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RESUMEN

Las demandas crecientes del mercado, la formulacion de nuevos productos, y las
presiones de grupos ambientalistas y defensores de un trato humano para los animales
han obligado al desarrollo de ensayos alternativos para la evaluacion de la calidad de
cosméticos y productos de higiene personal y colectiva. La capacidad de producir
irritabilidad oftalmica de 10 productos examinados por el Departamento de Registro,
Control y Calidad Sanitaria del INHA Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos
fue evaluada mediante el ensayo in vitro RBC de células rojas sanguineas. EI 90% de los
productos evaluados fue calificado como irritante oftalmico en virtud de los resultados
del ensayo in vitro RBC. Los resultados del ensayo in vitro RBC fueron coincidentes en
un 100% con los obtenidos con el ensayo in vivo de Draize segun el Protocolo OECD 405
de la Organizacion Europea para la Cooperacion y el Desarrollo, y que constituye
actualmente el método de referencia. El ensayo in vitro RBC de la irritabilidad oftalmica
puede ser una alternativa Util y segura en la evaluacién toxicolégica de los cosméticos y
productos de higiene personal y colectiva. Figueredo Castro N, Garcia Simén G,
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Control de Calidad de cosméticos

INTRODUCCION

El uso de cosméticos para realzar la
belleza, enmascarar la fealdad, y contribuir a
la higiene general del cuerpo, se ha
difundido ampliamente desde los mismos
albores de la humanidad. Sin embargo, el
uso de cosméticos podria resultar en
reacciones adversas de consecuencias
imprevisibles.® Es por tal motivo que desde
el pasado Siglo XX se han desarrollado
sistemas de control de la calidad de estos
productos, en aras de lograr una mayor
seguridad de su uso.

Los productos cosméticos tienen una
presencia importante con nuestras vidas. El
incremento en la variedad de productos y el
volumen de los mismos, orientado a la
satisfaccion de una demanda cada vez mayor
y mas especializada, y las posibles
repercusiones que nuevas formulaciones
puedan tener para la salud humana, obligan
al establecimiento y evaluacién de los
riesgos inherentes en el uso de cosméticos, y
la verificacion continua de la calidad
sanitaria y comercial mediante técnicas de
control de la calidad y analisis toxicol4gico.

Las  formulaciones  cosméticas
corrientes, derivadas de la investigacion y
desarrollo de nuevos ingredientes, vy
obtenidas gracias a nuevos procedimientos
tecnoldgicos de obtencion, purificacion y
fabricacion, han obligado a modificar
regularmente las legislaciones existentes
sobre la inocuidad y seguridad para el uso de
cosméticos. EI mejor conocimiento del perfil
toxicoldgico de los cosméticos consumidos
actualmente conduce a  continuas
modificaciones de los cuerpos legislativos
vigentes en estos asuntos con el fin dltimo
de introducir/excluir sustancias de las guias
autorizadas de produccion tecnolégica.’

Los ensayos toxicologicos in vivo se
han empleado histéricamente en la
evaluacion de la inocuidad y seguridad de
los ingredientes de cosméticos.>® Sin
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embargo, en afos recientes se ha criticado el
empleo de tales ensayos debido a los costos
incrementados de ejecucién, junto al
cuestionamiento cada vez mayor de los
grupos de defensa de conductas éticas y
ambientalistas en la industria cosmética. En
respuesta a este escenario, se han dedicado
esfuerzos y recursos a la busqueda de
ensayos toxicoldgicos alternativos basados
en analisis in vitro. Es por ello que han
surgido métodos alternativos de evaluacion
siguiendo el principio de las 3 ERRES:
Refinar, Reducir y/o Reemplazar el empleo
de los animales de experimentacion para la
evaluacion  sanitaria  de productos
cosméticos.>*° El ensayo HET-CAM de la
membrana corioalantoidea del huevo de
gallina y el ensayo RBC de determinacion
de la irritabilidad oftdlmica mediante el uso
de eritrocitos han sido algunos de los
propuestos para responder a las exigencias
antes mencionadas.*™*

El Departamento de Registro,
Control y Calidad Sanitaria del INHA
Instituto de Nutricion e Higiene de los
Alimentos, adscrito al MINSAP Ministerio
de Salud Publica de la Republica de Cuba,
es el encargado de establecer los requisitos y
regulaciones necesarias para la aprobacion y
venta autorizada en el pais de cosméticos y
otros productos de belleza, junto con
articulos  de  higiene  general.  El
Departamento hace posible la
caracterizacion higiénica-sanitaria y
toxicolodgica de todos estos productos, y su
clasificacion de acuerdo al riesgo que los
mismos representan para la salud.**®

Interpretando las tendencias globales
actuales, el Departamento ha introducido
ensayos toxicoldgicos alternativos in vitro
para la caracterizacion de la inocuidad y
seguridad de cosméticos y productos de
higiene general. En este trabajo se presentan
los resultados del empleo de sendos
protocolos para la determinacion de la
irritabilidad  oftdlmica de  productos
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cosmeéticos colocados ante el Departamento
para la evaluacion toxicoldgica. La
irritabilidad oftdlmica del producto en
cuestion fue determinada indistintamente in
vivo mediante el ensayo de Draize luego de
la instilacion de la sustancia problema en la
camara anterior del ojo de conejos de
experimentacion, e in vitro después del uso
de eritrocitos de ratas, respectivamente. El
objetivo del trabajo fue evaluar Ila
comparabilidad de los resultados obtenidos
con ambos ensayos.

MATERIAL Y METODO

Ensayo in vivo de irritabilidad
oftdlmica: También referido como el ensayo
de Draize en este trabajo, fue conducido
segun el protocolo nimero 405 de la OECD
Organizacién para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico.'® Los resultados del
ensayo de Draize se evaluaron segun la
escala descrita previamente.”*?° El ensayo
se realiz6 con conejos albinos, de 0jos rojos,
de la linea F1 procedentes del CENPALAB
Centro de Produccion de Animales de
Laboratorio (La Habana, Cuba), y que tenian
una masa corporal entre 1.8 — 2.0 Kg. Los
conejos se mantuvieron durante el ensayo en
jaulas individuales, debidamente
identificadas, en un local con temperatura y
humedad controladas, y ciclo luz-oscuridad
12 horas x 12 horas. Los animales se
alimentaron  con  pienso  formulado
especialmente y agua ad libitum.

Los ojos del conejo de
experimentacion se inspeccionaron
rigurosamente 24 horas antes del ensayo. Se
anotaron las caracteristicas del segmento
anterior del ojo: cornea, conjuntiva e iris.

En el dia del ensayo la sustancia de
prueba fue instilada en el fondo del saco
conjuntival del ojo derecho del animal en un
volumen de 0.1 mL, o 0.1 g, segun
correspondiera. Hecho esto, los parpados del
0jo derecho se cerraron y se mantuvieron
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unidos durante 15 segundos para garantizar
la distribucion homogénea de la sustancia de
prueba por toda la mucosa ocular. El ojo
izquierdo se tomé como control, y en virtud
de ello, no recibi6 tratamiento alguno.’*?
Se utilizaron tres conejos para cada lote
ensayado del producto.

Los ojos del animal se examinaron a
intervalos de 1, 24, 48 y 72 horas despues de
la aplicacion del producto, con ayuda de una
fuente de luz blanca y una lupa de aumento.
Se registraron la presencia de eritema,
edema, secreciones, y lesiones del iris
(Anexo A). La coOrnea se tifid6 con
fluoresceina sddica al 2%, y se inspecciond
con lampara ultravioleta. El tamafio y la
extension de las lesiones presentes de la
cérnea se registraron en los formularios
habilitados al efecto (Anexo A). Las
lesiones oculares se graduaron de acuerdo a
lo reflejado en el Anexo B. El indice de
irritabilidad  ocular, para conocer la
clasificacion del producto, se estratifico
como se muestra en la Tabla 1.

Ensayo in vitro de irritabilidad
oftdlmica: La irritabilidad oftdlmica de los
cosméticos y productos de higiene general
ensayados se determind in vitro mediante la
observacion de la hemdlisis de eritrocitos de
ratas albinas Wistar.® ** 2122 E| protocolo
del ensayo in vitro se adaptd de otro descrito
previamente usando sangre de ternero.*® Se
emplearon ratas albinas Wistar con un peso
de 200 — 220 g. La sangre se extrajo del
plexo ocular mediante la introduccion de un
tubo capilar en el angulo interno del ojo,
previa anestesia del animal en atmdsfera de
éter. La sangre se colecto en tubos de ensayo
a los que se le habia afiadido 1 mL de
solucion tampdn citrato. En cada tubo se
dispensaron 9 mL de sangre del animal, para
una proporcion 1:10, y la mezcla resultante
se homogeneizd mediante agitacion suave.
Los eritrocitos se obtuvieron después de
centrifugacion durante 15 minutos a 4,261
rpm a la temperatura del cuarto de trabajo
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(22 + 2 °C), y decantacion del plasma
formado. Los eritrocitos se lavaron 4 veces
consecutivas con solucion PBS tampdn
fosfato salino (pH 7.4). La preparacion de
eritrocitos se desechd si, al final de
cualquiera de los lavados, aparecio en el
sobrenadante una tonalidad entre rosada y
rojiza, indicativa de hemolisis. Los paquetes
de eritrocitos lavados se conservaron a 4 °C
hasta el dia del ensayo.

Tabla 1. Escala de evaluacion de la irritacion ocular
observada en el ensayo in vivo de Draize. “X”
representa el puntaje obtenido del promedio de los
resultados observados en el ojo derecho de los 3
animales ensayados. Para mas detalles: Consulte el
Anexo B.

NI: No Irritante 0<X<10

LI: Ligeramente irritante 10<X <20
MI: Moderadamente irritante 20<X <30
IS: Irritante severo 30<X <100

En el dia del ensayo, la sustancia de
prueba se prepar6 como una solucién al
0.1% respecto del Sodio-Lauril-Sulfato
empleado como surfactante para una mejor
solubilizacion. De la solucion al 0.1% de la
sustancia de prueba se pipetearon en viales
con tapa los volimenes siguientes: 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, y 80 uL. Cada vial se
rellend con 975 pL de tampon PBS.
Rapidamente se dispensaron en cada vial 25
pL de la suspension de eritrocitos lavados
(~8 x 10° células/mL). La mezcla se agitd, y
se incub6 durante 10 minutos, a la
temperatura del cuarto de trabajo.
Terminado el tiempo de incubacién, los
viales de reaccién se centrifugaron a 10,000
rpm durante 1 min, para remover las células
intactas y los desechos del medio de
reaccion. EIl sobrenadante resultante se
decant6 en cubetas de 1 cm, y la absorbancia
se midié a 560 nm contra un blanco que
contenia la muestra diluida solamente en
tampon PBS. La hemdlisis espontanea se
monitored de la misma manera después de
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afiadir 25 pL de eritrocitos a 975 pL de
agua, para un 100% de hemolisis.

Se prepararon varias concentraciones
de la sustancia de prueba en viales con tapa
de 1.5 mL de capacidad mediante diluciones
apropiadas con tampon PBS. Se tratd de que
la relacion Dosis-Respuesta se extendiera
desde el No-efecto (Concentracion cero)
hasta el 100% de hemdlisis (Concentracion
méaxima). La absorbancia neta para cada
concentracion de la sustancia de prueba se
plote6 en papel milimetrado. Se trazo la
recta de mejor ajuste mediante el método de
los minimos cuadrados. La concentracion
Hso de la sustancia de prueba que causo el
50% de la hemdlisis de los eritrocitos
lavados se interpold de la recta asi
construida.

La concentracion Hso de la sustancia
de prueba se corrigid para el efecto
desnaturalizador de proteinas. Brevemente,
la sustancia de prueba se prepar6 al 1% por
dilucion en tampdn PBS. En un vial con tapa
Eppendorf® (Alemania) se pipetearon 100
KL de la solucion al 1% de la sustancia de
prueba, 875 uL de tampdn PBS, y 25 uL de
eritrocitos lavados, para un volumen final de
1 mL. El vial se incubé durante 10 min a la
temperatura del cuarto con agitacion
constante. Finalizada la incubacion, la
mezcla de reaccion se centrifugé a 10,000
rom durante 1 min, y se colectd el
sobrenadante resultante. La absorbancia del
sobrenadante a 540 y 575 nm,
respectivamente, se midié contra 1 mL de
tampon PBS, en cubetas de 1 cm de paso de
luz. EI ID indice de Desnaturalizacion de la
sustancia de prueba se calculé mediante la
siguiente formula:

_ (R1—Rj)
ID=100* >+ 7
(R1—R2) (1)

Siendo R1: constante = 1.05 £+ 0.01; R2:
relacién entre la absorbancia a 575 y 540 nm
del surfactante empleado en el ensayo; y Ri:
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la relacion entre la absorbancia a 575 y 540
nm de la sustancia de prueba.

El 1l indice de Irritacion de la
sustancia de prueba se obtuvo como la
relacion entre la concentracion Hsp y el ID:

_ Hso

Los valores obtenidos del 11 se
categorizaron tal y como se muestra en la
Tabla 2.

Tabla 2. Escala de evaluacion del 11 Indice de
Irritacion Ocular observado en la hemélisis in vitro
de hematies de ratas.

Irritacion ocular Indice 11
NI: No Irritante >100
LI: Ligeramente Irritante > 10
MI: Moderadamente Irritante > 1
I: Irritante > 0.1
El: Extremadamente Irritante < 0.1

Sustancias de prueba ensayadas: Se
ensayaron 10 cosméticos y productos de
higiene general mediante los métodos
descritos anteriormente. Cada sustancia de
prueba estaba acompafiada de los
correspondientes certificados quimico y
microbiologico de calidad emitidos por la
fabrica, y la Licencia Sanitaria del
establecimiento productor. Las sustancias
ensayadas fueron las siguientes: Detergente
de lavanderia, Gel de manos, Detergente
multiuso, Champl tropical  “Séabila”,
Champu tropical “Fresa”, Champu tropical
“Miel”, Desinfectante de piso, Champu
“Fiesta”, Gel de bafio infantil, y Suavizante
de ropa.

Procesamiento de los datos vy
analisis  estadistico-matematico de los
resultados: Las sustancias de prueba
ensayadas, la  informacion  técnica
acompanante, y los resultados obtenidos de
los ensayos de irritabilidad oftalmica se
almacenaron en un contenedor digital creado
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en EXCEL® 7.0 para Windows©
(Microsoft, Redmond, Virginia, Estados
Unidos). La comparabilidad de los
resultados de ambos ensayos se evaluo
mediante el test de McNemar para muestras
apareadas.”® Se fijo un nivel del 5% para
denotar el resultado como estadisticamente
significativo.?

RESULTADOS

La Tabla 3 muestra los resultados de
la conduccién de los protocolos de ensayos
de la irritabilidad oftalmica descritos en este
trabajo. EI 90% de los productos ensayados
demostraron ser irritantes mediante el
ensayo in vivo de Draize. Asimismo, el
completamiento del ensayo in vitro RBC
resultd6 en una proporcion igual de las
sustancias ensayadas con capacidad para
producir irritabilidad  oftdlmica.  Las
coincidencias entre la irritabilidad oftalmica
observada tanto in vivo como in vitro fueron
del 100%. La Figura 1 muestra la
correspondencia de los resultados obtenidos
con los ensayos en comparacion.

DISCUSION

El ensayo in vitro RBC de la
irritabilidad oftdlmica determinado de la
hemolisis de hematies de ratas devolvio
resultados idénticos respecto del ensayo in
vivo de Draize, lo que confirma que se
puede convertir en una alternativa util y
segura en la actividad del control de la
calidad de los cosméticos. Los resultados de
la aplicacién del ensayo in vitro de la
irritabilidad oftdlmica observados en este
trabajo confirman los documentados en una
publicacién anterior luego de la evaluacion
de 7 productos cosméticos.?? El ensayo in
vitro también se destaca por la rapidez del
completamiento del protocolo experimental,
la sencillez metodoldgica, y la economia de
recursos.
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Tabla 3. Resultados de la conduccion de los ensayos de irritabilidad oftalmica. “II”” se refiere al Indice
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de Irritacion oftdlmica. Para mas detalles: Consulte el texto de este articulo.

Producto Ensayo in vivo Ensayo in vitro
1 Clasificacion 1 Clasificacion

Detergente multiuso 86.7 IS 0.35 I
Detergente de lavanderia 34.2 IS 0.69 I
Champt Tropical “Miel” 935 IS 0.45 I
Champu Tropical “Fresa” 86.5 IS 0.79 I
Champu Tropical “Sabila” 94.5 IS 0.93 I
Desinfectante de piso 31.8 IS 0.19 I
Champu “Fiesta” 49.3 IS 0.54 I
Gel de manos 83.9 IS 0.82 I
Gel de bafio infantil 50.2 IS 0.50 I
Suavizante de ropa 13.3 LI 44.4 LI

No  obstante  los  resultados
observados a la conclusion de este trabajo,
debe hacerse notar que, aunque los
productos clasificaron como irritantes
oftdlmicos severos, ello no quiere decir que
deba ser limitados en su uso. La funcién
como cosmeéticos y productos de higiene
personal de las sustancias ensayadas no
implica la instilacion directa de los mismos
en la conjuntiva ocular. Luego, las agencias
reguladoras alertan al consumidor sobre el
modo de uso del producto en cuestion, la
capacidad del mismo para causar irritacion
ocular, las acciones a realizar en caso de que
ello ocurra, y la colocacion de las
advertencias necesarias en la etiqueta del
producto.

El ensayo in vitro RBC descrito
puede ser util también en la evaluacién
preliminar del potencial irritante ocular
producido tanto por tensioactivos, como
formulaciones que los contengan. Sin
embargo, la utilidad del ensayo in vitro
puede verse limitada en situaciones en las
que los productos a ensayar no contengan
surfactantes.?*

El ensayo in vitro RBC de la
irritabilidad oftadlmica se concibe como un
método de tamizaje antes de la conduccion
de ensayos in vivo. Esto es, el analista puede
diferir (e incluso anular) la realizacion del
ensayo in vivo de Draize en caso de que el

test in vitro demuestre la irritabilidad
oftalmica del producto problema. Por el
contrario, en caso de un resultado negativo
del ensayo in vitro, la irritabilidad oftdlmica
del producto debe establecerse mediante la
conduccién de un ensayo in vivo.

CONCLUSIONES

El ensayo in vitro RBC de irritacion
ocular empleando hematies de ratas mostrd
un comportamiento coincidente con el
propio del protocolo OECD 405, que mide
in vivo la capacidad de cosméticos y
productos de higiene personal y colectiva de
causar irritacion del ojo del animal de
experimentacion, y que es actualmente
tenido como método de referencia. Por
consiguiente, el ensayo in vitro puede
sustituir al protocolo in vivo en la evaluacién
toxicoldgica de productos capaces de causar
irritacion oftdlmica debido a la presencia de
agentes tensioactivos. La conduccién del
protocolo in vivo se reservaria para aquellos
casos en los que el ensayo in vivo devuelva
resultados negativos.
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Figura 1. Correspondencia entre los resultados obtenidos en las sustancias de prueba por los

métodos en comparacion.
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SUMMARY

Growing market demands, formulation of new
products, and increasing pressures from
environmentalist groups and defenders of a
humane treatment for animals have forced the
development of alternative assays for quality
assessment of cosmetics and collective as well as
personal  hygiene  products.  Ophthalmic
irritating capability of 10 products assessed by
the Department of Registry, Control and
Sanitary Quality of the Food Hygiene and
Nutrition Institute was evaluated by means of
the RBC in vitro assay using red blood cells.
Ninety percent of the evaluated products was
qualified as ophthalmic irritant given the results
of the in vitro assay. The results of the RBC in
vitro assay were 100% coincident with those
obtained with the Draize in vivo assay
conducted according with the CDEO 405

I:I Moderadamente Irritante

I:I Irritante Severo

Protocol of the Cooperation and Development
European Organization, and which is the
current reference method. The RBC in vitro
ophthalmic irritation assay can be considered a
safe and useful alternative for the toxicological
assessment of cosmetics and collective as well as
personal hygiene products.Figueredo Castro
N, Garcia Simon G, Fernandez Gomez R,
De la Paz Luna M. Quality control of
cosmetics by means of current and alternative
toxicological assays. RCAN Rev Cubana
Aliment 2009;19(2):183-193. RNPS: 2221.
ISSN: 1561-2929.

Keywords: Cosmetics / Quality Control /
Alternative toxicological assays / In Vitro
Toxicology / Eye irritation / Alternative
methods.
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ANEXOS

Anexo A. Formulario de recogida de datos para el ensayo in vivo de irritabilidad oftalmica segun
Draize.

OBSERVACIONES

No. Ojo Eritema Edema Secreciones Iris Coérnea | Puntaje
Animal

11234112 |3[4|1/2|3|4|1]2

Ol

Ol

Ol

Ql0IO
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Anexo B. Escala de clasificacion para la evaluacion de la irritacion ocular en el ensayo in vivo de
Draize.

CORNEA GRADUACION
A. Opacidad y grado de densidad (Se toman para la lectura las areas mas densas):

e Areas dispersas, difusas. Detalles del iris claramente visibles. 1
e Areas trasltcidas. Detalles del iris ligeramente oscurecidos. 2
« Areas opalescentes detalles del iris no visibles. Tamafio de la pupila escasamente 3
discernible.

e Areas opacas. Iris invisible. 4
B. Areas de la cornea involucradas:

e 0<X<W% 1
o i<X<Y 2
e L<X<% 3
o 4<X<I1 4

Para la evaluacion se resolvera Ax B x5 =

Maximo valor posible = 80

IRIS

A. Pliegues y reaccion ante la luz:

e Pliegues sobre lo normal. Congestion, inflamacidn, inyeccion circuncorneal (uno de 1
ellos, todos o cualquier combinacidn). El iris aln reacciona a la luz. Una reaccion

retardada es positiva.

¢ No reacciona a la luz, hemorragia, destruccion gruesa (uno de ellos o todos estos). 2

Para la evaluacion se resolvera A x 5 =

Maximo valor posible = 10

CONJUNTIVA

A. Enrojecimiento:

¢ Vasos definidamente inyectados sobre lo normal. 1
e Difuso rojo carmesi. Vasos individuales facilmente discernibles. 2
¢ Rojo difuso. 3
B. Quemosis

¢ Cualquier inflamacion sobre lo normal (incluye la membrana nictitante). 1
e Inflamacion obvia con eversion parcial de los parpados. 2
e Inflamacion con los parpados aproximadamente cerrados hasta la mitad. 3
e Inflamacion con los parpados de la mitad a completamente cerrados. 4
C. Secreciones

¢ Cualquier cantidad fuera de lo normal 1
e Secreciones con humidificacién de los parpados 2

e Secreciones con los parpados y considerables areas adyacentes a él humidificadas 3

Para la evaluacion se resolvera (A+B +C)x 2 =

Méaximo valor posible = 20

Valor méximo total de la prueba: Sumatoria de los valores individuales de las secciones
(Cérnea + Iris + Conjuntiva) =

Maéximo valor posible = 110




