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RESUMEN

El método de la membrana corioalantoidea del embrién de pollo constituye un método alternativo para los ensayos
toxicologicos y farmacoldgicos. La introduccion de este ensayo supone una estrategia experimental para el desuso animal,
dado que en Cuba se exige el cumplimiento de las regulaciones internacionales sobre la ética y la seguridad de los animales
de laboratorio en los estudios farmacoldgicos y toxicologicos mediante los principios de Reemplazar, Reducir, Refinar. El
objetivo de este trabajo de revision es caracterizar el método de la membrana corioalantoidea del embrion de pollo, asi como
describir el método y las ventajas que aporta el ensayo como alternativa al uso de animales de experimentacion. Para ello se
recopilé toda la informacion publicada que se encontrd disponible en la base de datos de PubMed. Se realizé una breve
descripcion enfocada en la estructura y en el método de la membrana corioalantoidea del embrion de pollo, asi como de los
ensayos toxicoldgicos y farmacolégicos que utilizan dicha estructura. Ademas, se realiz6 un analisis en cuanto al alcance de
los resultados del ensayo y acerca de las bases que propician la introduccién del ensayo en los modelos experimentales. Este
documento resume de forma organizada todos los resultados que aseguran y sustentan el beneficio de la introduccién del
método en los ensayos toxicologicos y farmacoldgicos. Se concluye que el método de la membrana corioalantoidea
constituye una alternativa segura para los ensayos toxicologicos y farmacologicos y favorece la implementacion de las “tres
erres”.

Palabras claves: membrana corioalantoidea del embrion de pollo, toxicologia, farmacologia.

ABSTRACT

Hen's egg test on chorioallantoic membrane is an alternative method for toxicological and pharmacological tests. The
introduction of this test supposes an experimental strategy for animal disuse, since Cuba requires compliance with
international regulations on ethics and safety of laboratory animals in pharmacological and toxic studies through the
principles of Replace, Reduce, Refine. The objective of this review work is to characterize the hen's egg test on
chorioallantoic membrane, as well as to describe method and the advantages that assay provides as an alternative to use of
experimental animals. For this, all the published information that was available in the PubMed database was collected. A
brief description was made focused on the structure and hen's egg test on chorioallantoic membrane, as well as the
toxicological and pharmacological tests that use said structure. In addition, an analysis was carried out regarding the scope
of the test results and about the bases that favor the introduction of the test in the experimental models. This document
summarizes in an organized way all the results that ensure and support the benefit of the introduction of the method in
toxicological and pharmacological tests. It is concluded that the chorioallantoic membrane method constitutes a safe
alternative for toxicological and pharmacological tests and favors the implementation of the “three R's”.
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INTRODUCCION

El método de la membrana corioalantoidea del embridon de pollo (hen's egg test on
chorioallantoic membrane (HET-CAM, siglas en inglés)) constituye uno de los ensayos in
vitro ideal para el andlisis toxicoldgico y farmacologico de productos topicos (Kishore,
Surekha, Sekhar, Srinivas & Murthy, 2008; Lokman, Elder, Ricciardelli & Oehler, 2012).
Este método se basa en la evaluacion macroscopica de los cambios que ocurren en la
membrana después de la aplicacion de la sustancia de ensayo (Thompson & Reid, 2000).
Especificamente el HET-CAM puede ser empleado como alternativa al método clasico
toxicoldgico de Draize en conejos, ya que permite identificar los efectos toxicos e inmediatos
de una sustancia de ensayo, a través de la aplicacién del producto sobre la HET-CAM
(Liebsch & Spielmann, 2002; Ribatti, Vacca, Roncali & Dammacco, 2000; Ribatti, 2012).

La membrana corioalantoidea del embriéon de pollo es una membrana vascularizada que
rodea al embrion. Sus caracteristicas estructurales lo hacen similar a los tejidos altamente
vascularizados como la conjuntiva, rasgo que lo hace capaz de responder frente a productos
irritantes (Ribatti et a/, 2000; Ribatti, Nico, Vacca, Roncali, Burri & Djonov, 2001).

El HET- CAM ha sido utilizado de manera efectiva por varias disciplinas, incluida la
biologia, la medicina y la bioingenieria, para determinar las respuestas vasculares y evaluar
cuestiones relacionadas con la morfogénesis y la fisiologia de los vasos sanguineos y
linfaticos. Dado el grado de vascularizacidon que presenta esta membrana, la hace accesible
para determinar incluso la distribucion de moléculas a través de los vasos sanguineos
(Nowak, Segura & Arispe, 2014).

En este sentido, el elemento principal que justifica el empleo de esta prueba se basa en las
consideraciones éticas alrededor del uso de animales de experimentacidén, ademds de la
simplicidad, sensibilidad, facil ejecucion y el relativo bajo costo de este método (Thompson
& Reid, 2000). Por lo que, el objetivo general de este trabajo es realizar un analisis tedrico
sobre el alcance de la prueba del HET-CAM como método alternativo toxicoldgico y
farmacologico.

Fundamento del método “in vitro” basado en la membrana corioalantoidea del embrion
de pollo

Durante muchos afios, numerosos laboratorios en el mundo han incorporado el método de la
membrana corioalantoidea del embrion de pollo (HET- CAM) para la evaluacion de la
irritacién ocular; por su rapidez, simplicidad, sensibilidad, facil ejecucion y su relativo bajo
costo (Kue, Ta, Lam & Lee, 2015).

El ensayo de la membrana corioalantoidea (CAM) es una prueba propuesta por Luepke
(1985), (Luepke, 1985), modificada por Spielmann (1992), (Spielmann, 1992), que permite
estimar in vitro 'y ex vivo el potencial de irritacién ocular de sustancias y productos terminados,
y segun el interés del investigador esta prueba puede tener un alcance toxicolégico o
farmacologico.

El ensayo de la CAM se basa en la aplicacion de un producto sobre la CAM. Basicamente, se
observan los efectos inmediatos que ocasiona la sustancia en ensayo sobre los vasos
sanguineos de la CAM de huevos de gallina Leghorn de 10 dias de incubacién. El hecho de
solo utilizar huevos de no mas de 10 dias de fecundados, estda dado por el desarrollo del
sistema nervioso del embridn, ya que, a partir de ese tiempo, el sistema nervioso esta 1o
suficientemente desarrollado como para sufrir dolor. Los efectos observados en las
estructuras vasculares de la CAM poseen una alta correlacion con los efectos irritantes
observables en la estructura ocular del conejo (Nowak ef al, 2014).
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Estructura de la membrana corioalantoidea del embrion de pollo

La CAM se desarrolla de manera similar a la alantoides en los mamiferos, ya que las capas
mesodérmicas del alantoides y el corion se fusionan para formar dicha membrana.
Inicialmente, es un tejido que carece de estructuras vasculares en su interior, aunque
rapidamente se forma de manera jerarquica un complejo plexo vascular de dos arterias
alantoides y una vena alantoidea. Esta estructura logra expandirse rapidamente y ello genera
una red vascular rica que proporciona una interfaz para el intercambio de gas y desechos
(Nowak et al, 2014).

El crecimiento de la CAM ocurre a partir del tercer dia del desarrollo embrionario
completandose hasta el décimo dia, sin embargo, solo se diferencia por completo en el dia
13. Este crecimiento requiere tasas impresionantes de divisién celular con ciclos celulares
cortos (Nowak et al, 2014).

Especificamente, la vesicula alantoidea se agranda rapidamente a partir del cuarto dia y hasta
el décimo de incubacion, y es durante este proceso donde ocurre la fusion entre la capa
mesodérmica del alantoides y la capa mesodérmica adyacente del corion. La CAM se
encuentra adherida a la superficie interior de la cascara del huevo (Figura 1) y dentro de sus
funciones se encuentra la eliminacién del calcio y la obtencién de oxigeno de la atmosfera a
través de la cascara porosa. Por lo que, la CAM funciona como el 6rgano respiratorio en los
embriones de aves. Aunque se presta la mayor atencion al sistema vascular, es importante
enfatizar que la CAM tiene un sistema linfatico completamente desarrollado que posee
notables similitudes funcionales y moleculares con los linfaticos de mamiferos (Papoutsi et al,
2001).

Histologicamente, CAM consta de dos laminas epiteliales que limitan una capa delgada de
estroma. El epitelio superior es de origen ectodérmico, mientras que el estroma y el epitelio
inferior son de origen mesodérmico y endodérmico, respectivamente. Es dentro del estroma
donde residen los vasos sanguineos y los vasos linfaticos. De esta manera, resulta crucial
reconocer el epitelio y llegar a los vasos en el estroma (Nowak ez al, 2014).

Ademas, es de vital importancia no confundir la CAM con la membrana de la yema, que
también estd muy vascularizada. Esta segunda membrana esta asociada con la yema y tiene
propiedades distintas, aunque ambas membranas son facilmente distinguibles en los
embriones jovenes y menos perceptibles que en un embridon mas viejo (Nowak ez al, 2014).

|, Capa externa

Capa
mesodérmica

Membrana
corioalantoidea

Fig. 1. Estructura del embrion de pollo.
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Alcance de los resultados de ensayos en la membrana corioalantoidea del embrion de pollo
Debido al rédpido crecimiento vascular que caracteriza a la CAM, esta estructura ha sido el
modelo de eleccion para evaluar el efecto de una gran cantidad de compuestos sobre los
vasos en crecimiento. La eficacia de tales compuestos se ha evaluado utilizando métodos
cualitativos y cuantitativos basados en la evaluacion de la morfologia y densidad vascular.
Inicialmente, esto se ha hecho puntuando el grado de vascularizacion en una escala graduada
de 0-4 (Form & Auerbach, 1983). Estos compuestos han incluido factores de crecimiento
(Ribatti et al, 2000; Ribatti et al, 2001), hormonas (Reuwer et a/, 2012; Chen, Wen & Bai,
2013) moléculas naturales, agentes anticancerigenos (Adar ez al, 2012). Ademas este método,
ha sido empleado en los estudios de desarrollo, crecimiento y metastasis tumoral (Weiss et al,
2014), gases (Pipili et al, 2000), compuestos organometalicos (Clavel et al, 2014; Nazarov et
al, 2013; Nowak et al, 2012), antibioticos (Hu, 1998), anticuerpos y pequefias moléculas
sintéticas (Nowak et al, 2012; Ribatti et al, 2001), el transporte de iones (Valdes, Kreutzer &
Moussy, 2002; Valdes, Klueh, Kreutzer & Moussy, 2003), las terapias selectivas de oclusion
vascular, la biocompatibilidad de materiales de ingenieria, la distribucién de farmacos y la
toxicologia. A su vez, se ha demostrado el desarrollo del HET-CAM en las enfermedades
respiratorias (Nowak ez al, 2014) y la cicatrizacion de heridas.

Especificamente, la prueba de la HET- CAM ha mostrado un uso exitoso en la biologia del
cancer y la angiogénesis tumoral. Diversos estudios han comprobado que muchas células
tumorales colocadas en la CAM se injertan y siguen todos los pasos de la progresion
tumoral: crecimiento, angiogénesis, invasion, extravasacion y metastasis. A través de la red
altamente vascularizada que ofrece la CAM se logra la viabilidad del tumor en pocos dias
después del injerto celular, lo que facilita posteriormente la obtencion de los medios para el
estudio iz vivo acerca de la invasion de células tumorales a la luz de los vasos sanguineos
(Deryugina & Quigley, 2008).

Descripcion de los ensayos de la membrana corioalantoidea del embrion de pollo para la
evaluacion toxicologica y farmacologica

El ensayo CAM se ha utilizado como una plataforma para la experimentaciéon durante mas
de 50 afios y en esta etapa se han desarrollado varios protocolos: ex vivo e in vitro. Debemos
destacar que la eleccion del tipo de protocolo a utilizar, se realiza segun el objetivo del
estudio.

a) Ensayo ex vivo: En muchos casos, los investigadores rompen el huevo al tercer dia de su
fertilizacion y lo transfieren a una placa de Petri de 10 cm de didmetro, a este proceder se le
llama cultivo ex vivo del embridn o cultivo de embriones sin caparazon. Este protocolo ofrece
un amplio espacio de observacion y manipulacidén, permitiendo analizar varias muestras en
una sola CAM. Para este enfoque, los huevos se mantienen primero a 38 °C en una
incubadora humidificada (dias 0-3). Posteriormente, se hace un pequefio orificio en la
camara de aire para equilibrar la presion y el huevo se transfiere hacia una placa de Petri,
manteniendo condiciones de esterilidad, puesto que la propia manipulacién se asocia a baja
tasa de sobrevivencia del embridn (Ribatti et a/, 2000). Para mejorar las tasas de sobrevida
embrionaria se deben cumplir una serie de requisitos: reducir el impacto durante el
agrietamiento de la cascara del huevo mediante el uso de una sierra circular, colocar el
embrién en un espacio curvo confinado como la placa de Petri para el cultivo de este
embrién, mantener la humedad en la incubadora al 98% o mas, con la esterilidad
recomendada. Usando estos enfoques, la viabilidad es de alrededor del 50% en el dia 14
(Dohle ez al, 2009).
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b) Ensayo in vitro: El cultivo in vitro constituye una alternativa que mejora significativamente
la supervivencia de los embriones. Los huevos fertilizados se transfieren a la incubadora
equipada con un rotador automatico durante tres dias. El giro evita que el embridn se adhiera
a las membranas de la concha, como lo haria si se deja en una posicion durante demasiado
tiempo. Se pueden obtener buenos resultados girando los huevos a primera hora de la
manana, durante el mediodia y a ultima hora de la noche. Alternativamente, el uso de un
equipo automatico permite un movimiento lento, pero constante de los huevos.

El proceso de cultivo in vivo se inicia también al tercer dia de la fertilizacion. En este
momento, debe crearse un orificio de aproximadamente 3 mm de didmetro en la cdscara del
huevo con unas pinzas estériles y cubrirse con una pelicula de laboratorio para evitar la
deshidratacion y posibles infecciones. Luego, los huevos se devuelven a la incubadora con
una humedad relativa del aire del 65% y una temperatura de 37 °C en una posicidn estatica
hasta su uso. Esta pequefa incision inicial cambia la presién dentro del huevo y evita la
unién de la CAM con la membrana de la cascara. En el dia 7 o mas tarde, el orificio se
extiende a un didmetro de aproximadamente 3 cm para proporcionar acceso a la CAM. Este
enfoque todavia permite la experimentacion a través de una ventana y ofrece un entorno
fisiologico casi sin cambios para el embrion en desarrollo (Nowak ez al, 2014).

Dependiendo del pais y las regulaciones se permite que los embriones de aves se desarrollen
hasta la etapa de eclosion, generalmente en el dia 21 después de la fertilizacion (Nowak et al,
2014).

c) Evaluacion toxicologica:

c.1) Ensayo de 1a membrana corioalantoidea del embrion de pollo (HET-CAM).

En el sistema del HET-CAM, se evaltian tres cambios en el sistema vascular: hemorragia,
lisis y coagulacion en la CAM al noveno dia del periodo embrionario cuando el tejido
nervioso y la percepcion del dolor aun no se han desarrollado (Itagaki, Hagino & Kato,
1995).

Los huevos de gallina se incuban durante 10 dias, después de ese tiempo los huevos
defectuosos se descartan. Los huevos seleccionados, se colocan de forma vertical con la parte
mas ancha hacia arriba (zona donde se encuentra la camara del aire). La cascara alrededor de
la celda de aire, se recorta de forma circular, utilizando unas tijeras. Esta porcion de la
cascara y las membranas internas se extraen cuidadosamente para revelar la CAM. De esta
manera se observa una primera membrana blanquecina, que se humedece con 2 ml de
solucion salina (0,9%) durante 5 min, y luego se retira la capa con una pinza metélica. Se
realiza por triplicado (o sea, se emplean tres huevos por cada sustancia). Después, las
sustancias de ensayo se afiaden a la membrana y se dejan en contacto durante 5 min. La
membrana se examina y se registra el tiempo de apariciéon de los cambios vasculares
(coagulacion, lisis y hemorragia), indicativos de lesion. El grado de irritacion se obtiene de
acuerdo con la gravedad y la velocidad a la que se produce el dafio (Taype, 2015).

En el disefio experimental, para los grupos controles, solo se emplean dos huevos y se utiliza
la solucion de NaOH 0,1N o laurilsulfato de sodio (SDS) 2% como control positivo y como
control negativo la soluciéon de NaCl 0,9%; (p/v) en solucion salina fisiologica, de ambas
sustancias controles, también se aplican sobre la CAM 0,3 ml. Transcurrido ese tiempo (5
min) se retira el exceso de producto lavando con agua destilada y se observa la membrana
para valorar la posible apariciéon de los fendomenos descritos anteriormente. Se anota el
tiempo de aparicion en segundos durante un tiempo maximo de observacion de Smin
(Ttagaki et al, 1995).

El tiempo (segundos) de la aparicion de hemorragia, lisis y coagulacion se anota dentro de
los 5 minutos y se ingresar los datos a la siguiente ecuacion:
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I.I. = ((301-TH)/300) x 5) + ((301-TL)/300) x 7) + ((301- TC) *9/ 300)

Donde:

II = Indice de irritacion*

TH = Tiempo de aparicion de hemorragia

TL = Tiempo de aparicion de lisis

TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

Esta formula brinda el promedio de los indices de irritabilidad del producto utilizado, y
segun la clasificacion de la tabla 1, se le asigna un rango de irritabilidad.

En este ensayo, generalmente se utiliza la determinacion del tiempo de reaccidén hasta la
aparicion de cada uno de los tres puntos finales. Otro método es la determinacién del umbral
de irritacion, que evalta la concentracion del material de ensayo en el que se observan los
efectos sobre estos parametros. Considerando que estos enfoques se utilizan principalmente
para sustancias transparentes, un tercer enfoque para materiales insolubles y solidos no
transparentes puede ser utilizado mediante la exposicion de la CAM para analizar muestras
durante un tiempo fijo (30 segundos o 5 minutos) y el analisis de los puntos finales después
de enjuagar para eliminar la muestra. Se ha encontrado que el periodo de exposicién de 5
minutos a la sustancia de ensayo es suficiente para revelar efectos toxicos/irritantes (la
exposiciéon mas amplia no parece producir cualquier informacién adicional) (Itagaki et al,
1995).

Tabla 1. Clasificacion para determinar la irritabilidad del producto, mediante método HET-
CAM.

Rango de HET-CAM Categorias de irritacion
0-0,9 No irritante

1,0-4,9 Irritante leve

5,0-8,9 Irritante moderado
9,0-21,0 Irritante severo

Fuente: Garcia, Gleiby, Montes de Oca & Hidalgo, 2004, Luepke, 1985.

c.2) Ensayo de irritabilidad en membrana corioalantoidea vascular del embrion de pollo
(CAMVA).

El ensayo de irritabilidad en membrana corioalantoidea vascular del embrién de pollo
(CAMVA, siglas en inglés) evalia los posibles efectos perjudiciales que las sustancias
irritantes oculares potenciales producen en los vasos sanguineos de la CAM del embridn. En
la preparacion de este ensayo se corta una pequefia abertura en la céscara del huevo cuatro
dias después de la fertilizacidén y una pequeiia cantidad de albumina se elimina para permitir
el crecimiento 6ptimo de la CAM. La abertura se vuelve a cerrar herméticamente y los
huevos se incuban durante 6 dias. El tiempo maximo de utilizacién de la CAM, en este
ensayo se ha limitado a 10 dias con el fin de cumplir con la legislacion en los paises de la
Unién Europea que prohibe los experimentos en embriones de pollo, mayores de 10 dias
(Taype, 2015).

En el décimo dia, la sustancia de ensayo se aplica directamente sobre una pequefia area de la
CAM. Después de la exposicion durante 30 minutos se examinan los cambios vasculares en
la CAM, por ejemplo, hemorragia, lisis, la apariciéon de vasos desprovistos de flujo de sangre
(vasos fantasmas). L.a concentracion de las sustancias en el ensayo que suscitan tales efectos
perjudiciales en el 50% de los huevos, se calcula como parametro toxicologico. Las
sustancias activas actuaran sobre las células musculares lisas para dilatar o contraer los vasos
capilares. E1 método CAMVA se utiliza en la industria cosmética principalmente en los
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EE.UU. para la evaluacion de la seguridad de los cosméticos. El disefio de tejidos humanos
in vitro ha suplantado a los ensayos basados en la CAM, para las empresas (Taype, 2015).
c.3) Ensayo de la irritacion de la membrana corioalantoideadel embrioén de pollo mediante
tincion con azul de tripan (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 aparicion de los efectos adversos. Para evitar eso, se desarrolld una nueva
estrategia, el CAM-TBS que valora la capacidad del colorante azul de tripan de penetrar a
través de las membranas lesionadas. En este ensayo se determina la cantidad de colorante
absorbido por la CAM después de haber entrado en contacto con el producto, siendo asi un
método cuantitativo (Martinez, 2007).

El procedimiento experimental se basa en el protocolo INVITTOX N°108. Una vez
expuesta la membrana al producto se depositan 0,5 mL de solucién de azul de tripan0,1 % en
solucion buffer fosfato (PBS) y se deja actuar durante 1 min. Después de este tiempo, se lava
la membrana, se corta y se coloca en una placa Petri con agua destilada para eliminar el
exceso de colorante. A partir de aqui, el protocolo incorporé una modificacién respecto al
protocolo INVITTOX dado que, para determinar la cantidad de colorante adsorbido en la
membrana lavada, esta se pesa y se introduce en un tubo con 5SmL de formamida para
extraer el colorante fijado al tejido. Cuando la formamida extrae todo el colorante, se
descarta la membrana y se realiza la lectura de absorbancia de las muestras (Martinez, 2007)
(Itagaki et al, 1995).

La absorbancia de la formamida se mide con el colorante azul de tripan y se compara frente a
una recta patron con concentraciones conocidas de este, a una longitud de onda de 595 nm.
La deteccion del colorante absorbido por el espectrofotometro indica la pérdida de la
integridad de la CAM que es determinada mediante la ecuacion siguiente:

CA =b X 5/1000 x 10°nmoles

Donde:

CA= Cantidad de colorante absorbido*

b = Concentracion de colorante (obtenido por ploteo de la curva patrén) /mg de membrana.
*La cantidad de colorante absorbido es el resultado del método HET-CAM TBS
(cuantitativo), ya que indica el dafio ocasionado en la membrana corioalantoidea que es
cuantificado por el espectrofotdbmetro.

Para aplicar la formula anteriormente mencionada, primero se tiene que hallar la
concentracion de colorante por ploteo con la curva de azul de tripan:

b = ((Abs — 0,0507) /41197) /mg de tejido

Luego se procede a aplicar la fébrmula CA = b x 5/1000 x 10°nmoles para determinar la
cantidad de colorante absorbido.

Esta formula brinda el promedio de los indices de irritabilidad del producto utilizado, y
segun la clasificacion de la tabla 2, se le asigna un rango de irritabilidad.

Tabla 2. Clasificacion para determinar la irritabilidad del producto, mediante método CAM-
TBS.

Rango de HET-CAM Categorias de irritacién
0-0,9 No irritante

1,0-4,9 Irritante leve

5,0-8,9 Irritante moderado
9,0-21,0 Irritante severo

Fuente: Garcia et al, 2004.
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d) Evaluacion farmacoloégica:

d.1) Ensayo de la membrana corioalantoidea del embrion de pollo en un modelo de
cicatrizacion.

El estudio comienza con la fertilizacion del embridn de pollo y de acuerdo con Hamburger &
Hamilton, 1951; se incuban para el comienzo de su embriogénesis en una incubadora con
una humedad relativa por debajo del 60% y 37°C.

En una etapa posterior se realiza un agujero pequefio en la cascara de huevo de manera
suave, para la apertura de esa capa y posteriormente se extrae 2-3 ml de clara de huevo para
despegar la CAM de esa porcion del huevo (Ribatti, Vacca, Ranieri & Roncali, 1996).

El agrietamiento realizado en la cascara del huevo se cubre y se coloca en un recipiente de
vidrio o cristal para luego ser trasladado hacia la incubadora. Posteriormente, se realiza una
pequefia y profunda escisién de grosor de (1mm?) en el area de la CAM a través de la camara
de vacio directamente sobre los vasos sanguineos mas extensos con ayuda de un micrétomo
bajo un microscopio Zeiss SR (Zeiss, Oberkochen, Germany). Luego, las muestras obtenidas
se almacenan en una incubadora bajo condiciones estériles (Ribatti ez al, 1996).

En este ensayo se emplea un microscopio para evaluar la respuesta proliferativa en la
camara. Pasadas las 96-120 horas después de la ejecucion los embriones y sus membranas se
fijan en solucion Bouin. Después de fijadas las CAMs se extraen para seleccionar una
porcion de cada muestra seriada, y luego cada tira de 7um se incrusta en parafina.
Posteriormente se tifien las muestras en azul de tolueno para las diferentes determinaciones
(Ribatti ez al, 1996). En este modelo se evalta la respuesta angiogénica, teniendo en cuenta el
area de escision y las distintas areas de la CAM, las cuales se identifican como controles sin
dafios. Ademads, se realiza el conteo de fibroblastos y se evaludé el nimero de vesiculas
pequefias mediante el método de recuento de puntos (Ribatti ez al, 1995).

Bases que propician la introduccion del método de la membrana corioalantoidea del
embrion de pollo.

En primer lugar, se debe destacar, que los ensayos de toxicologia, siguen protocolos bien
definidos (European Union, 2013). Los protocolos que se realizan in vivo, de acuerdo con los
criterios de la Organizacion para el Desarrollo y la Cooperacién Economica (OECD, siglas
en inglés) tienen implicito el cumplimiento de las tres “erres” (Reemplazo, Refinamiento y
Reduccion) (OECD, 1987). Sin embargo, no se puede dejar de mencionar que estos métodos
ocasionan graves lesiones y estrés en los animales, incluyendo las limitaciones que estos
poseen, con respecto al resultado final, tal es el caso de los ensayos de irritacién ocular en
conejo (test de Draize) (Draize, Woodard & Calvery, 1944). Vale resaltar que estos modelos
experimentales han sido desarrollados durante décadas como ensayos toxicologicos, aunque
el desarrollo de estos ensayos ha sido muy criticado por la comunidad cientifica. La ciencia
hoy en dia estd abocada en la implementacion de otros métodos, seguros, eficaces y sencillos,
que pueda reemplazar este tipo de ensayo. Dentro de las limitaciones en cuanto a los
resultados, podemos mencionar que, el ojo del conejo, aunque similar en tamafio al ojo
humano, difiere de éste en numerosos aspectos, como en su estructura, el pH del humor
acuoso y el grosor de la cornea. Estas diferencias en la fisiologia, unida a la subjetividad que
tiene el ensayo para valorar las lesiones y a la variabilidad de los resultados encontrados al
ensayar un mismo producto entre distintos laboratorios, hacen l6gicas las objeciones a este
ensayo (Cornier, Hunter, Billimer & Farage, 1995).

Por otra parte, el Reglamento 1223/2009 elaborado por la Comision Europea establecio la
prohibicién de comercializar productos cosméticos cuya formulacion final, ingredientes o
combinaciones de ingredientes hayan sido experimentados en animales. Consciente del
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trabajo y las prioridades en este campo, la Comision Europea y las autoridades competentes,
estan haciendo un esfuerzo para validar cientificamente métodos alternativos “in vitro” con el
fin de llevar a cabo evaluaciones de la seguridad de los productos (Adler ez al, 2011).

Por tanto, el modelo de la CAM posee como ventajas, que no requiere la aprobacion de los
protocolos para el uso de animales de laboratorio, que pueden estar mediados por las
exigencias de cada pais. El método garantiza el minimo de dolor y estrés que pudiera ser
provocado al embrion por la aplicacidén de algtin producto téxico, ya que esta técnica se debe
realizar en huevos con no mas de 10 dias de fecundacion para evitar sufrimiento (Nowak et
al, 2014). Ademas, este modelo experimental minimiza el uso de animales de laboratorio, y a
su vez garantiza el cumplimiento de las "3R" (Reemplazo, Refinamiento y Reduccion), la
CAM proporciona un excelente paso intermedio antes de la evaluacion preclinica (Taype,
2015).

Ademas, resalta como ventaja prominente la accesibilidad y facilidad del método dado por la
visualizacion en tiempo real del ensayo, lo cual ofrece informacioén beneficiosa y eficiente. A
su vez, permite evaluar una amplia variedad de formulaciones, ya que se pueden utilizar
tanto productos liquidos, como polvos e incluso formas terminadas de los productos (Nowak
et al, 2014).

CONCLUSIONES

El método de la membrana corioalantoidea constituye una alternativa segura para realizar
evaluaciones tanto toxicologicas como farmacoldgicas, pues favorece la implantacion de las
tres “erres”.
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