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CAPITULDO I



INTRODUCCION

Bl 030 o3 unc de los érgancs sensoriales mas valilose y vulnerable y
cualguier riesgo de alteracién da la visién o de dafio ocular, por
la accién de productos quimicos o agentes fisicos, debe elininarse.
Consecuentemente, durante muchos afios, la evaluacidén total de las
propiedades toxicolégicas de los agentes gquimicos han incluido la
evaluacién de su potencial para dafiar el tejido ocular después de
haber tenido un contacto directo con ellos.

Las pruebas de Drajze Kelly para medir el grado de irritacién de
los ojos de los conejos y la irritacién dérmica primaria,
publicadas originalmente en 1944, han sido ampliamente usadas por
los toxicélogos como un medio para evaluar el potencial de los
agentes quimicos de dafiar el oJjo y la plel humana. Sin embargo, en
sl contexto del debate sobre alternativas a prueba con animales,
los procedimientos han recibido criticas muy fuertes por parte de
clentificos, agencias reguladoras y scciedades protectoras de
animales. Esto ha estimulado la bisqueda de técnicas in_witro,

A su vez, la piel es una membrana externa que actia como barrera
natural del cuerpc, siendo una de sus principales funciones la de
proteccién, para lo cual es esencial su buen funcionamientc e
integridad; por lo tanto, es indispensable que los productos
expleados para su cuidado o aquellos que de algin modo estén en
contacto con ella no produzcan ningiin tipo de irritacién.

La irritacién dérmica primaria es un fendémeno complejo que envuelve
pardwetros fisico-quimicos y bioquimicos. La irritacién dérmica se
evaldia por observacién de cambios visibles que van desde el eritema
y edema, hasta la corrosién y ulceracién.

En los alios T0s se vié incrementada la preccupacién del piblico en
general acerca del uso indiscriminadc de los animales en pruebas de
laboratorio para investigaciones biomédicas y pruebas de toxicidad;
por ejemplo: la pruebs de DL 50 ¥ la prueba de irritacién dérmica
y ocular de Draize Kelly.



En 1969 se fundo FRAME (Fundacién para el Resplaso de Animales en
Kxperimentos Médicos), con la cresncia de que el dGnico caminc para
resolver Jlas demandas era reducir 1los ensayos en snimales,
promocionando las tres Bs (reduccién, refinamiento, remplazo},
conceptc de alternativas y fosentandc el conveniente desarrollo,
validacién, evaluacidén y aceptacién de lo que shora se conoce como
“alternativas de reamplazo™, procedimientos que proporcionan
informacién cientifica esencial, pero sin recurrir al emplec de
animales vivos.

El concepto de alternativas es aceptado amplismente y hay nuevas
leyen en paises Europecs y en la Comunidad Europea (CE); estas
leyes requieren que el nimero de animales empleados se reduzca, que
los procedimientos se refinen para que toda causa de sufrimiento
pusda minimizarse y que existan técnicas alternativazs que se
empleen siempre que sea posible. Los clentificos, las industrias y
el gobierno tienen la obligacién moral de buscar caminos para
lograr estas metas,

Posteriornente se establecid ERGATT (Grupo de Investigacidén Buropeo
para Alternativas en Pruebas de Toxicidad) el cual, Jjunto con FRAME
¥ con al apoyc de la CE, ha establecido el inico banco de datos, el
cual intenta proporcionar informacidn técnica de nueves métodos en
el curso de desarrollo y validacién.

Dende 1981, la CTFA (Amociacién de Cosméticos, Productos de Tocador
y Fragancias), se ha enfocado a buscar alternativas para los
métodos in _viva, por lo que financid la fundacién del Centro
Universitario John Hopkins para alternativas sn pruebas animales.
En 1988 anuncié un nuevo programa enfocade & prusbas "In Vitro”
desarrolladas o financiadas por compaifias miembros de la sociedad.

Por lo tanto, la evolucién de la seguridad de 1los productos
cosméticos ha entrado & una nueva era. Las pruebas de seguridad con
modelos animales han s=sido remplazadas por base de datos de
computacién, métodos in vitrp, pruebas humanas de premercado més
extensas, y el fallo de cientificos expertos basado en la seguridad
individual de los ingredientes contenidos en productos cosméticos.



En base a todo lo anterior, resulta interesante llevar acabo
evaluaciones cientificas para detarminar ¥y comparar la capacidad de
las pruebas in vivo de Draize con la capacidad de los métodos in
yitro para predecir las respuestas humanas.



1.2 OBJETIVOS

x Llevar acabo una evaluacién de métodos in viirec para la
determinacién de irritacién dérmica y ocular.

* Con los resultados arrojados por el estudio se procederd a
efectuar un anélisis de estos, comparéndolos con los resultados ya
establecidos por el métedo in viva.

* En base al andlisis de resultados, determinar si los métodos in
yitro con los que se trabajé son comparables con el método in_vivo.

1.3 EIPOTESIS

Conprobar gque los métodos in.___vitro son cuantitativos ¥
reproducibles, ¥ que en base a esto superan las doms limitaciones
cientificas de loa métodos in vivo y, por lo tanto, pueden ser el
fundamento para un amplioc programa de evaluacién de la geguridad,
debide a que puede realizarse una evaluacién mls precisa,

HipStenis nula (Ho)

Los métodos in vitro proporcionan una evaluacién mas precisa en
comparacién con los métodos in wivg en la determinacién de
irritacién ocular y dérmica de productos cosméticos.
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ANTECEDENTES

Eate siglo ha visto el crecimiento ripido de la evaluacién de la
saguridad, en un iniclo, las comas eran "a riesgo del comprador”.
En 1800, empezé a aplicarse una mayor presidén a las conpafiias para
garantizar la calidad y seguridad de sus productos, primero a
través de leyes estatales y posteriorzente federales, inicialmente,
Se cubrié la seguridad en alimentos. Fue en 1938 cuando se cred la
F.D.A (Food and Drug Adeinistration) a raiz de la aparicidn de un
tinte para pestafias hecho a base de alquitrin de carbén que provocd
inicialmente ligderas. intolerancias en algunos consunidores, Ppero
posteriormente surgieron serios problepas de dermatitis alrededor
de los oJjog y terpiné con una muder que perdié la viasta de amhos
ojos y otra que, después de varias semanas de intensos dolores,
finalmente murid. Estas leyes federales se aplicaron rédpidamente a
los medicamentos y a los cosméticoa, ya que la disposicidn del
consumideor cambié de la aceptacidén del "riesgo del comprador" a
exigir leyes para obtener productos seguros y efectivos. ¢ 2.31)
.31

Con el paso del tiempo crecid la preocupacidén por la seguridad vy
augentaron simulténeamente los conocimientos cientificos y la
capacidad de reconoccer efectos adn més sutiles en el organismo.
Bsta etapa de desarrcllo culminé cuandc se estableciéd una lista de
pruebas para comprobar la calidad y seguridad de los productos
denominada “lista de comprobacién” a finales de la década de los 60
e inicio de los 70,

Posteriormente surgieron preguntas sobre el valor de las pruebas
que estaban siendo efectuadam en relacién con los costos, en
términos de recursos animales y humanos. En este eacenario nacié la
inquietud de la industria de cosméticos sobre el uso innecesario de
animales.

( 31)



- 2.1 DRSBCRIPCION DE LA ANATOMIA Y FISIOLOGIA OCULAR

En lap prusbas 4in yiyoc para determinar la irritacién ocular se
estudian tres diferentes tejidos: la conjuntiva de los parpados, la
superficie de la cérnea y la estructura y funcionalidad del iris,
por lo tantc nos enfocaremos a la anatomia y fisiologia de dichos
tedjidos.

( 32 )

La vista es el sentido que reside en los globos oculares, alojades
on las cavidades que llevan el nombre de drbitas occulares: Los
glébulos oculares estén protegidos por las membranas movibles
llamadas pérpados, sin embargo se encuentran parcialmente expuestos
a las influencias externas a través de las hendiduras palpebrales.

Forrando las partes jinternas de los pi&rpados y las externas de los
globos oculares se encuentra la membrana conjuntiva, que es una
delgada capa de células gue sirve de proteccisén. La membrana
conjuntiva reclbe diferente nombre en base a la parte del oJo que
cubre y protege. Asi se dice:

% ConJjuntiva palpebral a la parte de dicha menbrana que forra el
interior del pérpade.

* Coanjuntiva ocular a la parte de dicha membrana que forra el
globo ocular.

En el fondo de los pérpados se encuentran los fondos de Baco
conjuntivales, que son los sitios donde la conjuntiva palpebral se
repliega para convertirse en conjuntiva ocular,

La inflamacién de la conjuntiva - -se llama conjuntivitis y cuando
ésta ocurre, los vasos sanguineos de la conjuntiva permiten unp
mayor flujo sanguineo, obssrvandose enrojecimiento de la misma y
trayectos venosoas de color rojJo. Las causas mfs frecuentes de
conjuntivitis son las infecciones bacterianas, las virales, el
contacto con substancias alergénicas, traumatismos fisicos y la
oxposicifn a agentes quiwmicos.



Rl globo ocular estd constituido por un conjunto de menbranas en
cuyo interior se encuentran los medios transparentes.

Las membranas que forman el globo ocular son tres basicamente:

1. Esclerdtica (de teJdido fibroso)
2. Coroides (menbrana vascular)
3. Retina (meabrana nerviosa)

La esclerStica es una membrana de color blanco gque envuelve el
&lobo ocular, dejando en la parte de atrés un orificio por donde
pasa el nervio Sptico, por delante se hace transparente y forma la
c6rnea, 1a cual permite ver a través de st misma al iris que es un
disco vertical en cuye centre se encuentra un orificio denominade
pupila.

( 20,46 )

Fig. 1 PRINCIPALES TEJIDOS DEL OJO
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2.2 DESCRIPCION DE LA ANATOMIA Y FISIOLOGIA CUTANEA

La piel ea una menmbrana exterior que consiste en tejidos unidos
estructuralmente y que sirve como frontera entre el resto del
organisne y el medio exterior.

Bs una membrana muy jimportante, ya que actia como barrera natural
del cuerpo, siendo una de sus principales funciones la de
proteccién, pero es mucho ®m&s que eso, poses funciones de
abmeorcidn, gecrecién, excrecidn, informacién sensorial,
regulacicnes térmica y glucidica, pigmentacién y regulacién de los
procesos inmunolégicos. -

{ 46 )

La piel consta de varias capas de funcién y estructura distintas:

* [La epidermis es la capa mAs externa, relativamente deshidratada
y avascular. Impide la fuga de agua, electrélitos, sustancias y
a su vez protege de la penetracién de agua y sustancias
extrafias.

* La dormis es la zona de soporte y anclaje de la epidermis. Esta
constituida por vasos sanguineos ¥y linfdticos, foliculos
pilosos, érganos nerviosos, gliandulas sebfceas y sudoriparas.

* La hipodarmis posee discreta vascularizacién, siendo, de manera
primordial, una capa grasa. Actlia como aislante térmico y
absorbente mecénico de choque.

La epidermis es la capa de mayor interés, ya que representa una
barrera natural que limita la penetracién de quimicos a la dernis,

Esta conatituida por varias capas:

% El eatrato cSrneo es una capa formada por células aplanadas,
muertas, constitufdas por una cubierta de gqueratina que rodea a
una porcién central de grasa. Estas células se encuentran
entrelazadas entre i, formando escamas,las cuales se desprenden
constantemente y son remplazadas por nusvas células qus
provienen de las capas m&s internas.



L]

1 estrato licido es una capa formada por células aplanadas, sin
Gcleo y que llevan a cabo una gran actividad gueratogénica.

1 estrato granulosc o3 una capa forwmada por células aplanadas
gue presentan signos de degeneracién cérnea, retraccién nuclear
una intensa actividad queratogénica.

a capa mucosa © de MNalpighi esta constituida por células
gruesas, columnares, unidas por fibrillas, 1lo cual les da
pohesidn, resistencia y elasticidad a las acciones del exterior,

La capa germinativa es la capa donde ocurre la reproduccién
selular y en ella se generan células que, después de pasar por
ina serie de cambios tales como: deshidratacién, queratinizacidn
melanizacién y lipidacién 1llegan al estrato cérneo para
remplazar a las células puertas que se desprenden durante la
fescamacién. . :

¢ 20,46 )




2.3 GENERALIDADES DE LO6 METODOS IN_YIVO

Bl desarrollo de protocolos de prusbas in yitra proviene dae
observacicnes clinicas a través de modelos animales para predecir
irritacién occular. 23

( }

Los efectos de quimicos en el ojo fueron notados desde 1813 cuando
G.J. Beer observé y reporté que quemaduras en el ojo causadas por
&cidos no eran tan destructivas como aguellas debidas a bases.
Muchos otros médicos y cientificos observaron y reportaron lesiones
en los oJjos en el siglo XIX, describlendo un enturbiamiente de los
ojos originado por la exposicién accidental a quimicos. 2

( 4,21 )

La aparicién de keratitis diferida en hombres expuestos a varios
agentes quimicos durante 1la Primera Guerra Mundial originé el
estudioc de la actividad del gas de mostaza en el oJdo de conedjo
realizado por Mann y Pullinger. En estas investigaclones se
examinaron los efectos a corto plazo y respuestas retardadas en al
0Jo, y se procurd definir el mecanismo de accién. Los resultados
fueron comparados con aquellos observados en humanos. 29

4 }

En 1938 Carpenter y Smyth estudiaron 160 quimicos para irritacién
ccular, viendo lozs efectos al diaminuir el velumen y concentracidn
de las moluciones de prueba, todo ello usando un modelo en conedo.

(8

En 1844, John H Draize estudié agentes ampollantes y otros
cozpuestos quimicos para la Food and Drug Administration y realizé
mejoras significantes en la estandarizacién del modele en coneljo y
simplificé el sistema de evaluacidn.

La® observaciones se realizan sobre la cérnea y las evaluacidnes se
bassn en el grado de opacidad, densidad, y 4rea de la cérnea
invelucrada. La escala para la ‘irritacién ocular total de los
materiales analizados va de 0 a 100.

(9)

10



Esta prueba con el siatema de evaluacién simplificado, ha sido
usada por mis de 40 afios, miendo la prueba conunmente empleada para
determinar el potencial de un material para causar irritacién
ocular y dérmica, conocida con el nombre de prueba de Draize Kelly,
en la cual una sustancia se aplica directamente mobre el ojo o plel
de un conejo albino. (3
2)

La evaluacidén subjetiva del grado de enroJecimiento, hinchazén,
quemosis y turbidez son los parédmetros de la prueba que se usan
para calcular leos indices medios de irritacién ocular.

En la vrueba de 1irritacién ocular se evalian los siguientes
tedidos:

1. Cenduntiva
a) BnroJecimiento
b) Quemonis:
Engrosamiento de las conjuntivas ocular y palpebral y del
tejido celular subyacente, de coloracién rojiza mas o
menos acentuada segin el grado de inflamacién.

¢) Becrecidn:
Producto del funcionamiento fisiolégico de una gléndula.

2. Cérnea
a) Grado de opacidad
b) Area de opacidad
3. Iris

it



En la prueba de irritacién dérmica mse realiza la siguiente
evaluacién:

1. Britema:
Enrojecimiento difuso o en manchas de la piel, producide por
la congestisén de los capilares, debido a diversas causas.

2. Edema:
Inflamacién producida por acumulacién excesiva de liquide
sercalbuminoso en el tejido celular.

Para anba= pruebas existe una escala de evaluacién numérica, basada
en el dalio sufrido por cada uno de los tejidos evaluados; de este
modo, al final se obtiene un valor numérico, el cual debe
encontrarse dentro de clerteos limites para que el producto
analizado sea apto para uso humano. : s

2 )

was principales eriticas que ha recibide la prueba de Draize scon
las siguientes:

Variacién entre diversos laboratorios.

Naturaleza subjetiva del sistema de evaluacién.

Dificultades en la interpretacién de los resultados

Imposibilidad de correlacionar seifilales de una inflamacién aguda
con cambios estructurales permanentes.

Influencia del tamalfio de grupo de prueba y la longitud del
periodo de observacién para la evaluacién de riesgo.

Discrepancia entre el ojo del conejo y el oJjo humanoc.
Procedimiento de prueba inhumano, sobra todo cuando se trata de
probar irritantes severom.

e B NER»

(1,18,23,30,33,38 )
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2.4 GENEBALIDADES DK LOS METODOS IN_YITRO

Actualmente, el emplec de pruebas in yitro para estimar 1la .
seguridad se ha incrementado notablemente en la manufactura de
productes talea come cosméticos, de cuidado personal, de usc
doméstico, medicamentos y agroquimicos. 17

17,39 )

Bl términc in vitro viene de la palabra latina que significa "en
vidrio” (como una prueba en tubo de vidrio o caja petri), y se
refiere a enmayos que no involucran una dosificacién de sustancias
a un animal vertebrado intacto., El término in vitrg 8e aplica
también a métodos que involucran el uso de animales invertebrados
intactos tales como insectos, mariscos o protozoarios.

Un punto importante a considerar es que nuchas pruebas jipn vitro
continGan dependiendo de animales vertebrados como 1la fuente
original de células y telidos. Por ejemplo, todos los wétodos de
cultivo de células mamiferas (un grupo de ensayos in vitro).

(38

La prusha in vitro correcta debe determinar en un 100% el efecto de
una sustancia cuando estsi es administrada intencionalmente o
accidentalmente a la piel u ojo humano.

No hay sétodo in _witro perfecto, pero tampoco existe alguna prueba
animal para estimar que la seguridad de los productos sea perfecta
debido a la variabilidad biclégica. Por consiguiente ambas pruebas
=6 complementarian para determinar 1a seguridad; pueden
proporoionar confianza, pero nunca certeza, en el proceso de
estimacién de la seguridad de los productos.

Los métodos in vitrg se han empleado en numerosas freas de la
meadicina e investigacién por muchos afios, y son ampliapente
aceptados como herramientas confiables y sensibles para prucbas y

13



diagnésticos. Son ejenplo de pruebas de diagnéstico in_vitro las
prusbas comunes de sangre y orina enpleadas para determinar si una
mujer se encuentra embarazada.

¢ 5,10,39 )

Se emplean muchas pruebas in yiiro para estimar el potencial de
toxicidad de miles de productoms y evaluar cambios en la fisiologia,
salud o nivel de la enfermedad de animales y hunancs. De la nisma
panera, las prusbas de toxicidad in_wvitro pueden explearse para
predecir. medir y comparar la potencia de irritacién de los
productos a consumir, com una prueba adjunta o alternativa para
las pruebas en animales & humanos.

¢ 2,5,22,39,41 )

2.4.1 CLASIFICACION

Los mejores grupos de pruebas 4in yitro que se han aplicado
espacificamente para la evaluacién de irritacién dérmica y ocular
son:

1. Cultivo de células de vertebrados
2. Cultive de organismos invertebrndoa
3. Anélisis quimico
4. Métodos adicionales
( 39 )

N =
1. CULTIVO DE CELULAS DE VERTEKBRADOG

Incluyen todos los métodos que dependen de células humanas 6 de
animales vertebrados que me extraen a partir del organismo intacto
y crecen o se mantienen bajo muchas condiciones especificas en el
laboratorio.

La fuente mis abundante y comin de tejido humano sano y fresco es
el que me descarta y desecha en 1las cirugfas cosméticas ¥
circuncisiones. ¢ 34.36 )
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Hay dos subdivisiones del cultivo células:

a) La primera incluye aquellos sistemas en los cuales las células
se obtienen frescas a partir de un animal intacto o ser humano y en
el cual estas células pueden mantenerse en cultivo por un periodo
de tismpo relativaments corto.

b) La segunda divisién emplea células que son esenclalmente
inmortales: son aquellas que pueden crecer, subdividirse y mantener
un cultivo por muchos ailos baJe condiclones apropiadas. No es de
sorprender que muchas células inmortales han sido aisladas de
tupores cancerosos, 3

9 )

Se emplea una gran variedad de técnicas para medir la capacidad de
un material para causar daflo al cultivo de células. Algunas pruebas
miden los niveles de las moléculas intracelulares Que han salido a
los alrededores de la célula: este tipo de prueba es sensible para
agentes que causan dafio a la membrana celular.

( 39,45 )

Otros ensayos est&n basados en la capacidad de las células sanas
para acunular tintes colorados altamente especificos. Materiales
que causan dafio a las células interfieren con la acumulacién de
astos tintea, proporcionande una medida directa de la viabilidad de
la célula después de mer eaexpuesta al material de prueba en
cuestién,
Ensayos basados en la acumulacién de tintes vitales tales come RoJjo
Neutro y MTT son ejemplos de este tipo comin de ensayos de cultive
de células y son la base de pruebas comerclales disponibles.3

( 34,45 )

2. CULTIVO DX ORGANISHNOS INVERTEBRADOS

Las pruebas de toxicidad in vitre también incluyen nétodes que
involucran animales invertebrados.

La teoria en la gque se basan estax pruebas ez simple: 1los
organismos comparten wmuchas caracteristicas biolégicas comunes con
los grandes animales vertebrados, de modo que un compuesto que
interfiere con la funcién normal o estructura de un invertebrado
puede también ser perjudicial para el humano. 39)

. (
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La prueba nis ampliamente ezmpleada es ol ensayo de Ames, en el cual
la. bacteria Salmonella se emplea para predacir el
potencial de sustancias para inducir nutagénesis y el potencial de
camblos carcinogénicos para el material genético. Car)

Existen otras prusbas como el ensayo de motilidad de la
(empleando una scla célula de protozoario ciliado) y el
ensayo de Microtox, el cual enplea una suspensién de bacterias
marinas fluorescentes: ambos ensayos han 8ido enpleados para
evaluar productos cosméticos, productes de cuidado personal y
productos domésticos, incluyendo los ensayos de fototoxicidad .para
fragancias.
( 39,40,41 )

3. ANALISIS QUIHICO

Todas las interacciones de substancias téxicas o irritantes con
sistemas vivos pueden describirse por algunas series de reacciones
quinicas que, en nuchos casos, son muy conplejas. Sin embargo,
algunas de eastas reacciones quimicas estén bien comprendidas ¥y
sirven como base para un pequefic grupc de métodos in vitro
enpleados para predecir la irritacidén dérmica y oculn.( : 7.39 )
1,17,3

El ensayo Bytex y Skintex son elemplo de un sistema quimico que se
emplea para predecir la irritacién dérmica y ocular ain depender
del uso de células vivas. "

Este método esta basado en el potencial de una sustancia para
producir la precipitacién de proteinas.

Batos métodos son una herramienta vallosa para determinar la .
seguridad de los productos, tanto naterias primas como producte

terminado,
¢ 11,14,17,23 )
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4. METODOS ADICIOWALES

Existen otros métodos prometedores que nunca van a poder estar
disponibles en el comercio en forma de equipos, como e el casoc del
ensayo de la membrana coriocalantéica (CAM).

CAM es un ensayo que requiere de huevos de gallina fertilizados y
ha ;oﬂ.rndo que proporciona un buen modelo para predecir irritacién
ocular.

( 28,34,39 )
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2.5 SELECCION DE LO6 METODOS IN VITRO

Existe una gran variedad de métodos alternos 4in_yitro para las
pruebas de irritacién ocular y dérmica de Draize, los cuales se han
desarrocllade y son estudiados en EBuropa y América.

Algunas de estas pruebas son:

1. OJos enucleados de conedo

2. Cérneas de bovino

3. Illeum da coneldo

4. Prueba del huevo de gallina - Membrana corioalantéica

5. Pruebas fisicoquimicas (eJ. Métodos EYTEX y SKINTEX, bnsados en
la ruptura de proteinas en solucién)

6. Pruebas citotéxicas (eJ. Métcdo del roJo neutro, ensayo sobre
células rojas sanguineas; basados en la integridad de 1la
membrana y protefnas)

Algunos de estos nétodos involucran animales nuertos (1,2,3),
eppledndose animales que ya han sido usados para otros propésites &
que se matan para el consumo de pu carne.

“El wétodo de la Membrana corioalantbica (4) involucra el usoc de
huevos de gallina a més de la mitad del pericdo de incubacién; por
tal motivo, este método en alguncs paises es considerado como
experimento en animales.

Por lo tante PRAME (Fundacién para el remplazo de animales en
experimentos mbdicos) esta concentrando sus esfuerzos en las
pruebas fisicoguimicas (5) y citotéxicas (6).

( 2,24)

En base a lo anterior, se seleccionaren cuatxo métodos, que son los
que resultados mhs prometedores han arrojado en diversos estudios
realizados, procurandc escoger un método de cada uno de los grupes
en los que se clasifican las pruebas in yitre.

Se seleccionaron tres métodos para irritacién ocular (1,2,3) y uno
para irritacién dérmica (4).

Prueba de la membrana coricalantéica (Métodos adicionales)
Ensayc en células rojas de sangre (Cultivo de células de
vertebrados)

Ensayo fisicoquimico EYTEX (An&lisis gquimico)

Ensayc fisicoquimico SKINTEX (An&lisis quimico)

18
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2.6 PRUEBA DE LA MEMBRANA CORIOALANTOICA (HRTCAM)

Existen varios métodos en los cuales se wusa la, membrana
coricalantéica, los ensayos se definen como: .

* La prueba de la membrana corioalantéica (HETCAM)
% La prueba de la membrana corioalantdica (CAM)
® E1 ensayo vascular de la membrana corloalantéica (CAMVA)

Estos métodos difleren significativamente en su técnica ¥
procedimientos de calificaciédn. -
( 5,10,22,27,28,39 )

El sistema del embrién de pello es bien conocido y ha sido usado
come nodele simple para pruebas de toxicidad, +teratogenicidad,
efectos agistémicos e inmunopatolégicos del embrién. Se ha
encontrado que la membrana coricalantéica en si, es util para los
cientificos para estudios de cultivos virales. Por lo tanto, el uso
de la membrana coriocalantéica como accesorio para investigacidén es
un enfoque blien conocido. Su uso para la aplicacién en estudios de
irritacién ocular es una extensidén natural de esta herramienta de
investigacién.

( 5,10,24,33 )

2.6.1 FISIOLOGIA DE LA MEMBRANA CORIOALANTOICA

La estructura de esta membrana esta formada por la fusidn de dos
tejidos, el corién y la alantoides. La membrana coriocalantéica
circunda el contenido del huevo en el interior de la membrana
interna de la cascara. Consiste de dos epitelios separados. por
teJido mesodérmico y crece en un tallo gue nace cerca del extremo
de lo que serd el aparato digestivo del embridén. Las funciones de
la membrana coricalantéica incluyen:

Respiracién

Absorcién de calcio de la cédscara
Transporte de agua e iones

Definicién del depdsito de desechos para el
embrién en desarrollo

LR K R ]
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Lo més importante para nuestros propésitos es gue wse trata de una
menbrana bien vascularizada que, Junto con suas capas epliteliales,
proporciona un modelo razonable para el tejido ccular. La membrana
coricalantéica no esth inervada (es decir, carece de tejido
neural), y por lo tanto no reacciona a los estimulos téctiles.

( 8,27,28 )

En la Figura 2 se ilustra un embrién de pollo de diez dias.
Es importante su uso comc herramienta de ensayo, por que responde a
las lesiones con un proceso inflamatorio completo, similar al que
observarfamos en el teJjido conjuntival de oJo de conejo. Su alta
vascularizacién se presta como -tejido ideal para estudios de
irritacidn.

(8,28 )

Fig. 2
EMBRION DR POLLO - 10 DIAS
Burbuja de aire
Tratamiento
Céscara

Corién Kembrana de 1la

Céncara

Wembrana
Corioalantéica Embrién
Amnios

Eaco del Vitelio

{8,28)



En la Figura 3 se nmuestra como es removida la membrana de 1la
chscara para dejar expuesta la mexbrana coriocalantéica, sobre 1la
cual se aplicari la muestra.

Pig. 3

Los puntos finales de este ensayo son hiperemia (que es 1la

dilatacién o inflamacién del sistema de vascularizacidén),

hemorragia o sangrado incontrolable, coagulacién, coigulos y

opacificacién. La calificacién de estos efectos fisiolégicos se

basa en un sistema qua depende del tiempo. Por eJjemplo, si los

neiectgs fisiolbgicos ocurren antes, se les asigna una calificacién
8 alta.

En eato método de prusba se uman cuatro huevos y dos controles de
vehiculo por muestra, y la calificacién final es el valor promedio
de los cuatro huevos.

( 27,28 )

En la Figura 4 se observan algunas reaccicnes tipicas de 1la
membrana corioalantéica.
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Fig.

[-9+]

4

Inyeccisén vascular (clasificacién: levemente irritante)
Hemorragia y lisis vascular (clasificacién: irritante)
Coagulacién acompafiada de hemorragia y lisis vascular
{clasificacién: fuertemente irritante 6 corrosivo)

t 33 )

22



2.7 ENSAYO EN CELULAS ROJAS DE SANGRE (RBC)

Dentro de los cultivos de células de vertebrados existen diversos
métodos, uno de los cuales es el ensayo en células rojas de sangre
(BBC - ASSAY).

¢ 3,34,39)

El método en células rojas es un engayo fotométrico, el cual
permite estimar el potencial de irritacidén, esta estimacién se basa
en la diferenciacién entre lisis de la nembrapa cgelular y
desnaturalizacidn de proteinas celulares, considerande ambos
procesos puntos finales del ensayo.

( 34,35.36,37 )

Loa cambios en el comportamiento éptico de la oxihemoglobina (HbO2)
Se usan para menitorear ambos puntos finales y sus interrelaciones,
debido a que ésta actida como un indicador inherente, vya
qua la desnaturalizacién de oxihemoglobina es cuantificada
fotométricamente por el continuo cambio de color que va de rolo
claro a café rojizo produciende un cambio en la abscorcién.

¢ 33,34,35,37 )

* ERITROCITOS (RBC)

Los eritrocitos sae lisan mediante la adicién de tenscactivos a

nivel hemélisis Hgp (lisis de membrana celular y solubilizacién de

las sustancias celulares). La liberacién de oxihemoglobina (HbO2)

;: usa 5t:omcz punto final objetivo de la integridad de la membrana.
gura 5.

* DESNATUBALIZACION

El indice de desnaturalizacién (DI) de las proteinas y enzimas a
una concantracién mayor de tensocactivo normalmente después de una
hem6lisis completa.

Figura 6.

Las estructuras altamente ordenadas de las proteinas son dailadas,
pudiéndose cuantificar el grado de desnaturalizacién.
( 33 )



TFig.

Células +
Tansocactivo

Células auertas
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rig. 8

DESHATURALIZACION DE PROTRINAS

Proteina de estructura
altamente ordepnada +
tensoactivo

e

Perdida de la
funcién biolégica

Proteina desnaturalizada
Tensoactivo
Conmple jo
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2.8 AMALISIS QUINICO ( SISTEMA EYTEIX )

El método EYTEX es un enmsayo bioquimico patentado, el cual se basa
en el enxpleo de un blanco biomacromolecular para predecir
respuestas de toxicidad .

(12

2.8.1 GENERALIDADES DEL EISTEMA EYTEX

El sistema EYTEX o3 un procedimiento alterno 4in_yitro que fue
disefiado para acercarse al ensayo de irritacién ocular en conejon
de Draize come herramienta para la evaluacién de toxicidad cocular.

{14

La fase de investigacidén y desarrollo del sistema EYTEX empezé en

1981 y el método establecido primerc fue el ensayo esténdar, el

cual =e £inalizé en 1985 por la National Testing Corporation,

(ahora Laboratories ROPAK). Deade el desarrocllec de eate protocolo

inicial, el método EYTEX ha evolucionado, de manera tal que el

sistema EYTEX actualmente consiste de pruebas especificas. Todos

enstos protocolos EYTEX se basan en el mismo reactivo sintético que -
se deriva totalmente de fuentes no animales, s

{ 23,26 )

El ensayo estandar (STD) qgue se tuvo comercialmente disponible en
1987, fue disefiado para la prueba de materjales molubles en agua y
miscibles. Ciay

La aplicacidén del sistema EYTEX a las pruebas de tipos de productos
cosméticos y de cuidados personales fue intensificada grandemente
con la introduccién del ensayo de particién de membrana (MPA)., El
cual fue diseflado para probar nateriales insolubles en agua, ne
wmiscibles, opacos y pigmentados, C15 )

A lo largo de 1988 y 1880, el sistema EYTEX experimenté un
crecimiento significativo por la introduccién de cuatro protocolos
‘puevos para constituir un sistema EYTEX de la tercera generacidn.
Botos incluyen: :
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% El ensayo alcalinoc de membrana (AMA)
diseifiado para quimicos y formulaciones alcalinas
= Rl ensayo répido de membrana (RMA)
disefiado para surfactantes y fornulaciones de- surfactantes
etoxilados y anfotéricos :
% El en=ayo de menbrana vertical (UMA)
disefiado en forma de ensayo MPA mejorado
s 1 en=ayo de alta sensibilidad (BSA)
disefiado para materiales con un bajo potencial de irritacién

€ 12,13,17,18,26,44 )

2.8.2. ANTECEDENTES

El método BYTEX se basa tedéricamente en el trabajo original de
Draize publicado en 1944, en el cual establecid que 1a
opacificacién o precipitacién de proteinas de la cérnea es el
factor primordial en la calificacién de irritacidén ocular causada
por quimicos. (9.23 )

La identificacién de leos componentes gquimicos de la cérnea fue
publicada en 1961 por. Kawerau y Ott. Los diferentes componentes de
las protefnas de la cérnea fueron aislados y parcialmente
caracterizados como una mezcla de globulinas y albumina. 23

4 )

En 1971, Benedek demostrd que el estado transparente normal de la
cérnea depende del grado relativo de hidratacién de las proteinas y
de su organizacién altamente especializada.

Estudios posteriores realizados por Jedziniak en 1978 usando
dispersién de luz ldser din-situ en el cristalino humano,
demostraron que la causa de 1la opacificacién corneal era la
presencia de agregados de alto peso molecular con una hidratacidn
reducida de proteinas. ’

En general, una disminucién en la hidratacién de las proteinas
conduciré a cambios en su conformacién.
( 17,23,26 )
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2.8.3 BASKE CIENTIFICA DEL MECANISMO DXL SISTEMA RYTRX

Gordon y Bergman han desarrollado el sistema EYTEX, basado en un
proceso gque incluye las alteraciones en la hidratacién vy
conformacidn de una matriz de proteinas para predecir la irritacién
ocular in yivo. El ensayo in_wvitre ha aido dl-oﬁldo para @ser
macinicamente anflogo a la opacificacién corneal

( 14,15,18,26 )

Esta matriz de reactivo de proteina es derivada de polvo de smemilla
de nanjea (especie de haba). Una proteina oligomérica es el
componente m&s activoe del reactive. Sin embargo, ssta £6rmula
registrada también contiene -  péptidos, amino&cidos,
mucopolisacéridos, ete. Tabla 1.

( 23,26 )
TABLA 1. CONPOSICION DE LA MATRIZ REACTIVO DE PROTEINA
© Glohulinas 0.6 a 1.2 X
Albumina 0.2 a 0.5 %
Carbohidratos 0.2 a 0.3 X
Lipidos 0.1 a 0.3 X
Saponinan 0.001 a 0.01 %
Mucopelisacéxidos 0.1 a 0.2 X
* Cloruro de modio 0.1 a 0.2 ¥
Acetato de sodio 0.05 a 0.1 M
Borato de smodio 0.1 a 0.3 Xx
A 0.01 a 0.02%
(17,23 )

El sistema EYTEX utiliza una matriz biomacromolecular que imita 1la
cérnea en el tubo de prueba., EKEsta matriz esta compuesta por
proteinas altamente organizadas con espacios regulares, lo cual
ocasiona que la matriz sea clara. Cuande un producto quimico
irritante s expuesto a esta matrie, esta conformacién es alterada,
produciéndose turbidez la cual es medida turbidimetricamente.
Figura 7 2)
) 1



rig. 7
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El ensayc bésico de EYTEX se conduce en una probeta, en la que un
irritante quimico es expuesto & una solucién acuosa de reactivo de
proteinas en presencia de un activador, que es una substancia que
activa al reactivo para el ensayo. El punto final del ensayo es la

agregacién de la protefna del reactivo,

que ocurre pediante un

proceso patentado hasta un grado proporcional al potencial de
_irritacibn de la muestra de la prueba.

C 42 )




La agregacién de proteinas es cuantificada mediante la medicién de .
su absorbancia a 400 nm en un espectrofotémetro. El potencial de
irritacién del agente de la prueba es svaluado aplicando los datos
de la prueba a una curva de calibracién obtenida con irritantes
esténdares conocidos. Figura 8.

Fig. 8 CURVA DE CALIBRACION PARA LA RVALUACION DEL POTENCIAL DE
IRRITACION

Opacided EYTEX ‘gt o? o
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Bquivalente ETTRX / Draire

1613 pefise low cortes e la glniﬂ:uun 4 drritecibe, a5l comn s localizacidn de Ja tabla pars tres
pustos de dites dal calibrader.)

Esta curva es trazada relaclonando la absorbancia con una escala
del equivalente de EYTEX/Draize (EDE). La escala del equivalente
de EYTEX/Draize se representa por una calificacién numérica y por
un sistemsa de clasificacién para Juzgar la irritacién.
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La oacala del Equivalente EYTEX/Draize para una wmuestra de la
prueba puede obtenerse gr&ficamente identificando un punto en la
curva de calibracién que se relacione con la absorbancia de la
muestra y dejando caer una linea en la escala del Equivalente de
EYTEX /Draize.

La escala EDE fue disefiada para ser una aproximacién de la
respuesta de irritacién ocular méxima aguda, y representa mis
satrechamente la calificacién total promedio de 24 horas de Draize.

Los cortes numéricos definen la escala del EDE en las categorias de
Juicio de irritacién, y estos cortes refledan la variabilidad .
inherente de los ensayos in vivo e in wiirc. Los valores del corte
difjeren para los diferentes protocolos de EYTEX, y generalmente se
ugan como estructura para trazar la curva de calibnclén.

Los protocolos BYTEX tienen la habilidad de amignar las sigulentes
clasificaciones para Juzgar la irritacidén: no irritante, irritante
minimo, ligero, moderado y savero. Sin embargo, Gnicamente el
ensayo de alta sensibilidad (HSA) puede asignar adecuadamente una
clasificacién no irritante.

( 42 )

E) ensayo BYTEX es un método in_witro que mide solo la irritacién
quimica, este no estima otros factores que contribuyan a otras
irritaciones in vivo, tales como mecanismos fimicos, alergias, o la
capacidad de sanar después de la irritacién.

. El método EYTEX, sain embargo, tuede ser apropiado para controlar y
monitorear ingredlentea nuevos y forsulaciones de uso doméstico,
cosmbticos y productos de cuidade personal.

(17 )
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'2.6.4 CONFIGURACION ACTUAL DEL SISTEMA KYTEX

El sistenma EYTEX se a desarrollado para proporcionar protocolos y
parfmetros de control de calidad, los cuales incrementan 1la
precisién y expansién para la aplicacién de este sistema.

(12)

Bn la Figura § se puede obsgrvar la evolucién del sistema BYTEX.

Fig. 9 EVALUACION DEL SISTEMA EYTERX

> 1985 Protocolo esténdar (STD)
. : Hateriales solubles y miscibles

> 1986 - 1987 Protocolo membrana de particién (MP A)
Materiales insolubles, ipmiacib les,
opacos y pigmentados

> 1989 - 1980 Protocolo alcalino de membrana (AMA)
Formulaciones y quimicos alcalinos

Protocolo rédpido de membrana (BMA)
Surfactantes etoxilades, anfotéricos y
formulaciones que los contienen

Protocolo de alta-sensibilidad (HSA) -
Kateriales de baja irritacién

Protocolo de membrana vertical (DMA)®
Ensayo MPA mejoradc

(13)

Los seis protocolos del pistema EYTEX difieren no lnicamente en la
wmodalidad de aplicacién, sino tlnbién en su estructura fisica.
Estas diferencias se detallan en la Tabla 2.
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TABLA 2. DIFERENCIAS ENTRE LOS PROTOCOLOS DEL SISTEMA EYTRX

TN K
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Loa seis protocolos se enfocan individualmente en una aplicacién
diferente, »oin embargo técnicamente muestran mucha uniformidad.
Todos los protocolos usan el mismo reactive de protefnas,
activador, y tipo de probeta. En los protocolos con formato de
membrana, el disefio de la membrana puede diferir, pero el material
de la membrana es el mismo, es decir, celulosa especialmente
tratada. Ademds, los calibradores que sirven para generar la curva
de referencla para las evaluaciones del potencial de irritacidnm,
son especificos para cada protocolo. Cada uno de los protocolos
raguiere del usoc de un juego unico de calibradores y loa algoritmos
respectivos para el ana&lisis. El protocolo del ensayo de membrana
vartical (UMA) esta disefiado para usar los mismos calibradores y
algoritmos del RMA. ¢ 713 )

2.8.5 DESCRIPCION DE LOS FROTOCOLOS

2.8.5.1 PROTOCOLO ESTANDAR (STD)

El ensayo esténdar estAd diseflado para materiales miscibles solubles
en agua, por lo que se reguiere que la muestra sea colocada
directamente en la solucién del reactivo activado. Por esta razén,
generalmente 36 ha encontrado que el protocolo STD es muy Gtil para
quimicos purificados o ingredientes no elaborados, y menos util
para formulaciones de productos.

Bl activador se usa en una concentracién de 1x. La forma del ensayo
es vertical, lo que significa que la probeta permanece en posicién
vertical durante el tiempo requerido del ensayo.

14 )

2.8.5.2 ENSAYO DE PARTICION DE MBMDRAWA (MPA)

El ensayo de particién de membrana MPA esta disefiado para
materiales que son insolubles en agua, inmiscibles, opacos,
pigrentados © que no califican para el protocolo STD . Este
protocolo es Unico en cuanto a que la muestra es insertada en una
copa de membrana sexipermeable moldeada conocida como "floppy".

34



Esta copa de muestreo se instala en el extremo superior de una
probeta que contiene el reactivo activado, y la probeta se tapa. El
activador se usa a una concentracién de 1x.

Una caracterfistica distintiva de este ensayo es que se efectia con
la probeta en posicién invertida para maximizar el contacto del
reactive con la superficie de la copa de membrana. El ensayoc ae
desarrolla a lo largo del tiempo prescrito de 24 horas a través de
interacclones entre los componentes del reactivo activado y la
wuestra de la prueba, que ocurren a lo large de la barrera de
membrana semipsrmeable,

Un problema reconocido en este protocolo ocurre en la prueba de
agentes con una baja tensién superficilal. Bata caracteristica puede
peraitir que la muestra suba a los lados de la copa de menbrana cen
posihles fugas en la probeta, Sin embargo, los protocoles alternos
de EYTEX poseen modificaciones técnicas que corrigen este problema.

( 15,44 )

2.8.5.3 [ENSAYO ALCALINO DE MEMBRANA (AMA)

Rl ensayo alcalino de membrana AMA esté disefiado para pruebas de
agentes que tienen un pH » 8.0, El desarrollo de este protocolo se
basé en el descubrimiento de que las muestras alcalinas, como los
productos empleados para realizar permanentes o alaciar cabello y
Jabones, no calificarian en el Sistema EYTEX, a menos que se
omitiera del ensayo el reactivo activador. La lnica mejora dentro
del protocolo del AMA es que no se usa activador., Las razones de
este enfoque son que el activador <reprementa una solucién
amortiguada acidica (pH 3), que por naturaleza disminuird 1la
alcalinidad del =sistema del ensayoc producida por la mpuestra
alcalina de prueba. Sin embargo, la alcalinidad de una substancia
es considerada come un compeonente de su potencial de irritacién
ocular., Para un anAlisis in wvitro exacto y representative, es
demeable que el sistema de prueba retenga la méxima sensibilidad al
alto pi de la muestra. Por lo tanto, la omisién del activador del
sistema produce un andlisis wAs relevante, asi como una mejor
calificacién del ensayo. ‘3

( )
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Como caracteristicas adicionales de este protocolo tenemos que la
muestra de la prueba es contenida en una copa de wmembrana, y gque
el ensayo es efectuado durante 24 horas con la probeta an posicién
vertical. La posicién vertical se hace posible mediante al usoc de
una copa de membrana senipermeable modificada, conocida como
“bala”. La bala esth hecha de dos anillos de pléstico, entre los.
que se sostiene la pembrana y abajo de los cuales se coloca la copa
de pembrana. Los anillos de bala sirven como barrera contra el
arrastre ascendente de la muestra, y como plataforma para colocar
la rembrana en la probeta. La bala se sitia en la probheta de forma
tal que la copa de membrana con la muestra sea sumergida en el
reactive liquido de prueba. 42

2.8.5.4 ENSAYO BAPIDO DE MEMBRANA (ERMA)

El ensayoc répido de membrana RMA fue disgefiade para analizar los

surfactantes etoxilados o anfotéricos y formulaciones que contienen

estos tipos de surfactantes. Las muestras de prueba de este tipo

han tendido a ser asociadas con curvas de regpuestas de dosis no

calificadas en el protocolo del MPA. 17.18 )
{ .

Bl RMA produce regpuestas de dosis calificadas usando un reactivo
altamente activado para probar estas muestras problema. Se tiene
una mayor reactividad mediante el usoc del activador a una
concentracién de 3x. Este ensayo se lleva a cabo en forma vertical
durante 5 horas, usindose la membrana de bala para contener 1la
muestra de la prueba.

¢ 7,17,18 )

2.8.5.5 BERSAYO DE MEMBRANA VERTICAL (UMA)

El ensayo de membrana vertical UMA representa un protocolo del MPA
mejorado. Es similar al MPA en cuanto al procedimiento, y a los
tipos de muestras para cuya evaluacién fue disefiado. E1 UMA se
corre durante 24 horas, y la concentracién usada es de ix. Las
principales alteracionas del UMA son el uso de una balas de membrana
para la nuestra, la forma vertical del ensayo, y el uso de
diferentes calibradores. El wuso de la bala permite menos
dificultades técnicas en relacién al mpanejo, y elimina los
-problemas del arrastre ascendente y fugas de la membrana.
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Bn general, el UMA tiene caracteristicas para ser usado como
protocolo de un rango amplio, EBl. uso de loes protocolos del UMA y
del RMA puede ser suficiente para cubrir pruebas de la mayoria de
los quimicos y formulaciones del sistema KYTEX.

«C7)

2.8.5.6 ENSAYO DE ALTA SENSIBILIDAD (HSA)

El ensayo de alta sensibilidad HSA es un protocolo especializado
que estA disefiado para probar muestras asociadas con un potencial
de irritacién bajo, es decir, una calificacién de Dralze de 0 a 16,
Bl HSA es un ensayo vertical que usa una bala modificada para 1la
muestra, y que se corre durante 24 horas usando una concentracién
del activador de 1x.

L.a variabilidad inherente de los demda protocelos de EYTEX es tal,
que los resultados de no irritante e irritantes npinimos
frecuentemente representan sobrestimaciones. EL HSA es el dunico
protocole de EYTEX que puede clasificar una muestra como no
irritante.

El HSA no estd diseflado para probar nuestras que tengan altas
concentraciones de surfactantes, pH bajo y alto, o solventes
reactivos.

( 7.13,42)

2.8.6 MODIFICACIONES DR LOS PROTOCOLOG

El sistema EYTEX representa un procedimiento flexible como
alternativa de pruebas in witro en relacién a la diversidad de
tipos de productos que pueden ser evaluados por sus seis-
protocolos. Se cuenta con flexibilidad al usar este sistena
mediante las modificacionas documentadas' del protocolo, que pueden
ser aplicadas para cubrir los problemas especificos . encontrados
durante las pruebas de las muestras.

En la Tabla 3 se sefialan estas modificaciones. Caz)
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TABLA 3. MODIFICACIONES DE LOS FROTOCOLOS RYTEX

PROBLEMA

MODIFICACION

L]

Inhibicién del STD

Blancos de muestras
intensamente coloreadas

STD 3x, 5x

Cambio de la longitud de
onda de 1la luz

® La muestra reacciona con la Ensayo STD en probetas de
probeta del STD vidrio

* La muestra rompe la probeta EBansayo RMA
del A

Usar activador en los
blancos

* La muestra reacciona con el
activador

Concentracién més alta
calificada (HQC)

Andlisis Diluido

* La nmuestra no califica

"

La muestra no califica

( 42 )

% Cuando se obtiene inhibicién en el protocolo STD, un método
adicional para calificar la muestra es aumentar la reactividad del
sistema usando concentraciones del activador de 3x ¢ 5x.

% Algunas veces el color de las nuestras pigmentadas puede
interferir produciendo blancos del ensayo coloreados que puede
ocasionar su descalificacién. Un medio para corregir este problema
es leer el ensayo no con la longitud de onda estdndar de la luz de
400 nm, sino con una longitud de onda alterna que reduzca 1la
interferencia del color. -

% Si la muestra de la prueba reacciona de alguna forma con la
probeta de poliestireno en el protocolo STD, entonces el STD puede
ser conducido en tubos de vidrio.
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% BEn caso de que la muestra esté asociada con gases en expansién
que rompan la probeta del MPA, entonces el ensayo puede ser
efectuado usando el protocolo RMA, en el que la probeta se cubre
con Parafilm,

% Puede ocurrir alteracién en el ensayo si la nuestra reacciona
quimicamente con el activador. Esta situacién con frecuencia ae
corrige sl el activador se usa en los blancos a la nisma
concentracién de las probetas de la prueba.

% Si una muestra no califica en el RMA usando los volimenes de
muestra estdndar (es decir, 30, 50 y 100 ul o mg), se tienen medios
alternos para obtener resultados callificados para evaluacién,
usande ya sea la concentracién mAs alta calificada (HQC), o el
procedimiento de anilisis diluido.

La concentracién més alta calificada es aquélla en la que el
volumen de la muestra de la prueba aplicado en el sistema del
andlisis se disminuye a una cantidad menor. Los volimenes de 5 y 10
ul o mng, aerian los 1limites inferiores razonables con este
procedimiento.

El anAlisis diluido es aquél en el que la muestra de la prueba
aplicada al siatema de anélisis representa una forma diluida del
material de la muestra concentrada original, y esta dilucién se
hace usandeo un solvente aproplado. Caz)

2.8.7 APLICACION DXL SISTRMA EYTEX

La complejidad relativa del sistema EYTEX no constituye wun
iwpedimento para su aplicacién efectiva. Esto se debe a que se
pueden aplicar sistemdticamente nuperosos protocolos 14
modificaciones para la evaluacién de mnuestras cuyo carfcter o
irritacidén se desconoce., El esquema de wuso del protocole
recomendado por Laboratoriocs ROPAK para los protocolos de EYTEX de
la tercer generaciém, Be describe en el 4arbol de decisiones de 1a
Figura 10. Aqu{ las muestras de prueba son primero sometidas a una
avaluacién de pH para definir el uso del AMA con nuestras con un
pH > 8, o el UMA o S5TD con muestras con un pH < 8.
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Una puestra no calificada en el STD 1x puede mer evaluada con un
STD 5x o sujeta a anélisis con el UMA. Las nuestras que se
considere eatén siendo sobrestimadas por .el UMA, pueaden ser
evaluadas adicionalmente con el HSA. Las muestras no calificadae en
el RMA pueden ser analizadas méx ain usando el RMA con el
procedimiento de anflisis diluido o un HQC.

Fig. 10 ESQUEMA Glmll- PABA LA EVALUACION DE MUESTRAS EN
EL SISTEMA EYTEX

Muestras de Prueba
Evaluacién de Absorbancia

pH (Asociacién de Alcalinidad)

1 < 8.0 l> 8.0
STD _1ix | No Califica [ MpA & UMA [ A |
No calificada No calificada

No calificada
[osa] o« l

AnAlisis diluido

Concentracién mis alta
diluida {(HQC)

(13,42 )
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2.8.8 VENTAJAS Y DRESVENTAJAS DRL SISTEMA KYTRX

Para un uso eficiente del sistenma EYTEX para las pruebas in vitro
se requiere gque el usuarjo tenga una perspectiva de las
limitaciones de aestos procedimientos., En la Tabla 4 se incluye una
liata de las ventajas y deaventalas del usc del sistema EYTEX como

alternativa del procediniento de Draize.
TABLA 4.
DRSVENRTAJAS VENTAJAS

No califican substancias
especificas

No mide:

- Irritantes mecdnicos

- Mecanismos de recuperacién

- Contribuciones por penetra-
bilidad o respuestas
innunolégicas

La informacién de evaluacién
disponible ee insuficiente
para 1la aplicacién de 1la
muestra: modalidad
volumen
frecuencia

No distingue fécilmente entre
irritantes severos y extremos

Alta correlacidn con la
irritacién ocular

Se relaciona con la cali-
ficacidén de 24 horas de
Draize

Mide la irritacién quimica

Anplia compatibilidad de
muestras

Procedimiento répido y
simple

Cuantitativo y portable
Efectivo en costos

Puede reducir las pruebas
en animales

Se ha observadc que algunas substancias no califican en el ensayo
de EYTEX debido a su incompatibilidad inherente con los componentes
del sistema. Dichos agentes que han sido reconccidos a la fecha
son: urea, violeta de mpanganeso, clorure de plata, 'y altas
concentraciones de tipos especificos de materiales etoxilades y
anfolitos. C13.42 )
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2.9 ANALISIS QUIMICO (SISTEMA SKINTEX)

El método skintex es un ensayo bioquimico patentado, el cual se
basa en un modelo fisico - quimico de dos compartimentos para
predecir respuestas de toxicidad in_vivo.

¢ 12)

2.9.1 GENERALIDADES SOBBR IRRITACION DERHICA

La irritacién dérmica primario jn wvive es un fenémeno compledo’ gue
involucra miltiples par&metros fisico - quimicos interrelacionados.
Los animales han sido usados para asegurar la irritacién dérmica
por observacién de cambjos visibles que van desde el eritema y
edema hasta la corresién y ulceracién.

(9

La irritacion dérmica es producida por diversos y compledos
mecﬁnianos. Los eventos identificados en la irritacién dérmica
incluyen:

Interaccién con el estrato corneo
Desnaturalizacién de proteinas

Lisis de célulaa de la epidermis

Citotoxicidad

Produccidn de antigenos y citoquinas epidermicos
Desgranulacién de células de apoyo

(XXX R B ]

En la piel el estrato corneo, una capa delgada de células nuertas
con keratina cornificada, actia como una barrera limitando la
penetracidén de quimicos a la epidermis y dermis, Las propiedades y
eventos gue ocurren en esta barrera son esenciales para sBu funcién
e integridad. Los eventes clave incluyen perdida de agus,
desnaturalizacién de keratina y lisis.

{ 18)
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2.9.2 ANTECEDENTES

El proceso de irritacién puede ser viste como absorcién o
penetracién a travéds de una superficie externa de una matriz de
keratina (semeJjante al estrato corneo) hacia una asuperficie interna
tal como la epildermis.

Este concepto fue la base para un modeleo fisico quimico de dos
compartimentos para irritacién dérmica, el cual incorpora una
matriz barrera y un reactivo sensible para analizar quimicos
irritantes. Este es llamado la matriz barrera/sistema reactivo.

Usando membranas aisladas de epidermis, Schueplein y Ross
investigaron los efectos de solventes que poseen enlaces hidrégeno,
solventes lipidicos y surfactantes aniénicos sobre al estrato
corneo y su permeabilidad. Los solventes que poseen enlaces
hidrégeno tal como el DMSO afectaron la barrera produciendo
expanaidén de la matriz. Los surfactantes aniénicos también
produjeron expansién de la matriz por interaccién protefica. Los
solventes lipidicos tuvieron poco efecto sobre la estructura del
estrato corneo, pero redujeron la capacidad que tiene el estrato
corneo para retener agua.

Los procesos de absorcién del estrato corneo han sido investigados
a fondo por Imokawa, estableciendo que la absorcién es el paso mas
importante en la iniciacién de la irritacién dérmica y tal vez el
mas importante parémetro fisico quimico en la toxicidad dérmica de
surfactantes aniénicos.

La integridad del estrato corneo es al segundo parametro més
importante en la iniciacién de la irritacién. Femberton y Oliver
monitorearon la resistencia eléctrica en zonas de piel como una
medicisén de la integridad de la barrera y por lo tanto como un
indicador del potencial de corrosidn de quimicos.

La desnaturalizacién dae proteinas ha sido cuantificada como cambio=s
en la rotacién especifica de una solucién de proteinas o mis
recientemente en estudios por Kligman como cambios en el pH.

(18 )
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2.9.3 BASE CIENTIFICA DEL MECANIEMO DEL SISTEMA SKINTEX

El modelo SKINTEX fue desarrollado para proporcionar un método
alternativo a la prueba de Draize en conejo. Este nétodo estd
basade en un modelo fimico - quimico de dos compartimentos que
incluyen una biomembrana de barrera en el compartimento uno y una
matriz macromolecular en el compartimento dos.

La nuestra a analizar se absorbe 6 penetra a través de una barrera
de bilomembrana constituida por keratina/coldgenc y poateriormente
reacciona directamente con la matriz de macromoléculas organizadas
(reactivo sensible de proteinas). Los cambios en la integridad de
la barrera liberan un tinte indicador, y los cambios en la matriz
pueden alterar la transparencia del reactivo. La suma de estas dos
respuestas es leida espectrofotométricamente a 470 nm.

Figura 11.

Fig. 11 MODELO SKINTEX
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2.9.4 SISTEMA DE VALUACION

Un sistema de calibracién basado en la irritacién de controles

conocidos (PD II) es enmpleadc para establecer el sistema de
evaluacidn, . '

Tres calibradores con FD II in vivo conocido son analizados en cada
ensayo. Una curva de calibracién es dibujada relacionando 1la
absorbancia para el indice de irritaci6én dérmica primaria (FPD
I1I). La absorbancia de la mnuestra ea lefda en el ejo T y el
equivalente SKINTEX / PD Il e= leido como el valor cerrespondiente
en el efe X, En la Figura 12 se muestra la Bvaluacién SKINTEX.

( 16,43 )

Fig. 12 EVALUACION SKINTEX
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2.8.5 CONFIGURACION DEL SISTEMA SKINTEX

El sistema SKINTEX se ha desarrollado para proporcionar protocolos
de control de calidad, los cuales incrementan la precisién y
expansién para la aplicacién de este simtema.

(12 )

El protocole final consiste en 5 pasos los cuales se presentan en
la Figura 13.

Fig. 13 RESOMEN DEL PROCEDIMIENTO

PRUEBA DE IBRITACION DERMICA SKINTEX

* MNuastras:
liquidos, s6lidos, los materiales insolubles pueden ser
estudiados sin diluir

* Aplicacién:
el material de prueba me coloca sin diluir sobze la matriz
barrera con la ayuda de discos circulares

* Procedimiento:
la matriz barrera se inserta dentro del sistema reactivo,
todo el sistema se incuba a 25 QC

* Madicién:
la absorbancia se lee espectrofotométricamente.

* Culibrwién y Evaluacidn:
la calibracién se reallza con irritantes conocidos,
caleculando &) equivalente SKINTEX / PD II

< (16 )
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El sistema SKINTEX consiste en cuatro protocolos: ensayo de
mexmbrana vertical (UMA), ensayc alcalinc de membrana (AMA), enmayo
de alta gensibilidad (BSA), ensayo de respuesta humesna (HRA).

Los cuatro protocolos se enfocan individualmente en una aplicacién
difersnte, emplean la misma matriz barrera y sistema reactivo. Los
calibradores que se emplean para generar la curva de referencia

para las evaluaciones del potencial de irritacién son especificas
para cada protocolo. N
(12,43

2.9.8 DESCRIPCION DE LOS PROTOCOLOS

2.8.6.1 ENSAYO DE MKMBEANA VERTICAL (OMA)

El ensayo de wmembrana vertical UMA esta dimellado para analizar
materiales y formulaciones que poseen un pH ¢ 9.0,

2,9.6.2 ENSAYO ALCALINO DE MEMBRANA (AMA)

El ensayo alcalino de membrana AMA estd disefiado para pruebas de
agentes que tienen un pH > 9.0 2)
1

2.9.6.3 ENSAYO DR ALTA SENSIBILIDAD (HSA)

Bl ensayo de alta sensibilidad HSA es un protocolo especializado
disefiado gara probar materiales y formulaciones con un valor FD II
de 0 a 1.2,

Este protocolo se desarrolls para amplificar los cambios en ambos

compartimentos del modelo y proporcionar una medicién mas exucta de
estos cambios.
{ 12.43 )
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2.9.6.4 ENSAYO DE RESPUESTA HUMARA (HRA)

El ensayo de respuesta humana  fue desarrollado para evaluar las
predicciones del modelo SKINTEX con respecteo a la irritacién
humana. Bste protocolo ha sido optimizado baséndose.en diferencias
de penetracién y respusstas de irritacién entre humancs y conejos.

(12 )

2.9.7 APLICACION DEL SISTRMA SKINTEX

El esquema de uso del protocolo recomendado por Laboratorios ROPAK
para los protocolos SKINTEX se describe en el Arbol de decisiones
de la Figura 14.

Las muestras de prueba son primero sometidas a una evaluacién de pH
para determinar el uso del AMA con muestras con un pH > 9.0 o el
UMA con muestras con un pH < 9.0, si el valor PD II em= menor de 1.2
se epplea el HSA.

Si las muestras no califican se realiza un anllisis diluide & la
concentracién mas alta diluida (HQC). .
( 43)
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Fig. 14 ESQUEMA GENERAL
BISTEMA SKINTKX

PABA LA EVALUACION DZ

MURSTEAE ER EL

Huestras de- prueba

Deterninacisén de pH

( Asociacién de Alcalinidad )

< 9.0

@ ¢—ED II < 1.2

No califica No califica

Antllaiz diluido Anflimis diluido
6

Concentracién
mwas alta diluida

Concentracidén
mas alta diluida

> 8.0

=
l

No califica

}

AnAliuiz diluido

Concentracién
mas alta diluida

¢ 12,25,43 )
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. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA DE PLUJO DX IRRITACION OCULAR
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8.1.1 DIAGRAMA DE FLOJO DE IBRRITACION DERHICA

Irritscite ddraica Ireitecite  doralcs

e

Protocolo o desarrollar

Askiisis . de Besultades
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3.2  MATRRIAL, REACTIVGS Y EQUIPO

[ N TN S N SO I I NV S T N I A

3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Huevos fertilizados frescos de gallinas seleccionadas blancas
Lohman del tipo Leghorn con un peso promedic de 50 a 60 g. por
huevo.

Células rojas de sangre de ternercs o cerdos recién sacrificados,

3.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO

Tubos de ensayo

Matraces Erlenmeyer

Frascos pequefios de polietilenc

Micropipetas de 20 a 200 al

Soportes para celdillas

Papel filtro de 8" de didmetro

Embudo de gran capacidad

Cilindro graduado

Papel pH

Esp&tulas

Puntas de micropipeta de 30, 50 y 100 ul

Membrana proteica de queratina y colégeno SKINTEX
Soporte de anillo (disco)

Celdillas

EBquipo de articulos EYTEX que contiene:

a, 3 pagquetas con 100 celdillas cada uno de 1.5 ml
b. 3 paguates con puntas de micropipetas de 1.5 nml
c. 2 paguetsn con puntas de micropipeta de 12.5 ml
d. 1 paquete con meumbranas

e. 1 paguete con membranas (bala) -

f. Tapas de plastico para las celdillas
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3.

3.2.3 EEACTIVOS

Solucién salina isoténica

Dodecil Sulfato de Sodic Merck (Esténdar Interno)
Lauril Sulfato de S§odio Merck (Esténdar Interno)
Solucién amortiguadora de citratos (citrato de sodio y éc.
citrico 668:44 macl/al)}

Reactivo de globulinas y colégeno en polvo SKINTRX
Agua SKINTEX

Colorante roJjo bésico No. 2 SKINTEX

Equipo de reactivos EYTEX que contiene:

a. 8 calibradores numerados (1-8)

b. 4 celibradores: Cm0, Cml, Cu2, Cmd

c. 4 calibradores: CR1, CR1, CR2, CR3

Reactivo en polvo EYTEX

. Diluyente

. Activador

. Vial BEYTEX

. Control negativo (Coaprcbacién de inhibicién)

. 2 controles de calidad: QCl y QC2

-4 L1 N

3.2.4 EQUIFPO

Incubadora con charoclas de rotado automitico

Fresa dental con rotor de baja velocidad (12000 a 15000 rpm)
Estereomicroscopio de alta magnificacién

Centrifuga (Eppendorf type 5415) 10000 rpm

Easpectrofotémetro con filtroe para mediciones a 500, 530, 540,
560 y 575 nm, de doble rayo

Incubadora (Scientific Products)

Dosificador con micropipetas de 250 mi 2 1 ml con incrementos de
250 1 (Eppendorf)

Pipeta de rocfo {(Eppendorf)

Fotocolorimetrc (Jenway PC1 6060)

3 HETODOLOGIA
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3.3.1 PRUEBA DE LA MEMBRANA CORIOALANTOICA (EETCAM)

a) El dia cero, los huovos acon recibides y colocados en incubadora
con charolas de rotacién automética, en un ambiente controlado de
37.5 +/- 0.5 2C y una humedad relativa de 62 +/- 5 %.

b) El dia nueve, son examinados a trasluz para determinar su
viabilidad y mson colocados nuevamante en la incubadora.

c) El dia diez, me abren los huevos en su extremo mas ancho, donde
se localiza la burbuja de alre, empleando una sierra rotatoria de
dentista.

d) La membrana de 1la chscara, que descansa directamente sobre la
mepbrana corloalantéica es retirada cuidadosamente humedeciendola
con solucién 1soténica para facilitar la remocién mecénica, una vez
removida, la menmbrana corioalantéica esta 1lista para analizar
productos.

@) Aplicar el material de prueba en la membrana corioalantéica en
forma de una capa delgada (0.1 g si es 8élido y 100 microlitros si
se trata de un ligquide).

£) Realizar las observaciones a simple vista 6 usando un
estereomicroscopio con mayor anmplificacién par observar también las
reacciones mis ligeras.

) Se registran los tiempos de aparicién de heworragias, 1lisis

vascular y coagulacién y se utilizan para calcular los indices de
irritacién dentro de los 5 minutos sigulentes.

h) Evaluacién de los datos:

REACCION CALIFICACION
Vasos capllares mis inyectados de lo normal 1

Enrojecimiento con los vasos dificilmente
distinguibles

EnroJecimiento difuso intenso

Enrojecimiento difuso intenmo con inflamacién

o e W N

Hemorragia generalizada
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Liaiu. {destruccién de vasos) » 1

Coagulacién (despaturalizacién protefca con
trombosis, decoloracién, cpacidad y turbidez
intra y extra celular) 9

1) Célculo del indice de irritacidn:

El tienpe de la primera aparicién (en segundos) de las diferentes
reacciones fue lo que se registré para calcular el indice de
irrit;cion (potencial). El tiempo de prueba es de 5 minutos o 300
segundos.

Indice de irritacién:

104531301 hemorragianil+ (730301 Yinin)]+ [(8) (coagulacifnil}

300

El indice miximo de irritacién: 54748 = 21 si las reacciones se
observan inmediatamente después de la aplicacién del producto.

J) Emplear cuatro huevos y dos controles de vehiculo por‘ muestra,
la calificacién final es el valor promedio de los cuatro huevos,

k) Interpretacién de los resultados:

INDICE CLASTFTCACTON
de 0.0 a 0.5 No irritante
de 1.0 a 4.9 Ligeramente irritante
de 5.0 a 8.9 ¥oderadamente irritante
de 9.0 a 21.0 Severamente irritante
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3.5.2 ENSAYO EN CELULAS ROJAS DE SANGRE (RBC)

1. PREPARACION DE LAS CELULAS BOJAS DX SANGRE

a) Las muestras de msangre se recolectan en frascos de polietilenc
que contienen una solucién amortiguadora de citratos, 50 ml de esta
solucién se agitan con 450 ml de muestra de sangre para llegar a
una concentracién final de 1:10 citrato:sangre. Las muestras se
mantisnen en cajas precalentadas a 21 6 22 @C durante su
transportacién al laboratorio (de 20 a 30 minutes).

b) Centrifugar las mwmuestras a 15000 rpm durante 15 minutoa a
temperatura ambiente. Del residuo se elimina el plasma de la
superficie por succién, posteriormente =mse lava varias veces con
solucién salina amortiguadora de fosfatos para eliminar todo rastro
de plasma y células blancas.

c) Las células rcjas pe mantienen en refrigeracién a 4 oC hasta que
se necesiten para los ensayoes.

2. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

A. EXMOLISIS

a) Tomar alfcuotas de 1la suspensién de células rojas a una
concentracién de 0.125 mmwol/l de oxihemoglobina y preparar
diluciones de dodecil sulfate de sodic a partir de una solucién de
1000 ppm. B

b) Hezclar cada alfcuota de células rojas con las diluciones de
dodecil sulfato de sodio e incubarlas por 10 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente centrifugar a 10000 rpm durante 1 minuto.

c) El sobrenadante se lee fotométricamente para hemélisis a 530 6
560 nm al igual que el blanco y control para evitar traslaparse con
desnaturalizacién de proteinas.

d) La liberacién total de hemoglobina de las células roJjas de
sangre se determina al 100 X, la liberacién fraccional causada por
cada muestra sers expresada en porcentaje relativo a la liberacién
mixima de hemoglobina.

®) La concentracién media méxima efectiva (Hgp) ss calcula a partir
de las curvas concentracién va respuesta ¥y definidas como la
concentracién a la cual 50 X de células rojas son dafladas para
producir hemélisis.
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¥) Preparar al menos B concentraciones equidistantes de dodecil
sulfato de sodio (en ppm) y de las muestras, incubando con células
rojas de sangre por triplicado.

B. DESNATURALIZACION DE PROTEINAS

a) Preparar soluciones de dodecil sulfato de modio y de las
muestras a una concentracién final de 1 X e incubarlas a
temperatura ambiente por 10 minutos con una alicuota de células
rolas de sangre ajustada a la concentracién de oxihenozlobinn
previamente descritn.

b) Agitar vigorosamente y centx‘:lfudar a 10000 rpm, el scbrenadante
se lee a 540 y 575 no. La abscrbancia medida a 575 nm se divide
entre la abaorbancia medida a 540 nm para cbtener el llamado / -
radio, el cual se usa para caracterizar el indice ds
desnaturalizacién de proteinas (DI).

¢) Para la oxihemoglobina, el radio (Ry) fue de 1,05, mientras que
el estandar interno (dodecil mulfato de sodic) a 3.47 mmol/l como
concentracidén final, da el radio (Rz). La diferencia entre R ¥y Ra
es definida copo 1gual al 100 % de desnaturnlizacign
oxihemoglobina, vy usado para calcular el potencial de
desnaturalizacién Lndividual de las mnuestras de acuerdo a la
siguiente formula:

DI = 100 (BR; - B3) 7 (B - Ryp) (%)
Donde Ri as el radlo obtenido de la muestra en estudio.

d) El resultado del 4{ndice de desnaturalizacién me usa para
comparar con el valor de irritacién ocular de la evaluacién in

o) La relacidén entre hemélisis (Hgp) e indice de desnaturalizacién
(DI) se define como coclente lisis / desnaturalizacién (L/D),
calculado para cada muestra y tamblén usado para comparar con el
efecto irritante in wivo.
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3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOG

IRRITACIOR OCULAR VALOR L/D
IN ¥IVO IN VITRO
No irritante > 100
Ligeramente irritante > 10
Moderadamente irritante > 1
Irritante > 0.3
Muy irritante < 8.3
< .

Sevaramente irritante



3.3.3 ENSAYO DE DESHATURALIZACION DR PROTEINAS (RYTEX)
3.3.3.1 PROTOCOLO ESTANDAR  RYTEX-STD

a) Para determinar si este es el prototolo adecuado, se deberé
desarrollar lo siguiente: Se colocan 100 ml 6 100 mg de la muestra’
en 1 ml de disclvente en una celdilla. Se ajusta el colorimetro a
cero con una celdilla blanco Bo que contenga s6lc disolvente,
después me lee la puestra a 400 nm, si la absorbancia es mpayor de
géi)se deber4 optar por la técnica de menmbrana de particién (EYTEX-

b) Determinar el pH de la muestra diluida, si éste es mayor de B8 se
lleva a2 cabo una modificacién del protocolo STD y MPA, que indican
que no se debe emplear activador, o bien, emplear el protocolo AMA
especifico para este tipo de wmuestras.

c) Preparar una soluclién del reactivo proteico afiadiendo la mitad
del agua al reactivo en polvo, agitar vigorosamente hasta la
dimolucién del polvo. Adicionar la otra mitad del agua al reactivo.
Filtrar y <transferir el reactivo empleando una pieza de papel
£il4ro ajuatada al embudo, delar filtrar lentamente, recibir el
filtradoe en el vial vacio, etiquetar con la fecha de elaboracién.
El reactivo es estable por 30 dias almacenado de 4 a 8 QC.

d) Para activar el reactivo afiadir el activador en proporciones 1X,
3X y 5X. Si el pH es menor de 8 se adiciona 1X, es decir 0.5 ml de
activador a 25 ml de reactivo preparado (la activacién se efectia
antes de cada ensayo), 81 se va a hacer en proporcién 3IX sme
adicionan 1.5 ml de activador y si es 5X, 2.5 ml de activador. Si
el pH es mayor de B no se activa el reactivo.

e) Analizar las nuestras a tres concentraciones: 100, 50 y 30 ul.

rtl) Aplicar los reactivos y muestras como se indica en la Tabla
o. 1

&) Tapar todas las celdillas y agitar cada una vigorosamente por 10
segundos. Incubar por 1 hr a 25 QC. Agitar todas las celdillas
vigorosamente después de la iIncubacién. Tener cuidado de que la
superficie de cada celdilla este limpia.

h) Tomar las lecturas en el fotocolorimetro. Ajustar el equipo a
cero con la celdilla blanco del diluyente Bo. Leer la celdilla
blanco del reactivo So y ajustar el equipo nuevamente a cero. Leer
cada una de las celdillas gue contienen los calibradores y
muestras.

1) 8§14 la lectura del blanco es. mayor de 500 el resultade no
califica. Analizar la muestra con 8el protocolo EYTEX-MPA.
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TABLA Bo. 1
APLICACION DE LOS6 REACTIVOS DEL PROTOCQLO STD

CEDILLA DILYENTE TLIN A0S ATV ST NESTWA
i ? 3 ‘ s b L
® inl
S log im
o 10 1 1m!
e 10031 Il
o 100 1 Iml
@ 1001 1l
5 100 iml
o Wp m
xl LY
w2 100 31
L 103
. 100 )
0O ml 100 51
B im »l
= nyl
s10 Iml 100 4
0 feml 3l
= iml il

3) Calcular el valor EYTEX delta: lectura de la muestra - lectura
del blance = valor EYTEX delta.

k) Si el valor EYIEX delta es menor de -15 el resultado no
califica. Analizar la muestra con el protocolio MPA.

1) Si el valor EYTEX delta de la muestra es inferior al valor de
C4, comprobar inhibicidn:

*x Adicionar 100 ul del control negativo en la celdilla de la
muestra, mezclar vigorosamente e incubar por 10 minutos a 25 2C.

* Ajustar el squipo a cero con la celdilla blanco del reactivo So y
leer la celdilla de la muestra,

* 51 la lectura es wmenor que C4 la nuestra es inhibida y el
resultado no califica. La muastra puede ser analizada empleando el
activador del protocolo STD en una proporcién de 3X y si no
califica emplear &l activador S5X.



m) Clasificar los resultados de cada muestra que calificé. Trazar
la curva de calibracién con las anctaciones escritas en el reporte
¥y localizar los puntos.

Posteriormente lesr la opacidad de cada dosis de muestra sobre la
curva de calibracién y realizar una linea vertical. Deterainar 1la
equivalencia EYTEX/DRAIIR para cada dosis.

3.3.3.2 PROTOCOLO EMSAYO KN MEMBRAMA DE PARTICION RYTEX-NPA
a) Determinar el pH y preparar el reactivo como se indica en los
incisos b y ¢ del protocole STD.

b) Analizar las nuestras a tres concentraciocnes: 100,50 y 30 ul. Si
la muestra es sdlida colocar 100,50 y 30 mg.

c) Aplicar el reactivo y diluyente como se indica en la Tabla No. 2

TABLA No. 2
APLICACION DR LOG REACTIVOS DEL PROTOCOLO MPA

TN MUMBIE 3 TATTW NS  RET
? 1
[ ] ~

D tml
[ 10 tml
o 1% 51 Im
] (LY
© im0
] Iml [0
= e
m i
"ol 100
s i
m el T
1% el LT
= tmd »ul
w Im »sl
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d) Insercién de la membrana:

* Limpiar 1a punta de un marcador con alcohol, enjuagar con agua
destilada y deJjar secar.

* Colecar la membrana en la punta limpia e insertarla dentre de la
celdilla hasta el fondo y retirar el marcador.

* Asegurarse de que las esquinas de la membrana estén extendidas
mas alld de la orilla de la celdilla en todas direcciones.

* Mantener las wmembranas dentro de su bolsa de pléstico en un
refrigerador con temperatura de 4 a 8 2C

@) Aplicar los calibradores y muestras como se indica en la Tabla
No.

£) Tapar las celdillas lentamente, dar un golpecito a cada una en
posicién invertida para asegurar que cierre herméticamente. Incubar
las celdillas en posicién invertida por 24 hr a 25 ¢C,

&) Después de la incubacién, agitar todas las celdillas 15 seg. y
colocarlas en el soporte en posicién normal.

h) Realizar las mediciones en el fotocolorimetro. AjJustar el equipo
con la celdilla blance del diluyente Bo, leer la celdilla blanco
del reactive CMo y ajustar nuevamente a cero. Leer cada uno de los
calibradores y muestras.

1) Inspeccionar cada membrana, si ésta se encuentra dafiada 1a
muestra debe ser repetida y el resultado no califica.

3) 8i la muestra blanco da una lectura mayor de 500, la muestra
debe realizarse a menor conceéntracién y el resultado no califica.

k) Calcular el valor EYTEX delta inciso J protocolo STD, si este

valor es menor de ~15 el resultado no califica. Analizar la nuestra
. con el protocolo MPA 3X.

1) Si el valor EYTEX delta es inferior al valor de CM2, comprobar
inhibicién, inciso 1 protocolo STD.

3.3.3.3 PROTOCOLO ERSAYO EN MEMBRANA RAPIDA EYTRX-RMA

a) Preparar el reactivo como indica el inciso ¢ protocolo STD. El
reactivo se activa empleandoc la proporcién 1X.

b) Aplicar los reactivos y puestras como se indica en 1a Tabla
No. 3. 51 la muestra a analizar es sélida se emplean mg en lugar de
ml.
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TABLA No. 3
APLICACION DE LO6 REACTIVOS DEL PROTOCOLO HMA .

CRDILLA DILLYENTE € RTINS ECTIVO MESTAY  MESTRA
1 2 3 TR,

L] 1ml 10001
o iml
1} 10041 Im!
oe 100 gt Il
> <] W iml
2] Iml 100
[ Imp 10021
L) imd
m iml
§oo tml 100 01
-] fonl %01
» I 205
5100 1l 10
o Iml 0
Eed Iml Xl

e) Tapar las celdillas lentamente e incubarlas por 4 hr a 25 QC,

d) Después del pertodo de incubacién remover las balas de membrana
¥ revisar si se encuentran lesionadas, Si la membrana resulté
dafiada se repite el ensayo ¥ el resultade no califica,

@) Realizar las mediciones en el fotocolorimetro, aJjustande el
equipo a cero con las celdillas blanco de diluyente Bo y blanco del
reactivo CRo.

£) Realizar lo indica en los incisos J y k protocolo STD.

&) S8i el valor EBYTEX delta es menor de -15 el resultado no
califica. Si el valor BYTEX delta de la nmuestra es inferjor al
valor de CR2, comprobar inhibicién, incimo 1 protocolo STD.

h) Trazar una curva como se indica en el incimso m protocolo STD.
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i) Intetpret-cién'de los resultados:
La clasificacién de irritacién In VYitrp corresponde con la In Vivo
extrapolada de la curva y debe leerse asi:

DRAIZIR
RANGO CLASIFICACION
[ Bo Irritante
0.1 - 2.9 NI / Minimo
3.0 - 15.0 Minimo Irritante
15,1 - 25.0 Ligeramente Irritante
25.1 - 50.C Moderadamente Irritante
50.1 - B0.0 Severamente Irritante
80.1 - 110.0 Extremadamente Irritante
EXTEX
RANGO CLASIFICACION
0.0 ~ 3.0 No Irritante
3.1 - 12.0 Minimo Irritante
12,1 - 16.0 Hinimo / Ligero
16.1 - 28.0 Ligeramente Irritante
28,1 - 54.0 Moderadamente Irritante
> 54 Saveramente Irritante
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3.3.4 ENMSAYO MEWBRANA REACTIVO (SKINTEX)
1. PREPABACION DR LAS MATRICES

a) Preparar una solucidén salina estabilizada a pH 8.0 de 10% de
queratina, 1% de colégeno, 0.1% de glutaraldehido y acetato de
celulosa suficiente; dejar a 25 2C durante 1 hr, a esta
preparacion, se le adiciona colorante redo bésico Ko. 2 y me deia
10 msinutos a 25 C.

b) Las peliculas que sme forman se lavan exhaustivamente con agua
destilada, se cortan en circulos y se montan en soportes de disco
guardidndose en recipientes de pléstico a 4 9C, conservandose asi
hasta 180 dias.

2. PREPABACION DEL BEACTIVO

a) El polvo liofilizado de globulinas, colégeno, glicesamiglicanos,
&cidos drasos libres, aminocécidos, fosfolipidos y sales
amortiguadoras se rehidrata y se conserva a 4 QC. El reactivo
rehidratado se conserva estable por 15 dias.

3. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

a) Epplear tres calibradores con PD II in vivo conocido en cada

ensayo. Trazar una curva de calibracién relacionando la
absorbancia - para el indice de irritacién dérmica primaria (PD
In). La absorbancia de la muestra es leida en el eje Y y el

equivalente SKINTEX / FD II es leido como el valor correspondiente
en el eje X

b) Preparar las muestras a dosis de 30, 50 y 100 ul y aplicarlas
directamente en la barrera, luego ésta se inserta en el reactivo y
se incuba por 3 hr a 25 2C.

¢) Determinar la absorbancia a 470 nm en un £fotocolorimetro,
extrapolar en la curva de dosis va respuesta ¥y lasr como el
equivalente de la prueba in vitro y el indice de irritacién dérmica
in vivo '

d) Interpretacién de los resultados:
La clasificacién de 1irritacién dérmica in._ wvitre corresponde
directamente con la clasificacién in vivo (en piel de conedo), asi:
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CILIFICACTON

PRUKBA PRUIBA CALIFICACION
m ¥ivo IN vITRO I vIiw * IN VITRO
0.0a0.5 0.0a20.5 No irritante Minimo irritante
0.5a15 0.5a1.5 Ligeramente irritante lavemante irritante
1.5a2d.0 1.52 2.0 Levemente irritante Levemante irritante
2.0 230 Lavemente irritante Hoderadamente irritante
3.0 a 5.0 3.0a5.0 Moderadamente irritante Hoderadawente irritante
5.0 o més 5.0 o s Severamente irritante Severamente irritante
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3.4 AMALISIS ESTADISTICO

Lo resultados ser&n analizados estadisticamente, para lo cual se
aplicaréd el 1witodo estadistico que incluye 1a prueba de
distribucién normal, lo cual permitird aceptar la hipétesis nula
siguiente:

Hipétesis nula (Ho)

Los métodos in vitro proporcionan una evaluacién mas precisa en
* comparacién con los métodos in_ vivo en la determinacién de
irritacién ocular y dérmica de productos cosméticos.

1. Calcular con los datos obtenidos a través de los métodos in vivo
e in vitro la siguiente medida de tendencia central y dispersidn:

* Medida de tendencia central (Media)

X = _moi f1
£i

* Medida de dispersién (Desviacién esténdar)

2. Distribucién normal.
Con frecuencia a esta distribuvién se le nombra distribucién .
gaussiana. La densidad normal est& dada por la expresién:

2 = : o ~ty-A" 12
AT

En ella 2 indica la altura de la ordenada de la curva, que
reprosenta la densidad. Es la variable dependiente de la expresisén,
siendo funcién de la variable.
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CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 ERESULTADOE DE IRRITACION OCULAR

Para realizar las pruebas de irritacién ocular se emplearon cinco
productos- cosmétices, cada uno de los cuales se analiré diez veces
por cada métodos in viiro.

A continuacién se enlistan los producteos cosméticos analizados, y
posteriormente los resultados obtenidos por cada uno de los
wbtodos.

1. Removedor de maquillaje para ojos
2. Crema limpiadora (gel Jabonoso)
3. Shampoo .

4. Méscara

5. Shampoo para el cuerpo

4.1.1 FRURBA DE LA MEYMERANA CORIOCALANTOICA (HKT-CAM)

Los resultados de 1la prueba de la nembrana coricalantéica se
reportan en la Tabla I, y son el promedio de los cuatro huevos
eopleados por anéilisis.



TABLA I

COMPARACION DE LOG VALORES OBTEWIDOG EW LA PRUEBA DI LA MEMBRANA
CORIOALANTOICA CON LOG VALORES DE IRRITACION IN YIVQ

NUESTRA IRRITACION CLASIFICACION IRRITACIOR CLASIFICACION
1N YITROQ In_YI¥0
Removedor de 1 2.7 Lig 2.0 NI / NMin
maquillale para 2 2.5 Lig 1.6 NI / Min
ojos 3 2.6 Lig 2.4 NI / Min
4 2.8 Lig 2.8 NI / Min
5 2.7 Lig 2.0 NI / Min
[ 2.7 Lig 1.2 RI / Min
7 2.6 Lig 2.4 RI / Min
8 2.6 Lig 2.1 NI 7 Min
9 2.7 Lig 2.4 NI / Min
10 2.6 Lig 1.7 NI / Min
Croma limpiadora 1 3.8 Lig 15.1 Lig
(removedor de 2 3.7 Lig 15.5 Lig
maquillaje gel 3 3.3 Lig 15.0 Lig
Sabonoso) 4 3.8 Lig 14.9 Lig
5 3.5 Lig 15.5 Lig
[] 3.6 Lig 15.8 Lig
T 3.5 Lig 14.6 Lig
8 3.4 Lig 15.8 Lig
] 3.5 L 16.2 Lig
10 3.5 Lig 15.0 Lig
Shampoo 1 4.8 Lig / Hod 25.0 Lig / Mod
2 5.1 Lig / Mod 24.7 Lig / Mod
3 5.0 Lig / Mod 25.0 Iig / Yod
4 5.2 Lig / Bod 25.0 Lig / Mod
5 5.1 Lig / Mod 24.9 Lig / Hod
6 5.0 ‘Lig ./ Wod: 25.0 big / Mod
7 5.3 Lig / Nod 25.1 Lig / Mod
8 5.1 Lig / Wod 24.9 Lig / Mod
8 5.2 Lig / Bod 24.4 Lig / Mod
10 5.1 Lig / Mod 25.2 Lig / Mod




TANE I

CORT INUACION
—_— ——— e
WOKSTRA IRRITACION CLASIFICACION IRRITACION CLASIFICACION
X YItR0 I N
Niscars 1 0.5 NI 0.5 L
2 0.3 NI 0.7 NI
3 0.3 NI 0.3 NI
4 0.4 NI 0.0 NI
5 0.3 NI 0.5 N1
[] 0.2 NI 0.8 NI
1 0.4 NI 0.7 NI
8 0.1 NI 0.3 NI
8 0.2 NI 1.0 NI
10 0.3 NI 0.5 NI
Shawpoo  para 1 4.0 Lig 22.7 Lig
el coerpo 2 3.8 Lig 22.4 Lig
3 4.1 Lig 21.8 Lig
4 3.9 Lig 22.1 Lig
5 3.8 Lig 22.1 Lig
] 4.0 Lig 23.1 Lig
7 4.1 Lig 22.8 Lig
8 3.8 Lig 22.4 Lia
'} 3.9 Lis 22.9 Lig
10 3.9 Lig 22.1 Lig

NI = No Irritante; Hin = Minimo Irritante; Lig = Ligersments Irritante;
¥od = Noderadamente Irritante.
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4.1.2 ENSAYO EN CELULAS ROJAS DE SANGRE (RBC - ASGAY)

La curva de concentracién vs respuesta para la hemélisis y para 1la’
actividad desnaturalizante de la hemoglobina del dedecil sulfato de
sodio (SDS) al ser incubadas con alicuotas de células rojas de
sangre (RBC) de ternera se muestran en la Gréfica I,

GRAFICA I

INFLUENCIA DEL IRCREMENTO EN LA CONCENTRACION DE DODECIL SULFATO DE
SODIO EN LA DENSIDAD OPTICA DE CELULAS ROJAS DE TERNERA IN_YITRO

ABSCRBANCIA A 540 m

Hb - DESWNATURALIZACION

B - LIBRRACTON

] 10 " 100 1000 10000

CONCENTRACIOR OOBECIL SULFATO DE SOBID (ppa)
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En 1os valores de concentracién de 1 a 10 ppm, el SDS no tiene
efecto hemolitico sobre los RBC, pero las concentraciones entre 10
y 60 rpm provocan un aumento en la actividad éptica, lo que crea
una fuerte pendiente en la curva concentracidn vs respuesta.

La incubacién de RBC con concentraciones superiores a 100 ppm no
originan un aumento en la hemélisis total medida a 540 nm sino que,
por el contrario, la saturacién con 5DS origina una disminucién
tipica de la densidad éptica debido a 1la desnaturalizacién de la
hemoglobina oxigenada original.

Como la liberacién de hemoglobina causada por la hemélisis a bajas
concentracicnes del surfactante se scbrepone con el inicio de la
desnaturalizacién de la hemoglobina, se obaservaron dos patrones de
absorbancia a 540 nm y 575 nm respectivamente.

En l!a Gréfica II se nuestran siete espectros correspondientes
registrados entre las longitudes de onda de 500 a 650 nm después de
la incubacién con concentraciones adecuadas de SDS.

Los respectivos valores de absorbancia medidos a 540 y 575 nm se
usaron para calcular las relacicnes alfa. - beta de los que =me
derivé el indice de desnaturalizacidn.

Para el est&ndar internc 5DS, s8e calculé 1a mitad de 1la
concentracién mixima para causar hemélisis a 2.0 x 10 8 REC/ml con
un valor de 0.10 +/- 0.012 mnol/l o 29 ppm; el indice de
desnaturalizacién de 100 % se detectéd a una concentracién de 3.47
mmol/l de SDS.
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GRAFICA 1I
CAMBIOS ESPECTROFOTOMETRICOS DE LA ABSORBANCIA DR HEMOGLOBINA

ATSORBAC 14
2,61

1,84

1,24

50 . 550 600 650
LOWEITUD DE Ok tem)

Basindose en los resultados obtenidos con el SDS, se investigé el
potencial hemolitico y desnaturalicante de cinco productos
cosméticos, Loa resultados aparecen en la Tabla II, siendo estos
los promedios del anflisis por triplicado.
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TABLA 1II

’ COMPABACION DE LOG VALORES DR HEMOLISIS (Hsg) K INDICE DB.
DESNATURALIZACION (ID) EVALUADOS EN EL ENSAYO HRBC CON LOS VALORES
: DR IRRITACION OCULAR IM YVIYD

MESTRA [-]] 1) L/p CLASIFICACION  CLASIFICACIOM
(1] RADID- vt I vive
Removador 1 12 b1 12.0 Ly ul 7 nin
mguillaje pars [ b1 1 12,1 Lig LI U]
ojos 3 120 10 12.0 Lig %1 / Nin
[] 121 10 [1 9] Lig N/ Nin
5 120 1} 2.0 iy LA
[ JH] 1) 12, Ly Nt/ min
? 1 H 12d g K1 7 Kin
[] 120 10 1] Lig X/ Min
? 12! 10 2.1 iy ul/ Bin
10 ®”0 16 12.0 Ly Rl 7 Hin
Cresa 1ispiadora |} 1% ] 1b.2 Lig 81
{resovedor & 2 0t ] 1.3 Ly Lig
wgitiae gl 3 13 8 16.2 Lig Lig
jaboansa} ) 138 8 1.3 Lig Lig
5 1% ] 1.2 Lig Ly
[ It (] [[8] g Lig
? 18 1 i Liy Lip
8 kil ] 16,3 g Liy
] 1% [] e Liy Ly
10 130 [ ] 1.2 Lig Lig
Shangoo i ] L] 03 Lig/ ket Lig / Mod
2 " ¥ 8.3 Lig 7 Mot Lig / Mod
k] " L] L] Lig/ w4 Lig / Bod
4 ko] ¥ 53 Lig / Mot Lig / Mod
H " L 8.2 Lig / Rod Lig / Red
b ” ] 3 Uiy / od Lig / Med
7 ™ L} 8.2 Lig / Rod Lig / Ned
) n L} e Lig / ded Lig / M
L) " L] [ X Lig / hed Lig / Bod
] " L] e Lig / %od Lig / Mod
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TABLA 1

CONTINUACION
WUESTRA (-] 0 [T CLASIFICACTON CLASTFICAC] On
(")) RADIO I ving i vive
LM 1 Na Lisis ¥ ... n ul
t %o Lisis <1 co- . L} [}
3 Mo Lisjs (81 --a L1} L]
§ o Lisis (@} .- n "
3 % Lisis 1 - L1 Lt]
[ Mo Lists <4 .- LY} ‘Al
7 o Lisis 1 .= | 1] "
] Mo Lists <1 LR N L))
% "o Lisis <1 LR LI L]
10 %o Lisis <1 .- Ll n
Shanpod pars 1 " 7 237 Liy Liy
TuRTPR 2 182 7 2.0 Lig . Lig
F] 18 ? .7 Lig Lig
A It} ] 5.8 Lig Lig
H 10 7 5.7 Lig Lig
[ 18 17 5.8 Liy Lig
7 160 7 2.9 Lig Lig
[ ] » ) 8.7 Ly Lig
b ] 10 1 11 Ly Lig
10 160 1 R tig. [th

BI = No Irritante; Min = Minino Irritante; Lig = Ligeramente Irritante?
Mod = Moderadamente Irritante. £
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4.1.3 ENSAYO DX DRSNAYURALIZACION DK PROTKINAS (EYTEX)

La agregacién de proteinas en el método EYTEX se cuantificé
mediante la medicién de la absorbancia a 400 nm; el potencial de
irritacién de las muestras se evalué aplicando los datos a unas
curva de calibracién realizada con calibradores especificos para
cada protocolo.

A continuacidén se nuestran las curvas de calibracién efectuadas,
Graficas IIT y IV,
GRAFICA IIX
CUBVA DE CALIBRACION PARA LA KVALUACION DEL POTENCIAL DE
IRRITACION

ASIRINCIA 5 183
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GRAFICA IV

CURVA DE CALIBRACION PABA LA EVALUACION DR MURSTRAS ASOCIADAS CON
UN POTENCIAL DE IBRRITACION BAJO (CALIFICACION DRAIZE DR 0 A 16)

sy« 18

(4] Lo 4 (5]

600

400 1~ /

200

. | I ! |

L] 1é 0 AU il

-3 12
[mi] minime M A | Levemente ]

EQUIVALENTE DE  EYTEL / DRAIIE

Loa calibradores, blancos y dosis de gmuestras gque conforman el
método RBYTEX fueron leidas fotométricamente, anoténdose los
resultados en hoJjas de reporte especiales para el método;
posteriormente fie leida la opacidad de cada dosis de muestra sobre
la curva de calibracién y =me realizé una 1inea vertical para
determinar el equivalente EKYTEX / Draize para cada dosis. Un
eJenplo se muestra en la Figura 1.
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Figura 1

ACONTINUACION SE MURSTEA RL REPORTE DE UNO DE LOS ANALISIS
REALIZADOS AL SHAMPOO.
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Figura 1

CONTINUACION
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‘Lo8  yesultados obtenidos por el método EYTEX se muestran en 1a

Tabla III.

TABLA III

COMPARACION DR LOS RESOULTADOS OBTENIDOS POR KL METODO RYTEX CON LOS
RESULTADOS IN VIVO

EYTEX DRAIZE
WUESTRA —
PROTOCOLO KIR CLASIFICACION CLASIPICACION
Bemovedor de 1 MPA, HSA 3.5 NI / Min NI / Min
saquillaje para 2 . 3.5 NI / Min HI / Min
oJjos 3 3.5 NI / Min NI / Min
4 3.6 NI / Hin HI / Min
5 3.5 NI / Min HI /7 Min
& 3.4 NI / Min N1 / Min
T 3.5 NI / Min NI 7/ Min
8 3.5 RI / Min RI 7/ Min
9 3.4 NI / Min Nl /7 Min
10 3.5 HI / Min NI / Min
L e e e et e et mmmmme e mm e mmmemmma———m————
Crema limpiadora 1 STD, RHA 19.8 Lig Lig
{removedor de 2 19.8 Lig Lig
maquillaje gel 3 19.9 Lig Lig
Jabonoso) 4 19.8 Lig Lig
5 20.0 Lig Lig
6 19.7 Lig Lig
7 20.0 Lig Lig
8 19.9 Lig Lig
9 18.8 Lig Lig
10 19.9 Lig Lig
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TABLA III

CONTINUACION
) EYTEX DRAIZE
KUESTRA
PROTOCOLO RIE CLASIFICACION CLASIFICACION
Shampoo 1 , STD, RHA 29.6 Lig / Mod Lig / Mod
2 29.5 Lig / Mod Lig / Med
3 29.5 Lig / Mod Lig / Mod
14 29.7 Lig / Mod Lig / Mod
5 29.5 Lig / Mod Lig / Mod
6 29.6 Lig / Hod Lig / Mod
7 29.5 Lig / Mod Lig / Mod
8 29.8 Lig / Mod Lig / Mod
9 29.4 Lig / Mod Lig / Mod
10 28.5 Lig / Mod Lig / Mod
Miscara 1 HSA 1.1 RI NI
2 1.0 NI NI
3 1.1 NI NI
4 1.1 RI NI
5 1.0 NI NI
6 1.1 NI NI
7 1.0 NI NI
8 1.1 N1 NI
9 1.1 NI RI
10 1.1 NI NI
Shampoo para 1 MPA, RMA 21.1 Lig Lig
cuarpo 2 21.0 Lig Lig
3 21.0 Lig Lig
4 21.2 Lig Lig
5 21.1 Lig Lig
§ 21.1 Lig Lig
7 21.0 Lig Lig
8 21.0 Lig Lig
9 21.1 Lig Lig
10 21.1 Lig Lig

NI = No Irritante; Min = Minimo Irritante; Lig = Ligersmente Irritante; Mod =
Moderadamente Irritante; RIE = Equivalente de Irritacién Eytex.
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4.1.4 ANALISTS ESTADISTICO

Una vez comparados en las tablas anteriores los valores y
clasificaciones obtenidas de las nuestras por cada uno de los
métodos in vitro en relacién con los valores y clasificaciones in
yivg, se procedera a comparar las desviaciones est&ndar de los
t.‘:‘uaito vmétodos y ami, determinar la reproducibilidad de estos,
abla IV.

TABLA IV

COMPARACION DE LAS DESVIACIONES ESTANDAR DE LOS TEES METODOS
ALTEBNATIVOS IN VITRO Y EL METODO IN YIVO

PETORS IN ¥I1TRO FETODD TN°VIVD
MESTRA MA. . REMIRARA EWSAYD Ew CELILAS  METODO PRUEBA DE DRAITE
CORIDALANTOICA ROJAS DE SAMGRE fagii KELLY

Resovefor ¢¢ maguillage
pary ojos 0.00 .05 0.05 0.47

Crasa lispladors (reaove
dor #a maguilhaje yel

Jabouosa) 0.11 (X1 0.09 0.5
Shaspao 0.11 017 0.08 0.4¢
Kiscara 0.11 - 0.04 0.29
Shaspoo para el cuerpo 0.1 0.0% 0.05 0.45




La distribucién nornal esté determinada completamente por los
parfmetros M y o (media y desviacién esténdar). En otras palabras,
se especifica una distribucién normal distinta para cada valor
distinto de My .

Los valores distintos de M trasladan la grafica de la distribucién
a lo largo del eje de las x, y 1los diferentes valores de 0"
determinan el grado de aplanamiento o levantamlento de la grafica
de la distribucién. Figura 2.

Figura 2

a) 3 distribuciones normales con 3 diferentes medias
b) 3 distribuciones normales con 3 diferentes desviaciones estandar

S €y

o}

Q<o <oy
b}
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Las gréficas de la distribucion normal de los datos obtenidos por

el anilisis

presentan

en general

una curva amplia y

aplanada, lo cual se debe a que la desviacién esténdar es mayor en
comparacién a los valores obtenidos in_vitro. En la Grafica V se
ejemplifica la curva de distribucién normal de una de las muestras

analizadas.

GRAFICA

GRAFICA DE DISTRIBUCION NORMAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR KL
METODO HET-CAM DE LA MUESTRA CORRESPONDIENTE A REMOVEDOR DE

Datos:
H 1 8]
1.2 | 2.8
1.6 1 2.48
1.7 1 218
2.0 H 1,84
21 1 1.52
2. 3
2.8 1

FRECUERCIA

LRI
2.40
131
184

120

MAQUILLAJE PARA 0OJOS

Rango = 1,40
Ancho = 0,32
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Las grificas de la distribucién normal de los datos obtenidos por
los mé&tedos in_vitro presentan en general una curva muy levantada,
debido a que los valores de desviacidn estandar son inferiores en
comwparacién a los valores obtenidos in vivo. En la Grafica VI sme
ejenplifica la curva de distribucién normal de una de las muestras
analizadas.

GRAFICA VI
GRAFICA DE DISTRIBOCION NORMAL DR LOS BRESULTADOS OBTENIDOS POR EL

METODO BET-CAM DE LA MUESTRA CORRESPONDIENTE A REMOVEDOR DE
MAQUILLAJE PARA OJOS '

Datos:
i 1 LRS L) 1 Ringe = 0,3
B 1 2.8 LN 1 Aacho = 0,68
2.b ) 20 2.48 L]
27 4 .48 2.5 4
2.8 ! 2.% [ &) [}

FRECUENLI

LINITE REAL SUPERIGR
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4.1.5 DISCUSIONES

Los datos obtenidos en el estudio muestran que las tres pruebas
altern;tivas son eficlentes en la identificacién de irritantes
conocidos,

La Prueba de la Membrana Corioalantdica (HET-CAM) presenta una alta
correlacién en cuatro de las cinco muestras; la muestra que difiere
se debe a las diferencias existentes en las escalas de
clasificacién de ambos métodos, ya que la clasificacién in vivo
incluye en 3u escala un rango de valores clasificado como Ko
Irritante / Minimo y la prueba HET-CAM va directamente del rango No
Irritante al Ligeramente Irritante, por tal motivo la diferencia es
de un rango de clasificacidn, sin embargo, esta no es una varijacién
significativa.

En el Ensayo en Células Rojas de Sangre (RBC), se presenta la misma
situacién que en la prueba HET-CAM con la misma muestra, debido a
la misma diferencia en 1les escalas de clasificacién antes
mencicnadas,

El ensayo de desnaturalizacién de proteinas (EYTEX) presenta un
alto’ grado de correlacién con la prueba in _viveo, las cinco muestras
y cada unco de sus andlisis correspenden adecuadamente.

Con respecto a la comparacidén de los valores obtenidos por las
desviaciones esténdar de los mnétodos, se observa que los tres
wétodos alternativos jin  vitro presentan valores de desviacién
inferiores a los valores in vivo en todas las muestras, lo cual
indica que las pruebas in vitre enpleadas son reproducibles en
mayor grado que la prueba

Por otra parte, no existe diferencxa significativa en cuanto a 1la
desviacién de las tres pruebas in vitrg, por lo tanto cualquiera de
los tres métodos puede ser empleado satisfactoriamente

{,as curvas de distribucién normal del ensayc RBC y de la prueba
HET-CAM se observarcon en la grafica VI, las curvas obtenidas por el
método EYTEX difieren un poco, ya gque los valores de desviacidn
estindar son muy pequefios y por tal motivo la curva es menos amplia
y mas elevada.
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4.2 RESULTADOS DE IRRITACION DERMICA

Se emplearon diez productos cosméticos para la realjzacién de 1a
prueba de irritacién dérmica, los cuales me analizaron diez veces
por e) método in vitro SKINTEX, .

A continuacién sme enlistan los preductos cosméticos analizados, y
posteriormente los resultados obtenidos.

Crema para el contorno de los odjos

1.

2. Crema hidratante (cutis sensible)

3. Antitranspirante

4. Shampoo para al cuerpo

5. Crema corporal (piel normal)

6. Jabén en barra

7. Crema corporal con proteccién solar

8. Mascarilla hidratante

9. Crema linmpiadora (removedor de maguillaje gel Jjahonoso)
10. Crema facial nutritiva

4.2.1 ENSAYO MEMBEANWA REACTIVO (SKINTEX)

Los cambios en la integridad de la barrera (biomembrana constituida
por keratina/colégenc) que producen la liberacién del tinte
indicador ¥y los cambins en la matriz de macromoléculas que alteran
la transparencia del reactivo fueron leidos a 470 nm; el potencial
de irrjitacién de las muestras se evalud aplicando los datos a una
curva de calibracidn efectuada con controles conocidos,
relacionando la absorbancia para el indice de irritacién dérmica
primaria (PD II).

A continvacién me muestra la curva de calibracién realizada para
establecer el sistema de evaluacidn. Grafica V.
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GRAFICA VII

GUBVA DE CALIBRACION PARA LA EVALUACION DEL POTENCIAL
DR IRRITACION DERMICA
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Las' absorbancias de las muestras fuercn lesdas en la curva de
calibracién en el eje Y y el equivalente Draize / PD II fue leido
como el valor correspondiente en el eje I.

Los resultados obtenidos por el método Skintex se muestran en la
TABLA V y VI.

TABLA V

COMPARACION DE LOE BESULTADOS OBTENIDO6G POR EL METODO SKINTEX
CON LOS RESULTADOS IN YIVQ '

SEINTEX DRAIZX
HURSTRA
D II CLASTYICACION P II CLASIFICACION
Crema para el 1 0.0 NI 0.4 NI
coatorno de los 2 0.0 NI 0.2 NI
oJos 3 0.1 NI 0.3 NI
4 0.0 NI 0.0 NI
5 0.2 NI 0.1 NI
6 0.1 NI 0.0 - NI
7 0.0 NI 0.2 RI
8 0.1 NI 0.2 NI
9 0.0 NI 0.3 NI
10 0.0 NI 0.2 NI
Crema hidratante 1 0.2 3¢ 6.2 NI
(cutls sen=zible) 2 0.1 N1 0.5 NI
3 ¢.2 NI 0.3 RI
4 0.2 NI 0.5 NI
$ 0.1 NI 6.2 NI
6 0.2 N1 0.3 139
7 0.2 NI 0.3 NI
8 0.1 NI 0.2 NI
9 0.2 NI 0.3 NI
10 0.2 NI 0.3 NI




‘TABLA ¥

CONTINUACION
EKINTRX DEAIZE
KUESTRA .
PD 11 CLASTIFICACION I CLASIFICACION
Antitranspirante 1 2.7 Mod 4.0 Hod
2 2.8 Mod 3.8 Kod
3 3.0 Mod 4.2 Mod
4 2.9 Mod 4.1 Mod
5 2.9 Mod 4.1 Mod
6 2.9 Hod 3.9 Mod
T 2.9 Hod 4.1 Mod
8 2.9 Hod 3.7 Nod
9 3.0 Mod 4.1 Mod
10 2.9 Mod 4.1 Hod
Shampoo para el 1 2.0 Lig 2.1 Lig
cuerpo 2 2.0 Lig 2.1 Lig
3 2.0 Lig 1.8 Lig:
4 1.9 Lig 2.0 Lig
5 2.0 Lig 1.9 Lig
6 2.1 Lig 2.1 Lig
7 2.0 Lig 2.0 Lig
8 2.0 Lig . 2.2 Lig
2 2.1 Lig 2.3 Lig
10, 2.0 Lig 1.9 Lig
Crema corporal 1 9.2 Rl 0.4 NI
(piel normal) 2 0.2 Al 0.1 NI
3 0.3 RI 0.5 NI
4 0.2 Al 0.3 RI
5 0.1 NI 0.4 RI
8 0.2 RI 0.4 K1
1 0.2 Al 0.4 NI
[} 0.2 Kl 0.2 NI
9 0.2 3¢ 0.5 RI
10 0.2 NI 0.3 14




TABLA V

CONTINUACION
SKINTEX DRAIZE
MUESTRA
P II CLASIFICACION 1 PR CLASIRICACION

JabSa barra 1 2.0 Lig 2.4 Lig
2 1.8 Lig 2.1 Lig

3 2.0 Lig 2.0 Lig

4 2.0 Lig 2.1 Lig

§ 1.9 Lig 2.5 Lig

6 2.0 Lig 2.3 Lig

7 2.0 Lig 2.1 Lig

8 2.0 Lig 2.3 Lig

9 1.9 Lig 2.1 Lig

10 2.0 Lig 2.2 Lig

Crema corporal 1 0.2 NI. 0.2 - NI
coh Protecclén 2 0.1 KI 0.1 NI
solar 3 0.1 NI 0.3 .38
4 0.2 NI 0.1 N1

5 0.1 NI 0.4 N1

6 0.1 NI 0.3 NI

1 0.2 ) 0.0 NI

8 0.1 N1 9.2 R1

9 0.1 NI 0.3 NI

10 0.2 N 0.3 NI

Nascarilla 1 0.4 NI 0.3 NI
{purificante) 2 0.5 NI 0.5 RI
. 3 0.4 Ml 0.2 NI

4 0.4 Nl 0.3 N1

5 0.4 )4 0.4 N1

6 0.3 NI 0.2 NI

7 0.4 NI 0.3 NI

8 0.4 NI 0.5 N1

8 0.4 Nl 0.4 RI

10 0.3 M 0.1 K1
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TARLA ¥V

CONYINUACION
SKINTEX DRAIZX
WIRSTRA .
D 11 CLASIFICACION P II CLASIFICACION
Crems limpiadora 1 0.8 Lig 1.2 Lev
(removedor de 2 1.0 Lig 1.0 Lev
maquillaje gel 3 1.0 Lig 1.1 Lev
4 1.0 Lig 1.4 Lev
5 0.8 Lig 1.3 Lev
& 1.0 Lig 1.2 Lev
7 1.0 Lig 1.4 Lev
8 1.0 Lig 1.2 Lev
9 1.0 Lig 1.1 Lev
10 t.0 Lig 1.2 Lev
.-
Cremsa facial 1 0.2 NI 0.3 NI
nutritiva 2 0.2 NI 0.4 NI
3 0.2 NI 0.2 NI
4 0.2 NI 0.1 NI
5 0.2 NI 0.3 NI
6 0.2 NI 0.1 NI
7 0.1 NI 0.2 NI
8 0.2 NI 0.3 NI
9 0.2 Nl 0.3 NI
0 0.2 NI 0.5 NI

NI = No lrritante; Lev = Levemente Irritante; Lig = Ligeramente Irritants;
Bod = Moderadamente Irritante
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4.2.2 ANALISIS ESTADISTICO

Una vez conparades en las tablas anteriores los valores vy
clasificaciones obtenidas de las muestras por el método in vitro en
relacién con los valores y clasificaciones in vivo, se procedera a
comparar las desviaciones esténdar de los dos métodes y asi,
determinar la reproducibilidad del método. Tabla VI.

TABLA VI

COMPABACION DE LAS DESVIACIONES RSTANDAR DEL METODO
ALTERNATIVO IN VITRO Y EL METODO IN _VIVQ

H¥ETODO IN VITRO EXTODO IN VIVO
MUESTRAS -

SKINTRX DRAIZE
Cresa para el contorno
de ojos 0.07 0.13
Crema hidratante (cutis
sensible) 0.04 0.11
Antitranapirante 0.08 0.16
Shampoo para el cuarpo 0.05 0.15
Crema corporal (plel
normsal} 0.04 0.12
Jahén barra .07 0.16
Crema corporal con
proteccién solar 0.05 0.12
Mascarilla (purificante) 0.05 } 0.13
Crema lispisdora
(removedor de saquillaje
gel Jabonoso) 0.04 0.13
Cresa facial nutritiva 0.03 0.12
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Las gréficas de distribucién normal tanto de los datos obtenidos
por el andlisis in vivo como los obtenidos por el anlisis in vitro
son iguales a las que se muestran en las graficas V y VI.

4.2.2 DISCUSIONES

Los resultados obtenidos en el estudio muestran que existe una gran
correlacién entre el método in vitro e in_vivo, las diez muestran
analizadas corresponden adecuadamente, por lo tanto, se comprobé la
capacidad de esta prueba alternativa para predecir el potencial de
irritacién dérmica primaria.

Las desviaciones esténdar del método in vitro szon inferiores a los
valores in_vivo en todas las mueatras, por lo tanto, las curvas de
distribucién normal son menos amplias y mucho mis elevadas que las
curvas obtenidas por los resultades in vive, lo que indica que la
prueba in vitro es reproducible en mayor grado que la prueba in
rive.

94



CAPITULDO



CONCLUS IONES

Se acepta la hipétesis nula; ya que el estudio estadistico demostréd
que los wmétodos in _vitro proporcionan una evaluacién precisa en
_comparacién con los métodos in_vivo en la determinacidén de
‘irritacién ocular y dérmica de productos cosméticos.

La prueba de la membrana corioalantéica (HET-CAM) como una prueba
alternativa para pruebas de irritacién proporciona informacién con
respacto a las reacciones del sistema vascular.

En el ensayo en células rojas (RBC) los puntos finales de hemélisis
y desnaturalizacién son confilables y reproducibles, ya que
corresponden a dafios a la wémbrana y a la proteina.

El método de desnaturalizacién de proteinas (RYTEX) considera las
consecuencias de los resultados falsos negativos, poses la
capacidad para identificar y descalificar subastancias que
interfieren mediante diversas variaciones enfocadas individualmente
en una aplicacién diferente, permitiendo satisfacer las necesidades
particulares de cada muestra,

El ensayo membrana reactivo (SKINTKX) como una prueba alternativa
para pruebas de irritacién dérmica posee al igual que el sistema
Eytex una serie de variaciones para satisfacer las diversas
necesidades de las muestras proporcionando un medio Gtil para
estimar el potencial de irritacién dérmica de productos cosméticoes.

Los resultados de los métodos 4in vitro presentaron una alta
correlacién con los resultados de los métodos in vive debido a que
la cuantificacidén y reproducibilidad de los primeros conducen a
una prueba y resultados m&3 uniformes, lo cual se debe a que no
existe variabiiidad bioclégica.

Los métodos alternativos 1pn_vwitro permiten 1la sustitucién de las
pruebas in vivec de Draize, pero no la desplaza en su totalidad.
Sin embargo reducen el nimeroc de pruebas y con ello el nimero de
animales involucrados, resultando en una reduccién de costos al
mismo- tiempo que se proporciona un producto seguro.
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Wuchos paises Europeos y Estados Unidos emplean algunos de los
diverses métodos alternatives in _vitro. Temando en cuenta la
economia de México, el nétodo mids recomendable es el de la prueba
de 1a membrana .coriocalantéica, debido a que los huevos son un
material biolégico barato, fAcil de conseguir, no se requiere de

equipo especializado y puede B8Ser realizado por una persona
adecuadamente capacitada. .
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