
Tabla 1. Productos de referencia utilizados para la puesta a punto de las 
distintas metodologías.

Desarrollo de abordajes metodológicos innovadores para la 
detección de potencial reversibilidad de daño ocular en un 

modelo in vitro de córnea bovina. 

OBJETIVO: Estudiar la reversión del
daño corneal producido por la
exposición química in vitro y lograr un
abordaje que permita predecirla para
así reemplazar el uso de conejos en las
pruebas de irritación ocular.
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✓ Fue posible poner a punto exitosamente la extracción de células del limbo
de córnea bovina, resta avanzar sobre su caracterización.

✓ Se puso a punto el ensayo de citotoxicidad con una serie de compuestos de
referencia observándose que la metodología de rojo neutro es efectiva para
cuantificar el daño celular.

✓ Se puso a punto el cultivo de explantos de limbo bovino y la evaluación del
crecimiento del halo con el tratamiento con distintos productos de
referencia. En un futuro se avanzara sobre la evaluación de las poblaciones
celulares que conforman el halo.

✓ Se logró el cultivo organotípico de córnea bovina y se observó reversión de
daño en el tiempo.
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Este novedoso proyecto constituye un gran aporte al desarrollo del 

conocimiento del campo de los métodos alternativos al uso de animales. 
Al concluir los objetivos propuestos, contaremos con evidencia que 

permita determinar cuál o cuáles de los abordajes empleados, o qué 
combinación de los mismos, permite detectar con especificidad la 

categoría de los productos de referencia de GHS y EPA.

Producto CAS RN Concentración de uso
Clasificación 

GHS in vivo

BZK 8001-54-5 5% Cat 1

NaOH 1310-73-2 1% Cat 2

Tritón X 100 9002-93-1 5% Cat 2 A

Isopropanol 67-63-0 100% Cat 2 A

SDS 151-21-3 Solido Cat 2 A

EtOH 64-17-5 100% Cat 2 B

Tween 20 9005-64-5 100% Sin cat

Los métodos alternativos aprobados no 

permiten documentar la reversibilidad 
del daño (2A y 2B).

En el daño corneal producido por la
exposición química, hay dos puntos
clave que pueden identificarse y
determinarán la reversión del daño: el
daño a nivel del epitelio y la
desorganización de los componentes
del estroma subyacente. En este
proyecto proponemos estudiar ambos
eventos.

Metodología y resultados

Producto CC50 MSCs

BZK 0.0057 %

Tritón X 100 0.015 %

SDS 0.075 %

Tween 20 6.9 %

Etanol 19.0 %

Tinción celular con cristal violeta 0,5% a los 13 
días

Inmunohis toquímica del limbo bovino
utili zando el anticuerpo P40 anti-DNP63. Se
observa tinción nuclear en células basales y
en células intermedias. Este marcador
permite identificar células madre del l imbo.

DIA 1

DIA 6

DIA 12

NaOH 10%, 1% y 0,5%

Células aisladas marcadas con anticuerpo
anti-SOX2 y anti-ABCG2, marcadores
característicos de células madre.

Estroma

Epitelio

Efecto 
mínimo

Efecto reversible

7 días 21 días

Efecto 
severo

Se observó crecimiento del halo de explanto
cuando se trató con Tween 20 (Sin cat). No se
observó crecimiento del halo cuando los ojos
bovinos fueron tratados con BZK (Cat 1),
tampoco hubo viabilidad celular en este caso. Por
otro lado, en el tratamiento con EtOH (Cat 2B) si
bien no hubo crecimiento de halo, si se evidenció
viabilidad celular.

Tratamiento 
por 10 min 

con productos 
de referencia

Se trataron las corneas con distintas
concentraciones de NaOH (Cat 1) y
Tri tón X 100 (Cat 2A). Se observó la
reversión del daño en todas las
concentraciones de Tri tón X y en las
concentraciones de 1 y 0,5% de
NaOH, no así en la de 10% donde no
hubo reversión.
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Caracterización celular por inmunohistoquímica

Evaluación de citotoxicidad con rojo neutro
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100% 
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Tinción con fluoresceína para
evidenciar el área dañada.
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