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RESUMEN

La presente investigacion, proporciona datos cientificos sobre los métodos HET-CAM
cualitativo y HET-CAM cuantitativo (CAM-TBS), para evaluar en cremas cosméticas

para contorno de 0jos con Y sin registro sanitario.

El objetivo es comparar el nivel de irritabilidad de las cremas contorno de ojos cony
sin registro sanitario de diferentes marcas .Las cremas analizadas fueron 5 con registro
sanitario y 5 sin registro sanitario. Las cremas mencionadas fueron adquiridas en el
distrito La Victoria, Parada por la demanda de distribuidores de productos de belleza y el
aseo personal. Los andlisis fueron realizados en el laboratorio de la facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Norbert Wiener. (UNW).

La metodologia utilizada se basa en el protocolo N° 108 de las técnicas in vitro en
Toxicologia (INVITTOX), que consiste en el estudio de la reaccion de variantes de
ensayos sobre la membrana corioalantoidea del huevo de la gallina para la evaluacion

de la irritacion ocular.

Los resultados de la irritacion potencial de diez formulaciones de cremas para contorno
de ojos nos indica que las cremas sin registro sanitario son altamente irritantes para el
contorno de ojos por lo cual presenta un 80% de riesgo para las de personas que lo
utilizan, mientras que las cremas con registro sanitario tienen una irritabilidad baja y

representa un 10% de riesgo.

Palabras clave: HET-CAM, CAM-TBS, Prueba de irritabilidad ocular, Cremas

cosméticas, Menbrana corioalantoidea.
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ABSTRACT

The present research provides scientific data on the qualitative HET-CAM and
quantitative HET-CAM (CAM-TBS) methods to evaluate cosmetic creams for eye

contour with and without sanitary registration.

The objective is to compare the level of irritability of eye contour creams with and
without sanitary registration of different brands. The creams analyzed were 5 with
sanitary registration and 5 without sanitary registration. The creams mentioned were
acquired in the district of La Victoria, Stopped by the demand of distributors of beauty
products and personal hygiene. The analyzes were carried out in the laboratory of the
Faculty of Pharmacy and Biochemistry of the Norbert Wiener University. (UNW)

The methodology used is based on the protocol No. 108 of the in vitro techniques in
Toxicology (INVITTOX), which consists in the study of the reaction of test variants on

the chorioallantoic membrane of the egg of the hen for the evaluation of ocular irritation.

The results of the potential irritation of ten formulations of eye contour creams indicate
that creams without a sanitary registration are highly irritating to the eye contour, which
presents an 80% risk to those of people who use it, while the creams with sanitary
registry have a low irritability and represent a 10% risk.

Key words: HET-CAM, CAM-TBS, Ocular irritability test, Cosmetic creams,

Chorioallantoic menbrana.
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l. INTRODUCCION

El hombre tiene conocimiento del mundo fisico que le rodea mediante los 6rganos de
los sentidos; dentro de ellos, el ojo ocupa un lugar preponderante por su capacidad de
capturar la energia visible y convertirla en neurosefiales que se transmiten a traves del

nervio éptico hacia el cerebro donde se produce la visién.*

Sin embargo, la vista se encuentra constantemente expuesta al ambiente, y vulnerable al
ataque de cualquier agente fisico o quimico que puede ocasionar alteraciones, dafio o
pérdida de la vision en dependencia del grado de severidad que causa la crema contorno
de ojos. Por tales motivos resulta esencial estimar lo mas rigurosamente posible el
potencial irritante de cualquier compuesto que pueda tener contacto con el 0jo y sus

estructuras adyacentes.?

En Lima se observa una poca o nula informacion sobre la oferta de cremas cosméticas
para el contorno de ojos que humecte, nutra y rejuvenezca. Esta reducida informacion
de cremas cosméticas hace que las personas utilicen cremas que, aunque cuentan con
registro sanitario, tienen bases quimicas que traen consecuencias médicas graves como
irritaciones, inflamacién, quemaduras, ampollas y, a largo plazo, pueden causar cancer.
Lo anterior se agrava con la presencia de una gran variedad de cremas sin registro
sanitario que se ofrecen en el mercado informal y cuyos componentes son mas toxicos

que los anteriores.

La piel de la franja periorbital (alrededor de los ojos) es la mas fragil y sensible de toda
la cara lo cual la hace extremadamente fragil y fina. Por este motivo el ojo puede ser
afectado accidentalmente por la utilizacion de diversos productos de uso cotidiano, este
es el caso de la utilizacion frecuente de cosméticos con componentes quimicos para
maquillaje, como ha quedado demostrado en diversos estudios. Esto ha encendido las

alarmas en el escenario mundial.®
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Un hito en esta preocupacion, fue lo que sucedidé con una ciudadana norteamericana
que, en 1933, quedo ciega por el uso de una mascara de pestafias que contenia
parafenilendiamina, una sustancia quimica capaz de ocasionar blefaritis alérgica,
queratoconjuntivitis cronica y queratitis bacteriana. Esto hecho y otros que dejaron
secuelas graves en la salud de las personas, género que el congreso norteamericano
promulgara la Federal Food Drug And Cosme tic Act (1938) que atribuia a los

productores la responsabilidad sobre sus productos cosméticos.*

Para posibilitar la seguridad de los consumidores se requiere analizar el potencial de
irritacion ocular de estas sustancias quimicas. Esta estimacion estd basada en los
resultados alcanzados en el ensayo de Draize realizados en conejos en 1944. Es
destacable, que los progresos en el desarrollo de la toxicologia in vitro han posibilitado
la utilizacion de algunas alternativas para la evaluacion del riesgo ocular sin sacrificar

animales.’

En relacion a la evaluacion del riesgo de los productos quimicos, se plantea la ejecucion
de nuevos métodos de evaluacidn toxicoldgica. Las pruebas toxicoldgicas, in vitro, han
sido utilizadas historicamente en la evaluacién de la inocuidad y seguridad de los
ingredientes de cosméticos.

En la actualidad, maltiples laboratorios a nivel mundial vienen incorporado el ensayo de
la membrana corioalantoidea del huevo de gallina (hen’s egg test chorioallantoic
membrane, HET-CAM) para la evaluacion de la irritacion ocular producida por
cosméticos; por su rapidez, simplicidad, sensibilidad, facil ejecucién y su relativo bajo

costo.®

La legislacion mundial, norma que la investigacion cientifica incorpore toxicidad o
funcionalidad de los productos cosméticos, evaluados con métodos alternativos al uso
de animales experimentales. En nuestro pais, la utilizacién de métodos alternativos para

evaluar toxicidad todavia es escasa.

El método HET CAM para evaluar irritabilidad, es novedoso aun en nuestro medio
donde recientemente se viene implementado en los laboratorios de investigacion y aun
es inexistente en las empresas farmaceéuticas, por lo cual consideramos relevante este

estudio de implementacion de esta técnica.
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Por lo tanto el objetivo de este estudio es Comparar el nivel de irritabilidad ocular entre
cremas para contorno de 0jos con registro sanitario y sin registro sanitario con la
prueba de irritabilidad ocular in vitro, mediante el método HET-CAM cualitativo y
cuantitativo de la irritacion de la membrana corioalantoidea mediante tincion con azul
de Tripan(CAM-TBS, Chorioallantoic Membrane-Trypan Blue Staining por sus siglas
en inglés). La tendencia europea para obtener productos cosméticos con ingredientes no
irritantes, se ha convertido en una influencia mundial; por lo cual, se busca que los
ingredientes dentro de la formula sean de origen natural y no irritantes para el ser
humano. Debido a esta tendencia, la industria cosmética se encuentra en la basqueda de
ingredientes de origen vegetal para incorporarlos en sus formulaciones; sin embargo son
escasos los estudios realizados con extractos de frutos nativos, a nivel de seguridad y
eficacia de estos productos cosméticos. ’

1.1.  Objetivos:

1.1.1. General:

e  Determinar el indice de irritabilidad ocular in vitro mediante los métodos HET-
CAM cualitativo y HET-CAM cuantitativo (CAM-TBS) en cremas cosmeéticas

(contorno de 0jos) con registro sanitario y sin registro sanitario.

1.1.2. Especificos:

e Comparar el nivel de irritabilidad ocular entre cremas con registro sanitario y sin

registro sanitario.

e Determinar cualitativamente la proporcion de dafio en el tejido ya sea lisis,

hemorragia o coagulacion.

e Determinar la cantidad de tincion de azul de tripan adsorbido del tejido dafiado

en el analisis cuantitativo.
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1.2.  Justificacion:

La importancia de este trabajo de investigacion que puede ser en cierta medida pionero
en nuestro medio consiste en comprobar como el método HET- CAM cualitativo y
HET-CAM cuantitativo (CAM-TBS) determinard el indice de irritabilidad de las cremas
cosmeticas (contorno de 0jos) con registro sanitario y sin registro sanitario que se
comercializan en el distrito de La Victoria,La Parada- Lima. Con ello, este estudio
estaria aportando al desarrollo en nuestro pais de ensayos con métodos alternativos para
evaluar los efectos de las cremas cosméticas mayoritariamente con componentes
quimicos irritantes que se consumen en el mercado sin darle la mayor importancia por

parte de la poblacién.

En este camino, este estudio va a servir para sensibilizar principalmente a las mujeres
que son las principales consumidoras de cosméticos en nuestro pais a preferir cremas
cosméticas con registro sanitario que no tengan efectos toxicos en la salud humana y
evaluar la compra masiva de cremas sin registro sanitario que se venden a gran
cantidad. Ademas, de realizarse una investigacion de acuerdo a las exigencias de la

legislacion mas avanzada sobre el tema.

Il. MARCO CONCEPTUAL

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Batistas Et al (2010), en su investigacion “Evaluacion de la irritabilidad en mucosa del
adyuvante AFCO1 por el método de HET-CAM.”, tuvo como objetivo evaluar si el
adyuvante vacunal AFCol, un cocleato obtenido a partir del proteo liposoma de
Neisseria meningitidis, produce irritacion directa en la mucosa nasal, para lo cual se

estudio el efecto de su aplicacion en la membrana corioalantoidea del embrion de pollo



L\ /a2

Universidad
Norbert Wiener

(MCA), por la técnica de HET-CAM (hen's egg test on chorioallantoic membrane),
segun el Protocolo 47 de INVITTOX, método alternativo que sustituye la clasica prueba
de Draize en conejos. En dicha investigacion estos ensayos se utilizaron por cada
producto a evaluar (AFCol o amortiguador fosfato salino como diluente) tres huevos de
gallinas White Leghorn de 10 dias de embrionados; para los controles positivos de
irritacion (NaOH a 0,1 N y SDS al 1%) se utilizaron dos huevos para cada uno. Los
productos fueron aplicados en la MCA para evaluar las lesiones de lisis, hemorragia y
coagulacion, a los 5 min. Las sustancias se clasificaron segun una escala establecida
para productos no transparentes. Adicionalmente se realizO una evaluacion
microscopica de las MCA tratadas para confirmar las observaciones realizadas. Como
resultado se obtuvo que, al determinar el grado de severidad de las tres reacciones,
después de la aplicacion de AFCol y del diluente, ambos clasifican como no irritantes,
lo que evidencia que este cocleato no produce lesion epitelial directa. Este resultado,
ademas, confirma la utilidad del HET-CAM para la determinacion de irritabilidad nasal

de adyuvantes vactnales.’

Gonzélez, Et al (2006). En su investigacion titulada: Evaluaciéon de la irritabilidad
oftalmica de cremas cosméticas mediante un método in vitro en sustitucion de la prueba
en conejos, tuvo como objetivo la evaluacion de la irritabilidad oftdlmica de tres cremas
cosmeticas desarrolladas en el Laboratorio Provincial de Cosméticos de Villa Clara
(Cuba). El ensayo se realiz6 mediante la técnica alternativa in vitro en membrana
corioalantoidea de embriones de pollo (HET-CAM, hen’s egg test chorioallantoic
membrane) en sustitucion de la técnica habitual de irritabilidad oftalmica en conejos
(Draize) y en correspondencia con el Protocolo 47 de INVITOX (In Vitro Toxicology).
Los resultados obtenidos permitieron concluir que los indices de irritacion (I1) obtenidos
en todos los casos permiten clasificar a los productos como no irritantes. Ninguno de los
cosméticos evaluados mostré ruptura de la membrana bioldgica, lo cual se verificd por
la ausencia de colorante absorbido detectable a 595 nm. Estos resultados permiten

avalar la seguridad de estos productos cosméticos para ser usados por la poblacién.?

Murillo, Pérez, Tur E et al. E (2003) su investigacion Estudio comparativo de tres

variantes del ensayo de la membrana corioalantoidea del huevo de la gallina para la
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evaluacion de la irritacion ocular tuvo como objetivo comparar la utilidad de tres
protocolos diferentes de la prueba de la membrana corioalantoidea del huevo de gallina,
descrita en una base de datos establecida de técnicas de Toxicologia in vitro, evaluando
la irritacion potencial de diez sustancias quimicas y formulaciones. Los métodos
utilizados en la investigacion fueron el Ensayo del HET-CAM segun el protocolo No.
47, Ensayo del HET-CAM segun el protocolo No. 96 y el Ensayo del CAM-TBS
(Chorioallantoic membrane-Trypan blue system) segin el Protocolo No. 108. Se
compararon los datos con aquellos obtenidos en la prueba animal tradicional,
obteniendo como resultados y conclusiones lo siguiente: con la técnica descrita en el
protocolo No 47 se obtiene una adecuada Clasificacion de las sustancias y una adecuada
correlacion in vivo/ in vitro, por lo que es una prueba factible de realizar en cualquier
laboratorio. EI protocolo N0.96 ofrece una técnica con menor sensibilidad vy
predictibilidad, lo que conlleva a errores en la clasificacion de las sustancias en
comparacion con los datos in vivo. La técnica méas idonea resulto ser la descrita en el
protocolo N0.108 de INVITTOX, ya que permite evaluar los resultados de una forma
objetiva, se realiza facil y rapidamente, clasifica adecuadamente las sustancias y tiene
una buena sensibilidad, especificidad y predictibilidad, sobre todo cuando se evaltan
sustancias de naturaleza quimica similar. Por su sencillez y confiabilidad, el test es
recomendable como un ensayo alternativo en la evaluacion toxicoldgica de la irritacion

ocular.’

Garcia (2007), en su investigacion titulada: Evaluacion toxicolégica a los solidos
pulverulentos de Parthenium hysterophoru, L; empleando dos técnicas alternativas, tuvo
como objetivo desarrollar estudios de toxicologia alternativos a Parthenium
hysterophorus, L. (escoba amarga). Para ello fueron desarrollaros dos ensayos
alternativos, la toxicidad aguda oral por el metodo de las clases (T.C.A), para el cual
fueron usadas ratas Sprague Dawley administrando dosis unicas de (50 mg/Kg, 300
mg/Kg, 2000 mg/Kg.p.v.) de la suspension acuosa de los sélidos pulverulentos de la
planta por via oral. Los resultados obtenidos fueron los siguientes, la T.C.A oral mostrd
una dosis letal 50 (LD50) superior a 2000 mg/Kg, clasificandose la muestra de ensayo
como no toxica. Asi mismo, se evalu6 el grado de irritabilidad ocular del extracto

obtenido a partir de los sélidos pulverulentos de Parthenium hysterophorus, L, mediante
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el ensayo de hemolisis con células rojas humanas (RBC), en un rango de cinco
concentraciones que abarcaron desde 0.3833 mg/mL hasta 1 mg/mL, a diferentes
tiempos de exposicion. La prueba de RBC con eritrocitos humanos a los diferentes
tiempos de exposicion permitio clasificar al extracto vegetal como muy irritante

ocular.®

Martinez (2007), en su investigacién titulada: Marcadores de irritacion en modelos
celulares y organotipicos como alternativa a los ensayos in vivo, aplicado al estudio de
tensioactivos de tipo lipoaminoacido, tuvo como objetivo principal estudiar el potencial
efecto irritante ocular y dérmico de una serie de tensioactivos derivados de aminoacidos
utilizando distintos métodos alternativos a la experimentacién animal basadas en
modelos celulares y organotipicos. Los métodos utilizados en la investigacion fueron: el
ensayo de hemolisis, ensayos basados en la membrana corioalantoidea: HET-CAM y
CAMS-TBS, ensayo de irritacion ocular de Draize, ensayos de citotoxicidad en lineas
celulares, liberacion y produccion de la citosina proinflamatoria IL-1a en la linea celular
NCTC 2544, acumulacion de gotas lipidicas citoplasmaticas. En cuanto a los resultados
y conclusiones obtenidas la resaltante a los métodos en el uso de la membrana
corioalantoidea del huevo de gallina resultan modelos excesivamente sensibles a los
tensioactivos y puede sobreestimar su potencial irritante por lo que se descarta su uso

para evaluar estos compuestos™

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Taype, E. (2015) en su investigacion “Estandarizacion y validacion del método HET-
CAM para medir la irritabilidad ocular in vitro de los extractos de cinco frutos nativos
del Perti utilizados en la industria cosmética”, se plante6 como objetivo el estandarizar y
validar el método HET-CAM cuantitativo (CAM-TBS) en cinco extractos de frutos
nativos del Perd. Los frutos evaluados fueron Physalis peruviana L. (aguaymanto),
Myrciaria dubia L. (camu camu), Mauritia flexuosa L. (aguaje), Solanum sessiliflorum
D. (cocona) y Passiflora mollisima HBK (tumbo serrano). Estas frutas sefialadas son
habitualmente usadas en formulaciones cosméticas de las cuales se elaboraron extractos

acuosos, hidroalcohdlicos y glicolicos para su evaluacion. Para la validacion del método
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HET-CAM cuantitativo (CAM-TBS) se evaluaron los parametros: Linealidad,
precision, exactitud y robustez. De acuerdo a ello se obtuvieron conclusiones Los
resultados de estos parametros se sometieron a pruebas estadisticas demostrando que el
método HET-CAM cuantitativo (CAMTBS) propuesto para la medicion de la

irritabilidad ocular in vitro es lineal, exacto y preciso, pero no robusto.*?

Churampi y Montes (2015) es su investigacion titulada: Evaluacion de la actividad
Antiinflamatoria del extracto etandlico del fruto de Passiflora mollissima (kunth)
l.h.bailey “tumbo serrano” y su uso como activo bioldgico en industria cosmética, tuvo
como objetivos: demostrar la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico del fruto
de Passiflora mollissima (Kunth) L.H.Bailey “tumbo serrano” mediante la técnica del
edema auricular inducido por TPA y la seguridad de uso del extracto etandlico del fruto
de Passiflora mollissima (Kunth) L.H.Bailey “tumbo serrano” como activo bioldgico en
la industria cosmética por el método Irritection Assay System (potencial de irritacion
dérmica) y el método HET CAM (potencial de irritacién ocular). Se obtuvieron como
resultados que el extracto etandlico al 20% de Passiflora mollissima (Kunth) L.H.Bailey
“tumbo serrano” presentaron actividad antiinflamatoria en las dosis de 500 y 1000 pg y
que en las pruebas de seguridad in vitro, se observé ligero potencial irritante. Asi mismo
se concluy6 que en las condiciones experimentales se demostrd que el extracto
etandlico de Passiflora mollissima (Kunth) L.H.Bailey “tumbo serrano” presentd
actividad antiinflamatoria y seguridad como activo bioldégico en la industria

cosmética.’®

Camones, MA Et al. (Pert, 2013) en su estudio “Efecto irritante in vitro de
formulaciones cosméticas con extracto de Camu Camu, mediante el método Het Cam”
Evaluaron el efecto irritante de formulaciones cosméticas con extractos de Camu Camd.
Para la cual metodoldgicamente usaron formulaciones cosméticas de extractos de Camu
Camu, proporcionadas por el laboratorio de AYRU COSMETIC; los investigadores
usaron la técnica alternativa in vitro en membrana corioalantoidea en huevos fértiles de
gallina (Het Cam, hens eje chorioallantoic menbrane). La activacion de la técnica se
realiz6 en el Centro de Investigacion de Medicina Tradicional y Farmacoldgica del

Instituto de Investigacion de la Facultad de Medicina Humana de la USMP. Arrojando
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como conclusiones que ninguno de los cosméticos con extractos de Camu Camu,
produjo ruptura de la membrana corioalantoidea, evidenciado por ausencia del colorante

absorbido, azul de tripan, detectable a 595 nm.**

Ruiz y Ushifiahua (2013). En su investigacion Evaluacion del potencial irritante de la
crema cosmetica "baba de caracol & concha de nacar” comercializada en el mercado de
belén en Oryctolagus cuniculus cepa New Zealand - Iquitos 2012, tuvieron como
objetivo evaluar el potencial irritante de la crema cosmética "Baba de caracol y concha
de nacar”, comercializado en el mercado de Belén mediante la escala del Test de Draize
en conejos albinos con un peso no menor de 2 Kg de sexo macho. La crema cosmética
en ensayo se administrd por un lapso de 72 horas sobre la piel de los conejos albinos;
para lo cual se establecieron un grupo control positivo de Formaldehido al 98%, un
control negativo de vaselina USP y un grupo tratado (tres conejos). Durante la
evaluacion se clasificaron y analizaron las diferentes lesiones dérmicas mediante el uso
de la escala del Test de Draize durante las 1, 24, 48 y 72 horas. Al final del estudio se
realizé la eutanasia de todos los animales de la investigacion mediante decapitacion.
Segun los resultados obtenidos a nivel macroscépico la crema cosmética "Baba de
caracol y concha de nacar", no presentd potencial irritante al obtenerse un indice de
irritacion primaria de 0.23 considerandose este resultado como insignificante, y por
ende se encuentra dentro de los limites permitidos para este tipo de estudio. A nivel
microscopico la histopatologia revelé en todos los conejos tratados con la crema

cosmética una leve hiperqueratosis.*

Inocente, Toscano y Castafieda (2013). En su investigacion: Efecto irritante in vitro de
formulaciones cosméticas con extracto de camu camu, mediante el método HET-CAM,
tuvo como objetivo evaluar el efecto irritante de formulaciones cosméticas con extractos
de camu camu. El estudio se realiz6 con formulaciones cosméticas de extractos de camu
camu, proporcionadas por el laboratorio de AYTU COSMETIC; se utilizé la técnica
alternativa in vitro, en membrana corioalantoidea en huevos fértiles de gallina (HEET
CAM, hen’s egg test chorioallantoic membrane). La implementacion de la técnica se
realizo en el Centro de Investigacion de Medicina Tradicional y Farmacologia del
Instituto de Investigacion de la Facultad de Medicina Humana de la USMP. Como

resultado se obtuvo que ninguno de los cosméticos con extracto de camu camu, produjo
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ruptura de la membrana corioalantoidea, evidenciado por ausencia del colorante
absorbido, azul de tripan, detectable a 595 nm. La investigacion concluyo en que los
indices de irritacion (I.1) obtenidos en todas las formulaciones cosméticas permiten
clasificarlas como no irritantes, y constituyen el soporte de la inocuidad, de las mismas,

para continuar con pruebas de eficacia clinica.’

2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Anatomia del ojo Humano

El hombre tiene conocimiento del mundo fisico que le rodea mediante los 6rganos de
los sentidos; dentro de ellos, el ojo ocupa un lugar preponderante por su capacidad de
capturar la energia visible y convertirla en neurosefiales que se transmiten a través del

nervio éptico hacia el cerebro donde se produce la vision.*

El ojo se encuentra constantemente expuesto al ambiente, por lo que resulta vulnerable
al ataque de cualquier agente fisico o quimico que pudiera ocasionar alteraciones, dafio
0 pérdida de la vision en dependencia del grado de severidad que cause. Por tales
motivos resulta esencial estimar lo méas rigurosamente posible el potencial irritante de

cualquier compuesto que pueda tener contacto con el 0jo y sus estructuras adyacentes.?

El ojo puede ser dividido funcionalmente en foto receptores (retina) que son los
encargados de conectar los 0jos con el sistema nervioso central a través de los nervios
Opticos; en estructuras opticas (cdrnea, iris, humor acuoso, lente, el cuerpo ciliar y el
cuerpo vitreo) cuya funcion se basa en concentrar la luz visible sobre la retina y en
estructuras protectoras, lubricantes y nutricionales. Todas estas funciones oculares se
encuentran en un balance delicado, y cualquier lesion traumatica, quimica o fisica puede
afectarlas, creando un desorden de la vision y en dependencia de su alcance hasta

pérdida parcial o total de esta. *°

10
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Figura 1 Esquema de la anatomia del ojo. En la parte superior (a) se muestra la localizacion de
la conjuntiva que descubre la parte externa del globo ocular y la cara interna de los parpados
.tambien se muestran todas las estructuras que forman el globo oculae(B) y la organizacion
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2.2.2. Membrana corioalantoidea (CAM)

La CAM del huevo de la gallina es una estructura muy vascularizada, utilizada por el
embrion de pollo para el intercambio gaseoso a través de la camara del huevo sus

caracteristicas estructurales la hacen similar a tejidos altamente vascularizados como la

conjuntiva y es capaz de responder frente a productos irritantes.

2.2.3. lrritacién Ocular: Mecanismos Implicados

La irritacion del ojo inducida por sustancias quimicas involucra la exposicion directa de
organos como la cornea, el iris y la conjuntiva. Los efectos sobre estas estructuras
pueden ser detectados facilmente mediante la observacion conjunta. Los eventos
asociados con el dafio ocular se clasifican teniendo en cuenta los criterios de irritacion y

corrosion.?’
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e La irritacion ocular es un cambio inflamatorio reversible que ocurre en la
superficie anterior del ojo, seguido de la exposicién directa a un material y
persiste durante 24 h.

e La corrosion se considera un dafio irreversible del tejido ocular debido a la
exposicion de un material que provoca destruccién de los tejidos gruesos del
0jo.

e Los irritantes oculares producen simultineamente cambios en mudltiples
tejidos oculares del segmento anterior del ojo. La severidad del dafio en cada
uno se relaciona con la fortaleza del irritante y la recuperacion depende del

grado y la extension del dafio a nivel de la propia célula. *’

El grado de dafio causado por un agente externo en la mucosa ocular depende del pH,
la capacidad de unién a proteinas epiteliales y de la penetracidon de este en la cdrnea.
Cuando un irritante penetra en el ojo se activan los mecanismos protectores de este, la
secrecién de lagrimas aumenta y los vasos se dilatan en funcién de eliminar o reducir la
presencia de tal compuesto. Si la irritacion es severa la dilatacion de los vasos aumenta
y el fluido vascular y las proteinas filtran hacia la conjuntiva causando edema y como
consecuencia se afecta el funcionamiento de los parpados. Las lesiones directas a nivel
del iris se caracterizan por un incremento de la vascularidad, engrosamiento del
estroma, disminucién de la reaccion a la luz, inflamacion acuosa y/o destruccion del

grosor del tejido. %

2.3. Uso de cremas cosméticas para contorno de 0jos

2.3.1. El Contorno de los ojos y la Importancia de las Cremas cosméticas a utilizar

Extremadamente fina y vulnerable: estas son las dos principales sefias de identidad de la
zona del contorno de 0jos. Y es que la piel de esta area del rostro es distinta a la de las
mejillas o la que rodea la boca, por ejemplo. Su espesor medio es de entre 300 y 800
micras; es cinco veces mas fina que la del resto de la cara y diez veces mas que la del
cuerpo. Mas datos: su epidermis tiene menos capas de células en la capa cornea

(responsable del efecto barrera de la piel frente a las agresiones medioambientales) y el

12
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2.4.

espesor de su dermis es mucho menor y tiene menos fibras de colageno y elastina. Y,
ademas, el nimero de glandulas sebaceas es también inferior, por lo que se reseca con

mas facilidad. *’

La importancia del uso de cremas cosmeéticas para el contorno de ojos basicamente seria

por las siguientes razones:

o Es la parte més fina y sensible del rostro. (es 10 veces mas fina que el resto).

» Presenta mas movimiento por el parpadeo natural que es de 10 mil veces al dia, lo
que facilita que se arrugue mas.

« Enesta zona de la cara la piel no tiene glandulas sebaceas lo que motiva su sequedad.
o Las cremas para el contorno de ojos tienen una formulacion especial que mejora su

aspecto considerablemente.

Analisis comparativo de productos cosméticos con registro sanitario y productos
sin registro sanitario

Es conocido que la utilizacion de cosméticos se remonta desde la cultura egipcia hasta
la actualidad, la que ha venido evolucionando a través del tiempo, debido al desarrollo
en los conocimientos cientificos, tecnolégicos y toxicolégicos que permiten determinar
la identidad, la calidad e inocuidad de estos. Producto de esta situacion surgen
dispositivos que controlan la calidad e inocuidad de insumos y procesos que se dan en la
fabricacion de los cosméticos. Todo ello con la finalidad de defender al consumidor de

sustancias toxicas 0 nocivas para su salud.

Un producto cosmeético. Es toda sustancia o férmula de aplicacién local a ser usada en
las diversas superficies externas del cuerpo humano y sus anexos, incluyendo mucosa
bucal y dientes, con el fin de limpiarlos, perfumarlos, mejorar su aspecto y protegerlos o

mantenerlos. Los productos de higiene personal se consideran cosméticos.*®
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2.5.

De acuerdo a la definicion adoptada por la Comunidad Andina de Naciones (CAN).” los
productos cosméticos y de higiene personal son todas aquellas sustancias de aplicacion
local que se usan en diversas partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema
piloso y capilar, ufias, labios, etc.) para perfumarlos, modificar su aspecto, protegerlos y

mantenerlos en buen estado”.*®

Para aprobar y considerar un producto como apto para el uso o consumo humano, se
requiere la comprobacién de las caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas,
toxicoldgicas, etc. Asi como la ejecucion de analisis de laboratorio, la correspondencia
con las normas sanitarias y la presentacion de certificados sanitarios de las autoridades
competentes. Todo este proceso se denomina registro. La evaluacion sanitaria de
cosmeéticos se aplica tanto a los productos elaborados nacionalmente como a los

importados.®

Segun la clasificacion del Comité Peruano de Cosmética e Higiene de la Camara de
Comercio de Lima (CCL), referente a los productos cosméticos y de higiene personal,

las cremas cosméticas para contorno de ojo estarian dentro del rubro de maquillaje.

Entre las cremas con registro sanitario que tienen un solido posicionamiento en el
mercado tenemos reconocidas marcas mundiales como Unique, Ebel, y nacionales

como Esika y Cyzone que se concentran en los sectores. Socioeconémicos A, By C.

Cabe destacar la proliferacion de las cremas sin registro sanitario, las cuales en su gran
mayoria son adulteradas o bambas, las cuales se venden en mercadillos, galerias, ferias
0 puestos ambulatorios. A través de la prensa nos enteramos de las incautaciones de
estos productos, caso ilustrativo es la incautacion de mas de una tonelada de cosméticos

adulterados en galeria del jirén Paruro, por la Digemid en el 2016. %

Consecuencias de la toxicidad de las cremas

Se denomina toxico a cualquier sustancia que al entrar en contacto con el organismo
produce, a través de una accién quimica, un efecto perjudicial. Este amplio concepto

estd intimamente unido a la dosis, de modo que practicamente todas las sustancias
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pueden ser tdxicos a una dosis determinada e inocua a otra dosis. Los signos y sintomas

resultantes de la accién de un téxico constituyen una intoxicacion.”

Se Menciona que algunas organizaciones como la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) unen esfuerzos con la comunidad cientifica para darnos mayor transparencia con
respecto a los ingredientes o aditivos usados en nuestros cosméticos. Por estudios
realizados, se concluyé que hay que evitar: a) Ingredientes o aditivos cosmeticos
cancerigenos, que son algunos conservantes, colorantes, el talco, perfumes sintéticos y
algunos ingredientes de tintes para cabello, b) Algunos quimicos que pueden provocar

alergias como algunos conservantes, o derivados del petréleo como aditivos quimicos.?®

Incluso Werner experta en cosmética quimica ha sefialado que: “La mitad de los
ingredientes analizados que se encuentran en productos cosméticos son considerados
toxicos por la OMS y la FDA, y algunos estan relacionados con enfermedades como el
cancer, la dermatitis o el asma. Existen hasta 12,000 ingredientes en los productos
cosméticos, de los cuales solamente se han analizado 2.400, la mitad de estos
clasificados como toxicos y que pueden afectar a nuestra salud, teniendo en cuenta que

utilizamos una media de 17 productos cada dia”. %

La legislacion internacional y nacional sefiala con meridiana claridad que no deben
contener sustancias mutagenas o toxicas, pero una simple observacion a las etiquetas-
incluso de prestigiosas marcas internacionales- demostraria que las leyes no se respetan.
Y cada dia aumentan los especialistas que consideran que muchos cosméticos son
auténticos venenos. El pretexto que no son peligrosos ya que los toxicos que contienen
estan en pequefas cantidades no resiste el menor analisis, en la medida de que muchos
de ellos al utilizarse diariamente, la cantidad de sustancias perjudiciales que terminan

entrando al organismo es al final elevada.®

Los siguientes ingredientes cosméticos se consideran desde “recomendables con

restricciones” hasta “no recomendables” para uso en cosméticos:

e Aceites Minerales

e Siliconas
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Derivados de PEG y PPG
Propylene Glycol

DEA, MEA, TEA

Nitrosaminos y agentes nitrosantes
Parabenos y otros conservantes
Sodium Laureth Sulfate

Sodium Lauryl Sulfate

Derivados del Formaldehido
Compuestos Organicos Halégenos
Ftalatos (Phtalatos)

Fragancias sintéticas

Colorantes

Filtros rayos U.V. en productos de proteccion solar

Varios %°

Veamos otros compuestos peligrosos para la salud que se utilizan en el contorno de

0jos:

Parabenos: compuesto quimico utilizado habitualmente en la

industrias cosmética

y farmacéutica. Actian de manera efectiva como conservantes en muchos tipos de

férmulas quimicas. Estos compuestos y sus sales son usados principalmente por sus

propiedades bactericidas y fungicidas. Pueden ser encontrados en champus, cremas

hidratantes, geles para el afeitado, lubricantes intimos, medicamentos tdpicos y

parenterales, autobronceadores y dentifricos. Evidencia médica los relaciona con

tumores de mama.

Reacciones alérgicas, presentan habitualmente:

e lrritacion

« Enrojecimiento de la piel

o Dermatitis de contacto

 Inflamacion de la piel

o Dolor de la piel
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o Sequedad excesiva de la piel

Se relaciona alergia cruzada de este componente con las personas alérgicas a la aspirina.
Otros estudios los relacionan con diferentes tipos de cancer y alteraciones de los
estrdgenos en el cuerpo, ya que pueden imitar las hormonas interfiriendo en el sistema
endocrino (Disruptor endocrino). Se ha relacionado con el cancer de mamay en la leche
materna. En zonas de aplicacion de la piel en la que por algin problema esta dafiada, se
ha de poner especial hincapié a la no utilizacién de cosméticos que contengan estos

productos para evitar al maximo la absorcién del mismo.

e Laurilsulfato sdédico: compuesto tenso activo ionico, empleado en diversos
productos de higiene personal, como pasta de dientes, champu y jabones de bafio.
Entre los efectos dafiinos estan retirar aceites y grasas de la piel, y causar

irritacion en piel y ojos.

e Solventes: Son utilizados en cosméticos y productos de higiene personal de la
misma rama de aquellos solventes de pinturas y que forman parte de los liquidos
anticongelantes de los coches.

Es una sustancia derivada del petrdleo que incluyen en tintes para la coloracion del

cabello, cremas de manos, exfoliantes y espumas de afeitar, colonias y otros.

El Glicol Propilico: puede ocasionar irritacion y dermatitis, se ha demostrado su

nocividad para los rifiones y el higado.

El alcohol isopropilico: ocasiona irritacién y elimina el manto &cido de la
piel, promoviendo el crecimiento bacteriano. Provoca envejecimiento  prematuro

cutaneo.
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Etilendiamina: causa dermatitis, irritacion de 0jos y mucosas, vision borrosa y se
ha comprobado que se absorbe a traves de la piel por lo que puede llegar a tener

indeseables efectos sistémicos.

Hydrogen perdxide: o agua oxigenada. Incluso a las dosis permitidas en cosmética

(4%) puede producir quemaduras y dafos en la vista si penetra en los 0jos.

Hydroxysuccinimide: Se emplea para eliminar las rojeces (contornos de 0jos). Da

problemas de alergia.

El mercurio: es un metal pesado de elevada toxicidad a pesar de lo cual a la
industria cosmética le permiten usarlo como conservante en productos de
maquillaje y desmaquillare de los ojos siempre que su concentracion maxima sea
de 0,007%. En la etiqueta se puede encontrar bajo la nomenclatura tiosalicilato de
etilmercurio.

Dietanolamina (DEA, MEA o TEA): Se utilizan para que los productos tengan
mas espuma o cremosidad. Irritan la piel y ojos, pueden ser toxicos para el sistema
nervioso e inmunitario. En combinacion con otros productos utilizados en los

mismos cosmeéticos forman tdxicos cancerigenos.

Pfenilendiamina: Es un compuesto organico derivado de las anilinas. Se usa por
su capacidad para dar color y es habitual encontrarlo en méascaras de pestafias,
tintes, e incluso en la henna empleada para tatuajes y pelo. Origina muchas

dermatitis de contacto y también es cancerigena.

Todos los productos cosméticos deben incorporar en su etiqueta una lista de

ingredientes y las instrucciones para usarlos sin peligro para la salud. Por ejemplo,

algunas sombras de ojos nacaradas contienen pigmentos perlescentes que pueden ser

perjudiciales para los ojos causando orzuelos, irritacién e incluso conjuntivitis que

podria llegar a ser crénica. 2
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2.6. Pruebas utilizadas para la evaluacion de la irritabilidad de productos cosméticos

2.6.1. Prueba de Irritacion Ocular de Draize

El ensayo para la prediccion de los efectos irritantes de los cosméticos, medicamentos y
sustancias quimicas sobre las membranas mucosas y la piel fue desarrollado por los
toxic6logos Draize y Spines.** Existen dos variantes de la prueba: la prueba de irritacion
cutanea aguda (o prueba de Draize para piel)1 y la prueba de irritacion ocular aguda (o

prueba de Draize para mucosas).

El procedimiento, que se usaba inicialmente para probar cosméticos, consiste en la
aplicacion de 0,5 mL o 0,5 g de una sustancia de prueba en el ojo 0 en la o en la piel de
un animal consciente e inmovilizado, dejarla durante un periodo de tiempo, y después
enjuagarla y tomar nota de sus efectos.*’ Los animales son observados durante un
maximo de 14 dias en busca de sefiales de eritema y edema en la prueba para piel; y de
enrojecimiento, inflamacion, secrecién, ulceracion, hemorragia, opacidad o ceguera en
la prueba ocular. Por lo general, el sujeto de prueba es un conejo albino, aunque otras

especies, incluyendo perros pueden ser utilizadas.

Este ensayo permite evaluar los efectos a nivel ocular que aparecen por la exposicion
aguda de las sustancias a analizar 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 cuanto a su potencial irritante.

Los resultados de este ensayo han sido usados durante afios para la clasificacion de
diferentes compuestos y han constituido la base de la Norma N° 405 adoptada por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico ** en el afio 1981 y de la
norma 1SO/DIC-10 993 No.10 adoptada en el afio 1992 para la conduccién de los

ensayos de irritabilidad ocular *.
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2.6.2. Métodos Alternativos para Valorar la Irritacion Ocular

2.6.2.1. Métodos Alternativos

El método alternativo abarca a todos aquellos procedimientos que pudieran remplazar
los experimentos realizados con animales, reducir el nimero 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.®*

La opinion publica a nivel mundial y en el Peru, viene exigiendo productos de consumo
no téxicos y por otro lado cuestionan el sacrificio de animales en la experimentacion
cientifica. Este requerimiento se viene expresando en la legislacion europea (Ocde) y en
forma creciente en la legislacion peruana e incentiva a los investigadores académicos y

de laboratorios a buscar otras alternativas.

Muchos han sido los ensayos in vitro descritos en la literatura que se proponen como
alternativa al ensayo de irritacion ocular y son agrupados sobre la base del punto final

medido.*®

En la actualidad los especialistas vienen laborando en la indagacion de métodos
alternativos y generando mejoras de aquellos métodos que se han mostrado eficaces
para la realizacion de tamizajes iniciales de los productos. La sostenibilidad de los
ensayos alternativos es mucho méas amplia que la sustitucion del uso de animales,

sumando también la necesidad de la reduccion y refinacion.

Los métodos alternativos para valorar la irritacion ocular que se ha propuesto para
sustituir a los ensayos de Draize se clasifican en modelos basados en 6rganos aislados,
sistemas de cultivo celular o tisular, métodos basados en propiedades fisicoquimicas e

in vitro de los productos a evaluar.

2.6.2.2. Ensayos de Irritabilidad ocular in vitro

Por ser el tipo de ensayo a utilizar en este trabajo se ha considerado analizarlo en forma

especifica en este punto.
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El ensayo de la CAM conocido como HET-CAM es un método propuesto por Liepke
% ‘modificado por Spielmann *" y por Steiling *® que posibilita considerar el potencial
de irritacion ocular in vitro de sustancias y productos terminados. Itagaki** incorporé
una variante a esta técnica, que es el uso de un colorante y la observacion
espectrofotométrica de la muestra, suprimiendo asi el caracter subjetivo del resultado. A
partir del establecimiento de estos protocolos, el método del HET-CAM como sustituto

del test de Draize ha sido uno de los mas utilizados *° 4.

El HET-CAM consiste basicamente en poner en contacto la sustancia en estudio con la
membrana corioalantoidea (MCA) de embriones de pollo de 10 dias de incubacion,
midiéndose el tiempo de aparicion de los efectos observables sobre dicha membrana
(hemorragia, lisis vascular y coagulacion) durante 5 min. La rapidez en la aparicion y la

intensidad de los dafios son expresion del potencial irritante de la sustancia evaluada.

2.6.2.3. Ensayo de la membrana corioalantoidea del huevo de gallina (Método HET-
CAM).
En comparacion con otros modelos organotipicos, el método HET-CAM permite la
identificacion de las reacciones por irritacién que parece ser similares a las que ocurren
en el ojo usando el Test de Draize. En el sistema del método HETCAM, se determinan
tres reacciones: hemorragia, lisis y coagulacion de la membrana corioalantoidea al
noveno dia de embrionacion cuando el tejido nervioso y la percepcién del dolor ain no

se han desarrollado. **

Los huevos de gallina se colocan en una incubadora durante 9 dias después de cuyo
tiempo los huevos defectuosos se descartan. La cascara alrededor de la celda de aire se
retira y las membranas internas se extraen para revelar la membrana corioalantoidea.
Las sustancias de ensayo se afiaden a la membrana y se dejan en contacto durante 5
minutos. La membrana se examina para evaluar el dafio vascular y se registra el tiempo
necesario para que se produzca la lesion. La irritacion se obtiene de acuerdo con la

gravedad y la velocidad a la que se produce el dafio.*

Después de colocar la muestra de ensayo directamente sobre la CAM, se lleva a cabo

una evaluacion de los parametros mencionados anteriormente durante un periodo de
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observacion de 5 minutos. El enfoque mas ampliamente utilizado es la determinacién
del tiempo de reaccidn hasta la aparicion de cada uno de los tres puntos finales. Otro
método es la determinacion del umbral de irritacion, que evallGa la concentracion del

material de ensayo en el que se observan los efectos sobre estos. **

2.6.2.4. Ensayo de irritabilidad en membrana corioalantoidea vascular (CAMVA)

Fue desarrollado por Leighton y colaboradores en 1985.%; y modificado por Bagley y
colaboradores en 1989 y 1991 “° El ensayo de irritabilidad en membrana corioalantoidea
vascular (CAMVA, The chorioallantoic membrane vascular assay por sus siglas en
inglés) evalla los posibles efectos perjudiciales que las sustancias irritantes oculares

potenciales producen en los vasos sanguineos de la CAM del embrién.

En la preparacion de este ensayo se corta una pequefia abertura en la cascara del huevo
cuatro dias después de la fertilizacion y una pequefia cantidad de albimina se elimina
para permitir el crecimiento Optimo de la CAM. La abertura se vuelve a cerrar
herméticamente y los huevos se incuban durante 6 dias. El tiempo méaximo de
utilizacion de la CAM, en este ensayo se ha limitado a 10 dias con el fin de cumplir con
la legislacion en los paises de la Union Europea que prohibe los experimentos en
embriones de pollo, mayores de 10 dias. “® *°. En el décimo dia, la sustancia de ensayo
se aplica directamente sobre una pequefia area de la CAM. Después de la exposicion
durante 30 minutos se examinan los cambios vasculares en la CAM, por ejemplo,
hemorragia, lisis o la aparicién de vasos desprovistos de flujo de sangre (vasos

fantasmas).

La concentracion de las sustancias en el ensayo que suscitan tales efectos perjudiciales
en el 50% de los huevos, se calcula como parametro toxicoldgico. Este ensayo
proporciona una vasculatura funcional similar a la conjuntiva. Las sustancias activas
actuaran sobre las células musculares lisas para dilatar o contraer los vasos capilares. El

método CAMVA se utiliza en la industria cosmética principalmente en los EE.UU. (o
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contrato de laboratorios) para la deteccion y evaluacion de la seguridad de los
cosmeticos. El disefio de tejidos humanos in vitro ha suplantado a los ensayos basados
en la CAM; para las empresas.

2.6.2.5. Ensayo de la irritacion de la membrana corioalantoidea mediante tincién con
azul de tripan (CAM-TBS)

El método CAM-TBS fue desarrollado por Hagino en 1991 y 1993 * segiin el protocolo
N° 108 de las técnicas in vitro en Toxicologia (INVITTOX, The In vitro Techniques in
Toxicology, por sus siglas en inglés). EI método CAM-TBS proporciona una evaluacion
cuantitativa del grado de dafio ocasionados en la membrana corioalantoidea del huevo.
El uso del colorante de azul de tripan, y determinacion espectrofotométrica para evaluar
la proporcidon del dafio en el tejido proporciona una medida méas objetiva y cuantitativa
de irritacion que la obtenida con el método HET-CAM, que se basa en una estimacién

subjetiva de la lisis, hemorragia y coagulacion.

Al observar los investigadores los cambios vasculares inducidos por sustancias irritantes
en la CAM como lisis, hemorragia o coagulacion, que representan los efectos que se
pueden producir en la conjuntiva o a nivel in vitro sugirieron una modificacion del
método de HET-CAM en el que el dafio de la membrana se cuantificaria como la
cantidad de tincion de azul de tripAn adsorbido sobre ella. Las células muertas (con
paredes celulares dafiadas) se tifien por el colorante azul de tripan, debido a la unién con
las proteinas citosolicas dentro de estas células. La cantidad del colorante adsorbido se

correlaciona con la cantidad de células muertas en la CAM.

Este método fue disefiado para examinar el efecto perjudicial de sustancias por
medicion de la cantidad adsorbida de azul de tripan sobre la CAM, dafiada como el
punto final del ensayo. La tincion con azul de tripan, ha sido ampliamente utilizada para
la medicidn de la viabilidad celular, la cual detecta la destruccion y desnaturalizacion de

la membrana de la membrana °*
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2.7. Método HET- CAM-Cualitativo

El método Hens Egg Test-Chorioallantoic Membrane (HET-CAM), en un método
alternativo clasificado dentro de los organotipicos que utiliza la membrana
corioalantoide (CAM) de huevos embrionados de pollo. Es utilizado en la industria para
identificar el potencial irritante y/o para cuantificar el indice de irritacion de materiales
durante la investigacion®* ®2. Remplaza el tradicional método de Drayze que coloca la
sustancia en estudio directamente a los 0jos de conejos. Ademas es uno de los métodos
alternativos mas consecuentes con la Toxicologia alternativa, que se nutre de las tres

erres (Reduccion, Refinamiento y Remplazo) planteados por Russel y Burch en 1959.

2.7.1. Desarrollo del método

Para el desarrollo del ensayo HET-CAM se necesitan huevos de pollos broiler
fecundados con un peso entre 50-60 g. Estos se introducen en una cdmara climatica a
38,0 £ 0,5° C y 70% de humedad relativa (Ineltec, mode lo CC SR 0150, Barcelona) y
al noveno dia de la incubacion se realiza la apertura del huevo cortando la cascara hacia
el lado donde esta situada la camara de aire. Posteriormente se retira la membrana
interior dejando al descubierto la CAM vy se depositan 300 microlitros de la sustancia a
testar en cada uno de los huevos. (Control positivo NaOH 0,1N, Control negativo NaCl

0,9% y la sustancia a testar > >

A continuacion, se observa el comportamiento de los vasos sanguineos durante un
tiempo de contacto de 300 segundos, determinando el tiempo de aparicion de cada uno
de los tres puntos finales (hemorragia: sangrado de los vasos, lisis: desintegracion de los
vasos y coagulacion: desnaturalizacion de las proteinas intra y extracelulares). En
funcion de los tiempos medidos se calcula el indice de Irritacion (IS, irritation score)
mediante la ecuacion siguiente: IS = [(301 - tiempo de hemorragia) /300) x 5] + [(301 -
tiempo de lisis) /300) x 7] + [(301 - tiempo de coagulacién) /300) x 9] *°.
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Si en el IS, se alcanzan puntuaciones entre 0 y 0,9 se considera la sustancia como no
irritante, ente 1 y 4,9 como ligeramente irritante, entre 5 y 9,9 moderadamente irritante
y de 10 a 21 como severamente irritante. Para cada una de las sustancias se ha utilizado
un huevo diferente, realizando cada uno de los ensayos de manera independiente y por
triplicado. El célculo se realiza como la media de la suma de las puntuaciones

individuales de todos los puntos finales en cada uno de los replicados".

La prueba se puede aplicar a muestras liquidas diluidas o sin diluir, sustancias solidas,
particulas o sustancias pastosas. Volumen/cantidad de muestra: Para liquidos o
productos cremosos estériles 25 mL; para productos sélidos estériles en polvo 25 g; para

productos sélidos estériles (en piezas pequefias) 25 unidades.*®

2.7.2. Validacion del Método HET-CAM

El HET-CAM es una técnica validada por el Centro Europeo para la Validacion de
Métodos Alternativos (ECVAM, Ispra, Italia), que la ofrece como sustitutiva de la
clasica prueba de Draize para determinar irritacion ocular®. Actualmente ha sido
aprobada por las entidades regulatorias en varios paises, pues ha demostrado una alta

capacidad predictiva en comparacién con otros métodos in vitro®.

Estos incluyen los estudios de colaboracion llevadas a cabo por las empresas de

cosméticos®? & 64-66

y los que estan dentro del Programa CTFA en Estados Unidos
Dentro de Europa, se llevaron a cabo estudios de validacion independientes por
COLIPA®" 8 Ademas, el método HET-CAM se incluy6 en el estudio de validacion

CE/HO en todo el mundo™

2.7.3. Las 3 reacciones a determinar en la membrana coriolantoidea

2.7.3.1. Coagulacion

Se denomina como tal al proceso por el cual la sangre pierde liquidez convirtiéndose en
un gel para formar un coagulo. Este proceso potencialmente desemboca en

las hemostasias, es decir, en el cese de la pérdida de sangre desde un vaso dafiado,
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seguida por su reparacion. EI mecanismo de coagulacion involucra la activacion,

adhesion y agregacion plaquetaria, junto con el deposito y maduracion de la fibrina.

2.7.3.2. Lisis

Destruccion de una célula, normalmente por rotura de la membrana celular mediante un
agente especifico o un proceso fisico. Ejemplo, detergentes fuertes u ondas sonoras de
alta energia o por infeccion con una cepa de un virus que puede lisar las células.

Las células son unidades basicas estructurales y funcionales del cuerpo humano. Ellas
contienen diferentes partes, llamadas organulos, que contribuyen a la capacidad de ésta
para funcionar. La energia es proporcionada por las mitocondrias, las proteinas son
sintetizadas en los ribosomas, el ADN esta contenido en el nicleo y asi sucesivamente.
Si un cientifico esta interesado en estudiar un componente particular de uno de estos
orgéanulos, es necesario romper la celda o hacer una lisis, para aislar los organulos de

interés del resto de la célula™.

Lisis de Bacterias: Todas las células tienen una membrana hecha de fosfolipidos con
proteinas embebidas. Las bacterias tienen ademdas una pared celular externa. Los
antibioticos del grupo de las penicilinas alteran o inhiben la sintesis de proteinas de la

pared celular de las bacterias, causando su destruccion o lisis’.

2.7.3.3. Hemorragia

Son desordenes de la coagulacién, son estados de enfermedad que pueden
provocar hemorragias espontaneas, formacion de hematomas o coagulacion obstructiva

(trombosis).

2.7.4. Ventajas y Desventajas de los Ensayos CAM

El método HET-CAM ya se utiliza en la industria genética para identificar el potencial
irritante 0 sustancias ligeramente irritantes como los surfactantes durante las
evaluaciones de seguridad de las formulaciones y/o materias primas. No se utiliza

comunmente para las evaluaciones de riesgo en el sentido de etiquetado y clasificacion,
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ya que aun no ha sido reconocida como una alternativa aceptada para el ensayo in vivo

de Draize™.

La mayoria de los estudios de validacion realizados, mostraron una correlacion (til
entre el método HET-CAM vy el Test de Draize para la evaluacion de las materias
primas, sustancias y productos cosméticos. Esta correlacion in vivo frente a in vitro
reveld resultados similares en el area de las sustancias de ensayo, asi como para

tensoactivos y formulaciones a base de tensoactivos’® ™.

Aunque el HET-CAM se considera que es un método establecido y fiable para
propositos de tamizaje, una limitacion potencial se puede ver en la ausencia de la
posibilidad de evaluar la reversibilidad y/o irreversibilidad de los efectos. La gravedad
de los efectos sera evaluada por el método HET-CAM, mientras que por razones
metodoldgicas de la recuperacion o la persistencia de los efectos esta fuera del alcance
de los diversos protocolos del método HET-CAM utilizados en la actualidad. Por esa
razon, el futuro papel del método HET-CAM puede limitarse a ser sélo un elemento de

una baterfa de las pruebas de irritacién ocular™.

Este ensayo presenta varias ventajas, incluyendo su sencillez, rapidez, sensibilidad,
facilidad de funcionamiento y su bajo costo relativo. La principal desventaja del
procedimiento es la naturaleza subjetiva de la evaluacion de los resultados. Esto se
supera en cierta medida por la inclusion de estandares positivos y mediante el uso de un

esquema integral para eliminar los efectos irritantes de los productos quimicos’®.
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111 PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Métodos: Método HET CAM

El método utilizado para la investigacion es el método del HET-CAM, el cual permite el
estudio de efectos inmediatos que se producen tras el contacto de la sustancia de ensayo
con la membrana corioalantoidea de huevos de gallina Leghorn de 10 dias de
incubacién. La mayoria de estos efectos se deben a modificaciones vasculares, aunque
también se aprecian interacciones con proteinas. El principio de la técnica incluye el
examen macroscopico de los cambios que ocurren en la membrana corioalantoidea

(CAM) como hemorragia, vasoconstriccion y coagulacion.

Por otra parte, el empleo del colorante azul de tripan en este modelo tiene gran utilidad,
por su capacidad de penetrar a través de las membranas lesionadas detectando la

destruccion y desnaturalizacién de estas, permitiendo evaluar la viabilidad celular.®°

3.1.1. Tipo de estudio

Estudio experimental, in vitro, cualitativo y cuantitativo

3.1.2. Materiales y métodos

3.1.2.1 Equipos

e Ovoscopio

e Balanza SARTORIUS BL 50
e Centrifuga

e Espectrofotémetro

e Imcubadora
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3.1.2.2. Materiales

e Probetas de 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL (Pirex)
e Beaker de 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL (Pirex)
e Baguetas de vidrio

e Porta huevos

e Vaso precipitacion 250 mL

e Vaso precipitacion de 100mL

e Gotero 1 mL

e Fiolas 50 mL

e Piceta de agua destilada

e Baguetas

e Pipetal0 mL

e Tubos de ensayo

e Pinzas para tubo de ensayo

e Probeta

3.1.2.3 Muestras, reactivos y solventes

e Huevos de gallina fecundados.

e Cremas de diferentes formulaciones cosméticas con y sin registro sanitario
e 06 cremas con registro sanitario
e 06 cremas sin registro sanitario
e Agua destilada

e Azul de tripan

e Lauril sulfato de sodio 1%

e Hidroxido de sodio 0.1N

e Formamida

e Etanol 96%

e Suero fisiologico

e Propilenglycol
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3.2. Representacion grafica del estudio

METODO CAM (MENBRANA CORIOALANTOIDEA)

METODO CUALITATIVO HET-CAM

Obtener huevo de gallina y acondicionarlos en Ia
incubadora.

Encubar los huevos por 9 dias, en el dia 7 realizar el
examen con el ovoscopio.

Adicionar 2 mL de suero fisioldgico 0.9% durante 5
minutos.

Retirar la capa superficial de la CAM.

Adicionar 2 mL de la solucién de la muestra cosmética
durante 5 minutos.

Evaluar la apariciéon de hemorragia, lisis y coagulacién en
cada huevo con microscopio.

v

METODO CUANTITATIVO CAM TBS

!

Lavar la CAM en agua destilada.

Adicionar azul de tripan 0.1% x 60 segundos.

Lavar la CAM con agua destilada, retirando el colorante
azul de tripan.

Cortar y pesar la CAM.

Lavar la CAM y (eliminar sesgo) y pesar la CAM.

Introducir la CAM en un tubo con 5 mL de formamida.

Figura 2. Esquema de estudio de
Metodologia Leer en el espectrofotdometro a 585 nm y evaluar la

cantidad de colorante absorbido (CA).
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3.3. Obtencién de muestras

Las muestras para la presente investigacion estan constituidas por 60 muestras; 30

cremas con registro sanitario y 30 cremas sin registro sanitario, con 03 repeticiones por

cada una.

Tabla 1. Muestras de formulaciones para contorno de 0jos con y sin registro sanitario.

CREMAS PARA CONTORNO DE OJOS CON Y SIN REGISTRO SANITARIO
QUE SE COMERCIALIZAN EN EL DISTRITO DE LA VICTORIA, LA
PARADA - LIMA.

Cremas con registro sanitario
(Adquiridas en supermercados y

tiendas de la Parada- Lima)

Cremas sin registro sanitario

Lima)

( Adquiridas en tiendas de la Parada -

1 | Crema Portugal Contorno de 0jos

Crema concha de nacar

Crema Barbaria Contorno de o0jos

Crema de sabila

2
3 Crema Cicatricure Contorno de Crema de baba de caracol

Ojos

Crema Nivea Contorno de 0jos Crema Rosa Mosqueta, baba de
4

caracol y Aloe Vera

5 | Crema Contorno de Ojos Ponds

Crema de aloe vera y extracto de

pepino
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Las cremas contorno de ojos fueron adquiridas en el distrito la Victoria - La parada
Lima, se visito los supermercados y tiendas de la parada donde se ubicd las crema con

registro sanitario y las que no cuentan con registro sanitario.

3.3.1 Calculo de tamafio de muestra por crema

En la investigacion realizada se identificaron 8 cremas para contorno de ojos tanto con

registro como sin registro sanitario.

Para calcular el tamafio de la muestra para cada tipo de crema se empled el muestreo

aleatorio simple.

N: es el tamafio de la poblacion o universo (nimero total de posibles encuestados).
Z,: es una constante que depende del nivel de confianza que asignemos

Los valores de Z, més utilizados y sus niveles de confianza son:

Tabla 2. . Los valores de Za. mas utilizados y sus niveles de confianza

Valor de Z, 1.28 1.65 1.69 175 181 1.88 1.96
Nivel de

_ 80% 90% 91% 92% | 93% 94% 95%
confianza
Donde:

E: es el error muestral deseado, en tanto por ciento.

p: proporcién de individuos que poseen en la poblacion la caracteristica de estudio. Este
dato es generalmente desconocido y se suele suponer que p=g=0.5 que es la opcion mas

segura.
g: proporcion de individuos que no poseen esa caracteristica, es decir, es 1-p.

n: tamafo de la muestra (nimero de encuestas que vamos a hacer).
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2 ar
Enf"w;mjr
eX(N—-1)+Z:pg

Datos:

= 1,96
= 8,00
0,95
= 0,05
= 0,10

o o T Z N
I

_ 1.96% x 8 x 0.95x0.05
©0.10% (8—1) + 1.96% x 0.95x0.05

1459808
™= 0252476
n=25

De acuerdo al célculo realizado la cantidad de muestras que se aplico en la investigacion
es de 5 cremas para contorno de 0jos con registro sanitario y 5 cremas para contorno de

0j0s sin registro sanitario.
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3.4. Evaluacion de la irritabilidad ocular en las cremas para contorno de ojos HET-
CAM cualitativo.

3.4.1. Incubacion de los huevos de la gallina
Los huevos de gallina fecundados fueron encubados en el equipo del laboratorio de la
facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Norbert Wiener (UNW).
Colocar los huevos sobre las bandejas de la incubadora y someter a una temperatura de
37,5° C y durante 9 dias, girarlos durante 7 dias para evitar que el embridn se adhiera a

un lado del huevo.

Figura 3. Incubadora utilizada para la conservacién de huevos.

3.4.2. Verificacién del crecimiento del embrién

Se realiz6 el seguimiento con el Ovoscopio que permite ver la formacién del embrion.

Figura 4. Presencia del embrién.

3.4.3. Preparacion de la CAM

Para este e ensayo se utilizaron huevos fecundados de gallinas incubados por 9 dias.
Con ayuda de tijeras y pinzas, se realiz6 un orificio por la zona de camara de aire,
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dejando expuesta la membrana corioalantoidea (los huevos con la membrana
corioalantoidea lesionada no fueron aceptados). Se adiciona 2 mL de suero fisioldgico
para humedecer la capa blanquecina que cubre la membrana corioalantoidea durante 5
minutos. Luego se retiro con mucho cuidado la capa blanquecina después de humedecerlo

con la solucidn salina.

Figura 5. Huevos para la preparacion de la CAM

Figura 6. Preparacién de la CAM. En la imagen a)Muestra la preparacion de la
membrana primero se recorta la cascara de huevo. b)Se retira la primera membrana
blanquecina c)Se expondréa la CAM.
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3.4.4. Exposicion de la membrana a los controles y formulaciones cosméticas

Se aplicé 0,3 mL de los controles blanco y solventes a la membrana con 03
repeticiones muy aparte se prepararon las soluciones de cada una de las formulaciones
cosmeéticas al 2% (p/v) en solucidn salina fisiologica y se agregé 0,3 mL a la membrana
carioalantoidea ya expuesta, con 03 repeticiones por cada muestra problema, se realizo
la observacion de la membrana para valorar la posible aparicion de los siguientes
fendmenos como hemorragia, lisis y coagulacion, se anotd el tiempo de aparicién en
segundos durante un tiempo maximo de observacion de 5 min o aproximadamente 300
segundos trascurrido ese tiempo se retird el exceso del producto lavando con agua

destilada.

Figura 7. Adicionar 0.3 mL de la solucién de
la solucion al 2%.

Figura 8. Reposo en la membrana
corioalantoidea de la solucion de la crema.
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Una vez tomado el tiempo se realiza la siguiente ecuacion:
Donde:

- I.I. = Indice de irritacion

- TH = Tiempo de aparicion de hemorragia
- TL = Tiempo de aparicion de lisis

- TC = Tiempo de aparicion de coagulacion

Una vez obtenido los indices de irritacion de las cremas y de los controles positivos,

solventes y blanco se compara con la tabla 2 para determinar si el extracto es irritante.

Tabla 3. Clasificacién para determinar la irritabilidad del producto, mediante el método

HET- CAM
1O Clasificacion
De0ao0,9 No irritante
Dela49 Ligeramente irritante
De5a8)9 Irritante
De9a?l Muy irritante

Fuente: Liepke N. Hen’s egg chorioallantoic membrane test
for irritation potential. Foodand Chemical Toxicology. 1985
[38]

3.5. Método de la membrana corioalantoidea mediante tincion con azul de tripan
(CAM-TBYS)
Para el método CAM-TBS se guio del (INVITTOX, protocolo N° 108)
Una vez concluida la observacion de la membrana corioalantoidea y registrado los

signos descritos anteriormente, se procede de la siguiente manera:
La membrana se lava con agua destilada y se depositan 0,5 mL de la solucién de azul de

tripan al 0,1% en (PBS), dejandola actuar durante 1 min. Después del tiempo, la

membrana se lavo con agua destilada, se cortd y se colocd en una capsula petri con
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agua destilada para eliminar el exceso del colorante, luego se pesa en una balanza
analitica para eliminar el sesgo de la diferencia en el tamafio de cada muestra.
Posteriormente se introduce en un tubo de plastico con 3 mL de formamida para
arrastrar el colorante fijado del tejido, cuando la formamida extrajo todo el colorante, se
descartd la membrana y se realizé la lectura de la absorbancia de las muestras.
La determinacion del potencial irritante de la sustancia de ensayo se realiza segun la

ecuacion:

Donde:

CA = b X 5/1000 x 10 ® nmoles

- CA= Cantidad de colorante absorbido

- b = Concentracion de colorante (obtenido por ploteo de la curva patrén)/mg de
membrana

La comparacion se realiza entre los embriones tratados con las sustancias de ensayo y
los controles positivo y negativo.

Con el dato obtenido se determina la clasificacion de irritacion,

Tabla 4. Clasificacién para determinar la irritabilidad del producto, mediante método

CAM-TBS
CANTIDAD DE COLORANTE ;
CATEGORIA
ABSOREBIDO
= 0,100 nmoles/mg NO IRRITANTE
0,100 — 0,150 nmoles/mg IRRITANTE MODERADO
=0,150 nmoles/mg IRRITANTE SEVERO

Fuente: Garcia L.; Gleiby M.; Montes de Oca N.; Hidalgo L. Estudio de irritacion ocular y dérmica de
Pochonia chlamydosporia var. Catenulata. Rev. Toxicol. 2004. [117]
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IV. RESULTADOS

4.1. Resultados método HET-CAM de indicadores — controles positivos, blanco y
solventes

Figura 9. a) Evaluacion del efecto del suero fisiolégico se observa que no presenta dafio
alguno, b) Evaluacion del efecto del Hidroxido de sodio 0.1 N en la CAM, presenta lisis,
coagulacion y hemorragia.

.

Figura 10. a) Evaluacion del efecto del etanol se observa que presenta dafio lisis,
coagulacion y hemorragia, b) Evaluacion del efecto del Lauril sulfato de sodio 1% en la
CAM, presenta lisis, coagulacion y hemorragia.
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Tabla 5. Datos obtenidos de los controles del método HET- CAM — Controles

N° |CONTROL | TIPODE | N TIEMPO DE
REACCION
CONTROL | evo | (SEGUNDOS)

H* L* C*

01 Suero Blanco 01 301 | 301 301
Fisiologico 02 301 | 301 | 301
03 301 | 301 301

02 Lauril Sulfato Control 01 301 | 130 | 140
de sodio Positivo 1 02 301 | 130 | 140

03 301 | 130 140

03 Hidrdxido de Control 01 128 | 120 | 180
sodio PosItivO 2151128 | 120 | 180

03 128 | 120 180

04 Etanol Solvente 1 01 301 | 210 | 240

02 301 | 210 240
03 301 | 210 240
05 Propilenglicol | Solvente 2 01 301 | 261 | 275
02 301 | 261 275
.03 301 | 261 275

Donde:
H*: Hemorragia
L*: Lisis

C*: Coagulacion
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Tabla 6.

cualitativo— Controles

Resultados obtenidos de

los controles del método HET- CAM

Ne° CONTROL INDICE DE INDICE DE CLASIFICACION
IRRITACION | IRRITACION
PROMEDIO
0.00
01 Suero 0.00 0.00 No Irritante
Fisioldgico
0.00
8.82
02 | Lauril Sulfato de 8.82 8.82 Irritante Moderado
sodio
8.82
10.73
03 Hidréxido de 10.73 10.73 Irritante Severo
sodio
10.73
3.95
04 Etanol 3.95 3.95 Irritante Leve
3.95
1.71
05 Propilenglicol 1.71 1.71 Irritante Leve
1.71
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4.2. Resultados del HET-CAM cualitativo en cremas contorno de 0jos con y sin
registro sanitario

Figura 11. a) Evaluacion del efecto de la Crema Portugal Q10 contorno de 0jos se
observa que presenta lisis, b) Evaluacién del efecto de la Crema Cicatricure
contorno de ojos en la CAM presenta lisis en poco tiempo.

Figura 12. a) Evaluacion del efecto de la Crema Barbaria contorno de ojos se observa
gue presenta lisis. b) Evaluacion del efecto de la Crema Nivea Q10 contorno de o0jos en la
CAM, presenta lisis. ¢) Evaluacion del efecto de la Crema contorno de ojos Ponds se
observa que presenta lisis en poco tiempo.
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Figura 13 . a) Evaluacion del efecto de la Crema Concha de Né&car se observa
que presenta dafio lisis, coagulacién y hemorragia. b) Evaluacion del efecto de
la Crema de Sabila en la CAM, presenta lisis, coagulacion y hemorragia

Figura 14. a) Evaluacion del efecto de la Crema de Baba de caracol se observa que
presenta dafio lisis, coagulacion y hemorragia, b) Evaluacion del efecto de la Crema
Rosa Mosqueta, Baba de caracol y Aloe vera en la CAM, presenta lisis, coagulacion
y hemorragia. c) Evaluacion del efecto de la Crema de Aloe vera y Extracto de
Pepino. Se observa que presenta dafio lisis, mayor coagulacion y hemorragia
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Tabla 7. Resultados obtenidos del método HET- CAM cualitativo en cremas
contorno de 0jos con registro sanitario

CON N° DE INDICE DE 4 3
No | IRRITACION | | ASIFICACION
REGISTRO | MUESTRA | IRRITACION
SANITARIO PROMEDIO
0.86
M1 0.89 o
0.86 No irritante
0.84
0.82
M2 0.77 No irritante
0.79
0.77
0.89
M3 0.75 No irritante
01 Crema 0.82
0.82
Portugal
0.84
M4 0.86 No irritante
0.84
0.82
0.79
M5 0.82 0.82 No irritante
0.84
0.82
M6 0.86 No irritante
0.84
0.84
1.07 )
M1 G Ligeramente
' 1.03 Irritante
0.96
0.98 )
Ligeramente
02 Crema M2 0.96 1.01 )
. ' Irritante
Barbaria 1.10
M3 1.12 1.10 Ligeramente
1.07 Irritante
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1.10
1.14 )
M4 110 Ligeramente
' 110 Irritante
1.07
1.07 )
Ligeramente
M5 1.07 )
1.06 Irritante
1.05
1.10 )
M6 To7 Ligeramente
' 1.07 Irritante
1.05
0.75
M1 0.68 0.69 No irritante
0.65
0.70
M2 0.75 0.72 No irritante
0.72
0.63
M3 0.65 0.67 No irritante
0.72
0.00
03 Crema M4 0.65 0.22 No irritante
Cicatricure 0.00
0.00
M5 0.00 0.21 No irritante
0.63
0.00
M6 0.00 0.00 No irritante
0.00
1.05 )
M1 100 Ligeramente
' 1.00 Irritante
0.98
M2 1.07 Ligeramente
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1.10 1.10 Irritante
1.12
04 Crema 1.03
Nivea M3 E Ligeramente
' 1.02 Irritante
1.00
0.98 )
M4 100 Ligeramente
' 1.00 Irritante
1.03
1.05 )
M5 100 Ligeramente
' 1.04 Irritante
1.07
1.03 )
M6 103 Ligeramente
' 1.02 Irritante
1.00
0.98 )
M1 100 Ligeramente
' 1.00 Irritante
1.03
1.05 )
Ligeramente
M2 1.00 )
1.04 Irritante
1.07
1.03 )
M3 103 Ligeramente
' 1.03 Irritante
1.03
05| Crema 1.07 ¥
igeramente
Ponds M4 - 1.0 Irritante
1.00
1.03
Ligeramente
M5
103 1.04 Irritante
1.05
1.03
M6 1.00 Loo Ligeramente
: Irritante
1.03
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Tabla 8. Resumen de resultados obtenidos del método HET- CAM cualitativo
en cremas contorno de 0jos con registro sanitario

MUESTRAS CON INDICE DE

Ne° REGISTRO IRRITACION CLASIFICACION
SANITARIO PROMEDIO

01 Crema Portugal 0.83 No irritante
02 Crema Barbaria 1.06 Ligeramente Irritante
03 | Crema Cicatricure 0.42 No irritante
04 Crema Nivea 1.03 Ligeramente Irritante
05 Crema Ponds 1.03 Ligeramente Irritante

Tabla 9. Resultados obtenidos del método HET- CAM cualitativo en cremas
contorno de 0jos sin registro sanitario

MUESTRA ;
B INDICE DE
SIN N° DE INDICE DE } .
No° . IRRITACION | CLASIFICACION
REGISTRO | MUESTRA | IRRITACION
PROMEDIO
SANITARIO
6.15
M1 6.11 6.17 _
Irritante
6.25
6.28
M2 6.18 6.20 Irritante
Crema
01 6.13
concha de
) 6.18
nacar )
M3 6.18 6.16 Irritante
6.13
6.25
M4 6.20 6.22 Irritante
6.21
M5 6.22 6.24 Irritante

47



L\ /a2

Universidad
Norbert Wiener

6.26

6.25

M6

6.25

6.25

6.25

6.25

Irritante

02

Crema de
Sabila

M1

6.74

6.73

6.77

6.75

Irritante

M2

6.64

6.66

6.57

6.62

Irritante

M3

6.68

6.68

6.64

6.67

Irritante

M4

6.85

6.71

6.64

6.73

Irritante

MS

6.79

6.74

6.67

6.73

Irritante

M6

6.84

6.72

6.67

6.74

Irritante

03

Crema Baba

de Caracol

M1

7.22

7.31

7.42

7.32

Irritante

M2

7.34

7.31

1.22

7.29

Irritante

M3

7.31

7.53

7.47

7.44

Irritante
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M4

7.35

7.34

7.30

7.33

Irritante

M5

147

7.50

7.38

7.45

Irritante

M6

7.42

7.50

7.38

7.43

Irritante

04

Crema Rosa
Mosqueta,
baba de
caracol y
Aloe Vera

M1

6.82

6.93

6.80

6.85

Irritante

M2

7.17

6.90

7.10

7.06

Irritante

M3

6.80

7.02

6.94

6.92

Irritante

M4

6.80

7.02

6.94

6.92

Irritante

M5

6.86

6.69

6.62

6.72

Irritante

M6

6.82

6.93

6.80

6.85

Irritante

M1

6.80

6.93

6.80

6.84

Irritante

M2

7.06

6.90

7.02

Irritante
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05

7.10

Crema Aloe

veray M3
extracto de

6.78

6.96

6.94

6.89

Irritante

pepino

M4

6.80

6.96

6.92

6.89

Irritante

M5

6.80

6.99

6.96

6.92

Irritante

M6

6.80

7.08

6.99

6.96

Irritante

Tabla 10. Resumen de resultados obtenidos del método HET- CAM cualitativo en
cremas contorno de 0jos sin registro sanitario

MUESTRAS SIN INDICE DE
NP REGISTRO IRRITACION CLASIFICACION
SANITARIO PROMEDIO
01 | Crema concha de nacar 6.21 Irritante
02 Crema de Sabila 6.71 Irritante
03 | Crema Baba de Caracol 7.38 Irritante
Crema Rosa Mosqueta,
04 | baba de caracol y Aloe 6.89 Irritante
Vera
05 Crema Aloe ver_a y 6.93 Irritante
extracto de pepino
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4.3. Método de la CAM mediante tincion con azul de tripan (CAM-TBS)

ABSORVANCIA

ABSORBANCIA

1,800
1,600
1,400

1,200

1,000 y=31712x+0,023

R?=0,9993
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006
CONCENTRACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPAN

® PROMEDIO DE ABSORBANCIA

Lineal (PROMEDIO DE ABSORBANCIA)

Gréfico 1. Curva de calibracién del colorante azul de tripan en formamida

Tabla 11. Curva de calibracion del colorante azul de tripan en formamida

, PROMEDIO DE
CONCENTRACION ABSORBANCIAS
ABSORBANCIA
0,00005 1,590 1,591 1,590 1,590
0,00003 1,002 1,001 1,002 1,002
0,00001 0,350 0,351 0,351 0,351
0,000001 0,045 0,046 0,046 0,046
0,0000001 0,015 0,016 0,016 0,016
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4.4. Resultados método CAM- TBS de indicadores y controles.

Tabla 12. Datos obtenidos del método CAM-TBS de los controles del estudio.

PESO
TIPO DE LONGITUD | ABSORBANCIA
CONTROL | oNTROL MEME’ISANA DE ONDA (nm)
Suero
Blanco 261.00 mg 580 nm 0,032
Fisioldgico 01
Suero
Blanco 260.10 mg 580 nm 0,031
Fisioldgico 02
Suero
Blanco 260.10 mg 580 nm 0,032
Fisioldgico 03
Lauril Sulfato de Control
441.20 mg 580 nm 0411
sodio 01 Positivo 1
Lauril Sulfato de Control
401.40 mg 580 nm 0,356
sodio 02 Positivo 1
Lauril Sulfato de Control
412.00 mg 580 nm 0,345
sodio 03 Positivo 1
Hidroxido de Control 354.20 mg 580 nm 0,625
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sodio 01 Positivo 2
Hidréxido de Control
350.10 mg 580 nm 0,524
sodio 02 Positivo 2
Hidroxido de Control
352.10 mg 580 nm 0,524
sodio 03 Positivo 2
Etanol 01 Solvente 1 340.10 mg 580 nm 0,42
Etanol 02 Solvente 1 450.40 mg 580 nm 0,344
Etanol 03 Solvente 1 440.80 mg 580 nm 0,351
Propilenglicol 01 Solvente 2 362.20 mg 580 nm 0,291
Propilenglicol 02 Solvente 2 372.60 mg 580 nm 0,298
Propilenglicol 03 Solvente 2 372.60 mg 580 nm 0,289
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Tabla 13. Resultados obtenidos del método CAM-TBS de los controles del estudio.

TIPO DE CONCENTRACION CANTIDAD
CONTROL CLASIFICA
CONTROL COLORANTE DE CION
Moles/mg COLORANTE
Suero Fisioldgico o o
o1 Blanco 1,0874 x 10 0,0054 No irritante
Suero Fisiolégico 10 o
0 Blanco 9,6655 x 10 0,0048 No irritante
Suero Fisiologico o o
03 Blanco 1,0874 x 10 0,0054 No irritante
Lauril Sulfato de Control 27731 x 10° 01387 Irritante
b X b
sodio 01 Positivo 1 Moderado
Lauril Sulfato de Control 2616 x 10° 0.1308 Irritante
) X b
sodio 02 Positivo 1 Moderado
Lauril Sulfato de Control 5 2645 x 10° 01232 Irritante
L X H
sodio 03 Positivo 1 Moderado
Hidroxido de Control 6 o
dio 01 Positiva 2 5,3595 x 107 0,2680 Muy irritante
sodio ositivo
Hidroxido de Control
o 02 bositive 2 45125 x 10°® 0,2256 Muy irritante
sodio ositivo
Hidroxido de Control o o
dio 03 Positiva 2 4,4869 x 10° 0,2243 Muy irritante
sodio ositivo
Irritante
Etanol 01 Solvente 1 28446 x 10°8 0,1422 Moderado
Irritante
Etanol 02 Solvente 1 2,2474 x 10°® 0,1124
Moderado
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" Irritante
Etanol 03 Solvente 1 2,3464 x 10 0,1173
Moderado
_ ) " Irritante
Propilenglicol 01 | Solvente 2 2,3333 x 10 0,1167
Moderado
_ ) . Irritante
Propilenglicol 02 | Solvente 2 2,3274 x 10 0,1164
Moderado
_ ) " Irritante
Propilenglicol 03 | Solvente 2 2,2512 x 10 0,1126
Moderado

Tabla 14. Resumen Resultados obtenidos del método CAM-TBS de los controles del

estudio.
PROMEDIO
CONTROL TIPO DE CLASIFICA
CONTROL CANTIDAD DE CION
COLORANTE
Suero Fisioldgico Blanco 0,0052 + 0,0003 | No irritante
Lauril Sulfato de N Irritante
) Control Positivo | 0,1309 + 0,0078
sodio Moderado
Hidroxido de sodio | Control Positivo | 0,2393 +0,0249 | Muy irritante
Irritante
Etanol Solvente 0,1240 + 0,0160
Moderado
: . Irritante
Propilenglicol Solvente 0,1152 + 0,0023
Moderado
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4.5. Resultados del (CAM-TBS) cuantitativo en cremas contorno de 0jos cony sin
registro sanitario

Tabla 15. Resultados Finales obtenidos del método CAM-TBS de las cremas
para contorno de 0jos sin registro sanitario.

MUESTRAS SIN PROMEDIO
REGISTRO CANTIDAD DE | CLASIFICACION
SANITARIO COLORANTE
Crema concha de o
. 0,5111 £ 0.0393 Muy irritante
nacar
Crema de Sabila 0.3478 £ 0.0018 Muy irritante
Crema Baba de o
0.2975 + 0.0059 Muy irritante
Caracol
Crema aloe vera 0.1068 + 0.0029 Irritante Moderado
Crema rosa Irritante Moderado

mosqueta, baba de 0.1158 + 0.0027

caracol y aloe vera
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Tabla 16. Resultados Finales obtenidos del método CAM-TBS de las cremas para

contorno de 0jos con registro sanitario.

MUESTRAS SIN

PROMEDIO
REGISTRO CANTIDAD DE CLASIFICACION

SANITARIO COLORANTE
Crema Portugal 0.0628 = 0.0037 No irritante
Crema Barbaria 0.0333 + 0.0006 No irritante
Crema Cicatricure 0.0843 + 0.0033 No irritante
Crema Nivea 0.0344 + 0.0007 No irritante
Crema Pond’s 0.0327 + 0.0005 No irritante
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4.6.

Comparativa de resultados HET CAM y CAM -TBS de controles y cremas

contorno de 0jos con y sin registro sanitario.

Tabla 17. Comparativa de resultados HET CAM y CAM-TBS en controles Positivos,

blanco y solventes.

COMPARATIVA DE RESULTADOS HET CAM Y CAM-TBS EN
CONTROLES POSITIVOS, BLANCO Y SOLVENTES

N° | MUESTRA HET CAM CAM- TBS
1 | Suero fisiolégico NO IRRITANTE NO IRRITANTE
2 | Lauril sulfato de IRRITANTE IRRITANTE
sodio 1% MODERADO MODERADO
3 | Hidrdxido de sodio IRRITANTE MUY IRRITANTE
0.1IN SEVERO
4 | Etanol IRRITANTE IRRITANTE
LEVE MODERADO
5 | Propilenglicol IRRITANTE IRRITANTE
LEVE MODERADO
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Tabla 18. Comparativa de resultados HET CAM y CAM-TBS de cremas para contorno de 0jos con y sin registro sanitario

COMPARATIVA DE RESULTADOS HET CAM Y CAM-TBS EN CREMAS PARA CONTORNO DE OJOS CON Y SIN REGISTRO

SANITARIO
CREMAS CON REGISTRO SANITARIO CREMAS SIN REGISTRO SANITARIO
Ne Muestra HET CAM CAM- TBS Ne Muestra HET CAM CAM- TBS
1 | Crema Portugal Q10 NO IRRITANTE NO 1 Crema Concha de Néacar IRRITANTE MUY
contorno de 0jos IRRITANTE IRRITANTE
2 | Crema Barbaria contorno | LIGERAMENTE NO 2 | Crema de Sabila IRRITANTE MUY
de ojos IRRITANTE IRRITANTE IRRITANTE
3 | Crema Cicatricure NO IRRITANTE NO 3 | Crema de Baba de IRRITANTE MUY
contorno de 0jos IRRITANTE caracol IRRITANTE
4 | Crema Nivea Q10 LIGERAMENTE NO 4 | Crema Rosa Mosqueta, IRRITANTE IRRITANTE
contorno de 0jos IRRITANTE IRRITANTE Baba de caracol y Aloe MODERADO
vera
5 | Crema contorno de ojos | LIGERAMENTE NO 5 | Crema de Aloe veray IRRITANTE IRRITANTE
Ponds IRRITANTE IRRITANTE Extracto de Pepino MODERADO
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V DISCUSION

En la presente investigacion se tuvo como objetivo principal el determinar el
indice de irritabilidad ocular in vitro mediante los métodos HET-CAM
cualitativo y HET-CAM cuantitativo (CAM-TBS) en cremas cosmeéticas
(contorno de 0jos) con registro sanitario y sin registro sanitario. Este objetivo
se logré con éxito obteniendo los resultados tanto por el método cualitativo
como cuantitativo, lo cual permitio realizar el andlisis respectivo en las
cremas cosmeticas analizadas.

En el desarrollo del método se empled como patrones para los anélisis, un
tensoactivo como el Lauril sulfato de sodio, una base alcalina, que fue el

hidroxido de sodio y etanol.

El objetivo especifico de comparar el nivel de irritabilidad ocular entre
cremas con registro sanitario y sin registro sanitario se cumplié al 100%, ya
que, a la culminacién de los procedimientos y analisis de la investigacion,
basados en el método HET CAM cualitativo, se logré diferenciar claramente
los resultados y comparar el nivel de irritabilidad entre cremas con registro
sanitario y sin registro sanitario. VVéase la tabla N° 8 en comparacion con los

resultados obtenidos de la tabla N°10.

El analisis de los resultados fue basado en el método HET CAM cualitativo y
en el método HET CAM (CAMS-TBS) cuantitativo mostrando este ultimo
los datos mas precisos al ser un método instrumental en el que se emplea el

espectrofotometro de luz UV. Véase latabla N° 15y 16.

Luego del andlisis de los resultados, basados en el método HET CAM
(CAM-TBS) se obtuvo como resultado que las cremas con registro sanitario
que no presentan irritabilidad considerable para el contorno de los ojos, tal

como se muestra en la tabla N° 16.
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Sin embargo, las cremas sin registro sanitario presentan una irritabilidad muy
elevada tal como se muestra en la tabla N° 15.
Sin embargo, las cremas sin registro sanitario presentan una irritabilidad muy

elevada en ambos métodos tal como se muestra en la tabla N° 18.

Respecto al objetivo de determinar cualitativamente la proporcion del dafio en
el tejido ya sea lisis, hemorragia o coagulacion, se puede afirmar que fue
logrado ya que se pudo determinar el dafio producido en el tejido del contorno
de ojos, que producen las cremas con registro sanitario y sin registro sanitario
que este Ultimo presenta la mayor lesion lo que demuestra que son mas
irritantes en comparacién con las cremas registradas. empleando como

muestra los huevos de gallina en estado de incubacién.

El objetivo de determinar la cantidad de tincidén de azul de tripan adsorbido
del tejido dafiado en el andlisis cuantitativo fue logrado con éxito empleando
para ello el procedimiento establecido en el protocolo internacional
INVITOX N° 108. En el procedimiento se prepard la muestra, que fueron los
huevos de gallina en estado de incubacidn, y se analizé a partir de la curva de
calibracién, elaborada con los estandares a diferentes concentraciones, para
posteriormente interpolar los datos obtenidos y calcular la cantidad de azul de
tripan absorbido. Véase grafico N° 01 y Tabla N° 11.Con los resultados se
determind la cantidad de azul de tripan absorbido en cada muestra de la crema
con y sin registro sanitario, mediante los datos de absorbancia obtenidos en
los analisis y basandose en la Tabla N° 04. Clasificacion para determinar la
irritabilidad del producto, mediante método CAM-TBS.
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VI CONCLUSIONES

Se determiné el indice de irritabilidad ocular in vitro mediante los métodos
HET-CAM cualitativo y HET-CAM cuantitativo (CAM-TBS) en cremas
cosmeticas (contorno de 0jos) con registro sanitario y sin registro sanitario,
observando las alteraciones de lisis, hemorragia y coagulacion producidas en las
muestras de huevos de gallina en periodo de incubacion y determinando la

cantidad de colorante de azul de tripan absorbido.

Se comparo el nivel de irritabilidad ocular entre cremas con registro sanitario y
sin registro sanitario, obteniendo como resultado, luego de andlisis realizado,
que las cremas sin registro sanitario son altamente irritantes para el contorno de
ojos de las personas que lo utilicen, mientras que las cremas con registro
sanitario tienen una irritabilidad baja y no representa un gran riesgo para las
personas. Véase tabla N° 8 y N° 10 muestran los resultados del HET-CAM 'y
Tablas N °15 y 16 muestras los resultados finales de CAM- TBS.

Se determiné cualitativamente y cuantitativamente la proporcion de dafio en el
tejido corioalantoidea del huevo de gallina en estado de incubacion que
estuvieron al expuestas a la solucion de las formulaciones cosméticas, lo cual se
determiné que de todas las cremas analizadas con registro sanitario en HET-
CAM la crema Portugal Q10 contrno de ojos y la crema contorno de o0jos
Cicatricure  son no irritantes en comparacion con las demas obtuvieron

resultados de irritante leve. VVéase tabla N° 18

Se determino la cantidad de tincion de azul de tripan adsorbido por el tejido
corioalantoidea del huevo de gallina dafiado, en el analisis cuantitativo, lo que
confirmo de que en todas las cremas analizadas con registro sanitario dieron
resultado no irritantes véase tabla la tabla N° 18 de acuerdo con la clasificacion
de irritabilidad de la tabla N° 04 ,Sin embargo en las cremas sin registro

sanitario Crema Concha de Nacar, Crema de Sabila, Crema de Baba de caracol
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obtuvieron como resultados muy irritante de acuerdo a la clasificacion de
irritabilidad de la tabla N° 04.,en comparacion con las cremas Rosa Mosqueta,
Baba de caracol y Aloe vera y Crema de Aloe vera y Extracto de Pepino que
son irritante moderado vease la tabla N°18.

VIl RECOMENDACIONES

e Tal como se detalla en la presente investigacion, diversos estudios han sefialado
la alta correlacion entre los resultados alcanzados entre el método alternativo
HET-CAM cualitativo, el método HET-CAM cuantitativo (CAM -TBS) vy las
pruebas in vivo, por el método de Draize. Por lo que se recomienda innovar y
disponer de métodos nuevos y cientificamente mas avanzados para una mayor
relevancia que los procedimientos actuales basados en animales y a si poner en
practica una nueva toxicologia reguladora si se quiere buscar la proteccién de

los seres humanos y el medio ambiente.

e Se recomienda continuar con los estudios de irritabilidad con los principios
activos, excipientes, extractos que forman parte de las formulaciones cosméticas
asi como también los productos terminados, dermocosméticos, dermatolégicos,

capilares y diversos tratamientos que concierne al contacto con la piel.

o El area de toxicologia reguladora es una area fascinante, la negativa de ciertos
sectores a la utilizacion de animales de experimentacion pone en manifiesto la
existencia de cuestiones éticas y sociales relacionado con la investigacion
cientifica logicamente, la mayor presion social en lo que se refiere a la oposicion
al uso de animales que se produce cuando se trata de ensayar cosméticos debido
a que no se consideran productos absolutamente necesarios para la salud
humana, lo cual se recomienda que se tome la debida importancia a la linea
cosmética porque tiene contacto con la piel y asu ves ingresa al organismo

como prueba de ello son las reacciones que refieren y se comprueban en la
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presente tesis con cremas cosméticas contorno de 0jos con registro sanitario y
sin registro sanitario.

Se recomienda impulsar al sector salud en la promocién y prevencion para
brindar informacion a la comunidad de la importancia de adquirir productos
cosméticos con registro sanitario normalizados por DIGEMID brindando
garantia de una buena salud y calidad de vida asi evitamos intoxicaciones y
reacciones desfavorables al usar una crema cosmeética que no cumpla su funcion

y muy al contrario atente con vida humana.

A la culminacion del presente trabajo se recomienda que se note la debida
importancia del rol del profesional Quimico Farmacéutico que mediante la rama
de la toxicologia es el Unico y responsable de verificar, analizar y estudiar los
efectos de los productos tdxicos o venenosos sobre el organismo para que se
rijan mediante la normativa de DIGEMID y se brinde la comercializacién de

productos de calidad.
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ANEXOS

ANEXO 1. Resultados obtenidos por el nimero de muestras del método HET-CAM
cualitativo de cremas con y sin registro.

Tabla 19. Datos obtenidos de muestras con Registro Sanitario - Cualitativo

MUESTRAS NO NE TIEMPO DE
CON REACCION
MUESTRA | HUEVO
REGISTRO
(SEGUNDOS)
SANITARIO
H* L* [ C*
01 301 264 | 301
M1 02 301 263 | 301
03 301 265 | 301
01 301 266 | 301
M2 02 301 268 | 301
Crema 03 301 268 | 301
Portugal
01 301 263 | 301
M3 02 301 269 | 301
02 301 266 | 301
01 301 265 | 301
M4 02 | 301 | 264 | 301
03 301 266 | 301
01 301 267 | 301
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M5 02 301 266 | 301
03 301 265 | 301

01 301 266 | 301

Mo 02 301 264 | 301
03 301 265 | 301

01 301 255 | 301

M1 02 301 256 | 301
03 301 260 | 301

01 301 259 | 301

Crema M2 02 301 260 | 301

Barbaria

03 301 254 | 301

01 301 253 | 301

M3 02 301 255 | 301
03 301 254 | 301

01 301 252 | 301

M4 02 301 254 | 301
03 301 255 | 301

01 301 255 | 301

M5 02 301 255 | 301
03 301 256 | 301

01 301 254 | 301
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M6 02 301 255 | 301

03 301 256 | 301

01 301 269 | 301

02 301 272 | 301

M1 03 301 273 | 301

Crema 01 301 271 | 301
Cicatricure

M2 02 301 269 | 301

03 301 270 | 301

01 301 274 | 301

M3 02 301 273 | 301

03 301 270 | 301

01 301 301 | 301

M4 02 301 273 | 301

03 301 301 | 301

01 301 301 | 301

M5 02 301 301 | 301

03 301 274 | 301

01 301 301 | 301

M6 02 301 301 | 301

03 301 301 | 301

01 301 256 | 301
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M1 02 301 258 | 301
03 301 259 | 301

01 301 255 | 301

M2 02 301 254 | 301

03 301 253 | 301

01 301 257 | 301

Crema Nivea M3 02 301 257 | 301
03 301 258 | 301

01 301 259 | 301

M4 02 301 258 | 301

03 301 257 | 301

01 301 256 | 301

M5 02 301 258 | 301

03 301 255 | 301

01 301 257 | 301

M6 02 301 257 | 301

03 301 258 | 301

01 301 259 | 301

M1 02 301 258 | 301

Crema Ponds 03 301 257 | 301
01 301 256 | 301

M2 02 301 258 | 301
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03 301 255 | 301
01 301 257 | 301
02 301 257 | 301
M3 03 301 257 | 301
01 301 255 | 301
02 301 257 | 301
M4 03 301 258 | 301
01 301 257 | 301
M5 02 301 257 | 301
03 301 256 | 301
01 301 257 | 301
M6 02 301 258 | 301
03 301 257 | 301
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Tabla 20. Datos obtenidos de muestras sin Registro Sanitario - Cualitativo

MUESTRAS No No TIEMPO DE
SIN REACCION
MUESTRA HUEVO
REGISTRO
(SEGUNDOS)
SANITARIO
H* L* C*

01 214 | 210 | 215

M1
02 214 | 212 | 215
03 212 | 211 | 212
01 212 | 210 | 212
M2 02 214 | 210 | 214
03 214 | 211 | 215

Crema
01 213 | 211 | 214
concha de

nacar 02 213 | 212 | 213

M3
03 214 | 211 | 215
01 211 | 213 | 211
M4 02 211 | 214 | 212
03 211 | 213 | 212
01 212 | 211 | 213
02 211 | 210 | 213
M5 03 212 | 210 | 213
01 212 | 211 | 213
02 211 | 210 | 213
M6 03 211 | 209 | 213
01 204 | 201 | 208
M1 02 205 | 202 | 207
03 206 | 201 | 206
01 206 | 205 | 207
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M2 02 206 | 203 [ 208
03 206 | 204 | 209

01 206 | 201 | 209

M3 02 205 | 204 | 207

03 206 | 204 | 208

Crema de 01 203 | 201 | 205
Sabila 02 206 | 201 | 208
M4 03 207 | 203 | 208

01 203 | 202 | 206

02 204 | 201 | 208

M5 03 206 | 204 | 207

01 203 | 200 | 206

02 204 | 202 | 208

M6 03 206 | 204 | 207

01 198 | 195 | 200

02 196 | 194 | 199

M1 03 195 | 191 | 198

01 196 | 195 | 197

02 197 | 193 | 199

Mz 03 197 | 193 | 198

01 197 | 193 | 199

02 191 | 193 | 195

M3 03 194 | 191 | 197

Crema Baba 01 195 | 193 | 199
de Caracol 02 196 | 194 | 198
M4 03 197 | 195 | 198

01 194 | 191 | 197

02 192 | 191 | 197

M5 02 195 | 193 | 198

01 194 | 193 | 197
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02 192 | 191 | 197

M6 03 195 | 193 | 198

01 204 | 201 | 206

02 200 | 194 | 209

M1 03 210 | 193 | 206

01 204 | 200 | 206

02 203 | 195 | 207

M2 03 204 | 201 | 206

01 200 | 193 | 202

Crema Rosa M3 02 203 | 200 | 204
Mosqueta, 03 197 | 193 | 206
baba de 01 204 | 201 | 206
caracol y M4 02 201 | 195 | 205
Aloe Vera 03 203 | 197 | 205
01 204 | 201 | 206

05 02 201 | 195 | 205

03 203 | 197 | 205

01 202 | 200 | 206

M6 02 202 | 206 | 207

03 207 | 204 | 208

01 204 | 201 | 206

M1 02 203 | 195 | 207

Crema Aloe 03 204 | 201 | 206
veray 01 200 | 198 | 202
extracto de M2 02 203 | 200 | 204
pepino 03 197 | 193 | 206
01 204 | 202 | 206

M3 02 203 | 196 | 205

03 201 | 201 | 203

01 204 | 201 | 206

M4 02 201 | 196 | 205
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03 201 | 202 | 203
01 204 | 201 | 206
M5 02 203 | 196 | 204
03 201 | 200 | 203
01 204 | 201 | 206
M6 02 203 | 196 | 201
03 201 | 199 | 203

ANEXO 2. Resultados obtenidos del método CAM-TBS por el nimero de muestras
cuantitativo de cremas con y sin registro.

Tabla 21. Datos Obtenidos del método CAM-TBS de las cremas para contorno de 0jos

sin registro sanitario.

MUESTRAS " " PESO DE LONG DE
SIN MEMBRANA | ONDA | ABSORB
m
SANITARIO g (nm)
01 4012 580 1,458
M1 02 400.8 580 1,358
03 4012 580 1,408
01 4001 580 1.386
Crema concha
, 02 4054 580 1,348
de nacar M2
03 4005 580 1,412
01 4032 580 1,457
02 400.8 580 1,389
M3
03 405,1 580 1,421

84




/g

Universidad
Norbert Wiener

01 4015 580 1,025
02 403,2 580 1,432
M4
03 405,4 580 1,056
01 405,7 580 1,122
02 400,7 580 1,258
M5
03 405,8 580 1,387
01 402,4 580 1,410
M6 02 405,4 580 1,258
03 406,8 580 1,344
01 701.0 580 1.573
M1 02 701.9 580 1.576
03 700.5 580 1.571
01 702.3 580 1.570
02 701.5 580 1.570
M2
03 700.1 580 1.569
01 705.1 580 1.542
02 701.4 580 1.555
Crema de M3
. 03 701.6 580 1.580
Sabila
01 700.1 580 1.574
02 701.6 580 1.581
M4
03 699.4 580 1.546
01 700.8 580 1.594
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M5 02 701.6 580 1.573

03 704.1 580 1.581

01 700.6 580 1.567
M6 02 700.0 580 1.570

03 702.1 580 1.575

01 700.2 580 1.308
M1 02 700.7 580 1.307

03 703.6 580 1.309

01 701.3 580 1.370

02 701.6 580 1.370
M2

03 702.1 580 1.369

01 701.1 580 1.342

02 708.4 580 1.355
M3

03 703.6 580 1.380

Crema Baba
01 702.1 580 1.374
de Caracol

02 701.1 580 1.381
M4

03 700.4 580 1.346

01 705.8 580 1.299

02 704.6 580 1.303
M5

03 708.1 580 1.381

01 703.6 580 1.367
M6

02 709.5 580 1.370
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03 705.1 580 1.375

01 651.1 580 0.447

M1 02 652.3 580 0.449

03 658.2 580 0.446

01 650.2 580 0.458

02 650.2 580 0.448
M2

03 650.2 580 0.469

01 650.2 580 0.442

Crema rosa 02 650.2 580 0.455
mosqueta M3

g ' 03 653.6 580 0.480

baba de

caracol y aloe 01 642.1 580 0.474

vera 02 651.1 580 0.481
M4

03 650.4 580 0.446

01 655.8 580 0.499

02 654.6 580 0.473
M5

03 658.1 580 0.481

01 643.6 580 0.467

M6 02 649.5 580 0.470

03 665.1 580 0.475

01 738.1 580 0.547

M1 02 740.1 580 0.549
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Crema de aloe
vera extracto

de pepino

03 734.1 580 0.546

01 730.2 580 0.558

02 740.2 580 0.548
M2

03 738.2 580 0.569

01 741.0 580 0.542

02 734.2 580 0.555
M3

03 732.9 580 0.580

01 741.2 580 0.574

02 740.1 580 0.581
M4

03 739.1 580 0.546

01 741.0 580 0.599

02 735.0 580 0.573
M5

03 737.1 580 0.581

01 736.9 580 0.567
M6 02 736.8 580 0.570

03 738.9 580 0.575
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Tabla 22. Resultados del método CAM-TBS de las cremas para contorno de 0jos sin

registro sanitario.

MUESTRAS | o
SIN N° CONCENTRACION | CANTIDAD
MUE COLORANTE DE CLASIFICA
REGISTRO HUEVO CION
SANITARIO | STRA Moles/mg COLORANTE
01 1,1279 x 10" 0,5639 Muy irritante
M1 02 1,0503 x 10°” 0,5252 Muy irritante
03 1,0886 x 10" 0,5443 Muy irritante
01 1.0742 x 10" 0.5371 Muy irritante
02 1,0306 x 10°" 0,5153 Muy irritante
M2
03 1,0936 x 10" 0,5468 Muy irritante
01 1,1215 x 10" 0,5608 Muy irritante
02 1,0747 x 10°" 0,5374 Muy irritante
M3
03 1,0882 x 10°” 0,5441 Muy irritante
01 7,8697 x 107 0,3935 Muy irritante
Crema concha 02 1,102 x 10” 0,5510 Muy irritante
) M4
de nacar 03 8,0351 x 10° 04018 | Muy irritante
01 8,5422 x 10°° 0,4271 Muy irritante
02 9,7191 x 10° 0,4860 Muy irritante
M5
03 1,0599 x 10°” 0,5300 Muy irritante
01 1,0869 x 10°" 0,5435 Muy irritante
M6
02 9,6064 x 10 0,4803 Muy irritante
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03 1,024 x 10” 0,5120 Muy irritante
01 6.9725 x 107 0.3486 Muy irritante
M1 02 6.9771 x 107 0.3489 Muy irritante
03 6.9685 x 107 0.3484 Muy irritante
01 6.9461 x 107 0.3473 Muy irritante
02 6.9541 x 10° 0.3477 Muy irritante
M2
03 6.9635 x 10°° 0.3482 Muy irritante
01 6.7933 x 10° 0.3397 Muy irritante
02 6.8876 x 107 0.3444 Muy irritante
M3
03 6.998 x 10 0.3499 Muy irritante
Crema de 01 6.986 x 10 0.3493 Muy irritante
Sabila 02 7.0025 x 10° 03501 | Muy irritante
M4
03 6.8667 x 107 0.3433 Muy irritante
01 7.069 x 10°° 0.3535 Muy irritante
02 6.9666 x 107 0.3483 Muy irritante
M5
03 6.9777 x 10° 0.3489 Muy irritante
01 6.9495 x 107 0.3475 Muy irritante
M6 02 6.969 x 10°® 0.3484 Muy irritante
03 6.9706 x 107 0.3485 Muy irritante
01 5.7871 x 10°° 0.2894 Muy irritante
M1 02 5.7784 x 107 0.2889 Muy irritante
03 5.7636 x 107 0.2882 Muy irritante
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01 6.0568 x 10 0.3028 Muy irritante
02 6.0542 x 107 0.3027 Muy irritante
M2
03 6.0454 x 10 0.3023 Muy irritante
01 5.9325 x 107 0.2966 Muy irritante
02 5.9293 x 10 0.2965 Muy irritante
M3
03 6.0818 x 10°° 0.3041 Muy irritante
Crema Baba 01 6.0678 x 10 0.3034 Muy irritante
de Caracol
02 6.108 x 10°° 0.3054 Muy irritante
M4
03 5.9565 x 10°° 0.2978 Muy irritante
01 5.7009 x 107 0.2850 Muy irritante
02 5.7285 x 107 0.2864 Muy irritante
M5
03 6.0476 x 107 0.3024 Muy irritante
01 6.0235 x 107 0.3012 Muy irritante
M6 02 5.9868 x 107 0.2993 Muy irritante
03 6.0465 x 10°° 0.3023 Muy irritante
o1 Irritante
2.0535 x 10°® 0.1027 Moderado
M1 - Irritante
2.0594 x 10°® 0.1030 Moderado
03 Irritante
2.0266 x 107 0.1013 Moderado
o1 Irritante
2.1097 x 10°® 0.1055 Moderado
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Crema rosa
mosqueta,
baba de
caracol y aloe

vera

M2 - Irritante
2.0612 x 108 0.1031 Moderado
03 Irritante
2.163 x 10°® 0.1082 Moderado
o1 Irritante
2.0321x 10°® 0.1016 Moderado
- Irritante
M3 2.0951 x 10°® 0.1048 Moderado
03 Irritante
2.2049 x 108 0.1102 Moderado
o1 Irritante
2.2149 x 108 0.1107 Moderado
- Irritante
M4 2.2182 x 10°® 0.1109 Moderado
03 Irritante
2.0509 x 10°® 0.1025 Moderado
o1 Irritante
2.2888 x 108 0.1144 Moderado
o Irritante
M5 2.1678 x 108 0.1084 Moderado
03 Irritante
2.1946 x 10°® 0.1097 Moderado
o1 Irritante
2.1754 x 108 0.1088 Moderado
M6
0 Irritante
2.1702 x 10°® 0.1085 Moderado
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03 Irritante
2.143 x 10°® 0.1072 Moderado
Irritante
01 6
2.2387 x 10° 0.1119 Moderado
Irritante
M1 02 6
2.2412 x 107 0.1121 Moderado
Irritante
03 o
2.2466 x 10 0.1123 Moderado
Irritante
01 6
2.3104 x 10 0.1155 Moderado
Irritante
02 "
M2 2.2366 x 10 0.1118 Moderado
Irritante
03 o
2.3324 x 107 0.1166 Moderado
Irritante
01
2.2086 x 10°® 0.1104 Moderado
Irritante
02 "

M3 2.2849 x 10 0.1142 Moderado
Crema de aloe 0 Irritante
vera extracto 2.3966 x 108 0.1198 Moderado

de pepino
Irritante
01
2.3442 x 10°® 0.1172 Moderado
Irritante
02 o
M4 2.3775 x 107 0.1189 Moderado
Irritante
03 6
2.2314 x 107 0.1116 Moderado
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o1 Irritante
2.4512 x 108 0.1226 Moderado
Irritante
02 o
M5 2.3597 x 10° 0.1180 Moderado
Irritante
03 6
2.3872 x 107 0.1194 Moderado
Irritante
01
2.3279x 10°® 0.1164 Moderado
Irritante
M6 02 o
2.3411 x 10 0.1171 Moderado
Irritante
03 o
2.3558 x 10° 0.1178 Moderado

Tabla 23. Resumen Resultados obtenidos del método CAM-TBS de las cremas
para contorno de 0jos sin registro sanitario.

MUESTRAS
SIN N° PROMEDIO
REGISTRO MUESTRA CANTIDAD DE CLASIFICACION
SANITARIO COLORANTE
M1 0.5445 + 0,0194 Muy irritante
M2 0.5331 +0.0161 Muy irritante
Crema concha M3 0.5474 £ 0.0121 Muy irritante
de nacar M4 0.4488 + 0.0886 Muy irritante
M5 0.4810 + 0.0516 Muy irritante
M6 0.5119 + 0.0316 Muy irritante
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M1 0.3486 + 0.0003 Muy irritante
M2 0.3477 £ 0.0005 Muy irritante
Crema de M3 0.3477 £ 0.0051 Muy irritante
Sabila M4 0.3476 + 0.0037 Muy irritante
M5 0.3502 £ 0.0028 Muy irritante
M6 0.3481 £ 0.0006 Muy irritante
M1 0.2888 + 0.0006 Muy irritante
M2 0.3026 + 0.0003 Muy irritante
Crema Baba M3 0.2991 + 0.0044 Muy irritante
de Caracol M4 0.3022 + 0.0039 Muy irritante
M5 0.2913 + 0.0097 Muy irritante
M6 0.3009 £ 0.0015 Muy irritante
M1 0.1023 + 0.0009 Irritante Moderado
Crema rosa _
M2 0.1056 + 0.0026 Irritante Moderado
mosqueta,
baba de M3 0.1055 + 0.0043 Irritante Moderado
caracol y aloe i
M4 0.1080 + 0.0048 Irritante Moderado
vera
M5 0.1108 + 0.0032 Irritante Moderado
M6 0.1080 + 0.0009 Irritante Moderado
M1 0.1121 +0.0002 Irritante Moderado
M2 0.1146 +0.0025 Irritante Moderado
M3 0.1148 +0.0047 Irritante Moderado
Crema de aloe
vera extracto M4 0.1159 +0.0038 Irritante Moderado
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de pepino

M5

0.1200 +0.0024

Irritante Moderado

M6

0.1171 +0.0007

Irritante Moderado

Tabla 24. Datos Obtenidos del método CAM-TBS de las cremas para contorno de 0jos

con registro sanitario.

MUESTRAS \e PESODE | JNGDE
SIN NP MEMBRA ABSOR
ONDA | paNCI
HUE NA
REGISTRO | MUESTRA . R
SANITARIO (mg) (nm)
01 601.1 580 0.229
M1 02 600.1 580 0.249
03 602.1 580 0.246
01 5995 580 0.258
02 600.2 580 0.248
M2
03 599.2 580 0.269
Crema 01 601.0 580 0.242
Portugal 02 605.2 580 0.255
M3
03 601.9 580 0.280
01 605.1 580 0.274
02 604.2 580 0.281
M4
03 6035 580 0.246
01 608.0 580 0.299
M5 02 591.9 580 0.273
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03 599.9 580 0.281
01 6015 580 0.267
M6 02 603.7 580 0.257
03 6017 580 0.275
01 501.2 580 0.129
M1 02 502.2 580 0.127
03 504.7 580 0.139
01 509.5 580 0.128
02 500.2 580 0.128
M2
03 509.2 580 0.129
01 501.0 580 0.132
02 505.2 580 0.125
M3
Crema 03 501.9 580 0.130
Barbaria 01 505.1 580 0.124
02 504.2 580 0.131
M4
03 503.5 580 0.126
01 508.0 580 0.129
02 501.9 580 0.133
M5
03 509.9 580 0.131
01 5015 580 0.127
M6 02 503.7 580 0.137
03 501.7 580 0.125
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01 645.1 580 0.347
M1 02 642.2 580 0.349
03 646.5 580 0.346
01 630.2 580 0.358
02 640.2 580 0.348
M2
03 638.2 580 0.369
Crema 01 641.0 580 0.342
Cicatricure 02 634.2 580 0.355
M3
03 632.9 580 0.380
01 641.2 580 0.374
02 640.1 580 0.381
M4
03 639.1 580 0.346
01 641.0 580 0.399
02 635.0 580 0.373
M5
03 637.1 580 0.381
01 636.9 580 0.367
M6 02 636.8 580 0.370
03 638.9 580 0.375
01 558 2 580 0,147
Crema Nivea M1 02 5580 580 0,149
03 558 1 580 0,146
01 558 2 580 0,148
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M2 02 559,1 580 0,148
03 557.,4 580 0,149
01 559,0 580 0,142
02 558,6 580 0,145
M3
03 558,0 580 0,138
01 559,1 580 0,144
02 557,9 580 0,141
M4
03 557,8 580 0,146
01 559,0 580 0,149
02 558,1 580 0,143
M5
03 558,4 580 0,141
01 558,9 580 0,137
M6 02 559,4 580 0,147
03 557,5 580 0,145
01 648,2 580 0,157
M1 02 658,9 580 0,159
03 648,1 580 0,156
01 658,2 580 0,158
Crema Pond’s 02 659,1 580 0,158
M2
03 657,4 580 0,159
01 649,0 580 0,162
M3 02 658,6 580 0,165
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03 658,0 580 0,158

01 659,1 580 0,154

02 657,9 580 0,161
M4

03 657,8 580 0,166

01 659,0 580 0,159

02 658,1 580 0,163
M5

03 658,4 580 0,161

01 658,9 580 0,157
M6 02 659,4 580 0,157

03 657,5 580 0,155

Tabla 25. Resultados del método CAM-TBS de las cremas para contorno de o0jos con
registro sanitario.

MUESTRA
Ne Ne CANTIDAD
CON Concentracién DE CLASIFIC
REGISTRO | MUEST | HUEV | Colorante COLORANT | ACION
SANITARI RA @) Moles/mg
o E
01 1.0807 x 10°® 0.0540 No irritante
_8 - -
Crema M1 02 1.1876 x 10 0.0594 No irritante
Portugal 03 1.1679 X 10° 0.0584 No irritante
01 1.2361 x 10°® 0.0618 No irritante
02 1.1821 x 10°® 0.0591 No irritante
M2
03 1.2946 x 10°® 0.0647 No irritante
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01 1.1491 x 10°® 0.0575 No irritante
02 1.2088 x 10°® 0.0604 No irritante

M3
03 1.3464 x 10°® 0.0673 No irritante
01 1.308 x 10°® 0.0654 No irritante
02 1.3465 x 10°® 0.0673 No irritante

M4
03 1.1652 x 10°® 0.0583 No irritante
01 1.4315x 10°® 0.0716 No irritante
02 1.3319 x 10°® 0.0666 No irritante

M5
03 1.3562 x 10°® 0.0678 No irritante
01 1.2792 x 10°® 0.0640 No irritante
M6 02 1.2223 x 10°® 0.0611 No irritante
03 1.3207 x 10°® 0.0660 No irritante
01 6.6692 x 10 0.0333 No irritante
M1 02 6.5303 x 107 0.0327 No irritante
03 7.2477 x 107 0.0362 No irritante
01 6.4986 x 10 0.0325 No irritante
02 6.6195 x 107 0.0331 No irritante

M2
Crema 03 | 6.5644x10° 0.0328 | Noirritante
Barbaria 01 | 6.8606 x 107 00343 | Noirritante
02 6.3667 x 10° 0.0318 No irritante

M3
03 6.7227 x 107° 0.0336 No irritante
01 6.3055 x 107° 0.0315 No irritante
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M4 02 6.7546 x 10”° 0.0338 No irritante
03 6.4508 x 107° 0.0323 No irritante
01 6.5799 x 10”° 0.0329 No irritante
02 6.9112 x 107° 0.0346 No irritante
M5
03 6.6791 x 107° 0.0334 No irritante
01 6.5394 x 107 0.0327 No irritante
M6 02 7.1369 x 107 0.0357 No irritante
03 6.4111 x 107 0.0321 No irritante
01 1.5838 x 10°® 0.0792 No irritante
M1 02 1.6008 x 10°® 0.0800 No irritante
03 1.5755 x 10°® 0.0788 No irritante
01 1.6763 x 10°® 0.0838 No irritante
02 1.6008 x 10°® 0.0800 No irritante
M2
03 1.7096 x 10°® 0.0855 No irritante
Crema 01 1.5693 x 10°® 0.0785 No irritante
Cicatricure 02 1.6508 X 10° 0.0825 No irritante
M3
03 1.7787 x 10°® 0.0889 No irritante
01 1.7262 x 10°® 0.0863 No irritante
02 1.7636 x 10°® 0.0882 No irritante
M4
03 1.5937 x 10°® 0.0797 No irritante
01 1.8497 x 10°® 0.0925 No irritante
M5 02 1.7381 x 10°® 0.0869 No irritante
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03 1.772 x 108 0.0886 No irritante
01 1.7032 x 10°® 0.0852 No irritante
M6 02 1.7183 x 10°® 0.0859 No irritante
03 1.7373 x 10°® 0.0869 No irritante
01 7,005 x 10° 0,0350 No irritante
M1 02 7,1091 x 107 0,0355 No irritante
03 6,9498 x 107 0,0347 No irritante
01 7,0615 x 107 0,0353 No irritante
02 7,0501 x 107 0,0353 No irritante

M2
03 7,1282 x 10° 0,0356 No irritante
01 6,7129 x 10° 0,0336 No irritante
02 6,8871 x 10 0,0344 No irritante

M3
Crema 03 | 6,4989x10” 00325 | Noirritante
Nivea 01 | 6.8245x10° 0.0341 No irritante
02 6,6696 x 107 0,0333 No irritante

M4
03 6,9535 x 107 0,0348 No irritante
01 7,1078 x 10”° 0,0355 No irritante
02 6,7802 x 107 0,0339 No irritante

M5
03 6,6637 x 10° 0,0333 No irritante
01 6,4320 x 10”° 0,0322 No irritante
M6 02 6,9900 x 107 0,0349 No irritante
03 6,9007 x 107 0,0345 No irritante
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01 6,5189 x 10 0,0326 No irritante
M1 02 6,5087 x 10 0,0325 No irritante
03 6,4712 x 10 0,0324 No irritante
01 6,4677 X 10 0,0323 No irritante
02 6,4589 x 10 0,0323 No irritante
M2
03 6,5236 x 10° 0,0326 No irritante
01 6,7538 x 107 0,0338 No irritante
Crema 02 6,799 x 10° 0,0340 No irritante
) M3
Pond’s 03 64697 X 10° 00323 No irritante
01 6,2675 x 10 0,0313 No irritante
02 6,6145 x 10° 0,0331 No irritante
M4
03 6,8552 x 107 0,0343 No irritante
01 6,5077 x 10”° 0,0325 No irritante
02 6,7083 x 107 0,0335 No irritante
M5
03 6,6095 x 107 0,0330 No irritante
01 6,413 x 10° 0,0321 No irritante
M6 02 6,4081 x 107 0,0320 No irritante
03 6,3307 x 10”° 0,0317 No irritante
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Tabla 26. Resumen Resultados obtenidos del método CAM-TBS de las cremas para

contorno de 0jos con registro sanitario.

MUESTRAS
CON Ne° PROMEDIO
CANTIDAD DE CLASIFICACION
REGISTRO MUESTRA
SANITARIO COLORANTE
M1 0.0573 +0.0029 No irritante
M2 0.0619 + 0.0028 No irritante
Crema M3 0.0617 + 0.0050 No irritante
Portugal M4 0.0637 + 0.0047 No irritante
M5 0.0687 + 0.0026 No irritante
M6 0.0637 + 0.0025 No irritante
M1 0.0341 +0.0019 No irritante
M2 0.0332 +0.0003 No irritante
Crema M3 0.0332 +£0.0013 No irritante
Barbaria M4 0.0325 + 0.0012 No irritante
M5 0.0336 + 0.0009 No irritante
M6 0.0035 + 0.0019 No irritante
M1 0.0793 + 0.0006 No irritante
M2 0.0831 +0.0028 No irritante
Crema _
o M3 0.0833 + 0.0052 No irritante
Cicatricure
M4 0.0847 + 0.0045 No irritante
M5 0.0893 + 0.0029 No irritante
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M6 0.0860 + 0.0009 No irritante
M1 0.0351 + 0.0004 No irritante
M2 0.0354 + 0.0002 No irritante
M3 0.0335 + 0.0010 No irritante
Crema Nivea
M4 0.0341 + 0.0008 No irritante
M5 0.0342 + 0.0011 No irritante
M6 0.0339 +£0.0015 No irritante
M1 0.0325 +0.0001 No irritante
M2 0.0324 +0.0002 No irritante
M3 0.0334 + 0.0009 No irritante
Crema Pond’s
M4 0.0329 + 0.0015 No irritante
M5 0.0330 + 0.0005 No irritante
M6 0.0319 + 0.0002 No irritante
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ANEXO 3. Imégenes de la parte experimental

Figura 15.Huevos fértiles de gallina criolla adquiridos en la parada, ala derecha
Muestra los huevos limpios y desinfectados antes de encubar

Figura 16. Huevos con colorante azul de tripan, ambos de la crema Cicatricure,
mostrando la absorcion del colorante en el tejido de la membrana corioalantoidea.

107



/a2

Universidad
Norbert Wiener

Figura 17 Correcto lavado con agua destilada.

ANEXO 4. Muestras de cremas sin registro sanitario

Figura 18. Crema Concha de

Figura 19 . Crema de Sabila.
Nécar.

Figura 21. Crema Rosa
Mosqueta, Baba de caracol y
Aloe vera.

Figura 20. Crema de Baba de caracol.
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Figura 22. Muestras de cremas sin registro.

ANEXO 5. MUESTRAS DE CREMAS CON REGISTRO SANITARIO
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Figura 23. Crema Cicatricure
contorno de 0jos.

Figura 24. Crema Portugal Q10
contorno de 0jos.

-

e

Farm wuma phel e jowen ¥ sueve

Figura 26. . Muestras de cremas
Nivea.

Figura 25. Muestras de
crema Babaria.
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ANEXO 6. Procedimiento experimental

Figura 27. Ensayo con la crema Portugal. Figura 28. Ensayo con la crema
Cicatricure.

Figura 29. Soluciones Preparadas al Figura 30. Imagen de la CAM en los
2% de cada crema. tubos de propileno , al agregarle la
formamida.
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Figura 31. Pesado de la CAM.

Figura 32. Preparacion de las Soluciones de las cremas contorno de 0jos.
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Figura 33. Preparacion de soluciones de controles, con los debidos materiales de
bioseguridad.

Figura 34. Autoras de la Tesis.
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