N T s

G &
M.“‘ Lo
i
i

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ENSAYOS DE EFICACIA PARA FOTOPROTECTORES BASADOS EN METODOS
ALTERNATIVOS DE EURL-ECVAM

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

Angélica Sofia Ramos Mejia

CDMX. 2019




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:

VOCAL:

SECRETARIO:

1er. SUPLENTE:

2° SUPLENTE:

Profesor

Profesor

Profesor

Profesor

Profesor

: Liliana Aguilar Contreras

: Ruth Bustamante Garcia

: Luz Antonia Borja Calderén
: Carlos Jasso Martinez

: Maria del Rosario Lopez Garcia

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: UNIDAD DE INVESTIGACION PRECLINICA
(UNIPREC), FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

ASESOR DEL TEMA:

SUPERVISOR TECNICO:

SUSTENTANTE:

Dra. Ruth Bustamante Garcia

M. en C. Héctor Ariel Rico Morales

Angélica Sofia Ramos Mejia



Agradecimientos

Gracias a la Universidad Nacional Autonoma de México, y a la Facultad de Quimica por abrirme

las puertas, gracias por la formacién como profesionista.

Quiero agradecer a la M. en C. Isabel Gracia Mora, por la oportunidad de realizar mi tesis en la
UNIPREC, y por la beca que se me otorgo.

Gracias al M. en C. Héctor Rico, gracias por el aprendizaje, el conocimiento, el apoyo, los
consejos y lo mas importante, el tiempo es el recurso mas valioso con el que cuenta el ser

humano, por todo el tiempo dedicado...Gracias.

Gracias a la Dra. Ruth Bustamante por el apoyo brindado, por sus recomendaciones, por el
aprendizaje y la paciencia.

Gracias a Luis Romero por el apoyo en cultivo celular, por el conocimiento y la paciencia.
Gracias a la profesora Liliana Aguilar por permitirme realizar las pruebas de viscosidad.

Quiero agradecer a mis padres, por todo el apoyo que me han brindado, por todo su esfuerzo,
por darme el mejor de los ejemplos, gracias por todo lo que me han ensefiado y por la

oportunidad de estudiar una carrera universitaria.

Gracias a mis hermanos gracias por todo su apoyo, por motivarme, por preocuparse por mi y

por darme animos para continuar.

Gracias al Dr. Roberto Martinez del Instituto de Quimica, y a su equipo de trabajo, M en C.
Marcela Castillo Figa y al Dr. Jorge Peodn Peralta por proporcionar el compuesto FLS-3, para

probar sus propiedades.



indice

Pag.

ABREVI I ATUR S . ..o e 7
LISTA DE FIGURAS . ... e
LIST A DE TABLAS ... e e e

1. INIrOUCCION. .. e 10

2. Generalidades. .........o.oiiiii 11

220 N T 11

2.2Radi@Cion SOIAr. ... ... 12

2.3 FiltroS SOIAresS. .. ... 14

2.4 Legislacion en COSMETICOS. .......ouiuiieiiii e 19

2.4.1 Normas Oficiales MexiCanas. ..........c.ccvuiiiiiiiiiiiii e 20

2.4.2 Estabilidad de COSMEtICOS. .........oviiiiiiiii e 21

2.4.3 Factor de protecCion Solar...........coieiiiiiiiii i 23

2.5 Métodos Alternativos en COSMELICOS. ..........ovieiiiieiiii e 23

2.6 Validacion de MetodosS. .........oviuiiii s 25

3. Planteamiento del problema........ ..., 26

4. ODJBLIVOS. .. 26

D HIPO SIS i 26

6. Procedimiento experimental..............oooiiii i 27

6.1.1 REACHVOS.. ... 27

6.2 Propuesta del método. ... ..o 28



6.2.1 Validacion del método de Citotoxicidad...........oooveeei .

6.2.2 Validacion de Fototoxicidad.........

6.3 Caracterizacion del compuesto FLS-3..........coiii e,

6.3.2 Espectros UV.............ooiiiait.

6.4 Prueba de Citotoxicidad y Fototoxicidad....

6.5 Propuesta de formulacion de un producto de prueba con el compuesto FLS-3....

6.7. Analisis estadistico......................

7. Resultados...........ccooviiiiiiiiii
7.1 Atributos del compuesto FLS-3...........

7.2 Validacion del método..................

7.3 Espectrosde luz UV.....................

7.4 Citotoxicidad y Fototoxicidad del producto de prueba............................

7.4.1 Citotoxicidad del producto de prueba...............ccooiiiiiiiiiii,

7.4.2 Fototoxicidad del producto de prueba............ccoooiiiiiiiiiii

7.5 Formulacién de un producto de prueba con el compuesto FLS-3.............

7.5.1 Productos control y prueba..........

7.5.2 Citotoxicidad del producto de prueba con el compuesto FLS-3..............

7.5.3 Fototoxicidad del producto de prueba con el compuesto FLS-3............

7.6 Comparacién con producto comercial............ccoooiiiiiiiiiii i

7.6.1 Citotoxicidad producto comercial..

7.6.2 Fototoxicidad producto comercial

28

31

32

33

33

37

37

37

37

45

48

48

49

49

50

51

52

53

53

54



8

11

56

59

60

63



Abreviaturas

ANDEVA: Analisis de Varianza.
ATCC: American Type Culture Collection).
cm?: Centimetro cuadrado.

cP: Centipoise.
COFEPRIS: Comisiéon Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios.

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's
medium.
DMSO: Dimetilsulféxido.

DOF: Diario Oficial de la Federacion.

ECVAM:
Alternative Methods

European Centre Validation

EDTA: Acido Etilendiaminotetracético.

EURL: European Union Reference
Laboratory for alternatives to animal testing

FDA: Food and Drug Administration.

FEUM: Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos.

FPS: Factor de Proteccidn Solar.
H20: Agua.
INVITTOX: In-vitro Techniques in Toxicology

ISO: International Organization for
Standardization.
mM: Milimolar.

mm?: Milimetro cuadrado.

M: Molar.

mg: Miligramos.

mL: Mililitros.

ML: Microlitros.

nm: Nanometros.

NOM: Norma Oficial Mexicana.
O2: Oxigeno.

OCDE: Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econémico.

PABA: Acido p-amino benzoico.

PBS: Buffer de Fosfato y solucion Salina.
pH: Potencial Hidrogeno.

rpm: Revoluciones por minuto.

SFB: Suero Fetal Bovino.

SRB: Sulforrodamina.

TiO2: Didxido de titanio.
UV: Ultravioleta.
ZnO: Oxido de Zinc.

%vlv: Porcentaje volumen/volumen.

%CV: Coeficiente de variacion
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1. Introduccion

En la actualidad los productos fotoprotectores son necesarios para una practica responsable de
las exposiciones de la piel a la accion del sol, protegiéndola de los efectos perjudiciales de las
diversas radiaciones solares, entre ellos la fototoxicidad, la cual puede ser clasificada como una
respuesta cutanea anormal, la cual ocurre como resultado de la exposicidon a luz ultravioleta o
visible y esta relacionada con la presencia de xenobidticos, los cuales se pueden presentar
local o sistematicamente en el cuerpo y que puede derivar a patologias severas como el cancer
de piel, por lo que el desarrollo de nuevas sustancias que puedan prevenir o evitar la
fototoxicidad van en aumento, sin embargo los métodos de evaluacién en animales de
laboratorio son invasivos, por lo que el uso de alternativas para su evaluacién han dado pauta
de la utilizacion de cultivos celulares para este fin; por lo que para la evaluacién del FLS-3
compuesto de sintesis quimica proporcionado por el Dr. Roberto Martinez y colaboradores del
Instituto de Quimica, se realizaron los ensayos de citotoxicidad y fototoxicidad, en células de
fibroblasto de raton (linea celular 3T3) un método alternativo para la evaluacion de fototoxicidad
(In-vitro Techniques in Toxicology Invittox N° 44 del European Centre Validation Alternative
Methods (ECVAM), los cuales fueron previamente validados. Los ensayos de citotoxicidad y
fototoxicidad cumplieron con los parametros de reproducibilidad y repetibilidad, asi mismo, los
resultados obtenidos para el FLS-3 determinaron que no fue citotoxico ni fototoxico a las dosis
evaluadas (0.15, 0.3, 25, 40 y 50 pg/mL).
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2. GENERALIDADES
2.1 Piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y comprende aproximadamente el 16% de la masa
corporal; es un 6rgano complejo que constituye una barrera fisica de permeabilidad, proteccion
contra los agentes infecciosos, termorregulacion, proteccion contra la luz ultravioleta, reparacion
de las heridas y regeneracion’, por otro lado, cabe mencionar que a través de la piel, puede
permitir el paso de algunas sustancias las cuales pueden ser transportadas principalmente por
difusion pasiva y absorbidas en el tejido, que posteriormente, después del contacto, estas
sustancias pueden penetrar al estrato corneo y luego alcanzar la epidermis y la dermis donde
el sistema vascular esta alojado®. En relacion a su estructura esta constituida por tres zonas:

epidermis, dermis, hipodermis o tejido subcutaneo? (Figura 1).

Epldermls—_' :
Darmis— Glandula

sabicaa
Vaso linfatico

Tejido — MNervio

subeutaneo - o | |

e, _ e ==
Foliculo piloso ; \

Tejido graso
“Vena
Artaria

Glandula sudaripara

Figura 1. Estructura de la piel (www.cancer.gov)

La epidermis es la parte mas superficial y delgada, constituida por epitelio plano estratificado
queratinizado, donde el 90% de las células epidérmicas son los queratinocitos que se organizan
en capas o estratos*, siendo estos: el estrato basal germinativo, estrato espinoso, estrato

granuloso, estrato lucido (solo en palmas de manos y plantas de los pies) y estrato corneo. Por
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otro lado, la dermis es la capa intermedia de la piel la cual es gruesa y elastica; esta compuesta
por colageno y fibras elasticas, en esta se encuentran diversos tipos de células como
fibroblastos, macrofagos, linfocitos y mastocitos. La capa inferior es rica en colageno el cual
aporta firmeza al tejido conjuntivo cutaneo®. Las fibras de coldgeno componen el elemento mas
importante de la dermis y le brindan su firmeza mecanica. La sintesis de colageno se realiza a
nivel intracelular y su organizacion (fibrillas, fibras), a nivel extracelular igual que su destruccion
(colagenasas y proteasas). En la piel destacan los colagenos tipo I, lll, V y VI a nivel intersticial
y los de tipo IV y VIl en la membrana basal. Las fibras elasticas se componen de proteinas
microfibrilares con una matriz de elastina y forman en la dermis una red que aporta a la piel su
elasticidad 5; y por ultimo la hipodermis o grasa subcutanea, es otro importante componente de
la piel, pues sirve como proteccion contra golpes, protegiendo estructuras vitales; manteniendo
el calor corporal, al actuar de aislante y de reservorio de energia en caso de ayuno. Ademas,
permite el desplazamiento y movilidad de la piel sobre los planos profundos. Es el soporte de
vasos sanguineos y nervios que pasan desde los tejidos subyacentes hacia la dermis. En esta
capa se originan los foliculos pilosos y glandulas sudoriparas®. De acuerdo a estas
caracteristicas de las capas de la piel y la funciones de estas hay que tomar en cuenta que
existen diversos factores como la contaminacién, las picaduras de insectos, la herencia,
hormonas, contaminantes industriales, sustancias irritantes en el hogar y la oficina, tales como
aerosoles, jabones, productos de limpieza, aditivos, detergentes o suavizantes para la ropa,
medicamentos, habitos incluyendo los alimenticios, estrés, ejercicio y la exposicion a la

radiacion UVS.

2.2 Radiacion solar

La radiacion (componente de la luz solar natural que se recibe en la tierra); esta compuesta por
radiacion UVB (0.3%), UVA (5.1%), luz visible (62.7%) y luz infrarroja (31.9%)8. La importancia
del conocimiento de la exposicion diaria y periodos prolongados de la radiacion solar es la
posibilidad de causar dafio y /o alteraciones a nivel molecular en la piel que pueden ir desde
afecciones leves como eritema, edema, dermatitis o graves como quemaduras o cancer asi
como alteraciones oculares y del sistema inmunitario®. La OMS ha definido una escala para el
indice UV (medida de la intensidad de la radiacién UV en la superficie terrestre y se expresa

como un valor superior a cero) que va de 1 a 11+, sin embargo, en algunas ciudades,
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incluyendo la Ciudad de México, se utiliza el valor de 0 para referirse a la ausencia de radiacion.
El valor de 11+ se utiliza para expresar un indice de 11 o superior. Cuando el indice UV alcanza
o supera el valor de 11 existe un riesgo importante de sufrir dafios en la piel sin proteccion en
un periodo de tiempo breve. En la Ciudad de México el indice puede alcanzar un valor maximo
equivalente a 15, sin embargo, se reporta como 11+ en apego a las recomendaciones de la
OMS®. Es importante considerar que la intensidad de la radiacion UV depende de diferentes
factores estos son: la altura del sol en donde cuanto mas alto esta el sol es mas intensa la
radiacion UV; la reflexiéon por el suelo ya que los diferentes tipos de superficies reflejan o
dispersan la radiacion UV en diversa medida (por ejemplo, la nieve, la arena seca de la playa, la
espuma del agua del mar y la altitud); la latitud siendo mas intensa la radiacién UV cuando se
estd mas cerca del ecuador; la nubosidad siendo la intensidad de la radiacion UV maxima
cuando no hay nubes, pero puede ser alta incluso con nubes, ya que la dispersion puede
producir el mismo efecto que la reflexidén por diferentes superficies, aumentando la intensidad
total de la radiacion UV, la altitud esto dado que a mayor altitud la atmdsfera es mas delgada y
absorbe una menor proporcién de radiacion UV y por ultimo la capa de ozono debido a que este
absorbe parte de la radiacion UV, es importante considerar que la concentracion de ozono varia
a lo largo del ano e incluso del dia 16.

Asi mismo, la radiacion UV constituye uno de los agentes fisicos causantes de mutaciones en
los mas diversos organismos del planeta y estan ligadas a los procesos de fotocarcinogénesis?,
ademas es posible que la radiacion UV puede generar diferentes tipos de dafo, entre ellos
envejecimiento cutaneo prematuro de la piel (foto envejecimiento), aparicion de pecas causado
por aumento de melanina en la epidermis; léntigos los cuales se producen por un aumento de
los melanocitos de la epidermis y son inducidas por la sobreexposicién solar y la
hiperpigmentacion facial (manchas de color marron claro u oscuro, que se desarrolla o cloasma
de forma lenta y simétrica). Cabe mencionar que los tipos de dafio solar dependen del tipo de
radiacion a la que fue expuesta, como se muestra en la Figura 2, donde las consecuencias

dependen de la capa de piel que fue lesionada.
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uUvB UVA  Visible IR

Capa cornea

Epidermis
O ] Eritema solar
ermis Bronceado
Canceres
Bronceado
Envejeci-
. . miento
Hipodermis cutaneo

Calor

Figura 2. Dafo de radiacion en piel''. UVB (280-320 nm): responsable de la apariciéon de eritema,

el envejecimiento cutaneo y dano a la piel. UVA (320-400 nm): encargado del bronceado,
envejecimiento prematuro, dano al DNA, cancer de piel, ain en ausencia de bronceado.

Es por esta razén que existen diferentes compuestos para bloquear dichos rayos, cuya funcion
principal es proteger a la piel contra la radiacion UV absorbiendo, reflejando o dispersando esta
radiacion®.Dentro de la amplia gama de estos productos estan los protectores solares como los
filtros solares, que incluyen compuestos fotoprotectores los cuales pueden estar incluidos en

cualquier presentacion cosmética como crema, aceite, gel o aerosol entre otros'”.
2.3. Filtros solares

Los tipos de filtros solares se pueden clasificar de acuerdo a su modo de accién en: fisicos,

quimicos y biologicos.

Los filtros solares fisicos son sustancias inorganicas que actuan como pantalla, estos pueden
reducir y eliminar los efectos de las radiaciones ultravioleta sobre la piel y reflejan las
radiaciones incidentes. Se trata, normalmente, de pigmentos minerales como el diéxido de
titanio (TiO2) y el 6xido de zinc (ZnO) los cuales funcionan principalmente por dispersion de la
radiacion UV. Una innovacién en su formulacion reside en los pigmentos micronizados, con un
tamano de particula de 10-50 nm'3. El TiO2 y el ZnO son considerados como protectores de
amplio espectro. Se componen de particulas grandes, que, en las formulaciones de proteccion
solar tradicionales, aparecen en la piel como una pasta blanca y espesa. Al minimizar o
"micronizar" el tamano de las particulas de proteccion solar, se reduce la opacidad

caracteristica de los ingredientes, dandole a la piel una apariencia mucho mas natural.
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Los filtros solares quimicos, son moléculas organicas con grupos cromoforos en la regién UV,
de estructura electrénica resonante. Actuan por absorcién de la radiacion solar ultravioleta
(captan energia incidente y se emite nuevamente como radiacion térmica, inocua para la piel).
En funcién de la longitud de onda absorbida se distingue entre los filtros UVB, UVA y de amplio
espectro. Requieren del orden de 30 min para ejercer esta accion, por lo que, deben emplearse
con la debida antelacién antes de la exposicion solar. No suelen presentar problemas de
formulacion y por esto son los mas utilizados. Dado que pueden absorberse por la piel, hay
riesgo de intolerancia, y por tal motivo se recomienda su aplicacion en nifios, pieles lesionadas
donde haya riesgo de absorcidn (cicatrices recientes, quemaduras), pieles intolerantes, etc.®.
Dentro de los protectores solares quimicos se encuentran filtros para UVB y UVA. Los filtros
UVB absorben la luz en el intervalo de 280-320 nm, y su maximo de absorcion se situa entre
305 y 310 nm, es decir en el maximo de efectividad eritémica, dentro de estos tenemos a el
acido p-aminobenzoico (PABA; Figura 3), en donde se puede ver un grupo carboxilo, el cual
contiene oxigeno, dicho elemento puede ayudar a la reflexién de la luz UV. El PABA se une a
las proteinas epidérmicas mediante puentes de hidrogeno. Aunque este hecho mejora su
sustantividad, puede aumentar el riesgo de dermatitis de contacto o de fotocontacto. Este
inconveniente se evita esterificando el grupo carbonilo y sustituyendo el nitrégeno, generando
asi los derivados del PABA. Los mas empleados son los ésteres del PABA: palmitato O
(octildimetil-PABA) y palmitato A (amil-dimetil-PABA). Las concentraciones maximas a las que
se deben emplear estos filtros son del 5%".

COOH

NH-

Figura 3. Estructura del acido p-aminobenzéico®.

Otro tipo de compuesto son los Cinamatos, donde el mas utilizado es el octiimetoxicinamato, sin
embargo, este filtro es insoluble en agua, glicerina y propilenglicol. La concentracidn maxima
permitida es del 5%. Se ha comprobado que tiene capacidad de proteger frente a la

inmunosupresion producida por la radiacion solar™. En el caso de los salicilatos, agentes

15



aromaticos, que tienden a presentar buena solubilidad en aceites minerales, alcohol isopropilico
y etilico, no estan considerado como fotoprotectores de gran eficacia, asi mismo, se restringe su
uso en nifios menores de 3 anos, sin embargo, cabe destacar que son sustancias muy estables,
no sensibilizantes e insolubles en agua. El compuesto representativo de este grupo esta el
homosalato (Figura 4), compuesto donde se pueden observar dobles enlaces, los cuales fungen
como grupos cromoforos (utilizado como el estandar de los fotoprotectores). Por tanto, los
salicilatos se suelen combinar con benzofenonas, insolubles también en agua, para mejorar el

factor de proteccion final'.

O
OH

Figura 4. Estructura del homosalato®*.

Por otro lado, los filtros quimicos para UVA contemplan compuestos como las benzofenonas y
sus derivados (Figura 5), los cuales destacan sus grupos cromoforos (R). Estas moléculas
presentan una doble capacidad de absorcidn tanto en la franja del UVB como del UVA corto y
medio. Son cetonas aromaticas muy fotoestables y que no producen fotosensibilidad. El
derivado mas empleado es la oxibenzona, pero tiene el inconveniente de presentar, en
ocasiones, problemas de intolerancia cutanea, siendo obligatorio en la Union Europea declarar
su presencia en el envase si su concentracion es superior a 0.5%. Se permite su empleo a

concentraciones no superiores al 10% 4.

R:. 0 R1
| 1 |
ﬂf\ﬁ’ C‘“*r-"ﬁl“‘ .
1. | ,'
o — .
Ra ! R2
R

Figura 5. Derivado de Benzofenona™.
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La avobenzona es un compuesto que proporciona la absorcion mas alta y mas amplia, y es
posible hacer combinaciones de este con otros filtros para una maxima proteccién UVA. Para
usar avobenzona se debe tener en cuenta que este filtro UVA no es fotoestable por si solo 0 en
combinacion con algunos filtros especificos, y se deteriora durante la exposicion al sol al aire

libre3’.

El benciliden-alcanfor cuya estructura se relaciona quimicamente con la del acido tereftaliden-
dibornano-sulfénico, conocido comercialmente como Mexoryl SX, presentan buena estabilidad
al calor y a la luz, junto con una buena tolerancia cutanea. La concentracion maxima a la que se
pueden utilizar es del 15%"4. EI maximo de absorcion de este compuesto esta en el limite entre
los rayos UVA cortos y UVA largos y posee gran capacidad de absorcion de los rayos UVA

cortos, ademas de absorber el UVB.

Por ultimo, dentro de los filtros biologicos tenemos a compuestos antioxidantes que evitan la
formacion de radicales libres y, por lo tanto, potencian el subsistema inmunolégico cutaneo. Se
utilizan cada vez con mayor profusion, y las vitaminas A (betacarotenos), C y E son las mas
utilizadas (en forma de acetato o palmitato). Para las dos ultimas, se ha demostrado que,
aplicadas por via topica, tienen propiedades antiradicales libres y actuan contra el
envejecimiento cutaneo y los canceres de piel fotoinducidos, que en numerosas ocasiones son
consecuencia, a largo plazo, de una exposicidn prolongada al sol. La combinacion de filtros
quimicos UVA/UVB y antioxidantes da lugar a preparados de amplio espectro de proteccion
solar y elevada eficacia'®. Sin embargo, hoy en dia, en las formulas de los fotoprotectores se
encuentran ingredientes cuyo mecanismo de accion no se basa en la absorcion, reflexion y/o
dispersiéon de la radiacion solar, sino en el desarrollo de una actividad antioxidante,
secuestradora de electrones o radicales libres, e incluso reparadora de los dafos producidos
por el sol. También pueden actuar como coadyuvantes de la actividad fotoprotectora de otros
filtros. Dentro de estos podemos incluir a la melanina. Las melaninas son un grupo de
pigmentos naturales que se encuentran en la mayoria de los organismos y se han utilizado de
forma amplia y convencional en diferentes campos industriales, incluidos alimentos, cosméticos
y medicamentos por su accién antioxidante®. El acido ascérbico (Figura 6) es otro ejemplo, ya
que, se ha estudiado que la radiacion solar se reduce drasticamente cuando en la piel se
encuentra vitamina C. Ademas, se ha comprobado, que la aplicacion del acido ascérbico en piel
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de cerdo, hay disminucion del eritema y del numero de células necrosadas producidas por la
radiacion UVB, ya que esta vitamina se le han atribuido propiedades con actividad antioxidante
y neutralizadora de radicales libres, ademas de promover la sintesis de colageno™.

CH,OH

HC—OH
o)

HO OH

Figura 6. Estructura del acido ascérbico®.

En el caso de la vitamina E, si se aplica dérmicamente es contribuir a la defensa antioxidante de
la piel, porque ésta tiende a absorber la luz UV en la region del espectro solar que es
responsable de los efectos bioldgicos daninos del sol. La vitamina E bloquea la peroxidacién de
lipidos en células y tejidos y es un buen antioxidante?3. La accién combinada de vitamina E y
vitamina C potencia la accion de cada una de ellas.

En el caso de la Vitisvinifera. Las procianidinas (Figura 7), donde se pueden observar grupos
cromoforos OH de la uva protegen la piel de los dafios inducidos por la radiacion UV. La mezcla
de los polifenoles actua como antioxidante, capaz de contrarrestar la accién de los radicales

libres'.

Figura 7. Estructura de la procianidina B1%.

A pesar de esta gama de compuestos, se sigue realizando la sintesis de nuevos compuestos

que puedan tener un excelente potencial fotoprotector con mejores atributos que puedan ser
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utilizados para este fin, como es el caso del FLS-3, compuesto que fue sintetizado por el Dr.
Roberto Martinez del Instituto de Quimica, cuyas propiedades son cristales amarillos, soluble en
DMSO y en acetona, punto de fusién 249-250°C y masa molecular: 316.35 g/mol.

Para la evaluacion de este tipo de compuestos es importante evaluar la seguridad y eficacia,
siendo importante conocer la normatividad y legislaciéon vigente de cada pais, cabe mencionar
que, en relacion al sector cosmético, en México se esta tratando de homologar criterios acordes
a lo referido en normas, lineamientos y guias internacionales, por mencionar algunas. En la
ultima década del siglo XX los principales mercados de cosméticos fueron regulados por
diferentes modelos; un modelo liberal en Estados Unidos basado en regulaciones que datan de
finales de 1930, mientras que en la Unién Europea se adoptd un enfoque moderno basado en el
riesgo. Recientemente, el enfoque europeo se ha convertido en un modelo internacional, el cual
es facil de entender y mas o menos de implementar. No obstante, se siguen presentando
diferencias entre paises y bloques comerciales respecto a temas especificos tales como las
definiciones de cosmético, los requisitos de etiquetado y la lista de ingredientes que estan
permitidos, restringidos o prohibidos?4.

2.4. Legislacion en Cosméticos

Dentro del contexto internacional, la ISO 22716 proporciona un enfoque global para un sistema
de gestion y establece directrices para la produccion, control, almacenamiento y distribucion
para los profesionales de la fabricacion de los productos cosméticos, destinadas a proporcionar
una guia de Buenas Practicas de Fabricacion (BPF), acorde con los fundamentos que establece
el nuevo Reglamento Europeo para la industria cosmética*4. Dicha ISO conforma una base para
el cumplimiento de la calidad y seguridad en la cadena de distribucién de los productos
cosméticos aceptada internacionalmente; controla y reduce la peligrosidad de los productos

cosméticos y promueve la mejora continua a lo largo de toda la cadena de distribucion®*.

La ISO 11930:2012 indica las pautas para la evaluacién de riesgos e identificacién de productos
microbiolégicamente de bajo y alto riesgo*'.

En el caso de la ISO 24443: 2012 especifica un procedimiento In vitro para caracterizar la

proteccion UVA de los productos de proteccion solar. Las especificaciones se proporcionan
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para permitir la determinacién de las caracteristicas de absorbancia espectral de la proteccion
UVA de forma reproducible*®.

En México La Secretaria de Salud, por conducto de la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), cuenta con un marco juridico que, de acuerdo con la
Ley General de Salud, tiene el propdsito de regular la produccidn y comercializacién de toda
clase de cosméticos, entre los que destacan los relacionados con la perfumeria, la belleza y el
aseo, asi como los servicios derivados de esas actividades. Como principal 6rgano de
regulacion, esta el Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios, publicado en el
Diario Oficial de la Federacion (DOF) el 9 de agosto de 1999. Asi mismo, se han publicado en el
DOF cuatro Normas Oficiales Mexicanas y un Acuerdo. Este ultimo, tiene la finalidad de
determinar las sustancias prohibidas y restringidas en la elaboracion de productos de
perfumeria y belleza. Este Acuerdo data del 15 de julio de 1999%.

2.4.1. Normas Oficiales Mexicanas

NOM 039-SSA1-1993. Bienes y Servicios. Servicios de Perfumeria y Belleza. Determinacion
de los indices de irritacion ocular primaria dérmica y sensibilizacion. Publicada en el DOF el 10
de marzo de 1995 (Derogada en 2014). Esta norma indicaba los estudios que se tenian que

hacer anteriormente, y que se llevaban a cabo en animales de laboratorio.

NOM 118-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Materias Primas para Alimentos. Productos de
Perfumeria y Belleza. Colorantes y Pigmentos inorganicos. Especificaciones sanitarias.
Publicada en el DOF el 20 de septiembre de 1995%'. Para efectos de esta Norma los colorantes
y pigmentos inorganicos permitidos se clasifican por su uso. Dentro de los productos de
perfumeria y belleza, se pueden utilizar en los protectores solares sustancias como las

siguientes: dioxido de titanio, 6xido de zinc y 6xido de hierro.

NOM 141-SSA1-1995. Bienes y Servicios. Etiquetado para Productos de Perfumeria y Belleza
Pre-envasados. Publicada en el DOF el 18 de julio de 1997 (COFEPRIS), en dicha norma indica
las caracteristicas de etiquetado de los filtros solares®.
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NOM-089-SSA1-1994, Bienes y servicios. Métodos para la determinacion del contenido

microbiano en productos de belleza. Esta norma se utiliza con el fin de conocer la calidad

sanitaria y precisar si los cosméticos son aptos para uso humano.

En cosméticos no hay una norma que indique especificamente como evaluar y determinar si un

producto es estable, por lo que se considera la Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2005,

Estabilidad de farmacos y medicamentos.

2.4.2 Estabilidad de cosmeéticos

La estabilidad se define como la capacidad de un producto de permanecer dentro de las

especificaciones de calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su periodo de

vida Util*8. Las condiciones para casos generales son las que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de estudio de estabilidad. NOM-073-SSA1-2005, Estabilidad de farmacos y

medicamentos.

. - Frecuencia
Tipo de estudio Condiciones de almacenamiento Periodo minimo de analisis
(meses)

( meses)
Estabilidad 40 °C +2°C/ 75% 5% HR 6 0,3y6
EStab"'d%‘;gigond'c'O” 30°C +2°C /65% + 5% HR 6 0,3y6

Estabilidad alargo | 55ec 4 5 o¢ /60% +5% HR 0 30°C 12 0.3,6,9y

plazo 12

HR: Humedad Relativa

Cabe mencionar que para el estudio de estabilidad se deben incluir otras pruebas de acuerdo a

la presentacion y uso del producto como se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Pruebas para semisélidos. NOM-073-SSA1-2005, Estabilidad de farmacos y

medicamentos.

Gel, crema y unguento

Gel, crema y ungiiento ético u

Parametro
tépico oftalmico

Apariencia (incluyendo

consistencia) v v
Color 4 4
Olor 4 4
Ensayo v 4
pH v v
Material Particulado NA 4
Pérdida de peso v v
Viscosidad 4 4
Contenido de conservadores 4 4
Esterilidad (inicial y final) NA 4
Limite microbiano (inicio y final) 4 NA

NA: No aplica

En el caso de productos de proteccidn solar se realizan declaraciones sobre nivel de proteccion,

estas declaraciones deben ser sencillas y no ambiguas. El nivel de proteccion del producto

debe figurar mediante la clasificacion como baja, media, alta y muy alta. Cada clasificacion

debe equivaler a un grado de proteccion frente a ambas radiaciones, UVB y UVA de acuerdo a
lo que establece la NOM 141-SSA1/ SCFI-2012 (Tabla 3) donde destacan los factores de

proteccion solar'®.
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Tabla 3. Caracteristicas de etiquetado de fotoprotectores'®

ro::eaccctic:’)rnd:olar Factor de Factor minimo de Longitud de onda
Clasificacion pue se indica en proteccion proteccion UVA critica minima
a la etiqueta solar medido recomendado recomendada
Proteccion 6 6.0-9.9
baja 10 10.0-14.9
i 1 15.0-19.9
Proteccion 23 20.0-24.9 1/3 del factor de
z 250298 | "monsona® | 0mm
Proteccion 30 30.0-49.9 etiqueta
alta 50 50.0-59.9
Proteccion 50 + Igual o mayor
muy alta a 60.0

2.4.3 Factor de proteccion solar

El factor de proteccién solar (FPS) se denomina al numero de veces que el fotoprotector
aumenta la capacidad de defensa natural de la piel frente al eritema o enrojecimiento previo a la
guemadura. Se debe considerar que la definicion sélo indica la capacidad de proteccion frente
al eritema y no frente a los otros efectos producidos por la radiacion UVA'3. Los filtros solares
deben ofrecer un grado minimo de proteccion frente a ambas radiaciones, UVB y UVA, donde el
grado minimo de proteccion de los productos antisolares debe ser de un factor 6 de proteccion
solar frente a la radiacion UVB y un factor de proteccién frente a la radiacion UVA de al menos
1/3 del factor de proteccion solar UVB.

Aunado a estas pruebas, es importante mencionar que hoy en dia, se contemplan métodos
alternativos para la evaluacién de seguridad y eficacia en cosméticos para evitar o disminuir el
uso de animales de laboratorio para pruebas como irritabilidad, sensibilidad, absorcion dérmica,

entre otras.

2.5. Métodos Alternativos en cosméticos

La sociedad y la ética demandan nuevos meétodos de evaluacion de productos no solo
cosmeticos, por lo que, se han planteado nuevas alternativas a la experimentacién animal, tales
procedimientos describen cualquier cambio en los protocolos oficiales que contribuyan al
refinamiento de las técnicas, la reduccion del numero de animales utilizados o el reemplazo de

los mismos (principios de las 3R"s)%, como son los métodos alternativos propuestos por la para
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lo European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing- European Centre
Validation Alternative Methods (EURL-ECVAM) que permiten realizar pruebas de seguridad y
de eficacia/potencia de productos quimicos, bioldgicos y vacunas'36. Entre esto métodos
alternativos, se encuentran los ensayos de fototoxicidad, los cuales son requeridos para todos
aquellos productos que puedan incrementar su toxicidad por exposicion a la luz ultravioleta. En
la Tabla 4 se muestran algunos métodos alternativos, que se utilizan actualmente, dichos
métodos adquieren importancia, debido a que los objetivos que tienen a futuro son: Incorporar
un refinamiento de los procedimientos, de modo que disminuyen el dolor o malestar de los
animales, o bien aumentan su bienestar, permitir una reduccion en el numero de animales
utilizados, asi como, facilitar el reemplazo del uso de animales por sistemas que no requieren
seres vivos, 0 emplean otras especies animales que sean inferiores en la escala filogenética

animals6.

Tabla 4. Métodos alternativos al uso de animales®®.

Método Uso
Prueba RBC Esta prueba se utiliza para determinar el potencial fototéxico
(Red BloodCell) de una sustancia quimica o productos finales.

Esta prueba es una alternativa a la prueba de irritacion
realizada previamente en la mucosa conjuntival de conejos
(Prueba de Draize).

Prueba de HET-CAM

Episkin Modelo de epidermis humana reconstruida, se utilizan
gueratinocitos, se prueban efectos citotoxicos de irritantes.
Epiocular Método utilizado como modelo alternativo al método de

Draize. Utilizado en industria farmacéutica y cosmética.

La ventaja principal de los métodos alternativos radica en las consideraciones éticas alrededor
del uso de animales de experimentacion. Aunque no se puede ni se debe generalizar, algunos
métodos alternativos permiten ahorrar tiempo en la realizacion y en los costos. Sobre estas
técnicas se puede ejercer un mejor control de las variables y asi modificarlas de modo
secuencial. En determinadas circunstancias, se puede aprovechar una mayor versatilidad en el
disefio, posibilidad de poder utilizar células humanas y en algun tipo de estudio de nuevas

moléculas. Puede ser de vital importancia, utilizar cantidades muy pequeiias de sustancias®.

Entre los métodos alternativos, se encuentran los ensayos de fototoxicidad, los cuales son
requeridos para todos aquellos productos que puedan incrementar su toxicidad por exposicién a

la luz ultravioleta.
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De acuerdo a la legislacion europea, en donde no se permiten las pruebas con animales, se
establecen protocolos, en donde se utilizan lineas celulares para determinar el potencial
fototoxico de las sustancias, como es el protocolo de /nvittox N° 44, de Fototoxicidad. Esta
prueba esta designada para reproducir tal respuesta de cultivos celulares para incrementar
periodos de exposicion a radiacién ultravioleta, en ausencia y presencia de compuestos de
prueba y es requerida para todos aquellos productos que puedan incrementar su toxicidad por
exposicion a la luz ultravioleta, sin embargo, existen métodos alternos cuyo objetivo es evaluar
la fototoxicidad. Sin embargo, estos métodos deben proveer resultados confiables,
reproducibles y extrapolables en mayor medida, por lo que es importante asegurar la validacion

de estos.

2.6. Validacion de métodos

La validaciéon es un proceso de seguimiento que comprende la determinacién de una serie de
parametros que demuestren que los resultados del método son confiables y reproducibles®.
Por el tipo de producto, para la validacion del método de citotoxicidad y fototoxicidad, sélo se
evaluaran los parametros: repetibilidad, reproducibilidad y linealidad del método.

La precision se evalua en términos de repetibilidad (precision intra-dia), se define como la
precision bajo las mismas condiciones de operacion en un intervalo de tiempo corto. La
reproducibilidad (precision intermedia o inter-dia) puede expresarse como la precision entre los
laboratorios (estudios colaborativos, generalmente se aplica a la estandarizacién de la
metodologia)®’.

Linealidad. La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad (dentro de un rango
dado) para obtener resultados de prueba que son directamente proporcionales a la
concentracion (cantidad) de analito en la muestra®. Es la capacidad del método para
proporcionar resultados que son directamente o por medio de transformaciones matematicas
proporcionales a la concentracidén de la sustancia a analizar en la muestra dentro de un rango

establecido®2.
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3. Planteamiento del problema

Dado el racional de la aplicacion de las 3 R’s, con el fin de remplazar el uso de animales por
métodos alternativos para la evaluaciéon de seguridad y eficacia de nuevos productos, se
plantearon los ensayos de citotoxicidad y fototoxicidad mediante el uso de células de fibroblasto
de ratén (linea celular 3T3), dichos ensayos fueron validados, para lo cual se utilizo el
compuesto FLS-3 proporcionado por el Dr. Roberto Martinez del Instituto de Quimica (patente
en proceso), el cual, al absorber en las longitudes de onda que corresponden al rango de UVA 'y
UVB, podria utilizarse como principio activo en un filtro solar.

4. Objetivos

- Establecer los ensayos de citotoxicidad y fototoxicidad por un método alternativo del
European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing- European
Centre Validation Alternative Methods (EURL-ECVAM), por medio de una prueba de
fototoxicidad en cultivos celulares protocolo N° 44 de In-vitro Techniques in Toxicology

(Invittox).

- Validar los ensayos de citotoxicidad y fototoxicidad para evaluar el potencial fototoxico
del compuesto FLS-3.

- Desarrollar una formulacion utilizando el compuesto FLS-3.

5. Hipotesis

Si los ensayos planteados de citotoxicidad y fototoxicidad cumplen con los parametros de
linealidad, repetibilidad y reproducibilidad entonces se consideraran validados para determinar

el potencial fototoxico de cualquier compuesto.

Si la viabilidad de las células 3T3 en los ensayos de citotoxicidad y fototoxicidad del compuesto
FLS-3 disminuye al estar en exposicion a la luz Ultravioleta, entonces el compuesto es
fototoxico.
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6. Procedimiento Experimental
6.1. Reactivos
Compuesto de prueba FLS-3

El compuesto FLS-3 fue proporcionado por el Dr. Roberto Martinez del Instituto de Quimica. Se
revisaron las caracteristicas organolépticas del FLS-3 como color forma y apariencia, asi
mismo, se realizaron las pruebas de solubilidad del compuesto utilizando los solventes acetona
y DMSO de acuerdo a la FEUM No. 15, para lo cual se midi6 el grado de disolucion de un polvo
dentro de 30 minutos en un disolvente a la temperatura de 25° C con agitacion vigorosa durante
30 s a intervalos de 5 minutos, (Anexo |), donde para determinar si el compuesto es facilmente
soluble, corresponde a 1 a 10 partes de disolvente en volumen requeridas para una parte de

soluto.

Para la determinacion del pH del compuesto se realizo la disolucién del compuesto en acetona
y DMSO, se midio con tira reactiva.

Se realizaron los espectros de luz UV del compuesto utilizando el método general de analisis
(MGA) 0361 de la FEUM No. 15. El espectro UV de la preparacion de la muestra, corresponde
al obtenido con la preparacién de referencia.

Se prepararon dos soluciones stock de concentraciéon 1 mg/mL, del compuesto FLS-3, se
utilizaron como solventes acetona y DMSO para cada solucién, de éstas se realizaron las
diluciones para obtener concentraciones de 0.0375 mg/mL para acetona, y 0.013 mg/mL para
DMSO, se midio el blanco y se realizé un barrido de luz UV, con un rango de longitud de onda
de 210 a 500 nm utilizando el espectrofotometro (Marca: Labomed Inc. Espectro UV-Vis Dual
Beam 8 Auto Cell).

Producto comercial

Se utilizd el producto comercial Locion protectora solar: Hawaiian Tropic Ozone® de FPS50
cuyos ingredientes activos fueron octocrileno y benzofenona-3, como referencia y para el

analisis comparativo con la formulacion con el FLS-3 al 1 %.
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Cultivo celular

Para las pruebas de citotoxicidad y fototoxicidad, se utilizo la linea celular 3T3-L1 de fibroblasto
de raton del American Type Culture Collection (ATCC), catalogo No. 30-2002. Las monocapas
de células 3T3 de ratdon se expusieron a concentraciones crecientes de pruebas quimicas
después de lo cual se determind la viabilidad de las mismas.

6.2. Propuesta del método

Para los ensayos de citotoxicidad y fototoxicidad, se propuso un método in vitro, usando la linea
celular 3T3 de fibroblasto de raton, utilizando como base el protocolo de Invittox N° 44, de
fototoxicidad y como producto de prueba se evalué el compuesto FLS-3 a diferentes
concentraciones y se comparo con un producto control.

Para la validacion del método, primero se realizaron pruebas de la [ampara, la distancia de la
misma, asi como los tiempos de exposicion. Los parametros evaluados fueron repetibilidad,
reproducibilidad y linealidad donde para ambos ensayos se utilizaron las mismas
concentraciones (0.15, 0.30, 12.50, 25.00, 40.00 y 50.00 pg/mL) y 3 repeticiones para cada uno;
en el caso de repetibilidad se utilizaron 2 placas/ dia, evaluandose en tiempos diferentes y con
respecto a la linealidad del método se construyo la curva de regresion y se determinaron el %
del coeficiente de variacion y el coeficiente de determinacion. Cabe mencionar que la
evaluacion de la citotoxicidad y fototoxicidad del compuesto de prueba FLS-3 y del producto
formulado (filtro solar con el FLS-3) fue a las concentraciones anteriormente.

6.2.1 Validacion del método de Citotoxicidad.

Se descongelaron las Células 3T3-L1 de raton del American Type Culture Collection (ATCC),
catalogo No. 30-2002, dentro de un bafo Maria a 37° C. Se coloc6 en un tubo con 10 mL de
solucion de lavado (medio sin suplementar). Dicha suspension se centrifuga durante 5 min a
1500 rpm. Se desecho el sobrenadante y se resuspendio el paquete celular en 1 mL de medio
de cultivo suplementado. En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL se colocaron 50 pL de la
suspension de células y 50 uL de solucion de azul de tripano, se mezclé perfectamente y
transfirieron cuidadosamente 9 pL a cada una de las secciones de la camara de Neubauer. Se
coloco la camara en el microscopio Optico utilizando el objetivo de 10X. Se contaron el numero
de células tefiidas (muertas) por mm?. Se hicieron los calculos correspondientes a la viabilidad y

al numero de células por mL de suspension.
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Numero de células por mL de suspension:
C=N*10%2*mL

Donde:

C= células por mililitro.

mL= mililitros de suspensién celular.

N= Promedio de células contadas vivas.
10%= Factor de conversion de la camara.
2= Factor de dilucién.

Una vez obtenidos estos datos sembrar en las botellas de cultivo de 25 cm? o 75 cm?. Se
colocaron en Incubadora a 37° C y humedad atmosférica al 5% CO2/95% aire (Marca: SHEL
LAB). Se reviso diariamente para estimar el porcentaje de confluencia (Esta fase ocurre cuando
las células del cultivo, que se ha saturado, dejan de dividirse; monocapa: inhibicién por
contacto) cambiando el medio de cultivo DMEM (Lote: 63844117 Caducidad: Mayo/2017), cada
48 h. Al tener el cultivo entre el 70 y 90% de confluencia se procedi6 a la tripsinizacién (Tripsina
0.05% EDTA 0.02%) Manteniendo al menos dos ciclos de confluencia. Si el numero de células
excedia al requerido para la prueba, las células sobrantes: se colocaba en el criovial 950 uL de
la suspensidn celular (con al menos 1.5x108 células) y 50 uL de Dimetil sulfoxido (DMSO). Se
guardaba en el ultracongelador. Identificando con el nombre de la linea, numero de pase,
cantidad de células, fecha de congelacién e iniciales de la persona que lo realiza.

Tripsinizacién

Una vez que se obtuvo el cultivo Stock a confluencia se aspiré el medio de cultivo de la caja. Se
adicion6 1-3 mL de tripsina—EDTA (Tripsina 0.05% EDTA 0.02%. Se incub6 a 37°C hasta que
se desprendidé la monocapa agitando hasta que al microscopio se observaban las células
desprendidas y disgregadas. Se detuvo la reaccién de la Tripsina adicionando solucién de
lavado. Esta suspension se coloco en un tubo estéril y se centrifugé a 1500 rpm durante 5

minutos (dependiendo de la muestra a centrifugar). Se desechd el sobrenadante y se

resuspendio el paquete celular en medio de cultivo suplementado. Se realizé la cuantificacidon
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celular como se describe anteriormente (Viabilidad celular) y se sembraron en las placas de 96

pozos (Marca: Costar) de la siguiente manera:

Se prepard una suspension celular de 1x10° células/mL. Se agregaron 20 uL a cada pozo con
100 yL de medio suplementado, para tener 20,000 células/pozo. Se incubaron a 37°C y 5% de
CO2 con un minimo de 12 y hasta 24 horas esto en funcion de que células se hayan adherido a

los pozos.

Al término de las 24 horas se aspiré el medio. Se adicionaron 100 yL de cada una de las
concentraciones de prueba. Se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de CO2.Se aspiré el medio
y se fijaron las células con 100 uL de acido tricloroacético al 10% durante una hora a 4°C.
Posteriormente se lavaron 5 veces con agua destilada y se dejaron secar a temperatura

ambiente.

Tinciéon con Sulforrodamina-B y Lectura. Se adicionaron 50 pL de la solucion de
Sulforrodamina B al 0.4% en acido acético al 1% a cada uno de los pozos con células, y se dejo
reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se retiré el exceso de colorante lavando 5
veces con acido aceético al 1%. Se secd a temperatura ambiente. Se solubilizé el colorante
celular afadiendo 100 yL de Tris base 10 mM (pH 10.5) dejando reposar por 5 minutos y con
agitacion mecanica suave hasta que se observo la homogenizacion del mismo. Se obtuvieron
las absorbancias en un lector de microplacas a una longitud de onda de 490 nm.

Interpretacién de la prueba. Se realizé la determinacion del porcentaje de células adheridas al
final del experimento, el cual indica el porcentaje de células viables al momento de la fijacién.
Se considero la proliferacion celular maxima (100%) de los pozos que no reciban tratamiento
del compuesto de prueba (control negativo). Para el producto de referencia se determiné la
concentracion mas alta del compuesto al que las células fueron expuestas, en la que no
disminuy¢ la absorbancia comparada con el control.

Se utilizaron 10 diferentes concentraciones, para determinar la concentracion en la que no
disminuia la absorbancia con respecto al control como se muestra en la Figura 8. Se realizaron

las lecturas de absorbancia con un lector de ELISA a 490 nm.
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M ca: 12.5 pg/mL
O ¢5: 0.6pg/mL
B C6: 0.3pg/mL
B C7: 0.15 ug/mL

]

A8
X)) | \]
\ ) ; ! M C: control
\a 0 c1: 50 pg/mL
k) O c2: 40 pg/mL
) ‘ O ¢3: 25 pg/mL
I )

Figura 8. Placa de 96 pozos con la distribucién de las concentraciones

6.2.2 Validacion del método de Fototoxicidad

Antes de haber realizado la prueba de fototoxicidad, se validé el tiempo de exposicion de la
placa, para lo cual, se expusieron las células (20,000 células/pozo) sin producto de prueba a
diferentes tiempos (10, 15, 20, 30, 40 y 60 minutos) de exposicidon en la campana, donde se
aseguro que habia diferencia significativa entre el control y las células expuestas a la luz UV.

Se suspendieron las células en DMEM. Se depositaron 100 yl de la suspension de células
dentro de cada pozo de una placa 96 pozos de microtitulacion (es decir 20,000 células/pozo).
Se incubaron las placas por 24 h. a 37°C. Al dia siguiente se descart6 el medio de cultivo y se
reemplazé con las concentraciones correspondientes. En la figura 9 se muestra la distribucion

del control y las diferentes concentraciones evaluadas del producto de referencia.

e

g

M C: control
Oca:s0 pg/mL
O c2: 40 pug/mL
Ocs:25 pg/mL
H ca:125 pg/mL
O cs: 6pg/mL

M c6: 0.3 pg/mL
Bc7: 0.15 pug/mL

-

’

|
|
i

i
i

Figura 9. Placa con la distribucién de las concentraciones del producto de referencia
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Se incubaron las placas por 4 horas para permitir el equilibrio (4 horas han sido establecidas
como el periodo minimo que requiere el compuesto para entrar a la célula como grado

suficiente para demostrar fotoactividad).
Exposicién a la luz

Después de 4 horas de periodo de equilibrio: Se retir6 la tapa de la placa antes de irradiar las
células. Se colocd papel aluminio en el control negativo para proteger a las células de la
radiacion UV. Se expusieron las placas a radiacién, durante 20 minutos. En la campana de flujo
laminar se coloco la placa a 20 cm de distancia de la lampara UV (Marca: OSRAM, 15W)

Intensidad: 128 luxes, y 10 cm del fondo de la campana, como se muestra en la Figura 10.

i“_ " O
=)

Figura 10. Posicién de la placa dentro de la campana la cual esta indica con la flecha

Después de exponer a UV, incubaron las células por otras 20 horas a 37°C. Se repiti6 el ensayo

Sulforrodamina como se describe anteriormente.

6.3 Caracterizacion del compuesto FLS-3
El compuesto FLS-3 fue proporcionado por el Dr. Roberto Martinez del Instituto de Quimica
(patente en proceso). Se revisaron las caracteristicas organolépticas del FLS-3 como color

forma y apariencia, asi mismo, se realizaron las pruebas de solubilidad del compuesto
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utilizando los solventes acetona y DMSO de acuerdo a la FEUM No. 15, para lo cual se midi6
el grado de disolucion del compuesto en 30 minutos por disolvente a la temperatura de 25° C
con agitacion vigorosa durante 30 s a intervalos de 5 minutos (Anexo 1), siendo el parametro
correspondiente de 1 a 10 partes de disolvente en volumen requeridas por una parte de soluto,

para determinar que el compuesto es facilmente soluble.

6.3.1 Espectros UV

Se realizaron los espectros de luz UV del compuesto utilizando el método general de analisis
(MGA) 0361 de la FEUM No. 15. Se prepararon dos soluciones stock de concentracion 1
mg/mL del compuesto FLS-3 utilizando como solventes acetona y DMSO para cada solucion,
de éstas se realizaron las diluciones donde se obtuvieron las concentraciones de 0.0375 mg/mL
para acetona y 0.013 mg/mL para DMSO, se midié el blanco y se realizé un barrido de luz UV,
con un rango de longitud de onda de 210 a 500 nm utilizando el espectrofotémetro (Marca:
Labomed Inc. Espectro UV-Vis Dual Beam 8 Auto Cell).

6.4. Prueba de Citotoxicidad y Fototoxicidad

Para las pruebas de Citotoxicidad y Fototoxicidad del producto de referencia (comercial),
compuesto FLS-3 y filtro solar con el compuesto de prueba FLS-3 se utilizaron las metodologias
descritas en los puntos (6.2.1 y 6.2.2.), respectivamente.

6.5 Propuesta de la formulacion de un filtro solar con el compuesto FLS-3

Se propuso y se evaluo la formulacién con el compuesto de prueba FLS-3, la cual consistio en
la elaboracion de una emulsién aceite/agua con la insercion del compuesto FLS-3 al 1%, la cual
consistioé en un sistema heterogéneo constituido de dos liquidos no miscibles entre si en el que
la fase dispersa esta compuesta de pequefios glébulos distribuidos en el vehiculo en el cual son
inmiscibles.

Los excipientes y porcentajes utilizados para la formulacion se describen en la Tabla 5, los
cuales fueron seleccionados acorde sus propiedades hipoalérgenicas y funciones de cada uno.,
por ejemplo: la glicerina utilizada en cosméticos, esta funciona como humectante; protector de
piel; agente acondicionador de la piel, humectante y agente reductor de la viscosidad*®. Los
carbdmeros se usan como espesantes, suspensores, dispersantes y agentes emulsificantes,

también se utilizan para control reoldgico®.
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Tabla 5. Excipientes y % de la formulacién del filtro solar propuesta

Excipientes Porcentaje (%)
Carbomero 5.0
Tween 80 20.0
Aceite de almendras 10.0
Glicerina 5.0
Trietanolamina 5.0
Agua destilada c.b.p 100

La preparacién de la formulacion fue la siguiente:

1.- Fase A. En un vaso de precipitados de 1L se colocaron 600 mL de agua destilada, se anadid
carbémero (Carbopol 940 a razon de 1 g/20 mL de agua destilada) se mezcldé hasta su

hidratacion.

2.- Fase B. En un vaso de precipitados de 600 mL se colocaron 40 mL de Tween 80, 20 mL de

aceite de almendras y 20 mL de glicerina.

3.- Se realizo la incorporacion de la fase A en la fase B, con agitacion constante a 500 rpm con
un homogenizador eléctrico hasta obtener una mezcla homogénea, se adicioné trietanolamina
para regular el pH, y posteriormente se adicioné agua cbp.

4.- La mezcla obtenida se dividid en dos porciones, la primera se utilizO como control y la

segunda se le afiadio el compuesto de prueba al 1%.
En las siguientes figuras se muestran los diagramas de flujo para las pruebas de citotoxicidad y

fototoxicidad (Figura 11) y elaboracion del filtro base y del filtro con FLS-3 al 1% (Figura 12)

respectivamente.
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Figura 11. Diagrama de flujo para las pruebas de Citotoxicidad y Fototoxicidad* donde:

a) FLS-3; b) producto de prueba y/o c) producto de referencia.
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Verificar el orden y limpieza, de
areas, equipo y materiales

Identificar materias primas

Componentes
hidrofilicos

|

Agua destilada

Carbopol 940

Tween 80

Glicerina

|

Componentes

lipofilicos

Aceite de almendras

\4

Incorporar componentes hidrofilicos y lipofilicos
con agitacion constante

Adicionar Trietanolamina y agitar
con homogenizador a 3500 rpm

Crema base

Dividir en dos

l

Producto control

A\ 4

Crema base +
compuesto FLS-3

Figura 12. Diagrama de flujo de la elaboracion del filtro base y del filtro que contiene el

compuesto FLS-3.
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6.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de todos los resultados obtenidos tanto para la validacion de los
ensayos de citotoxicidad y fototoxicidad, asi como para la determinacién del potencial fototoxico
del FLS-3 se utilizo el programa Sigma plot version 13®. Las pruebas realizadas Anadeva de
una via o Kruskal-Wallis fueron en funcién de si los datos cumplieron con la prueba de

normalidad y equivarianza, cuando la p fue <0.05, se realiz6 la prueba post-hoc: Tukey.
7. Resultados
7.1. Atributos del compuesto FLS-3

En la Tabla 6, se muestran los atributos del compuesto FLS-3, asi como los resultados
obtenidos de solubilidad y pH.

Tabla 6. Atributos FLS-3.

Especificaciones del compuesto FLS-3 Descripcion
Color Amarillo
Olor Inodoro
L Polvo fino, homogéneo sin particulas extrafias
Apariencia visibles

Facilmente soluble con DMSO

Solubilidad Soluble en caliente con acetona
pH 7.0
7.2 Validacion

Se realizo la validacidon de los métodos citotoxicidad y fototoxicidad para el filtro comercial, el
compuesto de prueba y la formulacion, para ello se midieron los parametros de repetibilidad,
reproducibilidad y linealidad.
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En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de porcentaje de viabilidad para
repetibilidad, la cual fue calculada mediante el analisis de 3 muestras, preparadas a la misma
concentracion el mismo dia y bajo las mismas condiciones experimentales; en las
concentraciones 25 y 50 yg/mL, se observan porcentajes de viabilidad similares, por lo que sus
porcentajes de coeficiente de variacion (%C.V.) fueron menores a 20% siendo muy baja la
dispersion con respecto a su media, mientras que en la placa 2 los coeficientes de variacion de
las placas, en la concentracion de 0.15 y 50 pg/mL, se observan que los coeficientes de
variacion % C.V. <20, dicho valor de %C.V. es aceptado en ensayos biolégicos de acuerdo a la
guia ICH Q2 (R1).

Tabla 7. Repetibilidad. Citotoxicidad del compuesto FLS-3

% Viabilidad
Repeticiéon Placa 1 Placa 2

Concentracién (pg/mL ) Concentracion (ug/mL)
0.15 25.00 50.00 0.15 25.00 50.00
1 87.67 43.66 58.56 72.98 41.02 46.01
2 42.27 40.43 44.01 100.86 42.84 54.28
3 87.21 44 .47 47.59 85.11 56.55 64.82
Promedio 72.39 42.85 50.05 86.32 46.81 55.04
D.E. 26.07 2.13 7.58 13.97 8.48 9.42
%CV 36.02 4.99 15.15 16.19 18.14 17.13

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de (porcentaje de viabilidad) de
Fototoxicidad, para la repetibilidad, la cual fue calculada mediante el analisis de 3 muestras
preparadas a la misma concentracion el mismo dia y bajo las mismas condiciones
experimentales; en donde se muestra que para la placa uno, en las concentraciones 25 y 50
pug/mL, los porcentajes de viabilidad de células son similares, por lo que sus % C.V. fueron
menores a 25%, dicho valor de coeficiente de variacion es aceptado en estudios de
Fototoxicidad, de acuerdo a Invittox N°44; la dispersion es muy baja con respecto a su media,
mientras que en la placa 2 a las concentraciones de 0.15, 12.50 y 50 pg/mL, se observan %
C.V.£25, mientras que su dispersion con respecto a la media es muy baja.
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Tabla 8. Repetibilidad. Fototoxicidad del compuesto de prueba FLS-3.

%Viabilidad
Repeticiéon Placa 1 Placa 2
Concentracién (ug/mL) Concentracién (pg/mL )

0.15 25.00 50.00 0.15 25.00 50.00
1 56.47 71.81 64.96 65.62 | 108.48 79.68
2 58.28 116.86 78.01 95.75 89.73 76.33
3 62.73 110.66 83.24 108.48 73.66 77.00
Promedio 59.16 99.78 75.40 89.95 90.62 77.67
D.E. 3.22 24.41 9.41 22.01 17.42 1.77
%CV 5.45 24.46 12.48 24.46 19.23 2.28

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para repetibilidad, de la formulacién, la cual
fue calculada mediante el analisis de 3 muestras, preparadas a la misma concentracién el
mismo dia y bajo las mismas condiciones experimentales; para ello se consideraron valores de
diferentes placas, en la concentracion de 0.15 ug/mL, se observan porcentaje de viabilidad
similares, por lo que su % de C.V.<20, dicho coeficiente de variacion se acepta en ensayos
biologicos de acuerdo a la guia ICH Q2 (R1) en cuanto a las concentraciones de 12.5 y 50
Mg/mL, en la placa 2, presenta porcentaje de %C.V.<20, en cuanto la dispersion son valores
bajos con respecto a la media.
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Tabla 9. Repetibilidad de la Citotoxicidad formulaciéon que contiene el compuesto FLS-3.

%Viabilidad
Repeticiéon Placa 1 Placa 2
Concentracién (pg/mL ) Concentracién (pg/mL )
0.15 12.50 50.00 0.15 12.50 50.00
1 67.50 46.33 42.55 64.95 82.24 91.58
2 99.21 63.43 53.40 84.01 92.21 103.27
3 94.34 83.66 71.85 86.89 90.34 97.93
Promedio 87.02 64.47 55.93 78.62 88.26 97.59
D.E. 17.07 18.69 14.81 11.92 5.29 5.85
%CV 19.62 28.98 26.48 15.16 6.00 5.99

En la repetibilidad de fotototoxicidad para la formulacién que contiene el compuesto FLS-3

(Tabla 10), la cual fue calculada mediante el analisis de 3 muestras, preparadas a la misma

concentracion el mismo dia y bajo las mismas condiciones experimentales; se observa en

ambas placas coeficientes de variacion %C.V.<25, dicho valor es aceptado en estudios de

fototoxicidad (/nvittox N°44), en cuanto a la dispersion de los datos, es muy baja con respecto a

la media.
Tabla 10. Repetibilidad de la Fototoxicidad de la formulacion.
%Viabilidad
Repeticion Placa 1 Placa 2
Concentracién (ug/mL) Concentracion (ug/mL)

0.15 12.50 50.00 0.15 12.50 40.00
1 56.47 57.54 59.25 48.73 125.94 132.27
2 58.28 61.02 79.55 35.44 83.72 81.00
3 62.73 74.46 65.46 59.77 134.07 111.73
Promedio 59.16 64.34 68.09 47.98 114.58 108.33
D.E. 3.22 8.93 10.39 12.18 27.034 25.80
%CV 5.45 13.88 15.27 25.39 23.59 23.81

40




En la Tabla 11 se muestra la reproducibilidad en citotoxicidad, la cual se obtuvo con la

comparacion de resultados de diferentes dias de trabajo; en

la placa 1,

para

las

concentraciones de 25 y 50 ug/mL, se observan porcentaje de C.V.<20, dicho valor es aceptado
en ensayos bioanaliticos de acuerdo a la guia ICH Q2 (R1); en cuanto a la concentracion 0.15
pMg/mL donde él %C.V.= 25.35, se encuentra dentro del limite superior. En la placa 2 para las

concentraciones de 0.15, 25 y 50 pg/mL, se obtuvo un % de C.V.<20, y se obtuvo una

dispersion baja con respecto a la media.

Tabla 11. Reproducibilidad de citotoxicidad del compuesto FLS-3.

%Viabilidad
Repeticion Dia 1 Dia 2
Concentracion (ug/mL) Concentracion (ug/mL)

0.15 25.00 50.00 0.15 25.00 50.00
1 173.30 89.19 142.35 66.09 90.46 101.71
2 292.71 80.09 106.31 75.46 115.78 84.84
3 246.48 81.18 103.76 73.12 103.59 94.21
Promedio 237.5 83.49 117 .47 71.56 103.28 93.59
D.E. 60.21 4.96 21.58 4.87 12.65 8.45
%CV 25.35 5.95 18.37 6.81 12.25 9.03

La reproducibilidad de la fototoxicidad del compuesto FLS-3 (Tabla 12), se obtuvo comparando
ensayos de diferentes dias, se puede observar en el dia 1, a concentraciones de 15, 25y 50
pug/mL  coeficiente de variacion (% C.V.) <25, dicho valor es aceptado en estudios de

fototoxicidad, en el dia 2 se obtuvieron % C.V.<25 para las concentraciones 15, 25y 50 yg/mL.
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Tabla 12. Reproducibilidad. Fototoxicidad compuesto FLS-3.

%Viabilidad
Repeticion Dia 1 Dia 2
Concentracién (ug/mL) Concentracién (ug/mL)

0.15 25.00 50.00 0.15 25.00 50.00
1 65.62 108.48 79.68 48.58 48.44 60.02
2 95.75 89.73 76.33 44.85 55.23 63.08
3 108.48 73.66 77.01 37.26 36.06 62.28
Promedio 89.95 90.62 77.67 43.56 46.58 61.80
D.E. 22.01 17.42 1.77 5.76 9.71 1.58
%CV 24.46 19.23 2.28 13.23 20.86 2.56

La reproducibilidad de la citotoxicidad de la formulacion (Tabla 13), la cual se obtuvo con datos
de diferentes dias, la placa 1, para las concentraciones de 0.15, 12.5 y 25 yg/mL, presentaron
porcentaje de viabilidad similares, por lo que su porcentaje de coeficiente de variacion(%C.V.)
<20; en cuanto a la placa 2, en la concentracion de 50 ug/mL, se puede observar porcentajes
de viabilidad similares, por lo que el valor % de C.V.<20, dicho valor se acepta en ensayos
bioanaliticos de acuerdo a la guia ICH Q2 (R1).

Tabla 13. Reproducibilidad Citotoxicidad de la formulacion

%Viabilidad
Repeticion Dia 1 Dia 2
Concentracién (pg/mL ) Concentracién (pg/mL )

0.15 12.50 25.00 0.15 12.50 50.00
1 64.95 82.24 100.46 112.06 146.5 99.13
2 84.01 92.21 80.73 65.69 88.02 81.22
3 86.89 90.34 83.79 90.34 97.58 104.13
Promedio 78.62 88.26 88.33 89.36 110.72 94.83
D.E. 11.92 5.29 10.61 23.20 31.39 12.04
%CV 15.16 6.00 12.02 25.96 28.35 12.70
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En la Tabla 14 se muestra la reproducibilidad del ensayo de fototoxicidad de la formulacién, el

cual se obtuvo a partir de datos de dias diferentes de trabajo, en ambos dias en las

concentraciones de 0.150, 12.50 y 50 pg/mL una semejanza en el porcentaje de viabilidad

celular, por lo que se obtuvo un porcentaje de C.V. <25, dicho valor de porcentaje de C.V. se

acepta para ensayos de Fototoxicidad de acuerdo al protocolo /nvittox N°44, del EURL-ECVAM.

Tabla 14. Reproducibilidad fototoxicidad de la formulacién.

%Viabilidad
Repeticion Dia 1 Dia 2
Concentracién (ug/mL) Concentracién (pg/mL )

0.15 12.50 50.00 0.15 12.50 50.00
1 37.16 57.54 59.25 64.66 125.94 93.27
2 27.76 61.02 79.55 58.46 83.72 97.81
3 45.69 74.46 65.46 70.86 134.07 61.00
Promedio 36.87 64.34 68.09 64.66 114.58 84.03
D.E. 8.96 8.93 10.39 6.19 27.03 20.06
% CV 24.31 13.88 15.27 9.58 23.59 23.88

En la Figura 13 se muestra la grafica de porcentaje de viabilidad en funcién de las

concentraciones del compuesto de prueba FLS-3, en donde se muestra la linealidad, con una

regresion tipo polinomial, esta fue calculada con diferentes concentraciones, se obtuvo un

coeficiente de determinacion (R?) de 0.9989 para el compuesto de prueba, lo cual indica que

hay una fuerte relacion entre las variables, donde se observa que a mayor concentracion se

presenta una tendencia lineal.
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Figura 13. % de viabilidad Vs. Log Concentracién del producto del
compuesto de FSL-3. Regresion cuadratica (f=yO+a*x+b*x"?). Cada
representa el promedio del % de viabilidad de las células + E.E, para el log
de las concentraciones del FSL-3 (0.15, 0.30, 12.5, 25 y 50ug/mL). R?=0.998.

En la Figura 14 se muestra el ajuste de la curva (prueba de linealidad) del
porcentaje de viabilidad Vs. Log Concentracion de la formulacion del producto
de prueba (crema con el compuesto FLS-3), donde el coeficiente de

determinacion (R?) obtenido fue de 0.9859, encontrandose una tendencia lineal
entre ambas variables.
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Figura 14. Filtro + compuesto FLS-3. % de viabilidad Vs. Log Concentracion
del producto. Regresiéon lineal. (f=yO+a). Cada punto representa el
promedio del % de viabilidad de las células + E.E, para el log de las

concentraciones del producto formulado (0.15, 0.30, 12.5, 25 y 50ug/mL).
R?=0.986.

7.3. Espectros UV

En la Tabla 15 se muestra el barrido de luz UV, utilizando una concentracion de
0.0375 mg/mL del producto de prueba FLS-3 disuelto en acetona, utilizando
como blanco el mismo solvente. En la solucién se obtuvo una absorbancia en

una longitud de onda correspondiente al rango de rayos UVB (280-320 nm).



Tabla 15. Absorbancia del compuesto FLS-3 del barrido de luz UV

Longitud de _
Cresta/Valle Absorbancia
onda(nm)
Cresta 345.00 1.849
Valle 305.00 0.004

En la Figura 15 se muestra el espectro de luz UV utilizando como solvente acetona, en dicho

espectro se puede observar dos picos en las longitudes de onda que corresponden al rango de

la region UVB (280-320 nm).
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Figura 15. Espectro de Luz UV del compuesto FLS-3 con acetona, medido en

espectrofotometro (Marca: Labomed, Inc. Espectro UV-Vis Dual Beam 8 Auto Cell).

En la Tabla 16 se muestran los valores de absorbancia del espectro obtenido utilizando como

solvente DMSO.
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Tabla 16. Absorbancias del espectro de luz UV con DMSO

Cresta/Valle Longitud de onda Absorbancia
(nm)
Cresta 355 0.5666
Cresta 290 0.540
Valle 310 0.293
Valle 215 0.001

En la Figura 16 se muestra el espectro de luz UV del compuesto utilizando como solvente
DMSO, utilizando una concentracion de 0.013 mg/mL del producto de prueba FLS-3, se pueden
observar dos picos en 290 y 355 nm, longitudes que se encuentran en el rango de UVB.

St Soen e

=

Wkt

Figura 16. Espectro de Luz UV del compuesto FLS-3 con DMSO medido en
espectrofotometro (Marca: Labomed, Inc. Espectro UV-Vis Dual Beam 8 Auto Cell).
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7.4 Citotoxicidad y Fotoxicidad del producto de prueba

7.4.1 Citotoxicidad del producto de prueba

En la Figura 17 se muestran los resultados de citotoxicidad, donde se observa el porcentaje de
viabilidad de células 3T3 a las concentraciones (0.15, 0.30, 12.50, 25, 40 y 50 pg/mL)
evaluadas del producto de prueba FLS-3, donde se muestra que no hubo diferencias con
respecto al grupo control (sin compuesto de prueba)presentandose tendencias similares, asi
mismo, no hubo diferencia con respecto al aumento de las concentraciones; debido a que
presentan un comportamiento similar al control, puede decirse que el compuesto no es
citotoxico (ANADEVA de una via, Hg..=6; 0.05=7.279; p>0.05, n.s.).

Citotoxicidad del compuesto de prueba

180
160 ~
140

120

1 Control
[ conc. 015
conc, 0.3
[T conc. 12.5
conc. 25
BN conc. 40
XA conc. 50

100 ~

80 -

%Viabilidad

60

40 -

20 ~

Concentracion pg/mbL

Figura 17. Citotoxicidad del compuesto de prueba FLS-3. Cada barra muestra el % de
viabilidad de las células 3T3L * D.E. para el Control negativo (sin compuesto de prueba) y
compuesto de prueba FLS-3 a las concentraciones 0.15, 0.30, 12.50, 25, 40 y 50 pg/mL,
respectivamente. n.s a p>0.05.
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7.4.2 Fototoxicidad del producto de prueba

En la Figura 18 se presenta la grafica de Fototoxicidad del compuesto de prueba FLS-3, donde
se muestra el porcentaje de viabilidad de las células 3T3 para las diferentes concentraciones
del principio activo (0.15, 0.30, 12.50, 25, 40 y 50 ug/mL), donde se observa que hay diferencias
significativas del control negativo con todas las concentraciones evaluadas, (ANDEVA de una
via, Hg.=7;0.0s=28.904; p<0.001 n.s.).

Fototoxicidad Compuesto de prueba
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= & Conc. 12.5
Conc. 25
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%Viabilidad

,

_
_
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(o]

Figura 18. Fototoxicidad del compuesto de prueba FLS-3. Cada barra muestra el % de
viabilidad de la células 3T3L * D.E. para el Control negativo (-): sin exposicion de UV,
Control positivo (+): exposicion directa de la luz UV sin el FLS-3, y el producto de prueba
FLS-3 a las concentraciones: 0.15, 0.30, 12.50, 25, 40 y 50 pg/mL. *Diferencias
significativas Ctrl(-) Vs. Conc. 12.50, 0.15, 0.30, 25, 40 y 50, pg/mL.

7.5 Formulacion
Con respecto a la inclusion del producto de prueba en una matriz, se realizé una formulacién,

de emulsion o/w (70/30), conteniendo los ingredientes siguientes y cuya funcion en dicha

formulacion se indica en la Tabla 17.
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Tabla 17. Funciones de los excipientes de la formulacion

Excipiente Funcién Porcentaje (%)
Carbémero Agente emulsificante/ viscosante 5.0
Tween 80 Agente tensoactivo Emulsificante O/W 20.0
Aceite de almendras Emoliente 10.0
Glicerina Humectante 5.0
Trietanolamina Ajustador de pH ~5.0
Agua destilada Vehiculo (cbp) 100.0

7.5.1 Productos control y prueba

Las formulaciones tanto del producto de prueba FLS-3 al 1%, asi como del control fueron
homogéneos, oclusivos y agradables al tacto, la coloracion para la formulacién con el FLS-3 fue
de color amarillo y para el control fue blanca como se muestra en la Figura 19, por otro lado, los
parametros propuestos para ambas formulaciones, asi como los resultados obtenidos se

presentan en la Tabla 18, donde para ambas formulaciones cumplieron los respectivos

parametros establecidos.

Figura 19. A) Producto con el compuesto de prueba FLS-3 al 1 % y B) Producto base.
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Tabla 18. Especificaciones de la formulacién base y con el producto de prueba FLS-3 al

1%.
Formulaciéon Base
Especificaciones de la emulsiéon base Resultado
Color Blanco Blanco
Olor Sin aroma Sin aroma
Apariencia Semisdélido homogéneo hSemlsglldo
omogéneo
Textura Suave al tacto Suave al tacto
Viscosidad (cP) 6000-8500 cP 8180 cP
pH 6-7 7
Ciclado Establg a temperaltura Es:;t;!gsen
ambiente y a -5°C t
emperaturas
Formulacién con el producto FLS-3 al 1%
Especificaciones del producto de prueba Resultado
Color Amairillo Amarillo
Olor Sin aroma Sin aroma
Apariencia Semisdélido homogéneo Semisolido
homogéneo
Textura Suave al tacto Suave al tacto
Viscosidad (cP) 6000-8500 cP 6020 cP
pH 6-7 7
Ciclado Establg a temperaltura Es:;t;!gsen
ambiente y a -5°C t
emperaturas

Criterio de aceptacion
Cumple
Cumple

Cumple

Cumple
Cumple
Cumple

Cumple

Criterio de aceptacion
Cumple
Cumple
Cumple

Cumple
Cumple
Cumple

Cumple

7.5.2 Citotoxicidad del producto de prueba con el compuesto FLS-3

En la figura 20 se muestra la citotoxicidad del producto de prueba, donde se grafico el % de

viabilidad de las células 3T3 a diferentes concentraciones (0.15, 0.30, 12.50, 25 y 50 ug/mL) del

producto de prueba (ANDEVA de una via, F2o, 005=2.459; p=0.078). No se encontraron

diferencias significativas con las concentraciones 0.15, 0.30, 12.50, 25, 40 y 50 pg/mL del

producto de prueba.
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Citotoxicidad filtro prueba
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Figura 20. Citotoxicidad de la formulacién con el compuesto FLS-3 al 1%. Cada barra
representa el promedio del porcentaje de viabilidad de las células 3T3 * D.E. para los
grupos: Control negativo (-) y producto formulado a las concentraciones: 0.15, 0.30,
12.50, 25, 40 y 50 ug/mL. n.s. a p>0.05.

7.5.3 Fototoxicidad producto de prueba con el compuesto FLS-3

En la Figura 21 se muestra la evaluacion de fototoxicidad del producto de prueba, donde se
muestra se muestra el porcentaje de viabilidad de las células 3T3 con la adicion de diferentes
concentraciones del producto formulado (0.15, 0.30, 12.50, 25, 40 y 50 pg/mL), control positivo
(+) y control negativo (-) donde las diferencia encontradas corresponden al control (-) Vs.
Control (+), formulacién base y la concentracion del producto formulado con FLS-3 a 0.15
pug/mL (ANDEVA de una via; F53, 0.05 = 3.770; p=0.002), sin embargo, en relacién a la
comparaciéon entre el control (-) el cual no fue expuesto a la luz con respecto a las demas
concentraciones evaluadas no se encontro diferencias, observandose % de viabilidad por arriba
del 80%, por lo a estas concentraciones este producto presenta propiedades fotoprotectoras,
cabe mencionar que en relacion a la comparacion con la Figura 14 donde el compuesto FLS-3
se evaluo de forma individual y que no hubo diferencias significativas, este efecto encontrado se

puede atribuir un efecto sinérgico una vez contenido en fase oleosa.
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Fototoxicidad filtro de prueba
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Figura 21. Fototoxicidad de la formulacion con el compuesto FLS-3 al 1%. Cada barra
representa el promedio de % de viabilidad de las células 3T3 * D.E., para los grupos:
Control (-), Control (+), producto formulado al 1% a las concentraciones 0.15, 0.30, 12.50,
25, 40, 50 pg/mL. *Diferencias significativas a p<0.05 entre el Control (-) Vs. Control (+),
formulacién base y la concentracién del producto formulado con FLS-3 a 0.15 pg/mL.

7.6 Comparacion con el producto comercial
7.6.1 Citotoxicidad del producto comercial

El producto comercial utilizado fue una locion protectora solar: Hawaiian Tropic Ozone®,
producto de color blanco con olor caracteristico, facilmente deslizable, suave al tacto y
consistencia ligera. Este producto fue evaluado igual que el producto con FLS-3 al 1%
desarrollado, donde los resultados de la evaluacion de citotoxicidad para este producto
comercial muestran, que no es citotoxico como se observa en la Figura 22, donde el % de
viabilidad de las células 3T3, en funcién de las concentraciones evaluadas (0.15, 0.3, 12.5, 25,
40 y 50 pg/mL) son similares al control negativo (C-), no encontrandose diferencias
significativas (ANDEVA de una via, Hg.l.=6; 0.05=2.493; n.s. a p>0.050).
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Citotoxicidad del producto comercial
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Figura 22. Citotoxicidad del producto comercial. Cada barra representa el % de viabilidad
de las células 3T3% D.E., para los grupos: Control negativo (C-) y producto comercial a
las concentraciones: 0.15, 0.3, 12.5, 25, 40 y 50 pg/mL n.s.; p>0.050.

7.6.2 Fototoxicidad del producto comercial

Con respecto a la fototoxicidad del producto comercial, se observa que el % de viabilidad de las
células 3T3 en funcidén de las concentraciones evaluadas del producto comercial (0.15, 0.3,
12.5, 25, 40, 50 ug/mL) disminuyé por debajo del 50% de viabilidad en todos los grupos. Las
diferencias fueron significativas entre el control negativo (100% de viabilidad), comparado con
las concentraciones 0.3, 12.5, 25, 40 y 50 ug/mL del producto comercial, por lo que a estas
concentraciones el filtro solar no protege a las células contra la radiaciéon UV, como se muestra
en la Figura 23 (ANDEVA de una via Hg..=7; 0.05=33.853; p<0.001).
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Fototoxicidad del producto comercial
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Figura 23. Fotoxicidad del producto comercial. Cada barra representa el promedio del %
de viabilidad de las células 3T3 * D.E, para los grupos: Control (-), Control (+) y las
concentraciones del producto comercial a las concentraciones: 0.15, 0.3, 25, 40, 50

pg/mL. *Diferencias significativas a p<0.05 entre el Control (-) Vs. 0.3, 12.5, 25, 40 y 50
pg/mL.
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8. Analisis de resultados

Se realizaron pruebas piloto, para determinar el tiempo donde se obtuviera la diferencia en
porcentaje de viabilidad, para el control negativo (sin exposicion a la luz UV) y las células
expuestas a luz UV. Para determinar en qué tiempo se observaba mayor diferencia significativa
entre la viabilidad del control y la viabilidad de las células expuestas a la luz UV, se tom6 como
tiempo 20 minutos, el tiempo de exposicion al sol recomendado por la OMS es de 16 minutos
en promedio, lo cual nos da un indicio del tiempo que se debe considerar para la prueba,
ademas se obtuvo mayor porcentaje de viabilidad con respecto al control, en comparacion con

los otros tiempos de exposicion.

Con respecto a la repetibilidad, las desviaciones estandar que se obtuvieron fueron valores
pequenos, lo que indicé que los datos son cercanos a la media.

El coeficiente de variacién para fototoxicidad no fue mayor al 25%, que es el porcentaje
permitido para ensayos de fototoxicidad*’, por lo que cumple con el criterio de aceptacion. Y
con respecto a reproducibilidad para citotoxicidad sus porcentajes de viabilidad de células es

similar, y sus dispersiones son muy bajas.

Para la linealidad del método se obtuvieron coeficientes de variacion que demuestran una

relacion entre las concentraciones y el aumento de la viabilidad.

De acuerdo a las pruebas de solubilidad con DMSO y acetona, se observd que el compuesto
era soluble en dichos solventes, en cuanto a la formulacién, el compuesto FLS-3 es soluble en
fase oleosa.

El pH es importante para los cosméticos ya que si este no es el adecuado puede afectar su
calidad como la estabilidad, ocasionando irritabilidad en la piel, precipitacion de excipientes e
incluso favorecer una contaminacion microbiana. El pH de la piel es de 5 a 5.5 en una piel sana,
por lo que es recomendable utilizar productos que tengan un intervalo de pH (pH 5.5 a pH
neutro) de acuerdo a la literatura, el pH que se obtuvo se mantuvo dentro de los limites
aceptables*.

56



En el barrido de luz UV se puede observar que el compuesto FLS-3 absorbe en el rango de luz
UV-B, que corresponde de 320 a 400 nm, por lo que se le pueden atribuir propiedades
fotoprotectoras. La espectrofotometria se basa en la medida de la absorcion, por las diferentes
sustancias de una radiacién electromagnética de longitudes de onda situadas en una banda
definida y estrecha, esencialmente monocromatica. La banda espectral empleada en las
mediciones se extiende desde las longitudes de onda corta de la zona ultravioleta hasta la
visible del espectro, en este caso se utilizé el rango de la luz UV de 190 a 500 nm.

Tanto en el barrido de luz UV de acetona, como en el de DMSO se observé que absorbe en el
rango de UVB (320-400 nm), dicho rango de absorcion indica que el compuesto puede tener
propiedades fotoprotectoras, ya que la mayoria de los filtros solares absorben en el espectro
UVB (290-320 nm) por ejemplo: octilsalicilato, octilmetoxicinamato, o en ambos espectros UVA
y UVB (200-350 nm) por ejemplo: benzofenona-3%.

Dentro de los ensayos de citotoxicidad para el compuesto de prueba se observa que no hay
diferencia significativa con respecto al control, por lo que se puede decir que el compuesto no

es citotoxico.

Se realiz6 una formulacién, a la cual no se le anadié conservador, solo se realizé para saber si
era soluble en fase oleosa, sin embargo, a partir de dicha formulacion se puede realizar otra,
afiadiendo un conservador o realizando las pruebas que dicta la NOM 089 para determinar los

limites microbianos, para asegurar que aun sin conservador, el filtro solar es inocuo.

Para la formulacion se midieron diferentes parametros el pH obtenido fue de 7, entra dentro de
los parametros establecidos. La viscosidad se define como la resistencia al flujo, ésta fue de
8010 cP en el filtro control y 6020 cP en el filtro de prueba, dichos valores se encuentran dentro

de los parametros establecidos.

En la prueba de citotoxicidad del filtro de prueba se puede observar que no hay diferencias
significativas con respecto al control, por lo que se puede decir que el compuesto no es

citotoxico.
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En la prueba de Fototoxicidad del filtro de prueba se pudo observar que no hay diferencias
significativas a diferentes concentraciones, dichas concentraciones tienen propiedades
fotoprotectoras, por lo que se le puede atribuir efecto fotoprotector, comparando con la grafica
del compuesto FLS-3 en la que no hubo diferencias significativas, se puede atribuir un efecto
sinérgico una vez en fase oleosa.La accion fotoprotectora de los filtros se debe a su capacidad
de absorber los rayos UV, impidiendo la transmision de la radiacion hacia los tejidos
subyacentes y evitando asi cualquier efecto nocivo®.

El efecto fotoprotector del filtro con el compuesto FLS-3, puede deberse a que la molécula tiene
dobles enlaces, los cuales fungen como grupos cromoforos, dichos grupos son los grupos
funcionales responsables de la absorcion, principalmente son dobles y triples enlaces carbono-
carbono, sistemas aromaticos, grupo carbonilo, imino (C=N), diazo (N=N) nitro y enlaces C-Y (Y
es un atomo con pares libres)®'. Cuando los grupos cromoéforos absorben la energia del foton,
se mueve a una energia mas alta (excitado) y llega a ser inestable. Esto puede resultar en un
cambio estructural, otras moléculas que definen un efecto directo o actuando como
sensibilizante generando especies reactivas de oxigeno que dafian moléculas adyacentes como
DNA o proteinas (efecto indirecto). En el estado excitado, los cromoforos son los iniciadores de
toda la respuesta fotobiologica.

El filtro comercial no protege a las células contra la radiacion UV, ya que el filtro comercial
utilizado contiene octocrileno, benzofenona-3, butiimetoxidibenzoilmetano, etilhexilbenzoato, los
cuales son filtros quimicos que estan compuestos por moléculas organicas con grupos
cromoforos en la region UV, ya que poseen electrones poco ligados. En éste caso se observo
pérdida de la viabilidad, esto puede deberse a que los fotones de la luz UV interactuan con el
oxigeno atomico para promover la formacion de radicales libres, tales como superoxido,
peroxido de hidrégeno y el radical de la reactividad mas alta, el hidroxilo. Los radicales libres
atacan moléculas, tales como, proteinas, lipidos, ADN, ARN, alterando su estructura e

interfiriendo con su funcién32.

El producto no fue irritante, de acuerdo a los requerimientos del MGA 0515 de la FEUM 152, por

lo que es seguro para aplicar a la piel.
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En cuanto al método éste puede mejorar, utilizando un simulador solar con las longitudes de
onda especificas. Lo que se realizo en la tesis fue un método primario, ya que no se contaba
con el simulador solar, se probaron diferentes parametros para poder validar el método, desde
la distancia hacia la lampara UV, hasta las concentraciones, y definir qué tiempo era en el que
disminuia la viabilidad de las células.

Las pruebas realizadas pueden complementarse con pruebas de seguridad, tales como la
prueba de hipersensibilidad retardada, asi como pruebas microbioldgicas.

9. Conclusiones

Se plante6 un método alternativo al uso de animales para probar determinar la Fototoxicidad del
compuesto FLS-3.

Se validé el método de Citotoxicidad y el método de Fototoxicidad, cumpliendo con los criterios
de linealidad, repetibilidad y reproducibilidad.

En los espectros de radiacion UV, se observo que el compuesto absorbio en la longitud de onda
que corresponde a los espectros de radiacion UVA y UVB.

El compuesto FLS-3 no fue citotoxico, por lo que es seguro a las dosis utilizadas.

La inclusion del compuesto FLS-3 en una formulacion, incremento la viabilidad de las células,
por lo que podemos decir que hay un efecto sinérgico del compuesto para proteger a las
células, comparandolo con la base.

La formulacion con el compuesto FLS-3 al 1%, fue estable después del ciclado térmico y no

causo irritacion en piel de conejo Nueva Zelanda.
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10. Anexos

Anexo |. Compuestos de prueba

Se realiz6 una solucion stock de 1000ug/mL para ello se pesaron 5 mg de producto, se adiciono
1 mL de DMSO se coloco a bafio maria para disolver, y se le agregaron 4 mL de medio DMEM.

Posteriormente se realizaron las diluciones para obtener las concentraciones de prueba.

Se tomaron 500 pL de la solucion stock y se le afadieron 500 pL de medio, para obtener una
solucion de una concentracion de 500ug/mL, de ésta se tomd una alicuota de 800 pL, se
adicionaron 200 pyL de medio, para obtener la concentracion de 400 pg/mL. De ésta ultima se
tomo una alicuota de 625uL y se le afiadieron 375 pL de medio para la concentracion de 250
pug/mL. De ésta ultima se succiond una alicuota de 500 L y se le afiadieron 500 pL de medio
para la concentracion de 125 ug/mL. De ésta ultima se extrajo una alicuota de 500 pL y se le
afiadieron 500uL de medio para la concentracion de 62.5 ug/mL. De ésta ultima se tomé una
alicuota de 480pL y se le anadieron 520 yL de medio para la concentracion de 30 pg/mL. De
ésta ultima se succiond una alicuota de 500 pL y se le anadieron 500uL de medio para la
concentracion de 15 pg/mL. De ésta ultima se extrajo una alicuota de 500 yL y se le ahadieron
500 pL de medio para la concentracion de 7.5 yg/mL. De ésta ultima se tomd una alicuota de
400 pL y se le afiadieron 600 pL de medio para la concentracion de 3 ug/mL. De ésta ultima se
succiono una alicuota de 500 pL y se le afadieron 500 yL de medio para la concentracion de
1.5 pg/mL.
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Anexo |l

Laboratorio de Espectroscopia
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Anexo lll Solubilidad (FEUM 102 Edicion)

Siempre que se menciona solubilidad debe entenderse que es el grado de disolucion de un
polvo dentro de 30 minutos en un disolvente a la temperatura de 25°C con agitacién vigorosa

durante 30 s a intervalos de 5 minutos, esta propiedad se expresa con los siguientes términos:

Términos Partes de disolvente en volumen requeridas para
una parte de soluto

Muy soluble Menos de una parte

Facilmente soluble De 1 a 10 partes

Soluble De 11 a 30 partes

Ligeramente soluble De 31 a 100 partes

Poco soluble De 101 a 1000 partes

Muy poco soluble De 1001 a 10000 partes

Casi insoluble Mas de 10000 partes
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