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RESUMEN

La experimentacion animal ha sido una practica ampliamente utilizada en la investigacién biomédica,
farmacéutica y cosmética; sin embargo, en los ultimos afios ha sido cuestionada por sus implicaciones éticas y
por las limitaciones que presenta para predecir con precision la respuesta humana. La presente revision se basé
en ensayos con el mismo tépico, priorizando que hayan sido publicados en los ultimos 5 afios en bases de datos
como PubMed, Scopus, SciELO, Springer,Nature, Science Direct, British Journal of Nutrition, Taylor & Francis,
Redalyc y MDPI. Entre los trabajos se hallaron algunos muy relevantes como (Park et al., 2024), (Silva &
Tamburic, 2022) (Raies y Bajic, 2016). Esta revision aborda el desarrollo de métodos alternativos frente a la
experimentaciéon animal, con énfasis en estrategias como los modelos in vitro, in silico, organoides, érganos en
chip, bioimpresién 3D y modelos cutaneos reconstruidos. Los hallazgos muestran que estas herramientas
ofrecen ventajas importantes en términos de relevancia biolégica, reproducibilidad, reduccién del uso de
animales y aplicaciéon en areas como toxicologia, evaluacién de seguridad y cosmética. No obstante, también se
identificaron limitaciones asociadas con la estandarizacion, la validacion regulatoria y la implementacion amplia
de estas metodologias en distintos contextos cientificos e industriales. En conclusion, los métodos alternativos
constituyen una via prometedora para avanzar hacia una ciencia mas ética, moderna y humanamente relevante,
aunque su consolidacién requiere mayor fortalecimiento técnico e institucional.

Palabras clave: Métodos alternativos; experimentacién animal; organoides; 6rganos en chip; toxicologia

ALTERNATIVE METHODS TO ANIMAL EXPERIMENTATION: A SYSTEMATIC REVIEW OF
ITS ADVANCES AND LIMITATIONS

ABSTRACT

Animal experimentation has been a widely used practice in biomedical, pharmaceutical, and cosmetic research;
however, in recent years it has been questioned due to its ethical implications and its limitations in accurately
predicting human responses. This review was based on studies with the same topic, prioritizing those published
in the last 5 years in databases such as PubMed, Scopus, SciELO, and Springer. Among the studies were some
highly relevant ones, such as (Park et al., 2024), (Silva & Tamburic, 2022), and (Raies & Bajic, 2016). This
review addresses the development of alternative methods to animal experimentation, with an emphasis on
strategies such as in vitro and in silico models, organoids, organs-on-a-chip, 3D bioprinting, and reconstructed
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skin models. The findings show that these tools offer significant advantages in terms of biological relevance,
reproducibility, reduced animal use, and application in areas such as toxicology, safety assessment, and
cosmetics. However, limitations were also identified related to standardization, regulatory validation, and the
widespread implementation of these methodologies in different scientific and industrial contexts. In conclusion,
alternative methods represent a promising path toward a more ethical, modern, and humanly relevant science,
although their consolidation requires greater technical and institutional strengthening.

Keywords: Alternative methods; animal testing; organoids; organs-on-a-chip; toxicology

HIGHLIGHTS

- Los avances de los métodos alternativos a la experimentacién animal, como los organoides, érganos en
chip, modelos in vitro e in silico y la bioimpresién 3D, han permitido reemplazar ciertas metodologias;
logrando imitar los procesos bioldégicos humanos, superando en relevancia y precision a muchos
modelos animales convencionales, particularmente en areas como toxicologia, biomedicina y evaluacion
cosmeética.

- En la industria cosmética se ha posicionado como uno de los sectores mas comprometidos con la
eliminacién de pruebas en animales, gracias a las restricciones regulatorias implementadas en la Unién
Europea y en mas de diez paises, lo que ha impulsado el desarrollo de modelos cutéaneos alternativos
como piel reconstruida, explantes ex vivo y plataformas skin-on-a-chip, consoliddandose como
herramientas con respaldo cientifico cada vez mas sélido.

- El desarrollo tecnoldgico de los métodos alternativos ha sido notable en los ultimos afos, sin embargo
su implementacion sigue enfrentando obstaculos relacionados con la estandarizacion entre laboratorios,
la validacion regulatoria internacional y las limitaciones econdémicas e institucionales, lo que demuestra
que avanzar hacia una ciencia libre de experimentacion animal exige no solo innovacion técnica, sino
también cambios normativos y transformacion en la cultura cientifica.

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios han surgido diversos debates sobre el uso de animales en investigaciones biomédicas y
tecnoldgicas, dudando de la validez cientifica, ya que algunos investigadores afirman que no siempre el efecto
evidenciado en animales ocurre en un ser humano de la misma forma; por otro lado, esta la ética, que hoy en
dia es cuestionada por el fuerte pensamiento de proteccién animal, considerandose a los animales seres vivos
capaces de sufrir y sentir dolor (Contreras et al., 2018). La experimentacion en animales ha existido por
décadas, se consideran indispensables para garantizar la seguridad de ciertos productos. Pero ahora con el
gran avance tecnoldgico y la moralidad, se puede buscar alternativas que ayuden a reducir o incluso eliminar el
uso de animales. Entre ellas se encuentran los ensayos in vitro, los cuales utilizan cultivos celulares animales y
humanos con el fin de crear datos con mayor precision y socialmente aceptados (Lee et al., 2022). Estos
métodos han mostrado resultados positivos en pruebas de toxicidad y genotoxicidad, algunos de estos son, el
test de Ames, en los cuales se evalian compuestos quimicos sin la necesidad de utilizar animales (Abdollahi et
al., 2024).

La forma en que la sociedad percibe la experimentacion animal no depende Unicamente de los avances
cientificos que esta practica genera, sino también de como dicha informacion es presentada y difundida a través
de los medios de comunicacién. Investigaciones recientes han demostrado que los tipos de comunicados
generan reacciones dependiendo de su percepcion, las noticias negativas muestran un alto indice de rechazo y
frustracidon, mientras que los sucesos positivos como avances tecnoldégicos y médicos provocan sensaciones



esperanzadoras; sea cual sea el suceso este va a influir de manera significativa en las actitudes, percepciones y
juicios morales de las personas frente al uso de animales en la ciencia. Este aspecto resulta fundamental para
abordar el tema, pues evidencia que la opiniéon publica, moldeada en gran medida por la comunicacion
mediatica, tiene incidencia directa en la formulacién de politicas y normativas relacionadas con la investigacién
cientifica (Camargo et al., 2025).

Por otro lado, la biotecnologia ha ayudado al desarrollo de diferentes sistemas entre los cuales estan los
organos en chip y modelos computacionales que pueden predecir muy bien las respuestas humanas y ser muy
precisos (Madden et al., 2020) (Hartung, 2022). Sin embargo, estas ventajas han sido contrarrestadas debido a
los desafios que se presentan en la actualidad. Entre ellos se encuentran los requerimientos para validar la
viabilidad frente a métodos tradicionales. Se evidencian dificultades para tener acuerdos globales para la
internalizacion de estos métodos, debido a que se requiere un consenso entre las instituciones cientificas, los
organismos reguladores y la industria para comenzar la transicion (Silva & Tamburic, 2022) (Contreras et al.,
2018).

Ademas, es necesario mencionar que, en paises como Inglaterra, Escocia, Gales e Irlanda del Norte han
fortalecido la legislacion a favor de las "3 R" que son reemplazar, reducir y refinar para evitar la crueldad animal
en sus investigaciones y buscando métodos alternativos. Las empresas aun no buscan adoptar estos métodos y
no tienen un gran impacto internacional (Diaz et al., 2020) (Clark, 2017). Es por eso que el estudio de estos se
centra en dos parametros, el primero es demostrar la eficacia y el segundo es superar problemas practicos
como la falta de infraestructura y la necesidad de capacitacion laboral especializada para que funcionen
(Learman, 2021).

La estandarizacién de estos métodos alternativos es complicada y requiere de tiempo, de tal manera es
necesario que todos los laboratorios a nivel mundial lleguen a un acuerdo para la validacion internacional
(Gruber, 2004). Aun se muestran diversos obstaculos que impiden la prohibicién del uso de animales en los
procesos de experimentacion. Métodos como in vitro, in silico, chips microfluidicos y organoides han sido
relevantes en su capacidad para demostrar su eficacia y asi reducir la necesidad de usar animales (Vinardell,
2021) (Nelson et al., 2024). Es importante mencionar que la industria cosmética ha sido una de las areas con
mas llamados de atencién por parte de la sociedad debido a sus pruebas en seres vivos. Gracias a esta
problematica, ha incrementado las ventas de productos con “cruelty free” que busca utilizar métodos alternativos
que son considerados éticos. (Bustos & Valenzuela, 2018).

En el sector de la toxicologia se utilizan métodos tradicionales para diversos procesos como irritaciones
oculares, toxicidades agudas o sensibilidades cutaneas, aunque se ha demostrado que los métodos
alternativos, tanto in silico como in vitro, son éticos y pueden tener resultados igual de rapidos y precisos (de
Lapuente et al., 2014) (Nuwer, 2024). De manera similar, cada vez se desarrollan mas avances tecnoldgicos
para ofrecer una nueva forma de pensar sobre el uso de animales en la experimentaciéon. Por ejemplo, las
estructuras tridimensionales de tejidos humanos han demostrado una eficacia significativa en el desarrollo de
modelos de piel, vasos sanguineos y otros tejidos, reduciendo asi la necesidad de animales en la investigacion
(Movia et al., 2020) (Bédard et al., 2020). También debemos considerar enfoques ambientales que garanticen el
bienestar al tener en cuenta las formas en que los animales aceptan los métodos disefiados por humanos (Maia
et al., 2019)

El desarrollo de nuevos modelos alternativos a la experimentacién animal no solo ha ganado impulso en los
ultimos anos debido a las preocupaciones éticas planteadas por la sociedad, sino también debido a su
capacidad para proporcionar una mayor precision en la ejecucion de un protocolo y un mejor cuidado no solo
para los animales, sino también para los humanos, quienes usaran articulos creados desde un laboratorio.
Estos modelos conectan los resultados medibles con las sensaciones de los seres vivos, evitando su
sufrimiento y mejorando los procesos de investigacion (Kiani et al., 2022) (Mushtaq et al., 2018). Sin embargo,
las barreras regulatorias econdmicas y culturales que se imponen internacionalmente son un atraso a la
implementacion de estas alternativas. El derrumbe de estas barreras se ha vuelto una necesidad de la sociedad
para seguir mejorando los modelos de experimentacion en productos farmacoldgicos y la continuidad hacia el
respeto por la vida animal (Rivero et al., 2019).



En términos generales, la presente revision sistematica tiene como objetivo describir experiencias exitosas de
adopcidon de métodos alternativos a la experimentacion animal, explicar las ventajas y limitaciones de dichos
métodos en comparacion con los modelos animales tradicionales, y analizar los desafios éticos, regulatorios,
economicos y culturales que dificultan su adopcion global.

2. METODOLOGIA

En el presente trabajo se implementd la herramienta de Rayyan para filtrar y seleccionar los articulos mas
relevantes para la revision sistematica. Se prioriz6 el uso de fuentes actuales y confiables que enriquecieran el
tema. La busqueda se realiz6 en bases de datos cientificas como PubMed, Scopus, SciELO, Springer,Nature,
Science Direct, British Journal of Nutrition, Taylor & Francis, Redalyc y MDPI . Una vez reunida la informacion,
se organiz6 en categorias como avances tecnoldgicos, barreras regulatorias, aspectos éticos y aplicaciones en
biomedicina y toxicologia. Finalmente, se llevd a cabo un analisis critico orientado a mostrar no solo el estado
actual de los métodos alternativos, sino también los retos que enfrentan y las oportunidades que ofrecen para
avanzar hacia una ciencia mas ética, rigurosa y responsable.

2.1. Basqueda bibliografica y criterios de inclusiéon y exclusién.

Para la seleccidon de articulos se emplearon directrices que permiten garantizar la calidad de los articulos
incluidos y evaluar el riesgo de sesgo, el proceso de seleccion se llevd a cabo siguiendo los lineamientos
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis) . La evaluacion fue realizada
de forma independiente, donde se analizaron los titulos, resumenes y posteriormente el texto completo de los
articulos preseleccionados. En los casos en que existian discrepancias respecto a la inclusion o exclusion de un
articulo, estas se resolvieron mediante un consenso entre los revisores.

Se realizaron busquedas bibliograficas en la base de datos de la Universidad Santiago de Cali utilizando las
palabras clave in vitro methods, animal testing, cosmetics testing, synthetic leathers, organoids, alternatives to
animal experimentation. Combinando conectores como “And”, “Or” y “Not”.

La busqueda bibliografica permitié identificar un total de 350 articulos en las bases de datos consultadas. Tras
aplicar el cribado por titulo y resumen, se excluyeron 180 articulos por no cumplir con los criterios de inclusiéon
establecidos, quedando 170 articulos para evaluacion a texto completo. De estos, 70 fueron excluidos por no
tener relacion directa con el tema a tratar. Finalmente, 100 articulos cumplieron la totalidad de los criterios y
fueron incluidos en la presente revision sistematica.

Se dio prioridad a los articulos publicados en los ultimos 5 afios. Estos estudios se centraron en el desarrollo de
métodos alternativos a la experimentacion animal para la prueba de farmacos y cosméticos. Se consultaron
todas las bases de datos mencionadas para localizar estudios relevantes. Se excluyeron los articulos que no
pertenecian a publicaciones cientificas (como los publicados en blogs y opiniones sin respaldo académico), asi
como los estudios que no estaban directamente relacionados con el tema de estudio. Los datos se extrajeron de
cada articulo segun los detalles mas relevantes, incluido el objetivo del estudio, la metodologia empleada, los
hallazgos principales del estudio, los aspectos relevantes del estudio, las limitaciones del estudio y la relacién
del estudio con nuestro trabajo.



3. DESARROLLO Y DISCUSION

3.1 Circunstancia actual de la experimentacion animal y fundamento del cambio metodolégico

Durante décadas, la experimentacién animal fue considerada como una via necesaria para identificar
reacciones adversas, evaluar seguridad y explorar mecanismos fisiopatolégicos de interés farmacéutico,
toxicolégico y cosmético. Este enfoque era aceptado debido a la similitud biolégica entre determinadas especies
y el ser humano, lo que favorecié su uso en protocolos de investigacion béasica y aplicada. Sin embargo, el
panorama contemporaneo muestra una transformacién profunda, impulsada tanto por objeciones éticas como
por cuestionamientos relacionados con la reproducibilidad, la predictibilidad y el costo de estos modelos. En el
caso de los cosméticos, esta transicion ha sido especialmente visible. La Unién Europea marcé un punto de
inflexiéon al prohibir la comercializaciéon de productos y componentes evaluados en animales, medida que
posteriormente fue seguida por paises como India, Nueva Zelanda, Israel, Noruega, Brasil (Sado Paulo), Corea
del Sur, Taiwan, Guatemala y Turquia. Aun asi, la permanencia de estas practicas en algunos contextos
nacionales demuestra que la sustitucion total todavia no es homogénea a escala global (Doke & Dhawale,
2015; Lee et al., 2022).

A las consideraciones éticas se suman cuestionamientos cientificos relacionados con la capacidad predictiva de
los modelos animales. Aunque el uso de ratones, ratas, conejos, perros, primates y otras especies permitio
construir una base experimental fundamental para la investigacion biomédica, diversos estudios han evidenciado
que la extrapolacién entre especies no siempre reproduce de manera confiable la respuesta humana. Como
consecuencia, una proporcién importante de los farmacos que muestran resultados favorables en etapas
preclinicas fracasan posteriormente durante los ensayos clinicos debido a problemas de eficacia, toxicidad o
comportamiento farmacocinético. Asimismo, se han senalado limitaciones practicas asociadas con los elevados
costos, los tiempos de ejecucion y los requerimientos técnicos de estos modelos (Doke & Dhawale, 2015; Lee et
al., 2022).

Frente a estas limitaciones, comenz6 a consolidarse una agenda cientifica orientada al reemplazo, la reduccion
y el refinamiento del uso de animales, en concordancia con los principios de las 3R. En este contexto, los
métodos alternativos dejaron de considerarse herramientas complementarias para convertirse en componentes
centrales de la investigacion preclinica. Modelos in vitro, in silico, in chemico, ex vivo, microfisiolgicos y otras
nuevas metodologias de aproximacién (NAM) han sido desarrollados no solo como respuesta a preocupaciones
éticas, sino también por su potencial para ofrecer una mayor relevancia biolégica y una mejor capacidad
predictiva para la evaluacion de seguridad y eficacia (Hill, 2011; Lee et al., 2022).

No obstante, la adopcion generalizada de estas metodologias continlla enfrentando importantes desafios.
Diversos autores coinciden en que la implementacion de los NAM (Metodologias de nuevo enfoque) depende
de la disponibilidad de procedimientos de validacién robustos, criterios regulatorios armonizados y mecanismos
que faciliten su aceptacion por parte de las autoridades competentes. Ademas, se ha destacado la necesidad de
incorporar estas herramientas dentro de estrategias integradas de evaluacion de seguridad, donde cada método
sea utilizado de acuerdo con su pertinencia biolégica y grado de validacién. En consecuencia, la transicion hacia
una investigacion menos dependiente de animales requiere no solo innovacion cientifica, sino también
coordinacion entre organismos reguladores, industria y comunidad académica (Isbrucker et al., 2011; Nelson et
al., 2024; Drauschke & Pastéka, 2024).

3.2 Consolidacion de los nuevos métodos alternativos y diversificacion de las plataformas
experimentales

El desarrollo de los nuevos métodos alternativos ha dado lugar a un ecosistema metodolégico amplio, en el que
convergen biotecnologia, ingenieria, ciencias computacionales e inteligencia artificial. Mas que una tecnologia
unica, los NAM constituyen un conjunto de aproximaciones orientadas a disminuir la dependencia de animales,
aumentar la precisién de los resultados y reducir tiempos y costos experimentales. Su importancia radica en que



permiten elegir el modelo segun el problema biolégico de interés, evitando el uso indiscriminado de sistemas
animales cuando existen estrategias mas especificas (Nelson et al., 2024).

A continuacion se tiene la siguiente clasificacion: modelos in vitro, modelos en vertebrados no mamiferos y
modelos in silico (Vashishat et al., 2024). Los primeros incluyen desde cultivos celulares bidimensionales hasta
organoides, esferoides, tejidos reconstruidos y érganos en chip. Los segundos incorporan, entre otros, pez
cebra, Xenopus laevis y Caenorhabditis elegans, Utiles en estudios de desarrollo y toxicidad por su accesibilidad
experimental. Los terceros abarcan herramientas computacionales como QSAR, modelos PBPK, acoplamiento
molecular, mineria de datos e inteligencia artificial, que permiten formular predicciones a partir de informacion
fisicoquimica, biolégica y clinica (Vashishat et al., 2024). Dentro de este panorama, los cultivos bidimensionales
constituyen la forma mas simple de trabajo in vitro. Aunque han sido utiles por su bajo costo y facilidad de
manejo, su principal limitacién es la incapacidad para reproducir la organizacion espacial, la matriz extracelular y
las interacciones tridimensionales propias de los tejidos humanos. Por ello, los sistemas 3D han ganado terreno,
ya que ofrecen entornos mas cercanos a la microfisiologia humana y permiten evaluar difusién de compuestos,
gradientes de oxigeno, respuestas inflamatorias y comportamientos celulares mas realistas (Lee et al., 2022).

Precisamente, los modelos 3D de tejidos humanos han sido descritos como alternativas cientificamente
respaldadas frente a la experimentacién animal, sobre todo en toxicologia, evaluacion de seguridad y
biomedicina avanzada. Estas plataformas pueden generar estructuras multicelulares complejas que imitan piel,
mucosa, vasos sanguineos o tejidos urogenitales, y por ello ofrecen una mayor capacidad de extrapolacién al
contexto humano. Pese a sus ventajas, todavia enfrentan desafios relacionados con costos de produccion,
infraestructura especializada y falta de estandarizacion, factores que limitan su aprobacion regulatoria inmediata
(Bédard et al., 2020). Mas alla de los modelos 3D clasicos, la literatura reciente ha descrito una expansién
sostenida hacia organoides, sistemas microfisioldgicos y plataformas hibridas. En conjunto, estas tecnologias
indican que la investigaciéon preclinica esta dejando atras un paradigma centrado casi exclusivamente en el
animal de laboratorio y se orienta hacia una combinacion de modelos mas especificos, reproducibles y
éticamente responsables (Vashishat et al., 2024).

Beurdeley-Fehlbaum y colaboradores refuerzan esta idea al mostrar que los modelos humanos avanzados,
especialmente los tridimensionales, permiten reproducir con mayor fidelidad las interacciones célula-matriz, la
distribucién de nutrientes y los gradientes de oxigeno, lo que mejora su valor en farmacologia, toxicologia y
medicina personalizada (Beurdeley-Fehlbaum et al., 2023). Asi mismo, Husain y colaboradores sostienen que la
convergencia entre organoides, bioimpresion, inteligencia artificial y simulaciones computacionales esta
redefiniendo los ensayos bioldgicos, al hacerlos mas rapidos, precisos y cercanos a la fisiologia humana
(Husain et al., 2023). Jarman y colaboradores, ademas, contextualizan este cambio dentro de la evolucion
histérica de los sistemas libres de animales y destacan que la elevada tasa de fracaso clinico de los compuestos
probados en modelos animales explica, en buena medida, el impulso actual de estas tecnologias (Jarman et al.,
2026).

Singh y colaboradores, mencionan que a partir de una discusion internacional sobre métodos alternativos,
muestran que el interés por estos sistemas no se restringe a un area puntual, sino que atraviesa toxicologia,
neurociencias, respiratorio, cancer, piel, hueso, envejecimiento y endocrinologia. Su andlisis enfatiza que el
reemplazo animal ya no es una propuesta marginal, sino una prioridad cientifica global que requiere validacion,
educacion y cooperacion entre industria, academia y reguladores (Singh et al., 2021).

Debido a la diversidad de enfoques identificados en la literatura, los métodos alternativos a la experimentacion
animal pueden entenderse como un sistema integrado de plataformas biolégicas, computacionales y
tecnoldgicas. Esta clasificacion permite diferenciar los modelos in vitro, ex vivo, microfisiologicos,
computacionales y biofabricados, asi como relacionarlos con sus principales campos de aplicacién en
toxicologia, biomedicina, cosmética, medicina personalizada y evaluacién de seguridad. En la Figura 1 se
presenta una sintesis visual de esta organizacién metodoldgica.



METODOS ALTERNATIVOS

A LA EXPERIMENTACION ANIMAL

Enfoques integrados para una ciencia mas ética,

relevante y humanamente predictiva

<.>) 3. SISTEMAS 4. METODOS 5. BIOFABRICACION Y
y 4 MICROFISIOLOGICOS COMPUTACIONALES BIOMATERIALES
Cultivos 2D Precision cut Organos en chip QSAR =& Bioimpresién 3D
Células celulares Tractos intestinales e | Dispositivos que replican la P Relaciones cuantitativas ._l Fabricacién de tejidos y
convencionales humanos de donantes ] J fisiologia de érganos estructura-actividad &2+ odrganos capa por capa
que conservan la 2 humanos con flujo y — - PBPK
i arquitectura tisular estimulos fisiolégicos = A
Cultivos 3D B ki | %( Modelos farmacocinéticos H|dr‘ogeles‘ §
qumue i.cumnﬁs trid s s i - 10) :asadas en fisiologia L ] Ma!epales que lEltan la
. Explantes de ===t Skin-on-a-chip ; Amana matriz extracelutar
Esferoides Piel humana ' ?0 40| Modelos de piel con flujo, Docking molecular | [ Matri )
Aglomerados celulares . Tejido humano obtenid RdoRsn  estimulacion e interaccion Prediccién de la interaccién a rices
autororganizados quirirgicamente dindmica :?:Izg';im'“ ysanas ammal':reede
— ——————— > — — 5
/ Organoides = A 7 ProTox O o ks
Mini-Grganos derivados de Tejidos quirtrgicos ﬁI% Multi-organ-on-chip Plataformas in silico para i i)
células madre o células / . humanos e T prediccion de toxicidad <
adultas - exién de varios érganos y reactividad Q Biotintas
Tejidos excedenrtre:d de para simular interacciones | inteli = e & Mezclas celulares y de
- . rocedimientos médi istémi nteligencia artificial
Tejidos reconsh‘uldos R il e e learning .\¢ biomateriales para
M?d?l“ fle tejidos 1 ; Ay’ yredes neuronales para prediccién bioimpresion
(ej. piel, cémea, mucosa) | 7 de toxicidad y resultados
. : biolégicos i
 S— —— ——— - - )
6. APLICACIONES PRINCIPALES
N\
Toxicologia Seguridad Cosmética sin Medicina 4 Nanotoxicologia Dispositivos
3 farmacéutica = crueldad rsonalizada C gy, o médicos
Prediccion de efectos pe Eval d b
arnily; madiaianiis 0 Evaluacién de eficacia Evaluacion de seguridad Modelos derivados de e e Evaluacién de
de dafto y toxicidad y metabolismo @ deingredientesy pacientes (iPSC, organoides) A e biocompatibilidad y
de farmacos productos para terapias individualizadas seguridad
S

Figura 1. Clasificacion e integracion de los métodos alternativos a la experimentacién animal segun su
aplicacion en investigacion biomédica, toxicoldgica y cosmética.

3.3. Organoides, esferoides, iPSC y érganos en chip como ejes de la investigacion preclinica moderna

Uno de los desarrollos mas importantes dentro de los métodos alternativos corresponde a los organoides. Estas
estructuras tridimensionales, generadas a partir de células madre o de tejidos, son capaces de autoorganizarse
y reproducir, al menos de manera parcial, la arquitectura y funcién de 6rganos reales. Su valor reside en que
permiten estudiar procesos fisiopatolégicos humanos con una cercania dificil de alcanzar mediante cultivos 2D o
modelos animales convencionales (Park et al., 2024).

La literatura describe organoides de estémago, pulmén, higado, rifién, cerebro y tiroides, asi como organoides
tumorales obtenidos a partir de secciones finas de tumores. Estos sistemas se han utilizado para estudiar
infecciones, patologias hereditarias, enfermedades poco frecuentes, respuestas toxicas y alternativas
terapéuticas personalizadas. En particular, los organoides cerebrales han mostrado utilidad para modelar
lesiones traumaticas y procesos neurodegenerativos, mientras que los tumorales han permitido reproducir mejor
el microambiente del cancer y evaluar respuestas farmacolégicas de forma mas humanamente relevante. No
obstante, los organoides también presentan limitaciones que impiden considerarlos sustitutos universales. Entre
ellas se encuentran la ausencia de una vascularizacidon completa, la reproducciéon incompleta de sistemas
altamente complejos como el nervioso o el inmunitario, la variabilidad entre cultivos y la necesidad de periodos
prolongados de crecimiento. En algunos casos, el cultivo puede extenderse durante semanas o meses, y aun asi



no generar un numero suficiente de estructuras funcionales bien establecidas para ensayos robustos (Park et al.,
2024).

Asi mismo, los modelos tridimensionales como organoides y esferoides han transformado la investigacion
preclinica al reproducir con mayor cercania la organizacion celular, las interacciones entre células y la dinamica
del microambiente tisular. Su valor es particularmente evidente en oncologia y neurociencias. En el primer caso,
los esferoides tumorales derivados de biopsias permiten estudiar gradientes de oxigeno, difusiéon de nutrientes y
respuesta a farmacos de una manera mas realista que muchos modelos animales. En el segundo, los
organoides cerebrales amplian las posibilidades de estudiar procesos asociados al desarrollo y funcionamiento
del sistema nervioso central, asi como la permeabilidad de la barrera hematoencefalica y la penetracion de
compuestos en enfermedades neuroldgicas o neoplasicas (Herron et al., 2025).

El crecimiento de estas plataformas ha dado lugar, ademas, a la propuesta de ensayos clinicos en placa con
organoides. Este enfoque plantea el uso simultaneo de multiples organoides para comparar la respuesta a
diferentes tratamientos, con especial valor en enfermedades hereditarias y medicina personalizada. En
patologias cardiacas asociadas a mutaciones especificas, por ejemplo, esta estrategia permite adaptar terapias
a perfiles biolégicos concretos y generar datos Utiles para el entrenamiento de herramientas de inteligencia
artificial orientadas al desarrollo de nuevos farmacos (Herron et al., 2025).

Park y colaboradores sintetizan gran parte de este avance al revisar tres tecnologias basadas en células madre
con alto potencial de reemplazo: organoides, érganos en chip e iPSC (Células madres pluripotentes inducidas).
En su analisis, los organoides se presentan como modelos capaces de correlacionarse con respuestas reales
de pacientes y de aplicarse en Alzheimer, cancer e hipotiroidismo. Los 6rganos en chip, por su parte, se
describen como dispositivos microfluidicos que combinan biologia y microtecnologia para recrear entornos
celulares fisioldgicamente activos, desde pulmén o higado hasta sistemas multiorganicos. Finalmente, las iPSC
se destacan por su capacidad para reprogramar células del propio paciente y generar modelos personalizados
de Parkinson, cardiopatias, Alzheimer, cancer e insuficiencia organica. A pesar de estas ventajas, Park y
colaboradores advierten que dichas tecnologias todavia atraviesan etapas tempranas de consolidacion. Los
organoides requieren mejoras en vascularizacion y estandarizaciéon; los 6rganos en chip implican
configuraciones técnicas complejas y validacion aun insuficiente; y las iPSC presentan desafios asociados con
tumorigenicidad, variabilidad clonal y adaptacién incompleta al entorno tridimensional. En consecuencia, el
reemplazo total de animales no siempre es viable en enfermedades multifactoriales complejas, por lo que estos
autores proponen una transicion progresiva y cuidadosamente validada (Park et al., 2024).

3.3.1. Bioimpresion 3D, piel en chip y organoides cutaneos

Una de las tecnologias mas recientes son los modelos cutaneos alternativos. Lee y colaboradores resaltan que
la piel en chip, la piel bioimpresa en 3D y los organoides cutaneos se estan posicionando como plataformas
clave para reducir y eventualmente reemplazar el uso de animales, ademas de articularse con varias guias
regulatorias de la OCDE para corrosion, irritacion y seguridad ocular (Lee et al., 2026).

Dentro de estas innovaciones esta la bioimpresién 3D, la cual permite depositar capa por capa biomateriales
cargados con células vivas, lo que hace posible recrear la estructura y funcion de tejidos complejos. Sharma y
colaboradores subrayan que esta tecnologia no solo facilita la generacion de tejidos en tres dimensiones, sino
que también ofrece una herramienta valiosa para estudiar procesos de cicatrizacién y remodelacién cutanea
(Sharma et al., 2020).La calidad de las biotintas es un factor decisivo para que estos modelos sean funcionales.
Wang y colaboradores sefialan que las biotintas deben ser biocompatibles, imprimibles y mecanicamente
estables, ademas de permitir difusion adecuada de nutrientes y degradacién controlada. Estas propiedades
condicionan tanto la viabilidad celular como la precision estructural del tejido impreso (Wang et al., 2023).

Entre los materiales mas estudiados se encuentran colageno, alginato, acido hialurénico, gelatina, fibrina y PEG



(Polietilenglicol). El colageno y el alginato son especialmente utiles para formar estructuras tipo gel e incorporar
queratinocitos y fibroblastos, mientras que el acido hialurénico y la gelatina favorecen a la hidratacion y al
desarrollo dérmico (Karakaya et al., 2022). Por otra parte, el PEG y sus derivados permiten modular con mayor
precision las propiedades mecanicas y la degradacién del material, lo que resulta crucial para la estabilidad del
modelo y para aplicaciones de cicatrizacién y regeneracion (Sekar et al., 2023). Jorgensen y colaboradores
destacan que la bioimpresion 3D ha mejorado notablemente la construccion de modelos de piel humana al
permitir una deposicion precisa de queratinocitos, fibroblastos y otros componentes relevantes. A diferencia de
los modelos reconstruidos mas sencillos, los bioimpresos ofrecen mayor control sobre la estructura y posibilitan
recrear epidermis, dermis e incluso hipodermis, asi como una unién mas definida entre las capas (Jorgensen et
al., 2023). Esta vision es consistente con los aportes de Olejnik y colaboradores, quienes enfatizan la
importancia del control arquitecténico en la calidad de la piel biofabricada (Olejnik et al., 2022), y con los de
Zhang y colaboradores, quienes destacan que una mejor unioén entre capas favorece la organizacion celular y el
desarrollo adecuado de la barrera cutanea (Zhang et al., 2022).

Por otro lado, los organoides cutéaneos son de gran interés. Corrd y colaboradores los describen como
estructuras tridimensionales formadas por diferentes tipos celulares capaces de imitar forma y funcion de la piel
humana, lo que los convierte en herramientas valiosas para estudiar enfermedades, probar compuestos y
avanzar en medicina regenerativa (Corrd et al., 2020). Zambuto y colaboradores sefialan que estos organoides
han captado la atencion de organismos regulatorios como la OCDE y la FDA, debido a su potencial para evaluar
seguridad de productos, alergias e irritaciones de forma mas precisa y ética. Sin embargo, también advierten
que la variabilidad estructural y la reproduccion incompleta de vasos sanguineos y células inmunes aun
dificultan su estandarizacién y su uso regulatorio decisivo (Zambuto et al., 2024).

3.4. Sistemas microfisiolégicos, matrices humanizadas y validacion experimental

La sofisticacion de los métodos alternativos no se limita a la generacion de organoides o chips aislados.
También involucra el disefio de matrices, hidrogeles y biomateriales mas definidos, reproducibles y libres de
componentes animales. Un ejemplo relevante es el estudio de organoides vasculares derivados de hiPSC
cultivados bajo diferentes condiciones de matriz, en el que se compararon gel de fibrina 3D y sistemas basados
en Matrigel/colageno (Giles et al., 2025).

Los organoides cultivados en fibrina mostraron un patrén de diferenciacion semejante al observado en
Matrigel/colageno, con formacion vascular en tiempos comparables y expresion de marcadores caracteristicos
de células endoteliales y murales. Aunque se detecté una ligera variacion en VE-cadherina (cadherina endotelial
vascular), no se encontraron diferencias significativas en la composicién celular total ni en la superficie de los
organoides. Estos resultados sugieren que los hidrogeles libres de componentes animales pueden ofrecer una
alternativa viable para el modelado vascular y el cribado terapéutico. Se debe considerar este hallazgo, ya que
Matrigel presenta desventajas importantes derivadas de su origen murino, de la variabilidad entre lotes y de la
presencia de factores derivados de tumores. En cambio, sistemas basados en fibrina y vitronectina, al ser de
origen humano o recombinante y poseer una composicion mas definida, mejoran la reproducibilidad y reducen
barreras para la aplicacién translacional (Giles et al., 2025).

Es importante destacar que la humanizacién de las matrices no depende unicamente del tipo de células
utilizadas, sino también del material que sostiene y organiza su crecimiento. En este sentido, Stengelin y
colaboradores sefialan que las propiedades de los hidrogeles y otros biomateriales son fundamentales para el
desarrollo de microtejidos in vitro funcionales. Estos materiales deben combinar caracteristicas como
procesabilidad, estabilidad, biocompatibilidad y capacidad de adaptacion a diferentes disefios experimentales
para reproducir de manera mas fiel el entorno fisiolégico (Stengelin et al., 2022). Asimismo, Laschke y
colaboradores demostraron que procesos biolégicos complejos, como la angiogénesis, pueden estudiarse
mediante una amplia variedad de métodos alternativos libres de animales. Estos incluyen ensayos de viabilidad



celular, migracion, formacién de estructuras tubulares, modelos de brotacion vascular, sistemas microfluidicos y
herramientas de modelado matematico, lo que evidencia el gran potencial de estas estrategias para reemplazar
la experimentacion animal (Laschke et al., 2022).

La necesidad de plataformas mejor definidas también ha sido abordada desde la ingenieria de tejidos. De Vries
y colaboradores revisaron el papel de la ingenieria tisular como alternativa al uso de animales y concluyeron que
los avances en epidermis reconstruidas, tejidos sintéticos y constructos humanos ya han contribuido de manera
importante a la reduccién del uso animal, especialmente en piel, aunque su potencial aun no se ha agotado.
Siguiendo con los estudios De Wever y colaboradores defendieron un enfoque abierto en ingenieria de tejidos,
argumentando que la dependencia de tecnologias propias puede obstaculizar la estandarizacion y difusion de
modelos alternativos, mientras que los protocolos abiertos podrian acelerar su implementacion y aceptacion (De
Wever et al., 2015).

También desde el ambito preclinico se han formulado propuestas para racionalizar el uso de modelos biolégicos.
Zeiter y colaboradores, al analizar modelos utilizados en ingenieria de tejido 6seo, mostraron una gran
heterogeneidad en especie, edad, sexo, localizacién y disefio experimental, lo que compromete la
comparabilidad de resultados. En lugar de promover una multiplicacién indiscriminada de sistemas, estos
autores proponen un conjunto mas limitado de modelos mejor definidos y con mayor relevancia translacional
(Zeiter et al., 2020).

Otra demostracion de validacién practica proviene del estudio in ovo de Perkas y colaboradores, quienes
exploraron huevos fecundados de emu como alternativa para investigacion de imagen preclinica. Su trabajo
evidencié que este modelo puede sostener estudios PET/CT (Tomografia por Emision de Positrones combinada
con Tomografia Computarizada) con correlacién significativa entre hallazgos in ovo y ex vivo, lo que sugiere que
ciertos sistemas alternativos pueden aportar informacién funcional real y complementar o reemplazar algunos
usos tradicionales de animales en medicina nuclear (Perkas et al., 2025). Con base en lo anterior se presenta la
revision de validacién aplicada de Harrison, quien enfatiza que los érganos en chip permiten replicar el flujo de
fluidos, la exposicion a farmacos y estimulos mecanicos como presién o estiramiento, generando condiciones
mas proximas a las del organismo humano que muchos modelos animales tradicionales (Harrison, 2025). Por
ello, los sistemas microfluidicos no deben entenderse Unicamente como innovaciones técnicas, sino como
plataformas con potencial real para reemplazar etapas especificas de la experimentacién convencional.

3.5 Toxicologia, evaluaciéon de seguridad y estrategias integradas de validacién

La toxicologia es uno de los campos en los que la sustitucion animal ha mostrado mayor desarrollo. En este
contexto, la meta no consiste solo en eliminar animales, sino en construir estrategias integradas capaces de
predecir con fiabilidad efectos adversos, mecanismos de dafo y perfiles de riesgo. Desde esta perspectiva, los
métodos alternativos deben articularse segun su pertinencia y complementariedad, y no como soluciones
aisladas (Isbrucker et al., 2011).

Por otro lado, un ejemplo representativo de esta situacion fue descrito por Vinardell y Mitjans en el ambito de la
regulaciéon cosmética europea. Al analizar los expedientes evaluados por el Scientific Committee on Consumer
Safety, los autores encontraron que, tras la prohibicién de los ensayos en animales, aumento el uso de datos
obtenidos mediante métodos in vitro. Sin embargo, una parte significativa de las evaluaciones continuaba
basandose en informacién histérica derivada de estudios in vivo. Este hallazgo evidencia que los cambios
normativos no garantizan por si solos una sustitucién metodolégica completa, ya que persisten limitaciones
técnicas y practicas regulatorias que dificultan la adopcion plena de métodos alternativos (Vinardell & Mitjans,
2017).

En nanotoxicologia, Huang y colaboradores concluyen que la combinacion de estrategias in vitro e in silico



representa actualmente una de las rutas mas sélidas para disminuir el uso animal. Su revisién muestra que los
cultivos celulares, las plataformas con células madre, la ingenieria de tejidos, los modelos computacionales y los
enfoques QSAR pueden contribuir significativamente a la prediccion de efectos tdxicos, aunque todavia existen
limites importantes relacionados con la complejidad de las nanoparticulas y con la heterogeneidad de sus
mecanismos de accion (Huang et al., 2021). Banerjee y Ulker también demostraron el potencial de las
aproximaciones integradas al combinar datos ex vivo con modelado computacional para estudiar sensibilizacion
cutdnea. Sus resultados mostraron una relaciéon entre predicciones computacionales y observaciones
experimentales, lo que sugiere que estas herramientas pueden utilizarse como etapas tempranas de cribado
antes de recurrir a ensayos mas complejos (Banerjee & Ulker, 2022).

Li y colaboradores, desde otra perspectiva, revisaron el uso de cortes intestinales de precision como modelos
alternativos para estudios ADME-Tox. Estos sistemas conservan arquitectura tisular y multiples tipos celulares,
por lo que funcionan como un puente entre cultivos simplificados y la complejidad del tejido vivo. Segun los
autores, su valor radica en que permiten explorar transporte, metabolismo y toxicidad intestinal con una
relevancia biolégica superior a la de muchos cultivos convencionales, sin requerir necesariamente
experimentacion animal extensa (Li et al., 2016). En el campo del modelado toxicolégico computacional,
Banerjee y colaboradores desarrollaron ProTox 3.0, una plataforma que integra 61 endpoints toxicoldgicos y
amplia de manera importante la prediccion in silico de toxicidad aguda, organica, clinica y molecular.
Herramientas de este tipo son particularmente valiosas en fases tempranas del disefio de compuestos, ya que
permiten priorizar candidatos y reducir etapas experimentales innecesarias (Banerjee et al., 2024).

Sachot y Vitale, al revisar la evaluacion biolégica de dispositivos médicos, sefialan que la dependencia histérica
de ensayos animales en este sector debe ser sustituida por marcos modernos basados en tecnologias émicas,
células madre, piel reconstruida, modelado computacional y érganos en chip. Su andlisis muestra que la
transformacion regulatoria es factible, pero requiere un cambio coordinado en normas, criterios de aceptacion y
cultura cientifica (Sachot & Vitale, 2019). De igual manera, Idrees y colaboradores muestran que, incluso en
regiones donde la legislacidén es relativamente avanzada, persisten vacios relacionados con la validacién, la
armonizacion y la adopcion de nuevas herramientas. Su revision enfatiza que la eficacia real de las politicas de
reemplazo depende tanto de la existencia de métodos alternativos como de su integracién formal dentro de los
sistemas regulatorios (ldrees et al., 2021).

La validacion aplicada también se observa en el campo vacunal. Se evalué una prueba in vitro para una vacuna
irani contra la enterotoxemia causada por Clostridium perfringens tipo D, con el objetivo de reemplazar ensayos
tradicionales in vivo por un método basado en cultivo celular para medir anticuerpos neutralizantes. Los
resultados mostraron diferencias en la duraciéon y magnitud de la respuesta inmune entre ovejas y cabras, pero,
sobre todo, respaldaron la bisqueda de procedimientos mas modernos, éticos y eficientes para el control de
calidad. (Emadi et al., 2025)

Con base en ello, Lilley y colaboradores demostraron que un método de cultivo celular para evaluar la
neutralizacion de la toxina épsilon puede alcanzar alta correlaciéon con las pruebas tradicionales, ademas de
buena sensibilidad, precision y reproducibilidad. Este tipo de evidencia es especialmente valiosa porque
muestra que el reemplazo animal no es solo una aspiracion tedrica, sino una posibilidad verificable para
contextos regulatorios e industriales concretos (Lilley et al., 2023).

Un aspecto importante a mencionar es la inteligencia artificial, la cual esta transformando la toxicologia y la
evaluacion de seguridad al integrar datos quimicos, bioldgicos y dmicos en algoritmos capaces de predecir
multiples endpoints con alto nivel de precisidén. Su analisis confirma que el reemplazo animal no solo pasa por
tejidos y biomateriales, sino también por la construccion de sistemas de decision asistidos por aprendizaje
automatico (Diogo Gongalves et al., 2025).

La literatura revisada demuestra que los métodos alternativos a la experimentacion animal no corresponden a
una Unica tecnologia, sino a un conjunto integrado de aproximaciones biolégicas, computacionales y
regulatorias. Estas incluyen modelos in vitro tridimensionales, organoides, 6rganos en chip, células madre
pluripotentes inducidas, cortes tisulares ex vivo, matrices libres de componentes animales, herramientas in



silico, modelos de inteligencia artificial y estrategias de toxicologia predictiva. La Tabla 1 resume los principales
métodos reportados en los estudios incluidos, destacando su area de aplicacion, avance principal, limitaciones y
nivel de aplicabilidad actual.

Tabla 1. Sintesis de los principales métodos alternativos a la experimentacion animal: aplicaciones, ventajas y
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3.6. Modelos cutaneos alternativos y evaluacién cosmética sin crueldad

La piel es uno de los tejidos en los que mas se ha avanzado en el desarrollo de métodos alternativos a la
experimentacion animal. Esto se debe a su relevancia en cosmética, dermatologia, formulacién tépica, irritacion,
corrosion, fotoseguridad, permeacién y reparacion tisular. A diferencia de otros sistemas biolégicos, la piel ha



permitido construir un abanico particularmente amplio de modelos alternativos, desde explantes ex vivo hasta
equivalentes cutaneos, sistemas microfluidicos y organoides (Savoji et al., 2018).

Abd y colaboradores describen que, aunque la piel humana in vivo sigue siendo el referente ideal para estudiar
permeacion percutdnea, en la practica su uso se encuentra limitado por razones éticas y logisticas. Por ello,
analizan alternativas como piel humana ex vivo, piel animal ex vivo, membranas artificiales, epidermis
reconstruida y sustitutos bioingenierizados, concluyendo que la seleccién del modelo debe basarse en el
objetivo experimental y en su correlaciéon con la situacion clinica real. Savoji y colaboradores amplian esta
discusion desde la perspectiva de los sustitutos cutaneos avanzados. Segun estos autores, un modelo exitoso
no debe limitarse a cubrir una superficie, sino que debe favorecer integracion, vascularizacién, modulacion
inmune y cicatrizacién. No obstante, reconocen que muchos sistemas actuales todavia no logran reproducir de
manera adecuada redes vasculares, neurales y linfaticas, ni anexos cutaneos como foliculos pilosos y
glandulas, lo que evidencia que el biomimetismo completo sigue siendo un desafio (Savoiji et al., 2018).

Biondo y colaboradores comparan modelos bioldgicos y sintéticos para estudios de transporte de farmacos a
través de la piel. Aunque reconocen que los modelos reconstruidos y sintéticos ofrecen homogeneidad y
reproducibilidad utiles para etapas tempranas, concluyen que todavia no reproducen de manera completa la
funcion barrera y el metabolismo de la piel humana, por lo que su uso debe evaluarse criticamente segun la
finalidad del ensayo (Biondo et al., 2023). Suhail y colaboradores, al revisar equivalentes tisulares de piel,
sostienen que estos sistemas son herramientas esenciales para estudiar irritacion, corrosién, absorcion,
hidratacion y genotoxicidad. Sin embargo, enfatizan que aun se requieren mejoras en biomimetismo estructural,
funcién barrera, integracion dindmica y reproducibilidad para que estos modelos sustituyan mas ampliamente a
los animales en evaluacion cosmética y farmacolégica (Suhail et al., 2019).

Desde la biofabricaciéon, Yun y colaboradores clasifican los modelos artificiales de piel segun técnicas como
liofilizacion, electrospinning, bioimpresion 3D y sistemas microfluidicos. Su analisis demuestra que la calidad del
modelo depende no solo del tipo de células, sino de la arquitectura del andamio y de la fidelidad estructural
alcanzada, lo que refuerza la importancia de la ingenieria de materiales en el reemplazo animal (Yun et al.,
2018). Brohem y colaboradores ya habian mostrado que la complejidad estructural y funcional de la piel humana
no puede ser capturada adecuadamente por monocapas celulares. En consecuencia, defienden el uso de
equivalentes cutaneos humanos para estudiar melanogénesis, cicatrizacion, fotoenvejecimiento y seguridad de
compuestos topicos, con una cercania mayor a la fisiologia humana (Brohem et al., 2011).

La evolucién tecnolégica del area también puede observarse en el analisis de patentes realizado por Cedrola y
colaboradores. Sus resultados muestran un crecimiento sostenido de desarrollos vinculados con Dpiel
reconstruida 3D, modelos ex vivo, cultivos 2D, plataformas skin-on-a-chip y ensayos in chemico, lo que
evidencia que el reemplazo animal en cosmética también se estd consolidando como un campo industrial y
tecnoldgico en expansion (Cedrola et al., 2026). Eberlin y colaboradores aportan otra perspectiva relevante al
destacar el valor de los explantes humanos ex vivo obtenidos de cirugias plasticas. Estos modelos conservan
arquitectura y composicion tisular nativas, incluidos queratinocitos, fibroblastos, melanocitos, matriz dérmica,
glandulas y foliculos, lo que los vuelve particularmente Utiles para estudiar fotoenvejecimiento, dermatitis
atopica, barrera cutanea vy fisiologia folicular con una relevancia muy alta para la evaluaciéon cosmética (Eberlin
et al., 2020).

Pandey y Poojan sefalan que los modelos cutaneos 3D han cobrado una importancia creciente desde el
fortalecimiento de las politicas europeas contra la experimentacién animal. Su revisidon destaca su utilidad en
citotoxicidad, pigmentacién, crecimiento capilar y antienvejecimiento, al tiempo que advierte la necesidad de
perfeccionar modelos de espesor completo y de largo mantenimiento (Pandey & Poojan, 2023). Aldieri y
colaboradores complementan esta idea desde la evaluacién biomecanica. En su estudio, la caracterizacion in
vitro e in silico de sustitutos cutaneos demostré que es posible seleccionar materiales con comportamiento
mecanico favorable sin depender de modelos animales, lo que amplia el concepto de seguridad y funcionalidad
mas alla de la simple compatibilidad bioldgica (Aldieri et al., 2020).



3.7. Sustituciéon de componentes animales en medios, matrices y biomateriales

La construccion de una ciencia sin crueldad no puede limitarse al reemplazo del organismo experimental;
también exige sustituir los insumos de origen animal utilizados en medios, matrices y biomateriales. Esta
dimension es crucial porque muchos sistemas supuestamente alternativos continian dependiendo de sueros,
extractos o componentes derivados de animales, lo que compromete su coherencia ética y su reproducibilidad
experimental.

Weigel y colaboradores tuvieron un gran avance, puesto que desarrollaron andamios fibrosos 3D
completamente sintéticos para generar piel multicapa sin componentes animales. Su trabajo mostré que estos
andamios permiten adhesion, proliferacion y diferenciacion celular, ademas de una remodelacién activa
comparable a la observada en matrices tradicionales, lo que los convierte en una alternativa prometedora para
ingenieria cutanea (Weigel et al., 2022). Nessar y colaboradores abordaron el problema desde la formacién
universitaria, demostrando que es posible disefiar un curso practico de biologia molecular y celular
completamente libre de componentes animales. El uso de medios definidos, enzimas recombinantes y reactivos
alternativos permitié realizar cultivo celular, transfeccién, RNAi, gqRT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripcion reversa cuantitativa), ensayo luciferasa y Western blot, mostrando que la transicion hacia
practicas animal-free también puede comenzar en el ambito educativo (Nessar et al., 2025).

Mediante la optimizacion de medios de cultivo, Mogilever propuso un medio libre de componentes animales para
cultivos mamiferos 2D y 3D, mostrando resultados comparables o superiores a los obtenidos con FBS (Suero
fetal bobino) en distintas lineas celulares. Este tipo de desarrollos es muy importante porque reduce variabilidad
y facilita la transicién hacia sistemas mas estandarizados y compatibles con exigencias regulatorias modernas
(Mogilever, 2024). De manera coherente, Scarlat y colaboradores evaluaron matrices libres de animales para
organoides hepaticos y tubuloides renales, identificando alternativas viables aunque todavia no plenamente
equivalentes a Matrigel o extracto de membrana basal (BME). Dicho estudio demuestra la transicion hacia
matrices mas éticas y definidas es posible, pero requiere optimizacion cuidadosa para mantener crecimiento y
funcionalidad (Scarlat et al., 2023).

Golshan y colaboradores realizaron una revision extensa sobre productos libres de origen animal para medios
de cultivo y mostraron que las alternativas AOF (libre de origen animal) y ACF (libre de componentes animales)
reducen variabilidad, disminuyen riesgos biolégicos y mejoran la aceptabilidad regulatoria, aunque requieren
ajustes especificos segun tipo celular y aplicacion experimental (Golshan et al., 2024). Frese y colaboradores
también contribuyen a este campo al optimizar hojas de queratinocitos autélogos para quemaduras graves bajo
condiciones practicamente xeno-free. Sus resultados sugieren que la sustitucion de componentes animales no
solo responde a razones éticas, sino que también puede mejorar la homogeneidad, expansion y diferenciacion
celular en aplicaciones clinicas (Frese et al., 2022).

Fan y colaboradores revisan la relevancia de los hidrolizados libres de origen animal en cultivos celulares y
muestran que estos pueden actuar como un puente entre el uso de suero fetal bovino (FBS) y los medios
completamente definidos, con ventajas relacionadas con estabilidad, costo y escalabilidad industrial (Fan et al.,
2024). Finalmente, Bramwell y colaboradores proponen guias para reemplazar biomateriales derivados de
animales en cultivos primarios humanos, destacando que esta transicidn es indispensable para una verdadera
humanizacion de los sistemas experimentales (Bramwell et al., 2024).



3.8. Métodos in silico y analisis estadistico aplicado a investigacion cosmética

La reduccion del uso animal no depende unicamente de modelos bioldgicos alternativos; también exige
herramientas analiticas y computacionales capaces de interpretar, predecir y optimizar resultados. En el campo
de la cosmética y la farmacia, esta dimension es esencial porque permite priorizar compuestos, seleccionar
formulaciones y analizar datos de eficacia o seguridad con mayor precision.

Vasiljev y colaboradores destacan que la industria del cuidado de la piel se orienta cada vez mas hacia
productos sostenibles, de origen vegetal y libres de pruebas en animales, y que esta transicién esta
acompafiada por una mayor dependencia de evaluaciones instrumentales, estudios en voluntarios y analisis
estadisticos sdlidos para sustentar afirmaciones de eficacia y seguridad (Vasiljev et al., 2025).

De este modo, la correcta seleccion de la prueba estadistica depende del tipo de variable y del disefio
experimental. Un ejemplo claro es la concentracion inhibitoria media (IC50), empleada como variable continua
para medir la cantidad de sustancia necesaria para producir una respuesta especifica en el ensayo evaluado,
como en el trabajo de (Maciel et al., 2019). En cambio, cuando se analiza el indice PIF segun categorias
interpretativas establecidas por la guia correspondiente, la variable adquiere un caracter ordinal, como se
describe en (Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos, 2019).

También existen variables binarias, como la sensibilizaciéon cutanea clasificada en presencia o ausencia de
respuesta, tal como se observa en (Silveira et al., 2016). Asimismo, el disefio del estudio condiciona el tipo de
contraste estadistico: en mediciones repetidas sobre los mismos individuos, como niveles de fotoproteccion
antes y después del uso de un protector solar, resulta adecuada una prueba t pareada, como reportan (Shyry
Ou-Yang, 2016); mientras que en comparaciones entre grupos independientes puede utilizarse la prueba t para
muestras no pareadas, como en el estudio de eficacia antiacné descrito por (Golembo et al., 2022).

Cuando el objetivo no es solo comparar, sino también predecir, los modelos de regresiéon adquieren gran valor.
Asi, (Silva et al., 2019) emplearon regresién lineal para estimar el factor de proteccion solar a partir del
porcentaje de ingredientes activos, mientras que (Liu et al.,, 2020) subrayan la importancia de evaluar
sensibilidad, precisién y confiabilidad del modelo, ademas de resaltar el papel de métodos no paramétricos para
predecir irritacién cutanea. En este mismo sentido, (Luechtefeld et al., 2018) remarcan que la calidad y cantidad
de datos son determinantes para la utilidad real de cualquier modelo in silico. Los modelos QSAR ocupan un
lugar central dentro de estas herramientas. Su fundamento es que la estructura quimica de una sustancia
guarda relacién con sus efectos toxicolégicos, lo que permite construir modelos predictivos mediante
descriptores moleculares y datos experimentales. Entre sus principales ventajas se encuentran la posibilidad de
clasificar sustancias segun riesgo, estimar toxicidad y priorizar compuestos sin recurrir inmediatamente a
ensayos mas costosos o invasivos (Gleeson et al., 2012).

No obstante, sus limitaciones también deben considerarse: (Raies y Bajic, 2016) advierten que estos modelos
pueden omitir variables biolégicamente relevantes como dosis, tiempo de exposicion o formacion de
metabolitos, ademas de no siempre ofrecer una interpretacion mecanistica suficiente.

A estos enfoques se suman los modelos basados en reglas y los modelos hibridos. La herramienta QSAR
(relacion cuantitativa estructura-actividad) de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OCDE), descrita por (Wilm et al., 2018), ejemplifica el uso de reglas estructurales y criterios computacionales
para apoyar decisiones regulatorias. A su vez, CADRE-SS (descubrimiento y redisefo asistido por computador
para sensibilizaciéon cutanea) ilustra cémo la combinacion de diferentes enfoques mejora la prediccidon de
sensibilizacion cutanea, integrando similitud quimica, reglas toxicoldgicas y evidencia previa, como explican
(Kostal & Voutchkova-Kostal, 2016).



El acoplamiento molecular también ha adquirido un lugar relevante en cosmética y farmacia. Esta técnica
permite predecir como interactian ingredientes activos con proteinas especificas, facilitando la seleccion de
compuestos con potencial despigmentante, antienvejecimiento o reparador. En estudios como los de (Ledwon
et al., 2023), donde se evaluaron inhibidores enzimaticos vinculados con pigmentacion; en el articulo de (Masjedi
y Solhjoo, 2022), orientado a interaccion molecular de ingredientes funcionales; también el de (Nurkolis et al.,
2023), son ejemplos que se enfocan en compuestos bioactivos con interés cosmético; y en el trabajo de (Nutho y
Tungmunnithum, 2024), relacionado con el disefio racional de ingredientes naturales mediante simulacién
molecular.

3.9. Barreras éticas, institucionales y regulatorias para una implementacién plena

A pesar del crecimiento sostenido de las alternativas, la desaparicién de la experimentaciéon animal no es
automatica. Persisten barreras éticas, institucionales y regulatorias que explican por qué muchos modelos
alternativos, aun siendo técnicamente sélidos, tardan en convertirse en estandares. La discusion ya no gira
unicamente en torno a si existen otras opciones, sino a como se valida su uso, quién decide su aceptacién y qué
estructuras sostienen la permanencia del modelo animal. Un ejemplo de ello se observa en las dinamicas de los
comités de ética y supervision. El analisis de (Pippin et al., 2025) muestra que los comité institucional para el
cuidado y uso de animales (IACUC) no siempre garantizan una evaluacion profunda de las alternativas ni una
revision ética verdaderamente independiente. Se documentan limitaciones asociadas con formacion insuficiente
en métodos sin animales, conflictos de interés y escasa discusion de estrategias de reemplazo, lo que debilita la
capacidad transformadora de estos comités (Pippin et al., 2025).

El autor Miller sostiene que la politica de proteccién animal no puede centrarse Unicamente en reducir el
numero de animales ya utilizados, sino que también debe intervenir en los mecanismos que contindan
generando nuevos modelos animales. Segun este autor, la eleccion de dichos modelos no responde solo a
criterios cientificos, sino también a factores de infraestructura, financiamiento y practicas arraigadas dentro de la
comunidad investigadora. Por ello, una reduccién real del uso animal exige no solo promover alternativas, sino
limitar activamente la produccion de nuevos modelos convencionales (Miiller, 2026).

En términos regulatorios, Idrees y colaboradores muestran que la existencia de legislacién favorable no siempre
asegura adopcion rapida, mientras que Vinardell y Mitjans evidencian que incluso con prohibiciones formales los
expedientes pueden seguir dependiendo de datos histéricos obtenidos in vivo (Idrees et al., 2021; Vinardell &
Mitjans, 2017). Estas observaciones revelan que la transicion hacia una ciencia sin crueldad no es un simple
relevo técnico, sino una reconfiguracién profunda de normas, incentivos, practicas y culturas institucionales.

1. CONCLUSIONES

La revision realizada permite concluir que los métodos alternativos frente a la experimentacion animal han
dejado de ser propuestas emergentes para consolidarse como un campo cientifico en expansién, con
aplicaciones relevantes en toxicologia, biomedicina, desarrollo farmacéutico y evaluacion cosmética. La literatura
analizada evidencia que el impulso hacia una ciencia sin crueldad no responde Unicamente a preocupaciones
éticas, sino también a las limitaciones cientificas de los modelos animales, especialmente en cuanto a su
capacidad para predecir con precision la respuesta humana. En este sentido los modelos in vitro avanzados,
organoides, iPSC, é6rganos en chip, sistemas ex vivo, herramientas in silico, inteligencia artificial, modelos
cutaneos reconstruidos, explantes humanos, bioimpresion 3D y plataformas skin-on-a-chip han demostrado un
potencial creciente para reproducir procesos biolégicos humanos, mejorar la relevancia experimental y reducir el
uso de animales en etapas de investigacion, eficacia y seguridad. No obstante, ningin método alternativo
reproduce por si solo la complejidad integral de un organismo vivo, ya que persisten limitaciones relacionadas
con vascularizacion, integracion multicelular, reproducibilidad, estandarizacion y validacion regulatoria. Por ello,
el reemplazo total de la experimentacién animal debe entenderse como un proceso progresivo, basado en la
integracion de diferentes metodologias y en el fortalecimiento técnico, institucional y normativo. En



consecuencia, avanzar hacia una ciencia sin crueldad exige una transformacion tecnolégica, ética, regulatoria y
académica, sustentada en la armonizacion internacional, el apoyo de agencias reguladoras, revistas cientificas e
instituciones financiadoras, y el reconocimiento de que una investigacion mas humana también puede ser mas
robusta, predictiva y Gtil para la salud y la innovacion biomédica.

2. DECLARACION DEL USO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Los autores declaran que se utilizé inteligencia artificial (IA) para la creacion de la figura 1.
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