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ABSTRACT

We studied the dermic and eye irritancy effect of human recombinant epidermal growth factor. We used -the
Draize test in albin rabbits to determine the dermic and eye irritation indexes. We did not observe signs of skin
irritation and the value of the primary irritation index was 0. The conjunctival effects were mild and disappeared
after 72 h. The eye irritancy index was less than 10. We concluded that this formulation is not irritant and can be

used in therapy.
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RESUMEN

Se evalué el efecto potencial de irritacién local dérmica y oftdlmica, después de la administracién del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) humano recombinante. Para determinar los indices de irritabilidad dérmica
primaria (lIP) y oftdlmica (I1O) se utilizé el método de Draize, y se emplearon como biomodelos conejos albinos.
El valor resultante del IIP fue de 0, al no observarse signos de irritacién cutdnea en los animales tratados. Se
apreciaron efectos conjuntivales ligeros, que desaparecieron en un periodo de 72 h. El 1O obtenido fue menor
que 10, por lo cual se concluye que la formulacién de EGF no es irritante y se avala su uso en la terapia.

Introduccién

La epidermis constituye la primera linea de defensa
ante exposiciones fisicas, quimicas y térmicas. A
pesar de esto, el hombre puede verse expuesto a se-
rios dafios en la piel, como resultado del contacto
accidental o por el empleo diario de un producto de
uso industrial, doméstico o de un medicamento. Al
igual que la piel, las membranas mucosas de los
ojos estan sometidas al ataque de agentes externos,
por lo que los compuestos quimicos que tienen dife-
rentes usos y patrones de exposicion deben ser eva-
luados para su seguridad (1).

En 1944, Draize y colaboradores (2), propusieron
el test de irritabilidad dérmica primaria y un sistema
de gradacién para los posibles efectos causados en
la piel. A pesar de ser un método utilizado en la
actualidad, existe un conjunto de regulaciones (3-6)
que lo han modificado con el objetivo de proteger al
hombre. Aunque algunos investigadores tratan de
simplificar el problema de la irritabilidad provocada
por contacto accidental al ensayar una sustancia que
se aplica sobre la piel, el cientifico debe suponer
que toda sustancia quimica puede ser un potente
irritante dérmico (7).

El factor de crecimiento epidérmico humano re-
combinante (EGF-hr) es una simple cadena poli-
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peptidica de 53 restos aminoacidicos y un peso mo-
lecular de 6045 Da que fue aislada inicialmente de
la glandula submaxilar (8).

Los estudios preliminares sobre el EGF han de-
mostrado sus propiedades en lo que a maduracién y
mitosis se refiere (9). Otras evidencias han probado
que el EGF no es s6lo un factor de induccion mitd-
tica sino ademas un elemento promotor de la migra-
cion celular (10).

Distintas investigaciones plantean su posible uso
en Oftalmologia (11), tratamiento de ulceras géstri-
cas (12), Oncologia (13) y en el tratamiento de
quemaduras, en los cuales se logré una reduccién
significativa del tiempo de cicatrizacion.

El objetivo de este ensayo consistié en evaluar el
efecto potencial de irritacion local dérmica y el gra-
do de irritabilidad oftdlmica producida por este me-
dicamento en conejos albinos, después de una sola
administracion.

Materiales y Métodos
La crema compuesta por 10 mg/g de principio activo

de EGF-hr, sulfadiacina de plata al 1 % y excipiente
hidrofilo, se empled en el estudio de irritabilidad
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dérmica. El EGF-hr se utiliz6 a una concentracién
de 10 pg/mL en el ensayo de irritabilidad oftédlmica.
Tanto la crema, como el principio activo EGF-hr,
fueron producidos por el Centro de Ingenieria Ge-
nética y Biotecnologia (CIGB, La Habana).

La fluoresceina sodica se obtuvo de BDH
Chemicals Ltd Poole, Inglaterra. Los componentes
del colirio (cloruro de benzalconio, alcohol benzilico
y alcohol feniletilico) fueron suministrados por la
Industria Médico Farmacéutica (IMEFA, La Ha-
bana).

Animales

Se emplearon 21 conejos albinos, machos, de 2,5 kg
de peso corporal, procedentes del Centro Nacional
de Producciéon de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, La Habana), distribuidos de la si-
guiente forma: tres animales para el ensayo de irri-
tabilidad dérmica y dieciocho para el estudio de irri-
tabilidad oftalmica.

Métodos

Se realizaron los ensayos de irritabilidad en el si-
guiente orden:

1. Estudio de irritabilidad dérmica.

La piel de los animales fue tratada siguiendo los li-
neamientos trazados por la Comunidad Econémica
Europea (CEE) (6). Veinticuatro horas antes del ini-
cio del ensayo se depilaron la espalda y los flancos
de cada animal y se seleccionaron los animales de
piel sana, teniendo en cuenta lo planteado por Nixon
y colaboradores en 1975 (14) acerca de la posibili-
dad de que una reaccién mds severa puede ser espe-
rada en piel dailada, lo cual hace que el modelo
animal sea mds sensible.

Una vez depilados los animales, se escogieron
dos sitios por cada uno para la administracion de la
crema. El sitio se cubrié con un parche de gasa qui-
rargica y se fijo con una cinta adhesiva hipoalérgica.
Al cabo de las 4 h se retir6 el vendaje y el sitio tra-
tado se lavo con agua destilada. En cada animal se
examinaron los signos de eritema y edema, asi como
la formacion de escaras a los 60 min y a las 24, 48 y
72 h de haber retirado el parche.

Antes de aplicar la crema se determiné el pH de
una preparacion acuosa al 10 % de la sustancia.

2. Estudio de irritabilidad oftdlmica.

Han sido propuestos muchos sistemas de clasifica-
cion para los irritantes oculares. Algunos han sido
publicados en la literatura (15, 16) y en varios li-
neamientos de ensayo. La Organizacién para la Co-
operacion y Desarrollo (OCDE) (4) ha adoptado b4-
sicamente la interpretacion de Green y colaborado-
res (15) y el Consejo Nacional de Investigaciones de
la Ciencia de la Academia Nacional (NAS-NRC)
7).

Los ojos de los animales fueron tratados, al igual
que en piel, siguiendo los lineamientos de la CEE
(6). Ambos ojos (tratado y control) se examinaron
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24 h antes de iniciar el ensayo afladiendo una gota
de fluoresceina sédica al 2 % en cada uno se lavaron
con cloruro de sodio al 0,9 % y se observaron bajo
lampara de luz ultravioleta.

La sustancia de ensayo se aplico en el fondo del
saco conjuntival y 1 h después de la aplicacion, el
ojo tratado se lavd con cloruro de sodio. En cada
animal se examinaron los signos de lesiones cor-
neales, de iris y conjuntiva luego de la aplicacién de
una gota de fluoresceina sédica en ambos ojos y la
observacion bajo lampara de luz ultavioleta a los
tiempos previstos (1, 24, 48, 72, 96 y 168 h) des-
pués de la aplicacion.

Antes de aplicar la formulacién se determiné el
pH de una preparacién acuosa al 10 % de la sustan-
cia.

Se utilizaron seis animales por grupo. La compo-
sicion de cada tratamiento fue la siguierite:

e Tratamiento 1. EGF-hr + alcohol bencilico al

0,5 %.

o Tratamiento 2. EGF-hr + alcohol bencilico y

alcohol feniletilico al 0,9 %.

e Tratamiento 3. EGF-hr + cloruro de benzal-

conio al 0,01 %.

Procesamiento matemdtico

Se analizé y registré la reaccién de piel y ojos a los
tiempos referidos con anterioridad. Los valores re-
sultantes se obtuvieron basados en el sistema de
evaluacion de Draize para la graduacion de la inten-
sidad de la reaccion cutdnea y las lesiones oculares
en escalas de 0 a 4.

¢ Teniendo en cuenta estos valores se calcul6 el

indice de irritacion primario (IIP).

= nzt i i (ERast s EDast)
donde: t=1 s=1 a=l

ER: sumatoria del niimero de eritema
ED: edemas observados en cada animal, sitio y en

tiempo.
a=1..na na: namero de animales
s=1l..ns ns. nimero de sitios
t=1... nt nt: numero de tiempos

ER 4. ER observado en el animal a, en el sitio s,
en el tiempo ¢

ED o ED observado en el animal a, en el sitio s,
en el tiempo ¢

¢ Puntaje de las lesiones oculares (P).

P=AxBx5+AlIx5+(A:+B;+C)x2

donde:

A: opacidad corneal

B: 4rea de la comea involucrada

Ay iris

A2 eritema

B;: edema

C: secreciones

El maximo puntaje posible fue 110.
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Tabla 1. Lesiones oculares observadas en los animales, a los diferentes tiempos por grupos de tratamiento.

Tratamiento
Parémetro  Tiempo (h) 1 2 3
Conjuntiva 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
A 1 1 1 1 1 1 1
24 2 1 2 2 1 1
48 2 1 y 2 1 1
72 1 1 1 1 1 1
B 1 1
24 1 1 2 1 1
48 1 1 2 1
72 1
C 1 1 2 1 1 1
24 2 2 2 1 1
48 2 1 2 1 1 1
72 1 1 1 1 1 1
A: Eritema.
B: Edema.

C: Secrecion.

1-6: Nomero de los animales del ensayo por grupo de tratamiento.

Tratamiento 1, 2 y 3: Grupos de tratamiento.

Resultados y Discusién
Estudio de irritabilidad dérmica

Al determinar el pH de la crema se obtuvo un valor
de 8,3, el cual se encuentra en el rango de acepta-
cién planteado por las agencias regulatorias que
eliminan todas aquellas sustancias con pH menores
que 2,5 y mayores que 11,5.

En los animales tratados no se encontraron signos
de irritacién cutdnea, a pesar de haber realizado el
experimento a una concentracién de 10 mg/g de
crema, lo cual supera la forma de aplicacion en la
clinica, que es la crema de Hebermin con 10 ug/g;
con ello se obtuvo obteniéndose un indice de irrita-
bilidad dérmica igual a 0.

Se ha planteado que el conejo, a pesar de ser el
modelo experimental empleado en los ensayos,
tiende a exagerar la respuesta (18) y reacciona de
forma mas sensible que el hombre a varias sustan-
cias quimicas. De ahi que la sustancia fue denomi-
nada NO IRRITANTE segin la clasificacién de
Draize (2), lo cual avala su uso en la terapia contra
quemaduras asi como en cosméticos.

Estudio de irritabilidad oftdlmica

Al determinar el pH de la formulacion se obtuvo un
valor de 8, que se encuentra en el rango de acepta-
cién planteado por las agencias regulatorias.

Al interpretar los resultados de la evaluacion final
para la imritabilidad oftAlmica, se debe tener en cuenta
la significacién biolégica de los cambios oculares.

Recibido en enero de 1996. Aceptado
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Existen cuatro categorias de datos generados por
el ensayo de Draize que son considerados cuando se
interpretan los resultados: tipos de efectos oculares,
severidad, reversibilidad y rango de incidencia (4).
Todas estas categorias estan interrelacionadas. Los
puntajes individuales no representan un estandar
absoluto de la irritacion de un material (19).

En la Tabla 1 pueden observarse los signos por
animal para los diferentes grupos de tratamiento. En
los grupos de tratamiento 1 y 2, los signos eviden-
ciados fueron eritema, edema y secrecién en dos
animales, mientras que en el tratamiento 3 pudo
apreciarse fundamentalmente, eritema y secrecion
de grado 1 en dos animales. Al analizar la severidad
de los daifios, se obtuvieron los siguientes indices:
20;3,0 y 1,6 para los tratamientos 1, 2 y 3, respec-
tivamente.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos y la clasi-
ficacién segin el método cubano (20) (no irritante,
ligeramente irritante, moderadamente irritante e
irritante severo), podemos clasificar las tres formu-
laciones oftdlmicas como NO IRRITANTES.

En las formulaciones estudiadas, los efectos
oculares observados fueron ligeros y desaparecie-
ron en un periodo de 72 h. Si tenemos en cuenta
los efectos oculares, el rango de incidencia y la re-
versibilidad, podemos concluir que la tercera for-
mulacién es la mis adecuada para su uso en
preparaciones oftalmolégicas.
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