y el potencial fototdxico de los nuevos
productos es muy importante para la seguridad de las personas que los manipulan.

Los compuestos OPs pueden ser absorbidos a través de la piel, conjuntiva, mucosa oral,
tracto gastrointestinal, tracto respiratorio, por contacto directo, ingestidn, inhalacién e
inyeccion. Después de la exposicion a los compuestos de organofosforados (Al-Zubaidy,
Mousa et al. 2011), las caracteristicas toxicas suelen ser obvias en un plazo de 30 minutos
a 3 horas. Esto puede retrasarse en algunos casos dependiendo de la tasa y la cantidad de
absorcién sistémica. El disolvente de hidrocarburos también produce sus efectos. La
mayoria de los pacientes se vuelven sintomaticos rdpidamente, aunque la aparicion y la
gravedad de los sintomas dependiendo de la naturaleza del compuesto, la cantidad, la via
de exposicion y la tasa de degradacion metabdlica. Particularmente Acefate y
Metamidofos pueden producir irritacion dérmica y ocular, pero la mayoria son
sensibilizantes débiles (Chen et al. 2010). Por el contrario, Clorpirifus no se absorbe bien a
través de la piel, pero la exposicién dérmica puede ser significativa cuando otras vias de
exposicidén son bajas. La inhalacién y las vias dérmicas de exposiciéon son importantes en
los formuladores y aplicadores de plaguicidas. Los trabajadores que manipulan y apliquen
plaguicidas deben someterse a un examen médico anual al comienzo de cada temporada
agricola (Babina, Dollard et al. 2012). La actividad de la colinesterasa sanguinea debe

determinarse antes de que comience el trabajo.

La intoxicacion por organofosforados (OPP) es un problema importante en todo el mundo,
especialmente en los paises en desarrollo, con millones de casos y cientos de miles de
muertes que ocurren cada afio. La mortalidad total oscila entre el 10 y el 20 %,
especialmente en las zonas rurales. Por ejemplo, en un estudio reciente de México que
examind una muestra representativa a nivel nacional de 518 suicidios, el 62% de las
muertes se debieron a la ingestion de pesticidas y sélo al 27% a métodos

fisicos.(Rodriguez-Vivas, Alonso-Diaz et al. 2006, Blanco-Mufioz, Morales et al. 2010)
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Varios autores se han centrado en la salud de los nifos desde el momento de su
concepcidén en asociacién con la exposicion domeéstica y agricola a los OP durante el
embarazo. Encontraron un mayor riesgo de restriccion del crecimiento, aborto
espontaneo y defectos congénitos que resultaron en la muerte fetal, asi como el
crecimiento fetal alterado y la longitud de la gestacidon (Cecchi et al. 2012). Los signos y
sintomas caracteristicos de la intoxicacion aguda OP generalmente se cree que surgen de
la inhibicidn de la acetilcolinesterasa (AChE) y la crisis colinérgica subsiguiente. Debido a
esta inhibicién enzimatica, la acetilcolina del sustrato se esta acumulando. La estimulacién
continua del receptor de acetilcolina explica los signos clinicos y sintomas de la
intoxicacién por OP. Signos de OP se clasifican en efectos secundarios a los receptores
muscarinicos, nicotinicos, y del sistema nervioso central (SNC) siendo sobre-estimulado
por la acumulacion de acetilcolina en las sinapsis. Debido a la estimulacién excesiva de los
receptores muscarinicos, dolor abdominal, diarrea, hipersalivacién, sudoracién, lagrimeo
aumento de la secrecion bronquial y otros signos y sintomas se parecen. La estimulaciéon
de los receptores nicotinicos en las uniones neuromusculares causa espasmos musculares

involuntarios y temblores, debilidad y paralisis(Bayrami, Hashemi et al. 2012).

El modo de exposicién a insecticidas organofosforados incluye los gastrointestinales,
inhaladores y dérmicos. Se llevé a cabo una investigacion sobre la inhalacién y las
exposiciones a acetato de los trabajadores de la formulacion de pesticidas. Se recogieron y
analizaron muestras de sangre venosa en busca de acetilcolinesterasa de eritrocitos y
colinesterasa plasmatica. La mediana de las concentraciones de acefato ponderadas durante
8 horas oscilé entre 0,278 y 2,170 mg. El analisis de los niveles de plaguicidas
organofosforados en la sangre permite la medicion directa de compuestos primarios en
lugar de metabolitos y puede representar con mayor precision la dosis que alcanza el
tejido objetivo (Ding et al. 2012). Aunque la tasa de aclaramiento de la sangre es
inicialmente bastante répida, clorpirifos y diazinon son lipofilicos por lo que la porcion de

compuesto que divide en grasa corporal puede eliminarse mas lentamente.
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Ademas, los tensioactivos conforman con mucho el grupo mas grande de adyuvantes en
aerosol. En aplicaciones agricolas, los tensioactivos no idnicos (sin carga eléctrica neta)
(NIS) constituyen la mayoria de los productos, aunque varias formulaciones utilizan
tensioactivos anidnicos para ayudar a la dispersién de formulaciones en forma seca
(Basalious, El-Sebaie et al. 2011). El equilibrio hidrofilo-lipofilico (HLB) de un tensioactivo
es una medida de la contribucién relativa del componente hidréfilo y lipofilico. Puede
tener una clara influencia en el rendimiento de los adyuvantes con diferentes pesticidas
(Zheng, Zhao et al. 2011). Tanto el tipo como el tamafio de las porciones hidrofilas y
lipofilicas de un surfactante pueden influir en la propagacién de gotas, el rebote de gotas,

la evaporacién y la absorcion de pesticidas (Seebunrueng, Santaladchaiyakit et al. 2012).

Este tensioactivo puede aumentar el efecto adverso del organofosforado. Se llegd a la
conclusion de que la prueba combinada foto-RBC puede considerarse como la mejor
segunda prueba in vitro, que puede utilizarse de manera ventajosa para obtener
informacién mecanicista, en particular sobre los efectos fotodindmicos sobre proteinas

celulares (Hartung et al. 2010).

Xl. CONCLUSIONES

1. Los organofosforados formulados con excipientes tensoactivos
Clorpirifos, Malatidon, Metamidofos y Metil Paratién fueron
clasificados como irritantes en el ensayo de RBC por lo que
pueden causar hemdlisis en animales.

2. El Acefate no causa hemolisis en eritrocitos y su clasificacion como
no irritante se correlaciona de forma moderada con su
clasificacién de ligeramente irritante empleando el ensayo in vivo
de Draize.

3. Los Organofosforados evaluados fueron clasificados como no
fototdxicos a pesar de aplicar altos niveles de radiaciones UV.

4. Elensayo in vitro RBC permite evaluar el efecto irritante y
fototdxico de formulados con excipientes tensoactivos sin el
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empleo de animales de laboratorio contribuyendo al bienestar
animal
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