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1. RESUMEN

Se determind el potencial de irritabilidad ocular de cuatro marcas de champu para bebé
aplicando el método de Tolerancia in Vitro con eritrocitos.  Las marcas que se utilizaron
fueron dos de manufactura internacional y dos de manufactura nacional, ambas de amplio

consumo en la poblacion guatemalteca.

Se utilizo para el analisis sangre de procedencia humana, de la cual se extrajeron eritrocitos
en solucion, los cuales fueron puestos en contacto con diferentes diluciones de las muestras
de champi, mezclas que posteriormente fueron leidas por espectrofotometria para calcular
el HB50 (concentracion que lisa el 50% de los eritrocitos) y el ID (indice de
desnaturalizacion que indica el grado de desnaturalizacion de proteinas). Estos datos
fueron correlacionados con ¢l biomodelo del test de draize para clasificar cada marca
dentro de un perfil de irritabilidad ocular que puede ser: desde altamente irritante hasta ne

irritante, segun el valor que se obtiene del cociente entre el HB50 y el ID.

Se concluye mediante este método, que las dos marcas nacionales y una internacional
resultaron ser irritantes, solo la marca internacional resultd ser moderadamente irritante.
Todas las marcas evaluadas declaran en su empaque ser no irritantes al ojo del bebé, sin
embargo, los resultados obfenidos en este estudio demuestran lo contrario, por lo que no

cumplen con esta especificacion.
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2. INTRODUCCION

En Guatemala, la ausencia de normativas establecidas por COGUANOR y de métodos
adecuados para evaluar parametros de calidad en productos cosméticos, conlleva a algunas
de las empresas involucradas en este sector, a no tomar en cuenta el parimetro de tolerancia
ocular para la eiaboracion y andlisis de estos cosméticos, especialmente los champt para
bebe que constituyen un importante grupo dentro del sector cosmético (8).

La tendencia mundial de los paises especializados en este tema estd encaminada a la
evaluacion de este parametro en los champt para nifios, utilizando métodos alternativos a
los ensayos realizados con biomodelos (que utilizan animales de laboratorio). La Union
Europea ha hecho énfasis en el desarrollo e implementacién de nuevas técnicas para
evaluar la eficacia y la seguridad de los productos cosméticos, y dentro de su legislacion se
encuentra una normativa (86/609) del Comité de Etica Europeo (EEC), la cual enfatiza en
lo siguiente: “Solo se emplearan animales en ensayos de laboratorio siempre y cuando se
demuestre que los resultados experimentales no pueden obtenerse por otros procedimientos
o alternativas™ (13).

En esta investigacion se realizo la prueba de tolerancia ocular in Vitro, a través de un
procedimiento confiable, sencillo y econémico que permite ponderar el riesgo de un
tensoactivo o mezcla de ellos contenidos en :hamp para bebé. La prueba de tolerancia
ocular tradicionalmente se realiza in vivo, colocando las sustancias activas directamente en

el ojo derecho del conejo (test de Draize). En esta investigacion se realizo la misma prueba

‘pero in vitro, poniendo en contacto muestras de diferentes tipos de champti con una muestra

tratada de eritrocitos humanos, simulando asi las propiedades fisioldgicas e isoténicas del
glébulo ocular.

La actividad irritante de las muestras analizadas fue medida mediante la cuantificacién
espectrofotométrica UV-VIS de oxihemoglobina, liberada como resultado de procesos
hemoliticos y de desnaturalizacién, producidos por el tensoactivo. Estos procesos son
semejantes a los que ocurren cuando un tensoactivo es irritante al globo ocular, ¢s por ello

que se utilizan glébulos rojos en lugar del ojo del conejo.




Los datos obtenidos se correlacionaron con la escala establecida por el test de Draize,
clasificando asi a cada muestra dentro de un perfil de irritabilidad ocular que puede ser,
segin la escala establecida por el método de Draize: no irritante, ligeramente irritante,
moderadamente irritante y muy irritante (14).

El andlisis se realiz6 con una muestra suficiente de sangre humana y 10 muestras de
diferentes lotes de dos marcas de champt de la industria nacional y dos importadas, ambas
comercializadas en Guatemala, para hacer un total de 40 muestras. El muestreo de los
champ se realiz6 en cinco centros comerciales de diferentes puntos de la ciudad capital.
La importancia de este estudio radica en la necesidad de proporcionar, implementar y/o
sugerir una técnica sencilla y practica para la evaluacién del parametro irritabilidad ocular
(que es necesaria principalmente en productos de higiene para bebé segiin la FDA) (24), y
a la vez evaluar la calidad y seguridad de estos productos, ya que actualmente algunos
usuarios han reportado signos de irritacién ocular en los nifios; a lo cual se le debe prestar
atencién, pues segin estudios de la FDA y CTFA el efecto irritante de los tensoactivos a
largo plazo produce dafios como eritema, edema, necrosis y opacidad de la cérnea (11). El
riesgo es mayor en los champu para nifios ya que el tejido ocular del bebé es mas sensible y

estd mas expuesto al contacto del producto, ¢l cua! generalmente es utilizado a diario.




3 - ANTECEDENTES

En Guatemala no existe un método estandarizaco, ni una norma establecida para realizar el

control de calidad del pardmetro irritabilidad ocular en cosméticos para nifios. Sin

embargo, existen algunos estudios relacicnados con el tema, los cuales se describen a

continuacion;

3.1 EVALUACION DE LOS CHAMPUJ QUE SE COMERCIALIZAN EN
GUATEMALA. Tesis graduacion Viima Susana oliva de Vargas. 1965.

En esia investigacion, el autor hace una evaluacion de diversas caracteristicas

fisicoquimicas: produccion de espuma y su estabilidad, accién detergente y limpiadora.

accion humectante, accién irritante (utilizando cuyos en lugar de conejos), pH, viscosidad,

acidos grasos, cenizas. Esto lo hizo en 34 muestras de champt que se comercializaban en

Guatemala. Llego a establecer que no todos los champues, tanto de origen nacional como

internacional, cumplen con lcs requisitos de calidad estandares (11).

3.2EVALUACION DE ALGUNAS CARACTERISTICAS DE CALIDAD DE
SOLUCIONES OFTALMICAS MANUFACTURADAS POR LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA NACIONAL. Tesis graduacion: lleana Patricia Aguirre medina.
1991.
En este trabajo de investigacion, el autor(a) evalia ph, esterilidad e isotonia en soluciones
oftalmicas manufacturadas por 6 laboratorios nacionales que se dedican a la elaboracion de
este tipo de productos. Utilizé las normas establecidas por la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP XXI). Llego a dcterminar que el 21% de las muestras no cumplen con los
requisitos de esterilidad, el 100% cumpien con pH y ninguna cumple con el requisito de
isotonia. Lo anterior pone de manifiesto que no todos los laboratorios cumplen con los
requisitos necesarios para elaboracion de productos isoténicos (colirios v productos

*

cosméticos) (1).




3.3 EVALUACION DE LA CALIDAD FISOCOQUIMICA DE LOS CHAMPU PARA
CABELLO NORMAL QUE SE COMERCIALIZAN EN GUATEMALA. Tesis
graduacion: Amalia Elizabeth Molina Sala 1. 1999.

En este trabajo de tesis, el (a) autor (a) evalta la calidad fisicoquimica de los champu para

cabello normal comercializados en Guatemala, determinando al mismo tiempo el valor de

la viscosidad, claridad, apariencia, contenido neto, pH y contenido de materia activa de los

mismos. Utilizé 7 marcas comerciales. Empleo la norma colombiana 1689. Llego a

determinar que el 95% de las muestras analizadas cumplen con los requisitos establecidos

por dicha norma, y el 5% restante no cumplen en cuanto al contenido neto (lo cual no afecta

significativamente la calidad del producto) (9)

34PRUEBA DE TOLERANCIA IN VITRO PARA PREPARACIONES CON
SURFACTANTE EN SU FORMULACION. Articulo cientifico: 1), Vallejo.
Universidad de Antoquia, Colombia. 2004. Revista de la facultad de Quimica
Farmacéutica.

En esta investigacion, el autor cmplea un procedimiento confiable, sencillo y econdmico

que permite ponderar el riesgo de un tensoactivo o mezela de ellos cuando son puestos,

bajo condiciones controladas, en contacto con una poblacién de eritrocitos in vitro,

evidenciando en estos procesos de hemélisis y desnaturalizacion de proteinas. Utilizé una

mezcla de varios tensoactivos y los evalué ante las muestras de eritrocitos (13).

3.5 INCORPORACION DE DOS METODOS ALTERNATIVOS PARA EVALUAR
IRRITACION OCULAR, REALIZADO EN UN LABORATORIO DE TOXICOLOGIA.
Murillo George Gisella, Luis Ulpiano Pérez y Enyieyis Tur Naranjo. Centro de Toxicologia
y Biomedicina.

Instituto Superior de Ciencias Médicas, Santiago de Cuba. Revista Cubana de

Farmacia.2004. 38(3).

Evaluaron 2 ensayos alternativos al uso de animales de laboratorio que han sido propuestos
para determinar el potencial de irritacion ocular de sustancias quimicas y formulaciones:
uno que utiliza eritrocitos bovinos (Método RBC) Yy otro, la membrana corioalantoidea del

embrién de pollo de 10 dias de incubaciéon. Hallaron el potencial de irritacion de algunas




sustancias tales como lauril sulfato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de benzalconio y
polietilenglicol. Encontraron que la clasificacion para cada una de las sustancias fue igual
a la referida en un protocolo ya establecido. Fueron irritantes el cloruro de benzalconio, el
lauril sulfato de sodio y el hidr¢xido de sodio; no result6 irritante el polietilenglicol. Este
comportamiento es el mismo que se ha obtenido en estudios in vivo. Ademés de ofrecer
resultados confiables, estas técnicas resultaron ser econdémicas, rapidas y de facil

realizacion, en comparacion con el procedimiento tradicional que se realiza en conejos (10).




4 - JUSTIFICACION

Actualmente en Guatemala la industria cosmética estd en crecimiento constante, y los
champt para nifios, constituyen un alto porcentaje del total de cosméticos que se utilizan.
Este tipo de productos, ademas de que deben fabricarse con materias primas calificadas,
deben cumplir con pardmetros basicos de calidad. En los productos para bebé,
especificamente los champ, debe tomarse en cuenta que el producto constantemente entra
en contacto directo con el tejido ocular y la piel de bebé, los cuales son tejidos que se
caracterizan por ser poco desarrollados, sensibles y muy delicados. Debido a lo anterior, es
primordial y fundamental que el champi limpie el cabello sin dafiar estos tejidos, debe ser
inocuo y no irritante al ojo (5), (8). Este es un requerimiento de calidad que deben cumplir
los champ para bebé segiin la FDA (24).

Por la importancia del cuidado del tejido ocular en los nifios, se hace necesario realizar esta
investigacion, dando una aliernativa accesible para verificacion de la “No lIrritabilidad
Ocular * en estos cosméticos de amplio consumo en la poblacién guatemalteca, sin utilizar

animales para esta prueba.

En Guatemala no se dispone de una normativa, ni de un método establecido para evaluar
tolerancia ocular en champu, vy en el Laboratorio Nacional de Salud (LNS) del Ministerio
de Salud Publica y Asistencia Sccial no se realiza este ensayo, es por ello, que la presente
investigacion es de importancia nacional, ya que con los convenios comerciales ratificados
por el gobierno de Guatemala con otros paises, tales como el Tratado de Libre Comercio y
el Mercomin Centroamericano, los productos cosméticos fabricados en Guatemala
deberdn cumplir con estdndares de calidad internacionales (uno de los estandares para

champu de nifios es ser no irritantes del globulo ocular), para competir en el mercado

nacional e internacional.
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5- OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad y seguridad de los champi para bebé, que se comercializan en los

supermercados de la ciudad capital.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Determinar el grado de irritabilidad ocular en champt para bebé, de marcas lideres
Comercializadas en Guatemala (producto nacional e importado )

5.2.2 Confirmar que los champa para bebé calificados como “No irritantes”, realmente
son calificados como tal.

5.2.3 Establecer un método sencillo, practicc y ecologista que sirva de apoyo a las
entidades encargadas de evaluar este pardmetro de calidad (irritabilidad ocular),

importante en los productos cosméticos que contengan surfactantes.



6. HIPOTESIS

Los champt para bebé comercializados en la ciudad de Guatemala, calificados como “no
- irritantes para los ojos de los nifios”, se encuentran dentro de un rango de irritabilidad
ocular en el que pueden ser irritantes o moderadamente irritantes, al ser sometidos a la

prueba de irritabilidad ocular aplicando el método de Tolerancia in Vitro con eritrocitos.




7 - MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO Y MUESTRA

7.1.1 UNIVERSO
El universo lo conformaron los productos de higiene personal que se encuentran en el

mercado: champt para bebé.

7.1.2 MUESTRA

La investigacion se realiz6 con dos marcas populares de champ( para bebé:

Dos de manufactura nacional [Marca A y Marca B ] (constituyen un 40% del consumo
total) y dos marcas importadas [ Marca C y Marca D ] (constituyen un 60% del consumo )

(17). Estos productes, segun el iabricante, son de categoria no irritante para los ojos del
bebé.

7.2 MATERIALES

7.2.1 EQUIPO Y CRISTALERIA

Eolsa para recoleccion de sangre (con anticoagulante PDA)

!

Jeringas

Liga

A

Tubos de ensayo
Tubos para centrifuga
Pipetas ( 0.1, 1.00 mL)

S

Pizeta

l

Regilla para tubos
Beckers de 1 L.

!

l

Magnetos para agitacion




7.2.2 REACTIVOS
—  Buftfer fosfato salino pH 7.4 (PBS)
Sal Fosfato monobasico de potasio (KH2P0O4)

[N

Cloruro de Sodio
Hidréxido de sodio 0.5 N

Muestras de champu

it

Sangre humana fresca

7.2.3 INSTRUMENTOS

—  Espectrofotdmetro UV-Visible
—  Centrifuga

— Balanza analitica

— Agitador para soluciones

— Refrigeradora

7.2.4 MATERIALES DE ESCRITORIO
— Hojas bond

— Lapiceros

‘—  Computadora

— Calculadora cientifica

—  Crondémetro
7.3 METODOLOGIA

FASE |

— Obtencion de muestra de sangre

La sangre que se utiliz6 fue de procedencia huinana (no importando el tipo de sangre)
Teniendo ya listo el material para la venopuncién, se procedio a canalizar la vena del

donante, sujetando bien el catéter, el cual se dejo durante el tiempo necesario para
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recolectar aproximadamente 0.3 L. de sangre. [a muestra recolectada se refrigeré durante

el tiempo que se utilizo, a una temperatura de 4-10°C.

— Separacion y tratamiento de eritrocitos

En tubos para centrifuga se tomo un volumen de sangre y se centrifugd a 1800 rpm durante
10 minutos. Luego el sobrenadante y la capa oleosa se aspiraron con jeringa y se elimino
(el sobrenadante contiene residuos, plaquetas, leucocitos, ete.). El precipitado (eritrocitos),
fue lavado 4 veces con buffer de fosfato (PBS), centrifugando en cada lavada a 1800 rpm
durante 5-7 min. Posteriormente, el precipitado ya lavado fue resuspendido en buffer PBS,
logrando obtener una solucién de aproximadamente 10X10° globulos /mL. Esta
concentracion se prepar6 diluyendo las muestras de sangre en la mitad de su volumer,
inicial.

Esta muestra de eritrocitos preparada se refrigerd a una temperatura de 4-10°C, y se utilizo

en un lapso no mayor a 8 horas para asegurarse de estar empleando eritrocitos en buen

estado (no hemolizados).

— Preparacion de muestras para andlisis

.Se prepararon nueve diluciones de cada muestra de champu a evaluar, diluidas en buffer
PBS, las cuales espectofotomeétricamente fueron desde 0% a 100% de hemolisis. Debe
conocerse la concentracion exacta de dichas diluciones, asi como la composicion quimica
(nomenclatura INCI), namero de carbonos, pH en solucién y presencia de electrolitos del
tensoactivo presente. Cada dilucion se preparé agregando una cantidad de champi mas una
cantidad de buffer PBS salino, se aforaron a 10.00 ml y se agitaron durante 10 min. para

lograr mezclar bien el champi con el buffer

FASE 11
— Analisis de muestras

Se realizaron dos procesos: Hemolisis (HB50) ¢ Indice de desnaturalizacion (1D).




1) Proceso de hemolisis:

A cada dilucion de las muestras para andlisis ya preparadas, se le adicion6 una cantidad
constante e igual de solucion madre de eritrocitos que esta en buffer de fosfato salino. Estas
muestras fueron incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos con agitacion constante.

Seguidamente cada dilucion fue centrifugada a 1800 rpm., durante 5 min.

Inmediatamente después de la centrifugacion se separd el sobrenadante de cada dilucion, el
cual fue leido a 540 y 560 nm contra una solucion blanco *.

*1a solucion blanco contiene: PBS + solucion madre de eritrocitos.

2) Proceso de desnaturalizacion
La muestra de cada dilucion que resulto correspondiente al HB50, fue leida a 540y 575
nm, para poder calcular el [D.

Previo a este proceso, se tomo la lectura de un blanco a 540 y uno a 575 nm.

7.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

7.4.1 NUMERO DE MUESTRAS Y DISENO DEL MUESTREO

El nimero de muestras fueron establecidas por conveniencia, es decir, la muestras que se
evaluaron fueron de cuatro marcas lidercs (dos nacionales y dos internacionales) y se
muestrearon en cinco superniercados populares de la ciudad, en funcion del tiempo: se
muestrearon aleatoriamente dos muestras de cada marca en dos supermercados diferentes,
cada semana durante cinco semanas, lo cual hace un total de 40 muestras, 10 muestras de
cada marca. Cada supermercado elegido fue muestreado en dos lugares distantes para

abarcar el area de distribucion total de los productos que se analizaron.
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7.4.2 ANALISIS DE DATOS

El analisis de los datos obtenidos se presentaron de manera descriptiva; a traves de tablas,
medidas de tendencia central (media), gréficas, frecuencias y desviaciones estandares; de
los cuales se obtuvo los valores de HB50 e ID, para luego correlacionarlos con la escala
establecida por el test de Draize y posteriormente clasificar a cada marca dentro de un perfil

que puede ir, desde no irritante hasta muy irritante.

7.4.2.1 OBTENCION DEL VALOR HB50

Con los resultados obtenidos en el espectrofotometro, se trazd una curva que expresa la
concentracion de tensoactivo vrs. Absorbancia. Con estos datos, mediante derivacion de la
curva parabélica, se determiné el HBS0 (concentracién del tensoactivo que provoca lisis en
el 50 % de los eritrocitos). La concentracién hemolitica media de cada sustancia de prueba
corresponde al punto de inflexion de la curva dosis-respuesta (el punto de inflexion es el
valor maximo de la cuva). El punto de inflexion se obtiene al derivar la ecuacion

cuadrética que resulta al graficar los puntos maximos de la curva.

7.4.2.2 OBTENCION DEL VALOR ID
El valor ID se obtuvo dividiendo la lectura de abosrbancia a 575 nm., dentro de la obtenida

a 540 nm, esto multiplicado por 100

ID = (lectura de abs. A 575 nm) * 100

(Lectura de abs. A 540 nin)

7.4.2.3 CALCULO DE RELACION LISIS-DESNATURALIZACION (L/D)

La relacion L./D otorga el parametro de comparacion de los valores in vitro con los in vivo.

La relacion L/D es un valor, se obtiene asi:




L/D =Hb50 /ID.

El valor L/D fue correlacionado frente a la escala de irritabilidad establecida por el test de
Draize, para poder ubicar al producto en estudio, en un perfil de irritabilidad ocular que

puede ser:

- no irritante

- ligeramente irritante

- moderadamente irritante
- irritante

- muy irritante

ESCALA PARA PONDERAR EL GRADO DE IRRITABILIDAD OCULAR DE
SURFACTANTES, ESTABLECIDA POR EL TEST DE DRAIZE

PONDERACION ENSAYO IN-VITRO RADIO L/D
(Valor)

No irritante > 100

Ligeramente Irritante >10

Moderadamente Irritante | > |

Irritante > (.1

Muy irritante <0.1
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Segin la literatura, la gran mayoria de surfactantes utilizados para la fabricacién de
champt son irritantes al globulo ocular. l.a propiedad irritante se comprueba al evaluar
estos efectos en eritrocitos, ya que ¢€stos en términos bioquimicos se comportan de forma
similar al globo ocular,

En esta investigacion, se determind el potencia! de irritabilidad ocular de cuatro marcas de
champu para bebé aplicando el método de Tolerancia in Vitro con eritrocitos. Segun los
resultados obtenidos, una de las marcas internacionales es moderadamente irritante y las
demas resultaron ser irritantes. El valor ID, que indica el indice de desnaturalizacion de
proteinas, es un dato que parcialmente influye en la ponderacion irritante o no irritante. Al
revisar los resultados, el valor ID mas bajo que se obtuvo fue e} de la marca que resulto ser
moderadamente irritante, lo cuul indica que esa marca desnaturaliza las proteinas del
eritrocito en un porcentaje bajo. Para las demas marcas, los valores ID fueron variables,
siendo asi que la marca “C" tiene el mas alto indice de desnaturalizacion, esto se refleja en
el alto potencial irritante de ésta marca.

Segin éste método, los valores HB50 deben ser altos y los valores ID deben ser bajos o
bien los valores HB deben ser mayores a los ID. Eso significa que se necesita una
concentracion alta de agente surfactante para hemolizar Gnicamente el 50% de los
eritrocitos.  Es decir, que al hacer la prueba en el laboratorio, se necesita una cantidad muy
alta de producto para que produzca hemdlisis en el 50% de la muestra de eritrocitos.
Teoricamente esto implica que al necesitar una cantidad grande de producto, la
concentracion de surfactante contenida es baja o moderadamente adecuada. Al analizar los
resultados, ios valores HB50 fueron bajos, y al obtener la relacion HB50/ID los valores
fueron menores a uno, por lo que al correlacionarlos en la escala de Draize éstos valores

ubican a los productos como irritantes y moderadamente irritantes.

El valor ID no esta directamente relacionado con el HB50. El indice de desnaturalizacion
nos indica la capacidad de una sustancia (en este estudio el surfactante) para desorganizar
(desnaturalizar) la estructura nativa de una proteina, en este caso la hemoglobina que forma

parte de la estructura molecular de los globulos rojos. Diversos agentes y condiciones
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desestabilizan la estructura molecular de una proteina, entre ellos: ph, sustancias quimicas,
agentes caotropicos vy detergentes como lauril sulfato de sodio. Por lo tanto, la
desnaturalizacion es resultado de la destruccion de diversos enlaces que plegan o
estabilizan una proteina, las cuales pueden ser: efectos hidrofobicos, puentes de hidrogeno,
interacciones de Van de Waals e interacciones ionicas. En esta investigacion, se eliminaron
condiciones que favorecieran la desnaturalizacion y hemolisis de los eritrocitos antes de
ponerlos en contacto con las muestras a evaluar, esto se hizo mediante tratamiento previo
de la muestra de sangre (ver procedimiento para tratamiento de muestras de sangre), de tal
forma que el Gnico agente desnaturalizante en el medio fue el Lauril Sulfato de Sodio que
es el principal activo y el que esta en mayor concentracion en la formulacion de los
champi. Fue posible comprobar la estabilidad integra de los eritrocitos tratados, debido a
que cuando se diluyd la muestra de ésta solucion madre de eritrocitos en un volumen
mayor de buffer isotonico, el color de la solucion resultante fue rojo turbio, y no rojo vivo
como sucedio al agregar solucién madre a las muestras test (ver anexo). El color rojo quc
se observd en los tubos de analisis fue debido a la hemdlis's causada por el surfactante ,
color que fue proporcionalinente mas intenso a la concentracién de champa agregada a

cada tubo de andlisis (ver tablas de resultados para cada marca).

Se han reportado quejas por los usuarios, acerca de la calidad de champt para bebé que se
comercializan en Guatemala. Los resultados in vitro aplicando éste método, responden a
los comentarios, ya que las cuatro marcas mas populares, causan irritacion ocular, lo cual
no coincide con lo declarado en las etiquetas comerciales de éstos productos. Esto se debe
al tipo de detergente que utilizan en la fabricacion de éstos productos y posiblemente, al
alto porcentaje en el que se encuentra en su formulacion, los cuales irritan el tejido ocular
del bebé, que es delicado y poco desarrollado a esa edad.

Por lo anterior, los resultados obtenidos son confiables y pueden aplicarse para la seleccion
adecuada de estos productos, ya que el analisis se hizo diez veces para cada marca,
obteniéndose resultados que no se desvian tanto de la media, pues las desviaciones

estandares tienen valores bajos.
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10. CONCLUSIONES

Se comprobd que de los champli mas populares (de manufactura nacional e
internacional), ninguno cum ple con ser “no irritante a los ojos de los nifos”, tal como
esta declarado en la ctigneta de dichos productos, por lo que se comprueba la

hipétesis planteada.

De las dos marcas evaluadas , ninguna ofrece seguridad absoluta, ya que al ser
evaluadas bajo los parametros de éste método, el valor HB50 obtenido es bajoy el ID

es alto, lo cual implica que estdn calificados como moderadamente irritantes o

irritantes.

Segun los resultados obtenidos, las dos marcas lideres de champu para bebé que
fueron evaluadas, poseen un grado de irritabilidad no aceptable, por lo que no son

totalmente seguras para uso en nifios.

El método de Tolerancia in Vitro con Eritrocitos, es una herramienta de laboratorio
practica, economica que puede ser de apoyo para las entidades y laboratorios
encargados de velar por el cumplimiento de éste pardmetro de calidad, en productos
de higiene personal, de limpieza vy otros, que incluyan surfactantes en su

formu'acion, y que se comercializan en Guatemala,
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11, RECOMENDACIONES

I1.1Evaluar este parametro de calidad bajo las mismas condiciones empleadas por el
. método de Tolerancia in Vitro con Eritrocitos y otro método in vitro, con el fin de

determinar el valor P, el cual indique diferencias significativas entre ambos métodos.

11.2Determinar el valor L/D de cada una de las marcas evaluadas en este ensayo, utilizando
como solucién diluyente cloruro de sodio 0.9%, y comparar la diferencia con los
valores de absorbancia obtenidos utilhizando el buffer de fosfato salino isotonico.

Evaluar el grado de liberacion de oxihemoglobina segin la intensidad de color

obtenido.

11.3 Proponer al Laboratorio Nacional de Salud (LNS), la alternativa para la aplicacion de
éste método como una herramienta para la determinacion de este parametro, tan

necesario en este grupo de cosméticos a los cuales se les debe prestar atencion , debido

al usuario al que esta destinado.

s
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13. ANEXOS

13.1 Tubos con Muestras para Anilisis

Tubos con muestras de analisis: tubo 1: muestra de sangre en solucion istonica, tubo 2, 3 y
4: muestra de sangre en solucién concentrada de champli, cada vez en mayor porcentaje.



13.2 TEST DE DRAIZE

Test de Draize (inventado por John Draize) se utiliza principalmente sobre conejos albinos (dociles,

baratos y de grandes ojos) para pruebas de cosméticos. Se divide en:

P : 1. Draize Skin Test (Test de piel de Draize): se afeita el pelo del lomo de los animales y se aplica
un esparadrapo sobre la piel, que se quita bruscamente. Se repite hasta que la piel es
despegada, quedando en carne viva. Sobre la carne se echa el cosmético a probar (jabones,
geles, desodorantes y lociones) y se cubre. Se observa durante unos 10 dias, estudiando las
llagas, abriéndolas y cerrandolas de nuevo.

2. Draize Eye Test (Test de ojos de Draize): este ensayo permite evaluar los efectos oculares que
aparecen por la exposicion aguda de los compuestos sobre la mucosa ocular del conejo,
mediante la observacion de las reacciones que ocurren a nivel de cornea, iris y conjuntiva, y
de acuerdo con el sistema de Draize para evaluar la severidad de las lesiones oculares
producidas, es posible clasificar los compuestos en cvanto a su potencial irritante. Se piocede
sujetando los ojos con un clip, se vierte o inyecta la sustancia a probar sobre uno de ellos -en
el saco conjuntival y en la cornea- dejando el ctro intacto para comparar. La primera reaccion
es un abundante lagrimeo. Con los dias, la cornea, el area y la conjuntiva van cambiando; el
conjunto s¢ irrita, enferma y va quemandose y corroyéndose por la sustancia. Ll ojo se
convierte poco a poco Unicamente en dolor, y se queda ciego, hinchado y lleno de pus.

Entonces es extirpado y examinado, en algunos casos con ¢l animal vivo, para usar ¢l otro ojo

Los resuitados de este ensayo han sido usados durante afios para la clasificacion de diferentes
compuestos y han constituido la base de la norma No. 405 adoptada por la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Economico (OCDE) en 1981 y de la norma ISO/DIC-10 993 No.10

adoptada en 1992 para la conduccion de los ensayos de toxicidad.

Diversos estudios han demostrade que éstos test son ineficaces. Los ojos del conejo albino tienen una
ultraestructura tisular, una bioquimica y unos mecanismos de secrecion lagrimal diferentes de los
humanes. Ademas, existen mas de 60 métodos alternativos. Aln asi, se usan porque son una manera

rapida de conseguir una licencia.




Procedimiento Test de Draize.

Modificaciones propuestas al ensayo de Draize

Inicialmente Draize utilizé 9 animales, sin embargo, la FHSA (Federa! Hazardous Substancies Act)
recomienda el uso de 6 animales para la prueba. Las normas de la OCDE recomiendan un minimo de 3
animales y 1 animal adicional siempre que se requiera, y su mas reciente modificacién incluye el uso
de un solo animal si se sospecha que ¢l producto es altamente irritante.7

Otras modificaciones incluyen una disminucion en el volumen del material de ensayo, debido a que se
encuentra por encima del rango de cualquier exposicion en humanos y resulta superior a la capacidad

del ojo del conejo que es aproximadamente de 30 a 50 pL.

Métodos alternativos al ensayo de irritacion ccular con el test Draize

Los métodos alternativos incluyen a todos aquellos procedimientos que pudieran remplazar los
experimentos realizados con animales. reducir el namero de estos a utilizar en cada ensayo o refinar la
metodologia ya existente en busca de una disminucién del dolor y el estrés, lo que se corresponde con

el principio de las “tres erres”. Los métodos alternativos hasta ahora propuestos son los siguientes:




;
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Los estudios que utilizan la evaluacion morfolégica o la observacion que refleja los cambios
morfolégicos a nivel celular: el ersayo del ojo aislado del conejo, el cual es selectivo para
irritantes severos. En este ensayo el efecto toxico de las sustancias es estimado por la aplicacidn
de estas sobre la cornea. Los efectos son medidos 4 h después del tratamiento donde la
presencia de opacidad corneal, la medicion del grosor de la cornea, el dafio a nivel del enitelio
corneal y la penetracion de la fluorersceina a través de la cornea constituyen los puntos finales

del ensayo para la determinacion del efecto toxico de los compuestos

En el segundo grupo de estudios se encuentran los ensayos de toxicidad celular, v dicho
término incluye no solo letalidad celular sino también disfuncion celular. Esta categoria puede
ser dividida en 3 subgrupos: ensayos de adhesion y proliferacion celular, ensayos de integridad
de membrana y ensayos de metabolismo celular. Numerosos ensayos utilizan la proliferacion
celular como indicador de citotoxidad; el ensayo para la determinacion de proteinas totales en
células 3T3 de raton Balb, utiliza este parametro como punto final, y mediante una reaccion
colorimétrica es posible establecer una curva dosis-efecto y asi determinar la concentracién del

irritante que causa el 50 % de una disminucion de las proteinas totales.

Existe otro gran grupo de pruebas que emplean los efectos sobre la integridad de membranas
para evaluar la citotoxicidad, dentro de estas el ensayo de las celulas rojas sanguineas. Se basa
en la propiedad de ciertos compuestos quimicos que pueden causar dafios sobre la membrana
plasmatica y/o desnaturalizacion de proteinas de membranas y otras proteinas de diferentes
células. Una vez obtenida la concentracion efectiva media, o sea, la que causa el 50 % de
hemolisis y el indice de desnaturalizacién, se calcula el indice de irritacion mediante una

relacion entre ambas variables cuyo valor se compara en una tabla para clasificar las sustancias.

Varios aspectos del metabolismo celular han sido investigados como base para la evaluacion de
la toxicidad, uno de los mas representativos lo constituye el ensayo de la acumulacion del
colorante rojo neutro. Dicho ensayo utiliza las células 3T3 de raton como indicio de
citotoxicidad. La cantidad de colorante absorbido es directamente proporcional al niimero de
células viables en el cultivo. Se determina la concentracion que provoca una reduccion del 50 %
en la retencion del rojo neutro mediante curvas dosis-respuesta, usadas como mcdida de
citotoxicidad debido a la capacidad que poseen los compuestos irritantes de romper las células y

provocar la salida del rojo neutro.
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5. Otro grupo de ensayos permiten definir la respuesta fisiologica a nivel celular y de tejido: el
ensayo para la determinacién de la conductividad eléctrica en muestra de epidermis de ratas
Wistar , el cual estd basado en mediciones de la resistencia eléctrica a muestras de piel
previamente expuestas al material de ensayo y cuyo valor constituye un indicador de la
integridad del estrato corneo de la piel, donde una vez que se define que el material de ensayo

es irritante en piel se asume que resulta severamente irritante en el ojo.

6. El método de la determinacion de la opacidad y permeabilidad en cérnea bovina aislada, utiliza
estas 2 variables como punto final para la estimacion de las propiedades irritantes de las
sustancias. La opacidad es medida mediante el cambio en la transmision de la luz que pasa a
traves de la cornea mediante un opacitometro, y la permeabilidad es medida

espectrofotométricamente a 490 nm sustituyendo el material de ensayo por fluoresceina.

7. Existen estudios que utilizan l2 membrana corioalantoidea; se asume que los efectos irritantes
agudos sobre los vasos pequefics y las proteinas de membrana de este tipo de tejido son

similares a los efectos inducidos en el ojo por el mismo quimico.

8. Existen otros ensayos que no se encuentran dentro del esquema de clasificacion propuesto, que
incluyen sistemas computaconales basados en la relacién estructura-actividad y pueden ser
considerados como alternativa fiel y eficaces al ensayo de irritacion ocular: en este grupo se
encuentra el ensayo de EYTEX. Este método permite evaluar la irritacion ocular basado en la
capacidad que poseen las proteinas de unirse a una matriz sintética provocando turbidez, la cual

es directamente proporcional a la irritacion de la muestra.

Estos métodos alternativos presentan grandes ventajas, ya que pueden ser utilizados como métodos de
screening, para evaluar las potencialidades téxicas de nuevas formulaciones, son métodos sensibles
donde las condiciones experimentales preden ser definidas, controladas, reproducidas y estandarizadas

con gran rigurosidad, “ mas baratos” y éticos.
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