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C A P I T U L O I 



I:NTRODUCCI:ON 

11 oJo ea uno de loa 6r1anoa sensoriales -e valioso y vulnerable y 
cualquier rieaao de alteración de la visión o de dalio ocular. por 
la acción de productos quimicos o aaentes fiaico11, debe eliminaree. 
Coneecuentemente, durante muchos allos, la evaluación total de las 
propiedadea todcolclcicas de los aaenteo quimicoa han incluido la 
evaluac16n de ª" potencial para dallar el teJido ocular deapu~• de 
haber tenido un contacto directo con ellos. 

Las pruebas de Draize Kelly para medir el arado de 1rritac16n de 
los oJo• de los coneJos y la irritac16n d6rm1ca primaria, 
publicadas oricinalmente en 1944, han 11ido ampliaaente uaadae por 
loa toxic6losos como un Hdio para evaluar el potencial de los 
qentea quimicos de dallar el o Jo y la piel humana. Sin e~barao, en 
el contexto del debate eobre alternativas a prueba con animales, 
loe procedimientos han recibido criticas muy fuertes por parte d• 
cientificoa. qencias re•ulador•s y sociedades protectora• de 
animales. Esto ha estimulado la bllac¡ueda de t6cnicu tn yttrp 

A su vez. la piel ea una .. abrana externa que act11a collO barrera 
natural del cuerpo, •iendo una de 8'19' principales funciones la de 
protección, para lo cual •• ••encial •u buen funciona•iento e 
intearidad; por lo tanto, H indispensable que lo• producto• 
empleados para eu cuidado o ac¡uelloa que de al•lln modo ••t6n en 
contacto con ella no produzcan nincdn tipo de irritación. 

La irritación d6r•ica primaria ea un fenóroeno complejo que envuelve 
par6metros f1aico-qu1•icoa y bioquimico•. La irritac16n d6rm1ca ae 
evalúa por observación d• ca.bios visibles que van deade el eritema 
y edema, hasta la corroaión y ulceración. 

En loe allos 70s se vió incrementada la preocupación del pllblico en 
•eneral acerca del uso indiscriminado de los animales en pruebas de 
laboratorio para inyest11acionea bioll6dicas y prueba• de toxicidad i 
por eJemplo:· la prueba de DL 50 y la prueba de irritaci6n d6r•ica 
y ocular de Draize ltelly. 



In 1969 ae fundo n&lll lr-aol&a para el 1-lallO de la1-l• en 
lapert.ento. 116dlc-l, con la creencia de que el llnico caaino para 
re•olver las deaandae era reducir loe •n••FO• en an1-le•, 
proaocionando la• tres Ba (reducc16n, refinaalento, re•plaao), 
concepto de alternativas y foMntando el con••nlente deaarrollo, 
validación, evaluac16n " aceptación de lo que ahora •• conoce como 
"alternatbu de -laao", procediaient.oa que proporcionan 
información cientiflca eaencial, pero ain recurrir al •11Pleo de 
aniu.lea vivos. 

11 concepto de al ternatlvaa ea aceptado ••Plla11ente y hay nuevas 
leyes en palsea luropeoa y en la Coeunld.cl luropea¡ (CS)¡ eataa 
leyes requieren que el n'111ero de aniaales ••pleadoa se reduzca, que 
los procedimientos se refinen para que toda call9a de •Llf'rimiento 
pueda mlni•izarae y que existan t.6cnlcaa alternativas que se 
empleen siempre que sea posible. Loa cientlficoa, la!I industrias y 
el gobierno tienen la obligación moral de buscar caminos para 
logra~ estas metas. 

Posteriormente se estableció IROATT (Grupo de ln•estS..ao16a. luropeo 
para Alternatbaa en Priaeb .. de Toaicldadl el cual, Junto con DAD 
y con el apoyo de la CI, ha establecido el tlnico banco de datos, el 
cual intenta proporcionar información t6cnica de nuevo!I métodos en 
el curso de desarrollo y validación. 

Deede 1981, la CTl'A (lsociaci6n de Co11alitlco11, Producto. de Tocador 
.,, rr .. aociasl. se ha enfocado a buscar alternativa!I para los 
m6todos iD...Jdllg, por lo que financió la fundación del Centro 
Universitario John Hopkins para alter.nativas en pruebas animales. 
En 1988 anunció un nuevo programa enfocado a pruebas "l.n......Jl.i.t" 
desarrolladas o financiadas por compal11as miembros de la eociedad. 

Por lo tanto, la evolución de la aeguridad de loe productos 
cosméticoe ha entrado a una nueva era. Las pruebas de seguridad con 
modelos animales han sido remplazadas por base de datoe de 
computación, métodos ~. pruebas hu.manas de premercado mAs 
extensas 1 y el fallo de científicos expertos basado en la se¡uridad 
individual de los ingredientes contenidos en productos cosm6ticoa. 
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In base a todo lo anterior 1 resulta interesante llevar acabo 
evaluaciones cientlfica• para determinar F comparar la capacidad de 
las pruebas 1n.......11J[Q. de Draize con la capacidad de los métodos 1D. 
xi.tal para predecir las re•pueetas humanaa. 



l. 2 OBJKTIV06 

* Llevar acabo una evaluación de ID6todo11 in yitro para la 
determinación de irritación dérmica y ocular. 

* Con los resultados arroJados por el estudio se procederi a 
efectuar un anilisie de es toa, comparAndolos con los resultados ya 
establecidos por el m6todo ~. 

* In base al an'lisia de resultados, determinar si los m6todos in 
~con los que se trabajó •on comparables con el método~. 

1.3 DIPOTl!SIS 

Comprobar que los métodos in yitro son cuantitativos y 
reproducibles, y que en base a esto superan las doa limitaciones 
oientificas de los métodos ~ y, poi- lo tanto, pueden ser el 
fundamento para un amplio programa de evaluación de la seguridad, 
debido a que puede realizarse una evaluación tn&s precisa. 

Dip6teais nula <Ho) 
Los Mitodos 1D-.llt.rJ:t proporcionan una evaluación mas precisa en 
C011Paraci6n con los Mtodos ~ en la determinación de 
irritaci6n ocular y d6r•ica de productos cos!D6t1cos . 

.. 



C A P I T U L O II 



ANTECEDENTES 

Este siglo ha visto el crecimiento rápido de la evaluación de la 
seguridad, en un inicio, las cosas eran ·•a riesgo del comprador". 
En 1800, empezó a aplicarse una mayor presión a las compañias para 
garantizar la calidad y seguridad de sus productos, primero a 
través de leyes estatales y posteriormente federales, inicialmente, 
se cubrió la seauridad en alimentos. Fue en 1938 cuando se creó la 
r .D.l (food and Drug ldalnistrationl a raiz de la aparición de un 
tinte para pestai'las hecho a base de alqui tr4n de carbón que provocó 
inicialmente ligeras. intolerancias en algunos consumidores, pero 
posteriormente surgieron serios problemas de dermatitis alrededor 
de los ojos y terminó con una muJer que perdió la vista de ambos 
oJos y otra que, después de varias semanas de intensos dolores, 
finalmente murió. Estas leyes federales se aplicaron r.ápidamente a 
los medicamentos y a los cosméticos, ya que la disposición del 
consumidor cambió de la aceptación del "riesgo del comprador" a 
exigir leyes para obtener productos seguros y efectivos. 

( 2, 31 ) 

Con el paso del tiempo creció la preocupación por la seguridad Y 
aumentaron simulU1neamente los conocimientos científicos Y la 
capacidad de reconocer efectos aún más sutiles en el organismo. 
Bata etapa de desarrollo culminó cuando se estableció una lista de 
pruebas para comprobar la calidad y seguridad de los productos 
denominada "lista de comprobación" a finales de la d6cada de los 60 
e inicio de los 70, 

Posteriormente surgieron presuntas sobre el valor de las pruebas 
que estaban siendo efectuadas en relación con los costos, en 
t6rmlnos de recursos animales y humanos. En este escenario nació la 
inquietud de la industria de cosmltticos sobre el uso innecesario de 
animales. 

( 31 ) 



2 .1 DISCIIl'CI09 IS LA llllTOllil Y FISIOLOOil OCIJLlR 

In laa pruebu iA.......1tl.zG para deter•inar la irri tac16n ocular 11e 
estudian tres diferente• teJido•: la conJunti ... de loe parpados. la 
euperficie de la a6rn•a y la estructura y funcionalid•d del iris, 
por lo tanto no11 enfocareaos a la anatomia y fi•iolo11a de dichos 
teJidos. 

( 32 ) 

La vista es el sentido ;ue reside en los slobo9 oculares, aloJados 
en laa cavidades qu• llevan el nombre de órbitas oculares; Los 
&lóbulos oculares ••Un prote&idos por las 11embranae movibles 
llamadas plrpados, sin embarao se encuentran parcialmente expuestos 
a las influencias .externas a trav6s de lae hendiduras palpebrales. 

Forrando las partes internas de los p,6.rpados y las externas de los 
slobos oculares se encuentra la meabrana conJunti•a. que es una 
delaada capa de c6lulaa que sirve de protección. La 11embrana 
conJuntiva recibe diferente nombre en base a la parte del oJo que 
cubre y pro tese. Asi se dice: 

• ConJanti•• palpebral a la parte de dicha membrana que forra el 
interior del p.lrpedo. 

• CoaJuatiYa oclllar a la parte de dicha membrana que forra el 
11lobo ocular. 

In el fondo de loa plrpadoa se encuentran loa fondoa de saco 
conJuntivalea. que son loa sitios donde la conjuntiva palpebral se 
replieaa para convertirse en conJuntiva ocular. 

La inflaaaci6n de la conJunt1va · ae llama conJuntivitis Y cuando 
6sta ocurre, los vasos aanauineoa de la conjuntiva per•iten un 
.. ror flujo aanculneo. oMerv6ndose enrojecimiento de la miama Y 
trayectos venoaoa de color roJo. Las causas ús frecuentea de 
conJWl'tiwitia aon 1- 1Dfecc1onea bacterianas, las Yiralee, el 
contacto con aubstancl- alera6nicas. traumatismos flaicoa y la 
expoaici<ln a .. ente• ..,im-. 

6 



Bl e lobo ocular ••t6. conati tuldo por un conJunto de Hllhranae en 
cuyo interior •e •ncuentran loa medios tranapar•nte•. 

Laa membranaa que forman el e lobo ocular 11on tres blalca1H1nte: 

1. Eacler6tica Cde teJido fibroso> 
2. Coroides (membrana vascular) 
3. Be tina Ceellbrana nerviosa) 

La eacler6tica ea u.na me•brana de color blanco que envuelve el 
globo ocular, deJando en la parte de atr'e un orificio por donde 
pasa el nervio óptico. por delante se hace transparente y forma la 
córnea. la cual permite ver a travé!I de si misma al irle que ea un 
disco vertical en cuyo centro se encuentra un orificio denominado 
pupila. 

l'ig. 1 PRillCIP&LIS TS.11006 DIL OJO 

c6rnM ........ 
~·w.-----1 

7 
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2. 2 DISCllIPCIOll DI L& UlTOllI& T rISIOLOGI& CIJT&lll& 

La piel es una membrana exterior que con!liate en teJidoa unidos 
estructuralmente y que sirve como frontera entre el resto del 
oraanismo y el medio exterior. 

Ee una membrana muy importante, ya que actúa como barrera natural 
del cuerpo, siendo una de sus principales funciones la de 
protección, pero es mucho ús que eso, posee funciones de 
absorción, secreción, excreción, información sensorial, 
reaulaciones térmica y alucidica. piamentación y regulación de los 
procesos inmunológicos. 

( 46 ) 

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

• La epidermis es la capa más externa, relativamente 
y avascular. Impide la fuga de agua, electr6litoa, 
a su vez proteae de la pene trae ión de agua 
extraiias. 

deshidratada 
sustancias y 

y sustancias 

* La derais es la zona de soporte y anclaje de la epidermis. lsta 
constituida por vasol!!I sana:uineos y. linf,ticos, folioulol!I 
pilol!!los, órganos nerviol!!IOS. gl6ndulas l!!lebiceas y sudoriparas. 

* La hipoder•is poaee discreta vascularización, siendo, de manera 
primordial, una capa grasa. ActOa como aislante tilrmico y 
absorbente mec,nico de choque. 

La epidermis es la capa de mayor interés, ya que representa una 
barrera natural que limita la penetración de quimicos a la dermis. 

Esta constituida por varias capas: 

* El estrato córneo es una capa formada por células aplanadas, 
•uertas, constitW.das por una cubierta de ;ueratina que rodea a 
una porción central de arasa. Estas o6lulas •• encuentran 
entrelazadas entre si, for .. ndo escamas, las cuales ee desprenden 
constantemente y son re•pla1adas por nuevaa c6lulae que 
provienen de las capas ús internae. 
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• l estrato ltlcido es una capa formada por células aplanadas. sin 
1lcleo y que llevan a cabo una aran actividad queratogénica. 

• l estrato aranuloeo es una capa formada por célula!I aplanadas 
r¡ue presentan signos de deaeneraci6n córnea, retracción nuclear 

una intensa actividad querat.oaénica. 

* a capa mucosa o de llalpichi esta constituida por c6 lulae 
rueaae, columnare11 1 unidas por fibrillaa, lo cual les da 
ohesión, resistencia y elasticidad a las acciones del exterior. 

• a capa •erainati•a ea la capa donde ocurre la reproducción 
elular y en ella ae aeneran c6lulas que, después de pasar por 

a aerie de cambios tales como: deshidratación, queratinización 
elaniz.ac16n y lipidaci6n llegan al estrato córneo para 
emplazar a las células muertas que se desprenden durante la 
escamaci6n. 

e 20,cs > 
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2 • 3 GllllllLIIWllB DI LOS lllTOll06 ILllm 

11 desarrollo de protocolos de prueba• jo yttro proviene de 
observaciones olinicas a través de .odeloe animalea para predecir 
irritación ocular. 

( 23 ) 

Los efectos de químicos en el oJo fueron notados desde 1813 cuando 
G .J. Beer observó y reportó que quemaduras en el oJo causadas por 
6cidos no eran tan destructivas como aquellas debidas a bases. 
Huchos otros médicos y cientificos observaron 'Y reportaron lesiones 
en los oJos en el siglo XIX, describiendo un enturbiamiento de los 
o Jos originado por la exposición accidental a 'quiraicos. 

( 4,21 ) 

La aparición de keratitis diferida en hombres expuestos a varios 
agentes químicos durante la Primera Guerra Mundial originó el 
estudio de la actividad del gas de mostaza en el oJo de coneJo 
realizado por Hann y Pullinaer. En estas investigaciones se 
examinaron los efectos a corto plazo y respuestas retardadas en el 
oJo, y se procuró definir el mecaniamo de acción. Los resultados 
fueron co•paradoa con aquellos observados en humanos. 

( 29 ) 

Bn 1938 Carpenter y Smytb estudiaron 180 qu1mico11 para irritación 
ocular, viendo los efectos al disminuir el volumen y concentración 
de las soluciones de prueba, todo ello usando un modelo en ooneJo. 

( 6 ) 

Bn 1944, John H Draize estudió agentes ampollantes y otros 
compuestos qu!micos para la Food and Orug Administration y realizó 
meJoras significantes en la estandarización del modelo en coneJo y 
simplificó el sistema de evaluación. 

La• observacionee se realizan sobre la córnea y las evaluaoiónes ae 
basan en el arado de opacidad, densidad, y 6rea de la córnea 
involucrada. La escala para la 1rritaci6n ocular total de loe 
.. teriales analizados va de O a 100. 

( 9 ) 
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Rata prueba con el sistema de evaluación simplificado. ha sido 
usada por más de 40 ai'ioe, siendo la prueba comunmente empleada para 
determinar el potencial de un material para causar irritación 
ocular y d6rmica. conocida con el nombre de prueba de Draize Kelly, 
en la cual una sustancia se aplica directamente sobre el ojo o piel 
de un conejo albino. 

( 32 ) 

La evaluación subjetiva del •rado de enrojecimiento, hinchazón. 
c¡uemos is y turbidez son 1011 parámetros de la prueba que se uean 
para calcular los indices medios de irritación ocular. 

Rn la pr:1eba de irritación ocular se evalúan loe siguientes 
teJidos: 

1. Conjuntiva 

a) Enrojecimiento 

b) Quemosis: 
Enarosamiento de las conjuntivas ocular y palpebral y del 
tejido celular subyacente, de coloración rojiza mas o 
menos acentuada se¡ún el arado de inflamación. 

e) Secreción: 
Producto del funcionamiento fisiológico de una al6ndula. 

2. Córnea 

a) Grado de opacidad 
b) Area de opacidad 

3. Iris 

11 



Kn la prueba de irritación d6rmica se realiza la eiauiente 
evaluaci6n: 

l. Eritema: 
BnroJecimiento difuso o en manchas de la piel, producido por 
la cona:esti6n de los capilares. debido a diveraaS causas. 

2. Edema: 
Inflamación producida por acumulación excesiva de liquido 
aeroalbuminoso en el tejido celular. 

Para embaa pruebas existe una escala de evaluación numérica, basada 
en el dallo sufrido por cada uno de los tejidos evaluados; de eete 
modo, al final se obtiene un valor numérico, el cual debe 
encontrarae dentro de ciertos limites para que el producto 
analizado sea apto para uso humano. 

( 32 ) 

:.as principales criticu que ha recibido la prueba de Draize son 
las si1uientes: 

• Variación entre diverBos laboratorio•. 
• Naturaleza subjetiva del •ieteaa de evaluación. 
• Dificultades en la interpretación de loa res111tadoa 
• Imposibilidad de correlacionar aellales de una inflamación acuda 

con cubios estructural•• peraanentee. 
a lnU11e11cia del t.amallo de ar11po de prueba y la 101141itud del 

periodo de obaervaci6n para la evaluación de riee10. 
• Diacrepancia entre el oJo del coneJo y el oJo b11ma110. 
• Procedimiento de prueba inhuaano, sobre todo cuando se ·trata de 

probar irritantes •everoa. 

( 1,19,23,30,33,38 ) 
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2. 4 GlllllilLIDADIS DI LQ6 lllTOD06 lll....llillQ 

Actualmente, el empleo de pruebas Sn yitro para estimar la 
ae¡uridad se ha incrementado notablemente en la manufactura de 
productos tale11 como co11ai6ticoe:, de cuidado personal, de uso 
dom6atico. •ed icamentos y .. roquimicoa . 

( 17 ,39 ) 

11 Urmino in vitro viene de la palabra latina que •isnlflca "en 
vidrio" (como una prueba en tubo de vidrio o ca Ja petri), y ae 
refiere a enaayos que no involucran una dos1ficac16n de euatanciaa 
a un animal vertebrado intacto. Bl t6rm1no ~ ae aplica 
también a m6todoa que involucran el uso de animales invertebrados 
intactos tales como insectos, mariscos o protozoarios. 

Un punto importante a considerar ea que muchae pruebas 1n.......3l.i.t 
contindan dependiendo de animales vertebrados como la fuente 
ori¡inal de c'lulae y teJidoa. Por ejemplo, todos 1011 m6todos de 
cultivo de c6lulas aamiferas (un grupo de ensayos ~). 

( 39 ) 

La prueba ~ correcta debe determinar en Wl 100~ el efecto de 
una •uat.ancia cuando e•t.6 ea admini•trada intencional.ente o 
accldentalaente a la piel u oJo humano. 

Mo hay -6todo ~ perf eoto, pero tampoco exi•te al•una prueba 
aDimal pera ••ti .. r qua la •e•uridad de loa producto• ••• perfecta 
debido a la Yari•bilidad biol6Sica. Por con•i•uiente aabaa pruebaa 
ae comple•ntarian para deter•inar la ••1urldad ¡ pueden 
proporcionar confianza, pero nunca certeza, en el proceso de 
eatlaao16n de la aesurldad de loa productoa. 

Loa m6todoe tp yitrg ae han empleado en numerosas 6rea11 de la 
Mdicina e inve11ti1aoi6n por •uoho• afto•, y son -pliamente 
aceptados como herraaientaa confiables y aen•lblea para pruebas y 



diqn6atico•. Son •Jemplo de prueba" de dia1n68tico ~ lae 
pruebas comunes de ••ncr• y orina empleada11 para determinar ei una 
•uJer ae encuentra embarazada. 

( 5,10,39 ) 

Se ••Pl•an •u.chas prueba• ~ para eati•ar el potencial de 
toxicidad de •ilee de producto11 y evaluar cambios en la fisiolosia, 
••lud o nivel de la enferaedad de animales y huaanoa. De la misma 
manera. la• prueba• de toxicidad ~ pueden eaplearae para 
predecir, Mdir f comparar la potencia de irritación de loa 
producto• a conaWDir, col90 una prueba ad Junta o alternativa para 
la• pru.ebas en ani-lea 6 humanos . 

( 2,5,22,39,41 ) 

2. C .1 CLISIPICICIOll 

Los ateJores crupos de pruebas in yitro que ee han aplicado 
especificamente para la evaluación de irritac16n d6rmica p ocular 
eon: 

l. CultiYo de c6lulaa de vertebrados 
2. Cultivo de oraranismos invertebrados 
3. lnUiai8 quimico 
4. H6todo8 adicionales 

( 39 ) 

\ 

1. CULTIVO DI! CSLULAS Dll 'IDTSBlllD06 

Incluyen todos los 1116todos que dependen de c6lulal!I humanas 6 de 
aniaalea vertebrados que •• extraen a partir del oraani•llO intacto 
y crecen o se mantienen baJo muchas condiciones especifica• en el 
laboratorio. 
La fuente Me abundante y co•Wl de teJido humano eano y freaco ea 
el que •• descarta y deseeha en las ciruaiae co1111éticaa y 
oircuncl•iones. 

( 34,36 ) 
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Hay dos subdiviaionee del cultivo células: 

a) La primera incluye aquellos sistemas en loe cuales las c6lulas 
ae obtienen freacae a partir de un animal intacto o aer humano y en 
el cual eeta!I células pueden mantenerse en cultivo por un periodo 
de tiempo relativamente corto. 

b) La se•unda división emplea células que son esencialmente 
inmortalea: son aquellas que pueden crecer. subdividirse y mantener 
un cultivo por muchos aftoB baJo condiciones apropiadas. No es de 
sorprender que auchas clllulas inmortales han sido aisladas de 
tumores cancerosos. 

( 39 ) 

Se emplea una gran variedad de técnicas para medir la capacidad de 
un material para causar dailo al cultivo de c6lulae. Algunas pruebas 
miden loe niveles de la:i: molllculas intracelulares que han salido a 
los alrededores de la célula: este tipo de prueba es sensible para 
agentes que causan daiio a la membrana celular. 

( 39,45 ) 

Otros ensayos están basados en la capacidad de las células sanas 
para •cumular tintes colorados altamente específicos. Materiales 
que causan dalio a las células interfieren con la acumulación de 
estos tintes. proporcionando una medida directa de la viabilidad de 
la c6lula despu6s de ser expuesta al material de prueba en 
cuestión. 
Ensayos basados en la act111ulaci6n de tintes vi tales tales como Ro Jo 
Neutro y MTT son ejemplos de este tipo común de ensayos de cultivo 
de c6lulas y son la base de pruebas comerciales disponibles. 

( 34,45 ) 

2. CULTIVO DI ORGAllISllOS IllVllHTIBRAOOS 

Las pruebas de toxicidad tn vttro también incluyen métodos que 
involucran ani1D&les invertebrados. 
La teoria en la que se basan estas pruebas es simple: los 
oreaniemo.s comparten muchas características biológicas comunes con 
los •randes animales vertebrados, de modo que un compuesto que 
interfiere con la función normal o estructura de un invertebrado 
puede tambi6n ser perJudicial para el humano. 

(39) 
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La prueba ú11 ampliamente empleada ea el en11ayo de Ame11 1 en el cual 
la. bacteria &elmgn•ll• typhie11riu• se ••Plea para predecir el 
Potencial de euatancia11 para inducir 11utaa6ne11is y el potencial de 
caabioe carcinoa6nicoa para el material •en6tico. 

( 47 ) 

Existen otras Pruebas como el ensayo de motilidad de la Tetrabygieno 
t••l!Qphila (empleando una sola célula de protozoario ciliado) y el 
ensayo de Hicrotox, el cual emplea una suspensión de bacterias 
marinas fluorescentes¡ ambos ensayos han sido empleado11 para 
evaluar productos cosáticos, productos de cuidado personal y 
productos domésticos, incluyendo 1011 ensayos de fototoxicidad ·para 
fra•ancias. 

( 39,40,41 ) 

3. &HA.LISIS QUillICO 

Todas las interacciones de aubstanoia!I tóxicas o irri tantea con 
sistemas vivos pueden describirse por algunas serie• de reacciones 
quilliicas que, en muchos casoa, aon 11uy complejas. Sin embar•o, 
al•unas de estas reacciones quimicaa est6.n bien comprendidas y 
sirven como baae para un pequefto arupo de ~todos i,n y\tro 
empleados para predecir la irritación d6rmica y ocular. 

( 11,17,39 ) 

El ensayo Eytex y Skintex son eJemplo de un sistema químico que se 
emplea para predecir la irritaci6n dérmica y ocular sin depender 
del uso de células vivas. __ 
Este roétodo esta basado en el potencial de una sustancia para 
producir la precipitación de proteínas. 
Batos J16todos son una herramienta valiosa para determinar la 
seauridad de los productos, tanto materias primas como producto 
t.erminado. 

( 11,14,17,23 ) 
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4. lllTOllOS IDICIOHLlll 

lxlaten otro• .. todo• pro•tedorea que nunca van a poder estar 
disponlbl•• en el co .. rcio en foraa de equipos, como •• el caso del 
en••ll'D de le Mllbrua corloalut6lc• (Cllll . 
C&n e• un eDHJ'O '1118 H'llliere de hUHD• de •ellina fertilizados 11' 
ha moatrado que proporciona un buen llOdelo para predecir irritación 
ocular. 

( 28,34,39 ) 
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2. 5 SILICCIOll DI LOO lllTOD06 111 VITBO 

Existe una aran variedad de m6todos alternos ~ para las 
pruebas de irritación ocular y d6rmica de Draize 1 los cuales se han 
desarrollado y son estudiados en Europa y América. 

Alaunas de estas pruebas son: 

1. O Jos enuc le ad os de cone Jo 
2. C6rneas de bovino 
3. tleum de conejo 
4. Prueba del huevo de 1allina - Membrana corioalant6ica 
5. Pruebas f1sicoqu111icas (eJ. 116todos KYTBX y SKINTBX, basados en 

la ruptura de proteínas en aoluc16n) 
8. Pruebas citot6xicas (eJ. H6todo del rojo neutro, ensayo sobre 

c6lulas roJas sanguineas i basados en la inte¡ridad de la 
membrana y proteinas) 

Alaunos de estos métodos involucran animales muertos (1, 2. 3), 
empleándose animales que ya han sido usados para otros propósitos 6 
que se matan para el consumo de su carne. 

··El ~todo de la Membrana corioalant6ica (4) involucra el wso de 
h'..4e·:os de gallina a rús de la mitad del periodo de incubación¡ por 
tal motivo, este mlttodo en al.aunes paises es considerado como 
experimento en animales. 

Por lo tanto l'R&D crmutaci6n para el r011Pla&o de aniaales en 
experimentos -6dic011) esta concentrando sus esfuerzos en las 
pruebas fisicoquimicas (5) y citot6xicas (6). 

( 2,24 ) 

En base a lo anterior, se seleccionaron cuatro métodos, que son los 
que resultados mis prometedores han arroJado en diversos estudios 
realizados, procurando esco¡er un m6todo de cada uno de los arupos 
en los que se clasifican las pruebas ~. 

Se seleccionaron tres a6todos para irritación ocular Cl, 2, 3) y uno 
para irritación dérmica (4). 

1. Prueba de la membrana corioalantóica <Métodos adicionales) 
2. Bneayo en c6lulas roJas de aancre <Cultivo de c6lulas de 

vertebrado•) 
3. Ensayo fiaicoc¡uimico IYTl!I <An6lisi• c¡uimicol 
4. lneayo fiaicoquimico SKINTEX !An6lisis c¡uimicol 

18 



2 .6 PROKBA DI! LA lll!MllRANA CORIOALANTOICA CRllTCAll) 

Existen varios métodos en los cuales se usa la , membrana 
corioalantóica, los ensayos se definen como: 

* La prueba de la membrana corioalantóica (HBTCAtU * La prueba de la membrana cor ioalantóica CCAIU * El ensayo vascular de la membrana corioalant6ica CCAtfVA) 

Estos métodos difieren significativamente en su técnica Y 
procedimientos de calificación. 

( 5,10,22,27,28,39 

El sistema del embrión de pollo es bien conocido y ha sido usado 
como modelo simple para pruebas de toxicidad, teratogenicidad, 
efectos sistémicos e inmunopatológicos del embrión. Se ha 
encontrado que la membrana corioalantóica en si, es ütil para los 
cientificos para estudios de cultivos virales. Por lo tanto, el uso 
de la membrana corioalantóica como accesorio para investigación es 
un enfoque bien conocido .. Su uso para la aplicación en estudios de 
irritación ocular es una extensión natural de esta herramienta de 
investiga.e 16n . 

( 5,10,24,33 ) 

2.6.1 l!'ISIOLOGIA DK LA llllllBRAllA CORIOALANTOICA 

La estructura de esta membrana esta formada l'Or la fusión de dos 
teJidos, el corión y la alantoides. La membrana corioalant61ca 
circunda el contenido del huevo en el interior de la membrana 
interna de la cáscara. Consiste de dos epitelios separados por 
tejido mesodérmico y crece en un tallo que nace cerca del extremo 
de lo que será.el aparato di&estivo del embrión. Las funciones de 
la membrana corioalant61ca incluyen: 

* Respiración 
• Absorción de calcio de la cáscara 
• Transporte de agua e iones 
• Definición del depósitO de desechos para el 

embrión en desarrollo 
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Lo ai• importante para nuestros prop6ai toe es que •e trata de una 
Mabrana bien vaecularizada que, Junto con eua capa11 epitelialea, 
proporciona un modelo razonable para el tejido ocular. La membrana 
corioalant61ca no esta inervada (es decir. carece de teJido 
neural), y por lo tanto no reacciona a los estimules Uctiles. 

( 8,27,28 l 

l!n la l'i•ura 2 se ilu.otn. un embrión de pollo de diez diaa. 
la importante eu uso COllO herramienta de enaayo, por que responde a 
las lesiones con un proceso inflamatorio co•pleto, similar al que 
observariaaoe en el tejido conjuntiva! de oJo de conejo. Su alta 
v8scularlzaci6n se presta como teJido ideal para estudios de 
irritación. 

ri.. 2 

( 8,28 l 

lllBBIOll llS POLLO - 10 DI.IS 

Membrana 
Corioalant6ica 

Burbuja de aire 
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Membrana de la 
C'scara 
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In la Pi1ura 3 se muestra co110 e• removida la meabrana de la 
c'•cara para deJar expuesta la 11e111brana corioalant6ica, •obre la 
cual •e aplicar4 la •ueetra, 

Pi&. 3 

Loe puntos finales de este ensayo son hiperemia (que es la 
dilatación o inflamación del sistema de vascularización). 
hemorra1ia o sanarado incontrolable 1 co•Mulación, co,gulos y 
opacificaci6n. La calificación de estos efectos fisiolóa:icos se 
baSa en un sistema que depende del tiempo. Por eJemplo, si los 
efectos fisiológicos ocurren antes, se les asigna una calificación 
mis alta. 

En este Mtodo de prueba se usan cuatro huevos y dos controles de 
vehículo Por muestra, y la calificación final es el valor promedio 
de los cuatro huevos. 

( 27,28 ) 

En la Fisura 4 se observan algunas reacciones típicas de la 
membrana corioalantóica. 
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Pig. 4 

a.b Inyección va~cular Cclasificaci6n: levemente irritante) 
e Hemorragia y lisis vascular (clasificación: irritante) 
d Coagulación acompañada de hemorragia y lisis vascular 

(clasificación: fuertemente irritante 6 corrosivo) 

( 33 ) 
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2 .1 lllSAYO 111 CILIJLAS BOJAS DI SANGRI (BBC) 

Dentro de los cultivos de células de vertebrados existen diversos 
métodos, uno de los cuales es el ensayo en células roJas de sangre 
<BBC - ASSAY>. 

( 3.34.39 ) 

El método en células rojas es un ensayo fotométrico, el cual 
permite estimar el potencial de irritación, esta estimación se basa 
en la diferenciación entre lisis de la membrana celular y 
desnaturalización de proteinas celulares, considerando ambos 
procesos puntos finales del ensayo, 

( 34.35,36.31 ) 

Los cambios en el comportamiento óptico de la oxihemoglobina CHb02> 
se usan para monitorear ambos puntos finales y sus interrelaciones, 
debido a que ésta actúa como un indicador inherente, ya 
que la desnaturalización de oxihemoglobina es cuantificada 
fotométricamente por el continuo cambio de color que va de rojo 
claro a café rojizo produciendo un cambio en la absorción. 

( 33.34.35.31 ) 

* IBITBOCITOS (BllC) 

Los eritrocitos se lisan mediante la adición de tensoactivos a 

i!:e;~~~~~i!;ª c~\~1~!;~~~ t!. mff~::::16cnª 1d!ª~xfh:~;~~!~i~:c~~~o~) 
se usa como punto final obJetivo de la integridad de la membrana. 
Figura 5. 

* DISllATOBALIZACIOll 

Bl indice de desnaturalización <DI> de las proteínas y enzima!I a 
una concentración mayor de tensoactivo normalmente después de una 
hem6lisis completa. 
Fi¡ura 6. 

Las estructuras altamente ordenadas de las proteínas son dañadas, 
pudi6ndose cuantificar el arado de desnaturalización. 

( 33 ) 
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l'lc. 1 LISIS CILULlll 

C6lulaa + 
Tensoactivo 

C4§ lul,as muertas 

( 33 ) 



rte. 1 DISHTUllLIZ&Cllm DS norlllllS 

Protelna de e11truct.ura 
al ta.mente ordenada + 

liio 
"''s~ 

Perdida de la 
función biológica 

Proteina deanaturalizada 
Tenaoactivo 

CompleJo 
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2.8 &lllLISIS QOIBICO ( SISTlllA IYTll l 

Bl m6todo IYTEX es un ensayo bioquimico patentado, el cual 11e basa 
en el empleo de un blanco biomacromolecular para predecir 
respuestas de toxicidad iD-....x.i.JrA. 

( 12 ) 

2.8.1 GlllB&LIDIDl6 D1L SIBTlllA IYTIJ: 

11 11i11te .. IYTIJ e• un procedimiento alterno in y!tro que fue 
diseftado para acercar•• al eneayo de irritación ocular en conejos 
de Drai~e como _herramienta para la evaluación de toxicidad ocular. 

( 14 ) 

La fase de 1nvestiaaci6n y desarrollo del sistema BYTBX empez6 en 
1981 y el método establecido primero fue el ensayo estAndar, el 
cual se finalizó en 1985 por la National Testina Corporation, 
(ahora Laboratorios ROPAK>. Deade el desarrollo de este protocolo 
inicial, el método BYTEX ha evolucionado, de manera tal que el 
sistema EYTEX actualmente consiste de pruebas especifical!!I. Todos 
estos protocolos EYTKX se basan en el mismo reactivo stntético que 
se deriva totalmente de fuentes no animales. 

( 23, 26 ) 

El ensayo estándar CSTD > que se tuvo comercialmente disponible en 
1987, fue diseñado para la prueba de materiales 11olubles en aa:ua y 
miscibles. 

( 14 ) 

La aplicación del sistema EYTEX a las pruebas de tipos de productos 
cosméticos y de cuidados personales fue intensificada grandemente 
con la introducción del ensayo de partición de membrana CHPA), El 
cual fue diseñado para probar materiales insolubles en aaua, no 
miscibles, opacos y pi&mentados. 

( 1S ) 

A lo largo de 1989 y 1990, el sistema EYTEX experiment.6 un 
crecimiento sicnificativo por la introducción de cuatro protocolos 

· nuevos para constituir un sistema !YTEX de la tercera 1eneraci6n. 
le tos incluyen: 
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• 11 ensayo alcalino de membrana (1111) 
di11eftado para quimicos y formulaciones alcalinas * 11 enaayo r6pido de me11brana Clll& > 
diseftado para e'1l'factante11 y formulaciones de surfactante• 
etoxilados y anfot6ricos 

• 11 ensayo de aeabrana vertical (OllA) 
dieeftado en foraa de eneayo MPA .. Jorado 

* 11 ensayo de alta sensibilidad Clllll 
di•eftado para .. terial•• con un baJo potencial de irritación 

( 12,13,17,18,26,44 

2.8.2. lllTICIDllftlS 

El método BYTEX se basa teóricamente en el trabajo oriainal de 
Draize publicado en 1944, en el cual estableció que la 
opacificación o precipitación de proteínas de la córnea es el 
factor primordial en la calificación de irritación ocular. causada 
por químicos. 

( 9,23 ) 

La identificación de los componentes c¡uimicoa de la córnea fue 
publicada en 1961 por. Kawerau y Ott. Los diferentes componentes de 
las protelnas de la córnea fueron aislados y parcialmente 
caracterizados coJDO una mezcla de globulinas y albWlina. 

( 23 ) 

Bn 1971, Benedek demostró que el estado transparente normal de la 
córnea depende del arado relativo de hidratación de las proteinas y 
de su organización altamente especializada. 

Estudios posterioree realizados por Jedziniak en 1978 usando 
diepersión de luz lilser in=.a.i.tJ¡ en el cristalino hWDano, 
demo11traron que la causa de la opacificación cornea! era la 
presencia de aa:regados de alto peso molecular con una hidratación 
reducida de protelnas. 

Bn aeneral, una disminución en la hidratación de las proteínas 
conducir6 a cambios en au conformación. 

( 17,23,26 ) 
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2.8.3 USI CilllTifIC& DIL lllC&llISllO DIL SJSTlll& IYTIJ[ 

Gordon y Ber•-.n bao deaarrollado el si11tema EYTIX 1 ba11ado en un 
proceso que incluye las alteraciones en la hidrat.ac16n y 
conforaac16n de una .. tri& de proteínas para predecir la irritación 
ocular ~- 11 en••1'º ip yltrp ha aido dieelliado para ser 
aec6nica11ente an6lo10 a la opacificac16n corneal ~. 

( 14,15,18,26 ) 

lata matriz de reactivo de proteína ea derivada de polvo de semilla 
de nanjea (especie de baba). Una proteina olJ10Mrica es el 
componente lú.s activo del reactivo, Sin e11bar•o 1 esta fórmula 
reaiatrada tambi6n contiene p6ptidos 1 aminoácidos. 
mucopolisacAridos, etc. Tabla 1. 

( 23,26 ) 

T.lBLl 1. COlll'OSICIOll DI Ll ll&TllIZ llllCTIVO DI PllOTIJKl 

Globulinas 0.6 a 1.2 ' Albumina 0.2 a 0.5 ' Carbohidratos 0.2 a 0.3 ' Lipidos o .1 a 0.3 ' Saponinas 0.001 a o .01 ' 
HucoPolieac6ridoa 0.1 a 0.2 ' Cloruro de sodio 0.1 a 0.2 11 
Acetato de 11oclio o .05 a 0.1 11 
Borato de 11od io o .1 a 0.3 ' EDTA 0.01 a 0.02' 

( 17,23 ) 

El 8istema EYTEX utiliza una matriz biomacromolecular que imita la 
córnea en el tubo de prueba. Bata aatriz eeta co•pueata por 
proteinaa al ta.mente oraanizadaa con espacios reaularea, lo cual 
ocasiona que la .. triz sea clara. Cuando un producto qui mico 
irritante es expuesto a esta. aatriz, esta confor .. ción ea alterada, 
produci6ndose turbidez la cual es 11edida turbidimetricamente. 
Pi1ura 7. 

( 12 ) 
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ria. 1 llODllLO IYTll 
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( 12 ) 

Kl ensayo b6aico de EYTEX se conduce en una probeta, en la que un 
irritante q"uimico es expuesto a una l!!lolución acuosa de reactivo de 
proteínas en presencia de un activador, que es una substancia que 
activa al reactivo para el ensayo. B'l punto' final del ensayo ee la 
aaregación de la proteína del reactivo, que ocurre mediante un 
proceso patentado hasta un. arado proporcional al potencial de 
_irritación de la mueetra de la prueba. 

( 42 ) 



La qre1aci6n de proteínas es cuantificada mediante la medición de 
eu absorbancia a 400 nm en un eapectrofot.6metro. 11 potencial de 
irritación del a¡ente de la prueba es evaluado aplicando los datos 
de la prueba a una curva de calibración obtenida con irri tantea 
eet.6.ndares conocidos. Jiaura 8. 

fic. 8 CUll'IA DS CALIBllACIOR PARA LA BVALU&CIOll DllL POrlMCIAL DS 
IRRITACI09 

lllOocll" mu 
-lll'~Hcil 

e' . 

1600 

1200 

• BOO 

400, 

·º~--=~-=--''="~=--=....,.,·~="""~7~0=--eo:o.:-~.to..-.....,.,100::::-~.1~1~0· 

IHln JLl9eraJM0Geraaa ( ••••r• J:atreaa 

lquhalnte 11Tll I Draiz• 

1 cl·-J hfl• 111 cort11 ,,,. 1t chl!Unti61 d1 Jrrit1ciil1 11J c•o Ja IDC1l111cJ61 lle la tUJa para trn 
putln 11 d1t• 1111 calOrdor.J · 

Bata c\ll'Ya es trazada relacionando la absorbancia con una escala 
del equivalente de EYTEX/Draize (EDEl. La escala del equivalente 
de BYTBl/Draize ae representa por una calificación nu.Mrica y por 
un siste- de clasificación para Juzaar la irritación. 
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La escala del lquivalente IYTEX/Draize para una muestra de la 
prueba puede obtenerse arAficamente identificando un punto en la 
curva de calibración que se relacione con la absorbancia de la 
muestra y dejando caer una linea en la escala del Equivalente de 
llYTllX/Draize. 

La escala EDK fue diseiiada para ser una aproximación de la 
respuesta de irritación ocular úxima quda. y representa Ms 
estrechamente la calificación total promedio de 24 horas de Draize. 

Los cortes numéricos definen la escala del IDE en las cate¡orias de 
Juicio de irritación, y estos cortes refleJan la variabilidad 
inherente de los ensayos in.....Y.iJl.a. e ~. Los valores del corte 
difieren para los diferentes protocolos de EYTEX, y 1eneralmente se 
usan coc:o estructura para trazar la curva de calibración. 

Los protocolos BYTEX tienen la habilidad de asianar las siauientes 
clasificaciones para Juz¡ar la irritación: no irritante, irritante 
ID1nimo, liaero, moderado y severo. Sin embarao, \inicamente el 
ensayo de alta sensibilidad <HSA) puede asignar adecuadamente una 
clasificación no irritante. 

( 42 ) 

El ensayo BYTEX es un •todo ~ que mide solo la irritación 
quimica, este no estima otros factores que contribuyan· a otras 
irritaciones ~. tales como mecanismos fisicoe, alera:ia11, o la 
capacidad de 11anar desp"h de la irritación. 

El método BYTEX, ain embarao, puede ser apropiado para controlar y 
monitorear ingredientea nuevos y formulaciones de uso dom6stico, 
cosm6ticos y productos de cuidado personal. 

( 17 ) 



·2.8.4 COllJIGUll&CIOll &CTO&L DIL SISTlll& IYTIJ: 

11 •i11tema BYTIX ee a desarrollado para proporcionar protocolos y 
par,metros de control de calidad 1 los cuales incrementan la 
precisión y expansión para la aplicación de este s·ietema. 

( 12 

Bn la P'igu.ra 9 se puede obs~rvar la evolución del sistema IYTEX. 

Pie. 9 IV&LDACIOll DIL SISTlllA ITTIX 

1985 

1986 - 1987 

1989 - 1990 

Protocolo e•tlndar (STDl 
lfat.erialee soluble!! y •hcibles 

Protocolo .. mbrana do partic16n (l!P Al 
Materiales insolubles, inmiecib les, 
opacoe y pi19entados 

Protocolo alcalino de .eabrana <W) 
for•ulacionH 1 qui•icol!I alcalinos 

Protocolo rápido de .. 111irana (8111) 
Surfactantel!!I etodlados, anfotéricos y 

foraulaciones que loe contienen 

Protocolo de alta·eensibilidad <BSA) • 
Materiales de baJa irritación 

Protocolo de aeabrana vertical UJIU > • 
lnsayo KPA aejorado 

( 13 ) 

Los seis protocolos del sistema. BYTBX difieren no únicaaente en la 
modalidad de aplicación, sino también en su estructura fisica. 
Bstae diferencias se detallan en. 18 Tabla 2. 
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T&BLA 2. DIPllBlllCI&S lllTBI LOS PROTOCOLOS DBL SISTlllA IYTH 

PRUTDCllLD 
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llEIPO 
lhrl 
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11 

ICllVQlll 
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11 
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11111110 

11 

11 
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Loe eeie protocolos se enfocan individualmente en una aplicación 
diferente, ein embar•o t.6cnicamente muestran mucha uniformidad. 
Todos los protocolos usan el mismo reactivo de proteinal!!I 1 

activador 1 y tipo de probeta. En loe protocoloe con formato de 
membrana, el diseilo de la membrana puede diferir, pero el material 
de la membrana es el mi111110, es decir, celulosa eapecialmente 
tratada. Adem.Ae, los calibradores que eirven para 1enerar la curva 
de referencia para lae evaluacionee del potencial de irritación, 
eon eepecificos para cada protocolo. Cada uno de loe protocolos 
requiere del uso de un Jue¡o único de calibradores y los alaori tmos 
respectivos para el an6lieis. Bl protocolo del ensayo de membrana 
vertical <DMA) esta diseiiado para usar los mismos calibradores y 
alsoritmoa del RKA. 

( 7", 13 ) 

2.8.5 DISCRIPCIOll DI! LOS PROTOCOLOS 

2.8.5.1 PllOTOCOLO ISTAllDAR (STD) 

El ensayo estándar e!ltá diseilado para materiales miscibles solubles 
en agua, por lo que se requiere que la muestra sea colocada 
directamente en la solución del reactivo activado. Por esta razón, 
eeneralmente se ha encontrado que el protocolo STD es •uy útil para 
quimicos purificados o incredientes no elaborados, y menos lltil 
para formulaciones de productos. 

Rl activador se usa en una concentración de lx. La forma del ensayo 
es vertical, lo que significa que la probeta permanece en posición 
vertical durante el tiempo requerido del ensayo. 

( 14 ) 

2.8.5.2 llNSAYO Dll PAllTICIOll DI! llBllBllAllA !llPAI 

Bl ensayo de partición de membrana MPA esta diseñado para 
materiales que son insolubles en agua, inmiscibles, opacos, 
pi.mentados o que no califican para el protocolo STD • lste 
protocolo es único en cuanto a. que la muestra es insertada en una 
copa de membrana semipermeable moldeada conocida como "floppyH . 

3, 



Beta copa de muestreo se instala en el extremo superior de una 
probeta que contiene el reactivo activado. y la probeta se tapa. El 
activador se usa a una concentración de lx. 

Una caracteristica distintiva de este ensayo es que se efectúa con 
la probeta en posición invertida para maximizar el contacto del 
reactivo con la superficie de la copa de membrana. El ensayo se 
desarrolla. a lo largo del tiempo prescrito de 24 horas a travée de 
interacciones entre los componentes del reactivo activado y la 
muestra de la prueba. que ocurren a lo l&r&'O de la barrera de 
membrana semipermeable. 

Un problema reconocido en este protocolo ocurre en la prueba de 
agentes con una baja tensión superficial. Bata característica puede 
permt.tir que la muestra suba a los lados de la copa de membrana con 
posibles fugas en la probeta. Sin embargo, los protocolos alternos 
de KYTEX poseen modificaciones técnicas que corrigen este problema. 

( 15,44 ) 

2.8.5.3 KllSAYO ALCALINO DB llBlfBRAHA !A.11.1.l 

Kl ensayo alcalino de membrana AMA está diseiiado para pruebas de 
aa:entes que tienen un pH > 8. O. Bl desarrollo de este protocolo se 
basó en el descubrimiento de que las muestras alcalinas, como los 
productos empleados para realizar permanentes o alaciar cabello y 
Jabones. no calificarían en el Sistema BYTBX. a menos que se 
omitiera del ensayo el reactivo activador. La única mejora dentro 
del protocolo del AMA es que no se usa activador: Las razones de 
eete enfoque son que el activ11dor repre!!lenta una solución 
amortisuada acidica <pH 3), que por naturaleza disminuirA la 
alcalinidad del sistema del ensayo producida por la muestra 
alcalina de prueba. Sin embarao. la alcalinidad de una substancia 
es considerada como un componente de su potencial de irritación 
ocular. Para un anilisis in yitro exacto y representativo, es 
deseable que el ai!!ltema de prueba retenga la m6xima sensibilidad al 
al to pH de la mueetra. Por lo tanto. la omisión del activador del 
sistema produce un aniAlisis m.As relevante. asi como una mejor 
calificación del ensayo. 

( 13 ) 

35 



Como caracteristicas adicionales de este protocolo tenemos que la 
muestra de la prueba es contenida en una copa de membrana 1 y que 
el en.ayo es efectuado durante 24 horas con la probeta en posición 
vertical. La posición vertical se hace posible mediante el uso de 
una copa de membrana semipermeable aodificada, conocida como 
"bala". La bala est.6 hecha de dos anillos de pl611tico, entre los 
que se sostiene la membrana y abajo de los cuales se coloca la copa 
de membrana. Los anillos de bala sirven como barrera contra el 
arrastre aacendente de la muestra, y como plataforma para colocar 
la membrana en la probeta. La bala se ai túa en la probeta de forma 
tal que la copa de membrana con la muestra sea sumergida en el 
reactivo liquido de prueba. 

( 42 ) 

2.8.5.<l IDISAYO BAPIDO DI lllllBl!AllA CRllA) 

El ensayo rápido de membrana RHA fue diseñado para analizar los 
surfactantes etoxilados o anfotéricos y formulaciones que contienen 
estos tipos de surfactantes. Las muestras de prueba de este tipo 
han tendido a ser asociadas con curvas de respuestas de dosis no 
calificadas en el protocolo del HPA. 

( 17,18 l 

Rl RHA produce respuestas de dosis calificadas usando un reactivo 
altamente activado para probar estas nuestras problema. Se tiene 
una mayor reactividad mediante el uso del activador a una 
concentración de 31'. Este ensayo se lleva a cabo en forma vertical 
durante 5 horas, usándose la membrana de bala para contener la 
muestra de la prueba. 

( 7, 17, 18 ) 

2.8.5.5 IDISAYO DI lllllBBAllA VKllTICAL (UllA) 

El ensayo de membrana vertical DMA representa un protocolo del KPA 
mejorado. Es similar al MPA en cuanto al procedimiento, y a los 
tipos de muestras para cuya evaluación fue diseftado. Bl UH& se 
corre durante 24 horas, y la concentración usada es de lx. Las 
principalea alteraciones del DMA son el uso de una bala de membrana 
para la auestra, la forma vertical del ensayo, y el uso de 
diferentes calibradores. El uao de la bala permite menos 
dificultades tAcnicas en relación al maneJo, y elimina los 
problemas del arrastre ascendente y fucas de la membrana. 
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Bn aeneral, el OHA tiene caracteristica• para eer uaado como 
protocolo de un ranao amplio. Bl. uso de los protocolos del UMA y 
del RKA puede ser suf !ciente para cubrir pruebas de la aayoria de 
los químicos y formulaciones del.11ietema IYT!X. 

( 7 ) 

2.8.5.8 KHSAYO DI: ALTA SIMSIBILIDAD !OSA> 

Bl ensayo de alta sensibilidad HSA es un protocolo especializado 
que esU dieefiado para probar muee;tras asociadas con un potencial 
de irritación bajo, es decir, una calificaci6n de Draize de O a 16. 
Bl HSA es un ensayo vertical que usa una bala modificada para la 
muestra, y que se corre durante 24 horas usando una concentracl6n 
del activaUor de lx. 

La variabilidad inherente de los demAs protocolos de BYTIX es tal, 
que los resultados de no irritante e irritantes minimos 
frecuentemente representan eobrestimaciones. Bl RSA es el único 
protocolo de EYTEX que puede clasificar una muestra como no 
irritante. 

El HSA no está diseñado para probar muestras que tengan altas 
concentraciones de surfactantes, pH bajo y alto, o solventes 
reactivos. 

( 7, 13,42 ) 

2.8.8 llODIFICACIOlllS DK LOS PROrOCOLOS 

11 sistema BYTBX representa un procedl•iento flexible como 
alternativa de pruebas ~ en relación a la diversidad de 
tipos de productos que pueden ser evaluados por sus seis· 
protocolos. Se cuenta con . flexibilidad al Wl&r este sistema 
mediante laa modificaciones documeiitada11· del protocolo. que pueden 
11er aplicadas para cubrir lqs problemaa especificos encontrados 
durante las pruebas de las muestra11. 

En la Tabla 3 se sefialan estas modificaciones. 
( 42 ) 
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TUL& 3. llODil"IC&CIODS DI LOS PROrOCOLOS IYTU 

l'llOBLIUI& 

• Inhibición del STD 

• Blancos de muestras 
intensamente coloreadas 

• La muestra reacciona con la 
probeta de 1 STD 

• La muestra rompe la probeta 
del MPA 

• La muestra reacciona con el 
activador 

• La muestra no califica 

• La muestra no califica 

llODIFIC&CIOll 

STD 3x. Sx 

Cambio de la loncitud de 
onda de la luz 

Ensayo STD en probetas de 
vidrio 

Ensayo Rl!A 

Usar activador en los 
blancos 

Concentración m6s alta 
calificada CHQC) 

Análisis Diluido 

( 42 ) 

• Cuando se obtiene inhibic 16n en el protocolo STD, un método 
adicional para calificar la muestra es aumentar la reactividad del 
sistema usando concentraciones del activador de 3x 6 Sx. 

* Algunas veces el color de las muestras pigmentadas puede 

~~!:i~:;;r sJrcf:succa11ªfl1ºcagfg~~0Ün ~~1¿'º;:f~ c~<;i~~1~d~':.t:u;rog~:~: 
es leer el en9ayo no con la longitud de onda estándar de la luz de 
400 nm, sino con una longitud de onda alterna que reduzca la 
interferencia del color. 

* Si la muestra de la prueba reacciona de alguna forma con la 
probeta de poliestireno en el protocolo STD. entonces el STD puede 
ser· conducido en tubos de vidrio. 
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• Hn caso de que la muestra esté asociada con ••ses en expansión 
que rompan la probeta del HPA, entonces el ensayo puede eer 
efectuado usando el protocolo RHA, en el que la probeta ee cubre 
con Paraf ilm. 

• Puede ocurrir alteración en el ensayo ei la muestra reacciona 
químicamente con el activador. lata situación con frecuencia se 
corrige si el activador ae u.sa en los blancos a la misma 
concentración de la.a probetas de la prueba. 

• Si una muestra no califica en el RHA usando los volúmenes de 
muestra estándar Ces decir, 30, 50 y 100 ul o tpg), se tienen medios 
alternos para obtener resultados calificados para evaluación, 
usando ya sea la concentración &As alta calificada CHQC), o el 
procedimiento de análisis diluido. 

La concentración más alta calificada es aquélla en la que el 
volumen de la muestra de la prueba aplicado en el sistema del 
análisis se disminuye a una cantidad menor. Los volllmenes de 5 y 10 
ul o mg, serian los limites inferiores razonables con este 
proced !miento. 

Bl an6lisis diluido es aquél en el que la muestra de la prueba 
aplicada al sistema de an6lis1s representa una forma diluida del 
material de la muestra concentrada original, y est.a dilución se 
hace usando un solvente apropiado. 

( 42 ) 

2.8.7 APLICACIOll DllL SISTllllA XYTIX 

La compleJidad relativa del sistema BYTEX no constituye un 
impedimento para su aplicación efectiva. Esto se debe a que se 
pueden aplicar eiatem6.ticamente numerosos protocolos y 
modificaciones para la evaluación de muestras cuyo car,cter o 
irritación se deeconoce. IU eequema de uso del protocolo 
recomendado por Laboratorios BOPAK para los protocolos de BYTEX de 
la tercer generación, se describe en el árbol de decisiones de la 
Figura 10. Aqui las muestras de prueba son primero soaetidaa a una 
evaluación de pH para definir el uso del AHA con muestras con un 
pH > B, o el UMA o STD con muestras con un PH < B. 
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Una •uestra no calificada en el STD lx puede eer evaluada con un 
STD 5x o 11uJeta a an6li11i11 con el UMA. Las aue11tra11 que se 
ooneidere eat.6n siendo 11obreetiaadas por .el UMA, pueden ser 
evaluadas adicional.ente con el HSA. Las muestras no calif1cadae en 
el RO pueden ser analiz.adaa ú.s aún usando el RKl con el 
procedimiento de anUhia diluido o un HQC. 

l'ic. 10 ISQUlllA GlllB!!.IL PlllA LA IV.ILDACIOll DI llllKSTllAS IN 
KL 6 ISTlllA IYTKI 

STO lx 1 

Muestras de Prueba 
4 

Evaluac i6n de+ Abaorbanc ia 

pH CAsoc1aci6n de Alcalinidad) 
¡ 

..---~-.;.,< 8 .o 
No Califica 1 HPA 6 DllA 1 

l 
No calificada .No calificada 

l 
STO sxl 

l 
l Rt!A 3x l 

' No calificada 

l 
Anilisis diluido 

6 
Concentración más alta 

diluida <HQC l 
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Le.o 
1 AMA 1 
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2.8.8 "RllT&.JAS T DIS"RllTIJAS DIL SISTlllA HTll 

Para un uso eficiente del 11iatema IYTIX para las pruebas ~ 
se requiere que el usuario tenia una perspectiva de las 
limitaciones de estos procedimientos. In la Tabla 4 se incluye una 
list.a de las ventaJas y desventajas del ueo del sistema BYTEX como 
alternativa in.....Jl..i.tz del procedimiento de Draize. 

TUL& t. 

lllSRllT&JllS 

* No califican substancias 
especificas 

• Ho mide: 
- Irri tantea mec6.nicoe 
- Hecanismos de recuperación 
- Contribuc ion ea por penetra-

bilidad o respuestas 
inmunolóa: icaa 

* La información de evaluación 
disponible es insuficiente 
para la aplicación de la 
muestra: modalidad 

volumen 
frecuencia 

* No distingue fácilmente entre 
irritantes severos y extremos 

"RllT&JlS 

* Alta correlación con la 
irritación ocular ~ 

* Se relaciona con la cali
ficación de 24 horas de 
Draize 

• Mide la irritación quimic 

• Amplia compatibilidad de 
muestras 

• Procedimiento rápido y 
e imple 

• Cuantitativo y partable 

• Efectivo en costos 

* Puede reducir las pruebas 
en animales 

Se ha observado que algunas substanc las no califican en el ensayo 
de EYTEX debido a su incompatibilidad inherente con los componentes 
del sistema. Dichos agentes que han sido reconocidos a la fecha 
son: urea, violeta de manganeso, cloruro de plata, ·y altas 
concentraciones de tipos el!lpecificos de materiales etoxilados Y 
anfolitos. 

( 13.42 ) 



2.9 IHALISIS ~IllICO ISISftllA SUllTHl 

Kl método skintex es un ensayo bioquímico patentado, el cual se 
basa en un modelo fieico - químico de dos compartimentos para 
predecir respuestas de toxicidad ~-

( 12 ) 

2.9.l GlllKRALIDlDIS SOBBI IRRIT&CIOll DIRllICA 

La irritación dérmica primario ~ es un fenómeno compleJo ·que 
involucra múltiples par,metros fisico - quimico!I interrelacionados. 
Los animales han sido uaados para asegurar la irritación dármica 
por observación de cambios visiblee que van desde el eritema y 
edema hasta la corrosión y ulceración. 

( 9 ) 

La irritación dérmica es producida por diversos y complejos 
mecanismos. Los eventos identificados en la irritación dérmica 
incluyen: 

* Interacción con el estrato corneo 
• Desnaturalización de proteínas 
• Lisis de célula!I de la epidermis 
• Citotoxicidad * Producción de antigenos y citoquinas epidermicos 
• Desgranulac i6n de células de apoyo 

En la piel el estrato corneo, una capa delgada de células muertas 
con keratina cornificada, actOa como una barrera limitando la 
penetración de quimicos a la epidermis y dermis. Las propiedades y 
eventoa que ocurren en esta barrera son esenciales para su función 
e integridad. Los eventos clave incluyen perdida de agua, 
desnaturalización de keratina y lisis. 

( 16 ) 
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2.9.2 AllTICKDKllTIS 

El proceso de irritación puede ser visto como absorción o 
penetración a través de una superficie externa de una matriz de 
keratina CsemeJante al estrato corneo> hacia una superficie interna 
tal como la epidermis. 

Este concepto fue la base para un modelo fisico quimico de dos 
compartimentos para irritación dérmica. el cual incorpora una 
matriz barrera y un reactivo 11ensible para analizar químicos 
irritantes. Este es llamado la matriz barrera/sistema reactivo, 

Usando membranas aisladas de epidermis, Schueplein y Roas 
investigaron los efectos de solventes que poseen enlaces hidrógeno, 
solventes lipídicos y surfactantes ani6nicos sobre el estrato 
corneo y su permeabilidad. Los solventes que poseen enlaces 
hidrógeno tal como el DMSO afectaron la barrera produciendo 
expansión de la matriz. Los surfactantes aniónicos también 
produJeron expansión de la matriz por interacción proteica. Los 
solventes lipídicos tuvieron poco efecto sobre la estructura del 
estrato corneo, pero redujeron la capacidad que tiene el estrato 
corneo para retener agua. 

Los procesos de absorción del estrato corneo han sido inve1Stigados 
a fondo por Imokawa. estableciendo que la absorción es el paso mas 
importante en la iniciación de la irritación dérmica y tal vez el 
mas importante parámetro físico químico en la toxicidad dérmica de 
surfactantes aniónicos. 

La integridad del estrato corneo es el segundo parámetro más 
importante en la iniciación de la irritación. Pemberton y Oliver 
moni torearon la resistencia eléctrica en zonas de piel como una 
medición de la integridad de la barrera y por lo tanto como un 
indicador del potencial de corrosión de qui micos. 

La desnaturalización de proteínas ha sido cuanti~icada como cambios 
en la rotación especifica de una solución. de proteínas o mis 
recientemente en estudios por Kligman como cambios en el pK. 

( 18 l 
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2.8.3 BISI CllDIJIFICI .DIL lllC&llISllO DIL SISTlllA SIUNTll 

El modelo SKINTEX fue desarrollado para proporcionar un método 
alternativo a la prueba de Draize en conejo. Este método estA. 
bu.ado en un •odelo fisico - quimico de dos compartimentos que 
incluyen una biomembrana de barrera en el compartimento uno y una 
matriz mac;::romolecular en el compartimento dos. 

La muestra a analizar se absorbe 6 penetra a través de una barrera 
de biomembrana constituida por ke:ratina/coláaeno y posteriormente 
reacciona directamente con la matriz de macromoléculas organizadas 
(reactivo aensible de proteinas) . Los cambios en la integridad de 
la barrera liberan un tinte indicador. y los cambios en la matriz 
pueden alterar la transparencia del reactivo. La suma de estas dos 
reapuestas es leida espectrofotom6tricamente a 470 nm. 
Figura 11. 
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2. 8. 4 SISTlllA Pll \IALOICIOll 

Un sistema de calibración baaado en la irritaci6n de controle• 
conocidos .(pn II> es empleado para establecer el •isteaa de 
evaluac 16n. 

Tres calibradores con .. PD 11 ~conocido son analizados en cada 
ensayo. Una curva de calibrac1'6n es dibujada relacionando la 
iabeorbancia para el indice de irritación d6r•ica primaria (PD 
II >. La absorbancia de la muestra es leida en el e Je T y el 
equivalente SKIHTIX / PD II es leido como el valor correspondiente 
en el eJe 1:. l!n la Fi1ura 12 se muestra la lvaluaci6n SKINTBX. 

( 16, 43 ) 

Fil. 12 K\IALDICIOll SKIMTll 

SKINTEX SCORING 
AISOllAHCIA 

--
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2.9.5 COllPIOUllACIOll DllL SISTlllA 61'.IllTIX 

Bl si•tema SKINTIX se ha desarrollado para proporcionar protocolos 
de control de calidad, los cuales incrementan la precisión y 
expanei6n para la aplicaci6n de este siatema. 

( 12 ) 

Bl protocolo final consiste en ·5 paeos los cuales se presentan en 
la Fisura 13. 

l'iC. 13 RKSDIDH DIL PllOCBDillilllTO 

PROllBA DI! IllRITACIOll llBl!llICA Sll:IllTIX 

• lluest.ras: 
liquides, sólidos, los materiales insolubles pueden ser 
estudiados sin diluir 

• Aplicaci6n: 
el material de prueba se coloca sin diluir sobre la matriz 
barrera con la ayuda de discos circulares 

* Procedlaiento: 
la matri:o: barrera se inserta dentro del sistema reactivo, 
todo el sistema se incuba a 25 ac 

* lledici6n: 
la absorbancia se lee espectrofotométricamente. 

• Calibraci6n y BTaluaci6n: 
la calibración se realiza con irritantes conocidos, 
calculando el equivalente SKINTEX / PD II 

. ( 16 ) 
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El sistema SKINTRX consiete en cuatro protocoloa: eneayo de 
membrana vertical (Oll&), eneayo alcalino de membrana (UI&), en11ayo 
de alta sensibilidad <BSA>, ensayo de reepuesta hllMna (!IBA). 

Los cuatro protocolos se enfocan individualmente en una aplicación 
diferente, emplean la 11iema matriz barrera y lliateaa reactivo. Loe 
calibradores que ae emplean para generar la curva de referencia 
para las evaluaciones del potencial de irr.i tación son especificas 
para cada protocolo. 

( 12, 43 ) 

2.9 .6 DllSCRIPCIOll DK LOO PROTOCOLOS 

2. 9. 6 .1 ENSAYO DK lllllBBANA VERTICAL (OllA) 

El ensayo de membrana vertical UMA esta diseftado para analizar 
materiales y formulaciones que poseen un pH < 9 .O. 

2.9.8.2 llllSAYO ALCALINO DI llllllBHANA (Ali&> 

Kl ensayo alcalino de membrana AMA está diseñado para pruebas de 
agentes que tienen un pH > 9.0. 

( 12 ) 

2.9.6.3 KllSATO ·DK ALTA SllllSIBILIDAD UISA) 

11 ensayo de alta sensibilidad HSA es un protocolo especializado 
diseñado para probar materiales y formulaciones con un valor PD II 
deOal.2. 

Rete protocolo se desarrolló para amplificar los caabios en ambos 
compartimentos del modelo y proporcionar una lledición aas exacta de 
estos caabioe. 

( 12,43 ) 
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2 • 9 • 8 • 4 lllSATO Dll llllSPIJKSTA lllllWIA <RBA ) 

11 enBayo de respuesta huaana · fue desarrollado para evaluar las 
prediccione11 del modelo SltIHTEX con reapecto a la 1rritac16n 
humana. late protocolo ha a ido optimizado basindoae. en diferencias 
de penetrac16n y respuestas de irritación entre humanos y coneJoa. 

( 12 ) 

2.9. 7 APLICACIOll DIL SISTlllA SKINTBI 

El esquema de uso del protocolo recomendado por Laboratorios ROPAK 
para los protocolos SKIHTBX ae describe en el árbol de decisiones 
de la r11ura 14. 

Las muestras de prueba son primero sometidas a una evaluación de pH 
para determinar el uao del AMA con muestras con un pH > 9. O o el 
UHA con muestras con un pH < 9.0, si el valor PD II ea Hnor de 1.2 
se emplea el HSA. 

Si las muestras no califican se realiza un análisis diluido 6 la 
concentración mas alta diluida <BQC). 

( 43 ) 
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11'18. 14 ISllOIK& .GllQBAL Pll!A LA IVALDACIOH DI! llllJISTJ!AS IN EL 
BISTllfA BltIHTll:J: 

Muestras de prueba 

l 
Determinación de pR 

Asociación de Alcalinidad 

l ( 9.0 

~ • PD II < 1.2 ~ 

! ! 
!lo calUica 

1 
Anilisis diluido 

ó 
Concentración 

1D&B alta diluida 

!lo califica 

! 
An4lisla diluido 

ó 
Concentración 

mas alta diluida 
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~ ) 9.0 

mu 
! 

!lo califica 

l 
AnUisia diluido 

ó 
Concentración 

mas alta diluida 

( 12,25,43 ) 
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PARTB BXPBRXMBNTAL 

3 .1 DilGIWI& DI l'LUJO DI IRBITlCIOll OCOLU 
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S .1.1 Dll<ll!AHA DI! rLOJO DE IBBITACIOll Dl!RHICA 

AaUt1J1 .· dt IHult1d111 
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3.2 llATKBIAL, BRACTIVOS Y l!QOIPO 

ll. 2 .1 llATIRI&L BIOLOGICO 

- Huevos fertilizados frescoe de aallinas selecoionadas blancas 
Lohman del tipo Le1horn con un peso promedio de 50 a 60 1. por 
huevo. 

- C6lulas roJas de 11an1re de terneros o cerdos reci6n sacrificados. 

3. 2. 2 llATIRl&L DI LABORATORIO 

- Tubos de ensayo 
- Matraces Brl~nmeyer 
- rrucoa pec¡1.1elloa de polietileno 
- llioropipet.as de 20 a 200 pl 
- Soport.es para celd illao 
- Papel filt.ro de 8" de di6met.ro 
- Bmbudo de aran capacidad 
- Cilindro ¡¡raduado 
- Papel pH 
- !spAtulas 
- Punt.aa de 11icropipet.a de 30, 50 y 100 pl 
- llellbrana proteica de queratina y col6¡¡eno SKlllTKX 
- Soport.e de anillo (disco l 
- Celdillas 
- Equipo de articulos llYTEX que contiene: 

a. 3 paquetes con 100 celdillas cada uno de 1.5 ml 
b. 3 paquetea con puntas de microplpetas de 1 . 5 ml 
e. 2 paquetes con puntas de micropipeta de 12. 5 ml 
d. 1 paquete con membranas 
e. 1 paquete con membranas Cbala) 
f. Tapas de plbtico para las celdillas 
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ll.Z.ll IUCTiftll 

- Soluci6n •alina iaot6nica 
- Dodac11 Sulfato de Sodio llerck ClaUndar Interno> 
- Laur11 Sulfato da Sodio llarck (laUndar Interno) 
- Soluci6n amorttcuadora da citrato• (citrato de eodio y 'c. 

citrico 18:44 11aOl/•l> 
- laactiYo da •lobulinlul r coliseno en polvo SKINTIX 
- ..... BKIRTU 
- Colorante roJo bhico llo. 2 SKillTIX 
- lquipo de reactl•o• 1n11 que contiene: 

a. 1 calibradora• n .... radoa Cl-11 
b. 4 calibradorea: e.o, Cal, C.2, C•3 
c. 4 calibradores: Cll, Cll, CR2, CR3 
d. Reactivo en poho IYTIX 
•. DUu,.ente 
f. lctivador 
•· Vial 1n1:1 
h. Control nesatlvo (Coaprobaci6n de inhibición) 
i. 2 controles de calidad: QCl r QC2 

3.2.4 IQDil'O 

- Incubadora con charolas de rotado autoú:tico 
- Fresa dental con rotor de baJa Yelocidad (12000 a 15000 rpm) 
- latereo•icroscopio de alta aa&nificaci6n 
- Centrifusa Clppendorf trP<t 5415) 10000 rpm 
- lspectrofotóeetro con filtros para -iciones a 500, 530, 540, 

560 J' 575 D8, de doble rayo 
- Incubadora CSciantilic Producta) 
- Dosificador con •icropipetaa de 250 JJ.l a 1 ml con incrementol!!!I de 

250 ,al (lppendorf > 
- Pipeta de roclo Clppendorf) 
- Fotocolor188tro (Jenuay PCl 6060) 

ll.ll lllmlDOLOGil 

lill 



3. 3 .1 PBllBBA DE L.11. llKllBll.ll.ll.11. COBI0.11.LARTOIC& <BRTCA!I) 

a) El dia cero, los buovos aon recibido~ y colocados en incubadora 
con charolas de rotación automática, en un ambiente controlado de 
37.S +/- 0.5 '1C y wia humedad relativa de 62 +/- 5 %. 

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

o) El dia diez, ee abren los huevos en su extremo mas ancho, donde 
se localiza la burbuja de aire, empleando una sierra rotatoria de 
dentinta. 

d) La membrana de la cáscara, que descansa directamente sobre la 
membrana cor1oalant61ca es retirada cuidadosamente humedeciendola 
con solución isotónica para facilitar la remoción mec•nica, una vez 
removida, la membrana corioalant6ica esta lista para analizar 
productos. 

e) Aplicar el material de prueba en la membrana corioalant6ica en 
forma de una capa delgada (0 .1 g si es sólido y 100 microlitros si 
se trata de un liquido) . 

::f) Realizar las observaciones a simple vista ó usando un 
estereomicroscopio con mayor amplificación par observar también las 
reacciones más ligeras. 

•> Se regletran los tlempas de aparición de heawrragias, lisis 
vaecular y coagulación y se utilizan para calcular los indices de 
irritación dentro de los 5 minutoe siguientes. 

h) Evaluación de los da toa: 

Vasos capilares mAs inyectados de lo normal 

Enrojecimiento con los vasos difícilmente 
distinguibles 

EnroJecimiento difuso intenso 

EnroJecimlento difuso intenso con inflamación 

Hemorrqia aeneralizada 

5( 
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Liais (destrucc16n de vasos) 

Coaa:ulaci6n (desnatural1zaci6n proteica con 
tro11b0Bi!l 1 decoloraci6n. opacidad 7 turbidez 
intra y extra celular) 

i) Cálculo del indice de irritaci6n: 

7 

Bl tiempo de la primera aparici6n (en segundos) de las diferentes 
reacciones fue lo que se reaiatró para calcular el indice de 
irri taci6n (potencial). l!l tieapc de prueba ea de 5 minutos o 300 
aesundos. 

Indice de irritación: 

fasu301 lwwarractu>l+ C(7HMt Jtntn>]+ rca>tcOMPlactfmll > 
. 300 

Bl indice lú.ximo de irritación: 5+7+9 = 21 si las reacciones ae 
observan inmediatamente después de la aplicación del producto. 

J) Emplear cuatro huevos y dos controles de vehículo por. muestra. 
la calificación final es el valor promedio de los cuatro huevos, 

k) Interpretación de los resultados: 

de O.O a 0.9 

de 1.0 a 4.9 

de 5.0 a B.9 

de 9.0 a 21.0 
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No irritante 

Li1eruente irritante 

Moderadamente irritante 

Severa.ente irritante 



3.3.2 IHS&YO IH CKLllL&S BOJAS DI S&HGBB (BBC) 

1. PRIPWCIOll D1r LAS CSLUL&s ROJAS DI S&llGRB 

a) Las auestras de aan1re se recolectan en frascos de polietileno 
que contienen una solución amortiguadora de citratos. 50 •l de eata 
aoluc16n ae acitan con 450 ml de muestra de sanare para lleaar a 
una concentrac16n final de 1:10 citrato:sanare. Las mueetras se 
mantienen en caJaa precalentadas a 21 . 6 22 OC durante su 
transportación al laboratorio (de 20 a 30 minutos). 

b) Centrifuaar las •uestras a 15000 rpm durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Del residuo se elimina el plasma de la 
superficie por succión, posteriormente ae lava varias veces con 
solución salina amortiguadora de fosfatos para eliminar todo rastro 
de plasma y células blancas . 

e) Las células rojas oe mantienen en refrigeración a 4 QC hasta que 
se neces 1 ten para los ensayos . 

2. PBOCIDillIKHYO DIL IHS&YO 

& • BlllOLISIS 

a) Tomar alicuotas de la suspensión de células rojas a una 
concentración de O .125 mmol/l de oxihemoglobina y preparar 
diluciones de dodecil sulfato de sodio a partir de una !toluci6n de 
1000 ppm. 

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

e) El sobrenadan te se lee fotométricamente para hem6lisis a 530 6 
560 nm al iaual que el blanco y control para evitar traslaparse con 
desnaturalización de proteinas. 

d) La liberación total de hemoglobina de la11 c6lulas roJas de 
11anare se determina al 100 ~. la liberación fracciona! causada por 
cada au.eetra eer' expresada en porcentaje relativo a la liberación 
úxima de he•olllobina. 

e) La concentración media mlxima efectiva <Bso > •e calcula a partir 
de las curvas concentración ve respuesta y definidas coao la 
concentración a la cual 50 • de c6lulas roJas aon daiiadas para 
producir hem6l111i11. 



'f) Preparar al menos 8 concentraciones equidistantes de dodecil 
sulfato de sodio (en ppm) y de las muestras, incubando con células 
rojas de sanare por triplicado. 

B. DISMATURALIZlCIOll DI l'llCJRIKlS 

a) Preparar soluciones de dodecil sulfato de sodio y de las 
muestras a una concentración final de 1 ~ e incubarlas a 
temperatura ambiente por 10 minutos con una al1cuota de c6 lulas 
rojas de sanare ajustada a la concentración de oxihemoglobina 
previamente descrita. · 

b) Agitar vigorosamente y centrifugar a 10000 rpm, el sobrenadante 
se lee a 540 y 575 nm. La absorbancia medida a 575 nm se divide 
entre la absorbancia medida a 540 nm para obtener el llamado I -
radio, el cual se usa para caracterizar el indice de 
desnaturalización de proteinas <DI). 

e) Para la oxihemoglobina, el radio CR¡) fue de 1.05, mientras que 
el estándar interno (dodecil 21ulfato de sodio> a 3.47 mmol/l como 

;~ncd~~~~~~~n f;::;' 'f:u:t r:~io 1~~2) ·,. Lad:if~!:~~~~:ii::c:Jn Y ~~ 
oxihemoglobina, y es usado para calcular el potencial de 
desnaturalización individual de las muestras de acuerdo a la 
siguiente formula: 

DI = 100 <R1 - R1> I <R1 - Rzl (IU 

Donde Ri es el radio obtenido de la muestra en estudio. 

d) El resultado del indice de deenatural ización se usa para 
comparar con el valor de irritación ocular de la evaluación iD. 
ti=. 

e) La relación entre hemólisis CH50) e indice de deonaturalización 
CDI) se define como cociente lisis / desnaturalización CL/D), 
calculado para cada muestra y tambifln usado para comparar con el 
efecto irritante ~. 
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3. IMTIBPRITACIOM DI Lm BISULTAD06 

IBBITACIOll OCOLIB 
.IILilJJl 

No irritante 
Ligeramente irritante 

Moderadamente irritante 
Irritante 

Muy irritante 
Severamente irritante 
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lll....lUDll 

100 
10 

1 
0.3 
o .3 
o.! 



3.3.3 IDISAYO DI DISllATUBALIZACIOll D! PBOT!IllAS (IYT!X> 

3.3.3.l PROTOCOLO ISTIJfDAll IYT!l-STD 

a) Para determinar si este es el protocolo adecuado, se deberá 
desarrollar lo si1uiente: Se colocan 100 µ1 6 100 aa de la muestra· 
en 1 ml de disolvente en una celdilla. Se ajusta el colorimetro a 
cero con una celdilla blanco Bo que contenga sólo disolvente, 
después se lee la muestra a 400 nm, si la absorbancia es mayor de 
O .5 se deberá optar por la técnica de membrana de partición (RYTEX
l!PAl. 

b) Determinar el pH de la muestra diluida, si é9te ee mayor de 6 se 
lleva a cabo una modificación del protocolo STD y HPA, que indican 
que no se debe emplear activador, o bien, emplear el protocolo AMA 
especifico para este tipo de muestras. 

e) Preparar una solución del reactivo proteico aiiadiendo la mitad 
del aaua al reactivo en polvo, agitar vi1oroeamente hasta la 
disolución del polvo. Adicionar la otra mitad del agua al reactivo. 
Filtrar y transferir el reactivo empleando una pieza de papel 
filtro ajustada al embudo. deJar filtrar lentamente, recibir el 
filtrado en el vial vacio, etiquetar con la fecha de elaboración. 
El reactivo ea estable por 30 dias almacenado de 4. a 8 QC. 

d) Para activar el reactivo aiiadir el activador en proporciones lX, 
3X y 5X. Si el pH es menor de B se adiciona lX, es decir O .5 1111 de 
activador a 25 ml de reactivo preparado Cla activación se efectiia 
antes de cada ensayo), si se va a hacer en proporción 3X se 
adicionan 1.5 ml de activador y si es SX, 2 .5 ml de activador. Si 
el pH es mayor de 8 no se activa el reactivo. 

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

:r) Aplicar los reactivos y muestras como se indica en la Tabla 
Mo. 1 

•> Tapar todas las celdillas y aaitar cada una vigorosamente por 10 
segundos. Incubar por l hr a 25 llC. A¡¡i tar todas las celdillas 
vieorosamente después de la incubación. Tener cuidado de que la 
superficie de cada celdilla este limpia. 

b) Tomar las lecturas en el fotocolorimetro. Ajustar el equipo a 
cero con la celdilla blanco del diluyente Bo. Leer la celdilla 
blanco del reactivo So y a Justar el eq:uipo nuevamente a cero. Leer 
cada una de las celdillas que contienen loa calibradorea y 
•Ueatras . 

.i.) Si la lectura del blanco es mayor de 500 el resultado no 
califica. Analizar la mueatra con el protocolo EYTBX-MPA. 
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TABLA Ho. 1 
lPL ICACIOH DK LOO RllCTIVOS Dl!L PROTOCOLO STD 

llllllUADIUMllTE Dllll !1116 ru:11111 11&1111 IU5IRll 
3 1 -.. !MI 

So IOOpl ¡,.¡ 
CI 100,1 IMI 
12 IOOpl IMI 
C3 100 •I IMI 
ti IOOpl IMI 
c:t IOOpl IMI 
t6 IOOpl lml 

11:1 IOOpl 
112 100,i 
111:1 100•1 
112 100"1 
1100 lml 100•1 
l!O 1,.¡ '°•I 
DI l.J J)~I 
5100 l.J 100•1 
lllO l.J l'J•I 
SJ) IMI J!•I 

j) Calcular el valor BYTEX delta: lectura de la muestra - lectura 
del blanco = valor l!YTl!X delta. 

ll) Si el valor EYTBX delta es menor de -15 el reBultado no 
califica. Analizar la muestra con el proto.colo HPA. 

1) Si el valor KYTEX delta de la· muestra es inferior al valor de 
C4, comprobar inhibición: 

* Adicionar 100 ul del control nea:ativo en la celdilla de la 
muestra, mezclar viaorosamente e incubar por 10 minutos a 25 QC. * Ajustar el equipo a cero con la celdilla blanco del reactivo So y 
leer la celdilla de la muestra, 
* Si la lectura es •enor que C4 la muestra es inhibida y el 
resultado no califica. La muestra puede ser analizada empleando el 
activador del protocolo STO en una proporción de 3X y si no 
califica emplear el activador SX. 
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•> Clasificar loa ras11ltados de cada •uestra que calific6. Trazar 
la cu.rva d• callbrac16n con lu anotacion•• ••critaa en el reporte 
JI' localizar lo• p11ntos • 
Posterior•nte l .. r la opacidad da cada doaia de •11 .. tra aobre la 
c11rYa de calibraci6n y realisar llDa linea vertical. Detar•inar la 
equivalencia IYTlllDll&IZI para cada doais. 

3.3.3.2 PIOl'OCOLO 11118&10 D llDllWI& DI PlllTICIO. IYTll-IP& 

a) Determinar el pH y preparar el reactivo como se indica en los 
incisos b y e del protocolo STD. 

bJ Analizar las muestras a tres concentraciones: 100,50 y 30 Jll. Si 
la muestra es sólida colocar 100, 50 y 30 lllll. 

e) Aplicar el reactivo y diluyente collO se indica en la Tabla No. 2 

T&BL& Bo. 2 
IPLICICIO. DI LOS IUCTIYOS IJIL PllOrOCQLO llPA 

IBJIUAllUlllllll c..- ---' -
• l..! 
~ 1..i 
1111 llOJI 1..i 
111 llOJI 1..i 
111 1•.i lool 
m 1...i 1•.i 
11 1..i llOJI 
m 1..i - l..! -1..i 1•.i • lool ... 
• lool ... 
lllO lool 1•.11 

• lool .... .. 1..i •JI 
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d) Inserción de la membrana: 

* Limpiar la punta de un marcador con alcohol, enJuaaar con agua 
destilada y deJar !lecar. * Colocar la membrana en la punta limpia e insertarla dentro de la 
celdilla hasta el fondo y retirar el marcador. * Asegurarse de que las esquinas de la aembrana esUn extendidas 
mas allA de la orilla de la celdilla en todas direcciones. 
* Mantener las membranas dentro de su bolsa de plAstico en un 
refrigerador con temperatura de 4 a 8 QC. 

e) Aplicar los calibradores y muestras como se indica en la Tabla 
No. 2 

f) Tapar las celdillas lentamente, dar un a:olpecito a cada una en 
posición invertida para aeesurar que cierre herméticamente. Incubar 
las celdillas en posici6n invertida por 24 hr a 25 OC. 

g) Después de la incubación, agitar todas las celdillas 15 aeg. y 
colocarla9 en el soporte en posición normal. 

b) Realizar las mediciones en el fotocolorimetro. A Justar el equipo 
con la celdilla blanco del diluyente Bo, leer la celdilla blanco 
del reactivo CMo y a Justar nuevamente a cero. Leer cada uno de los 
calibradores y muestras . 

1) Inspeccionar cada membrana, si ésta se encuentra dai'iada la 
muestra debe ser repetida y el resul;.tado no califica. 

J) Si la muestra blanco da una lectura mayor de 500, la muestra 
debe realizarse a menor concentrac16n y el resultado no califica. 

k) Calcular el valor BYTEX delta inciso J protocolo STD, ai este 
valor es menor de -15 el resultado no califica. Analizar la muestra 
con el protocolo llPA 3X. 

1) Si el valor BYTBX del ta es inferior al valor de Ct'12, comprobar 
inhibición, inciso l protocolo STD. 

3 • 3 • 3 • 3 PROTOCOLO lllSHO 111 lllllBllAllA BAPIDA IYTIX-BllA 

a) Preparar el reactivo como indica el inciso e protocolo STD. El 
reactivo se activa empleando la proporción 11. 

b) Aplicar los reactivo!I y mueatras como se indica en la Tabla 
No. 3. Si la muestra a analizar es sólida se emplean 118 en lugar de 
'11. 
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TABLA Mo. 3 
IPLICICIOM DI LOS UICTIYOS DBL PROTOCOLO 11!11 

IB.DIUA llUMlllE e~ IU:Tl\11 - IUST1IA 
2 mma. 

lo 1.,¡ 100•1 
llll lml 
au 100.1 lml 
lll2 100,1 lml 
IJtJ 100)11 lml 
IEI IMI 100•1 
112 1.,¡ 100•1 
llEI 1.,¡ 
llE2 1.,¡ 
1100 1.,¡ 100•1 
llO lml !O•I 
lll l.,¡ 30•1 
5100 lml 100.ll ,,, lml !OJI) 
SlO lml 30)11 

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

d) Después del periodo de lncubaci6n remover las balas de membrana 
Y revisar si se encuentran lesionadas. SJ la membrana resultó 
daftada se repite el ensayo y el resultado no califica. 

e) Realizar las mediciones en el fotocolorimetro, aJustando el 
equipo a cero con las celdillas blanco de diluyen.te· Bo y blanco del 
reactivo CRo. 

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

•> Si el valor EYTEX delta es menor de -15 el resultado no 
califica. Si el valor BYTEX del ta de la muestra es inferior al 
valor de CR2, comprobar inhibición, inciso l protocolo STD. 

b) Trazar una curva como se indica en el inciao m protocolo STD. 
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i) Interpretación de loe reaultadoe: 
La clasificaci6n de irritaci6n 111.J.U.u¡ corresponde con la ~ 
extrapolada de la curva y debe leerae asi: 

RAllGO 

o 
o .1 -
3.0 -

15 .1 -
25.1 -
50 .1 -
80 .1 -

2.9 
15 .o 
25.0 
50 .o 
80 .o 

110.0 

RAllGO 

o.o 
3.1 

12.1 
16.1 
28.1 

54 

3.0 
12.0 
16.0 
28.0 
54.0 

CLISifICACIOll 

No Irrit.ante 
NI I llini11<> 

Hinimo Irritante 
Ligeramente Irritante 

Moderadamente Irritante 
Severamente Irritante 

Extremadamente Irritante 

CLASifICACIOll 

No Irritan te 
Hinimo Irritante 
llinimo / Li&ero 

Ligeramente Irritante 
Moderadamente Irritante 

Severamente Irritante 



3.3.4 DSIYO Ollllll.llll UACTl'IO (Sll:IllTIU 

1 • PRIPABlCIOll DI LAS lllTRICIS 

•> Preparar una solución salina estabilizada a pH B.O de 10~ de 
queratina, 11: de colAa:eno, 0.1~ de a:lutaraldehido y acetato de 
celulosa suficiente¡ deJar a 25 OC durante 1 br, a esta 
preparación, se le adiciona colorante roJo b6sico No. 2 y se deJa 
10 •inutos a 25 ge. 

b) Las peliculas que se forman se lavan exhaustivamente con .agua 
destilada, se cortan en círculos y se montan en soportes de disco 
guardándose en recipientes de plAstico a 4 Cl!C, coneervándose así 
hasta 180 dias. 

2. PRIPAllACIOll DKL RIACTI'IO 

a) El polvo liofilizado de globulinas, colágeno, glicosamiglicanos, 
4cidos arases libres, aminoácidos, fosfolipidos y sales 
amortiguadoras se rehidrata y se conserva a 4 QC: El reactivo 
rehidratado se conserva estable por 15 dias. 

3. l'llOCIDIKIKllTO DIL IMSAYO 

a) Emplear tres calibradores con PD II ~ conocido en cada 
ensayo. Trazar una curva de calibración relacionando la 
abaorbancia para el indice de irritación dérmica primaria (PD 
II). La absorbancia de la mueatra es leida en el eje Y y el 
equivalente SKINTEX / PD II' es leido como el valor correspondiente 
en el eJe X. 

b) Preparar las muestras a dosis de 30, 50 y 100 ,u.l y aplicarlas 
directamente en la barrera, luea:o ésta se inserta en el reactivo y 
se incuba por 3 hr a 25 QC. 

e) Determinar la absorbancia a 470 nm en un fotocolorimetro. 
extrapolar en la curva de dosis ve reapuesta y leer como el 
equivalente de la prueba ~ y el indice de irritación d6rmica 
in....ld=. 

d) Interpretación de los resultados: 
La ·clasificación de irritación d6rmica in yitro corresponde 
directamente con la clasificación iD.....ldYJ2 (en piel de coneJo), asi: 
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l'IUlll& PllOlll& C&LlrlCICllll cu.1r1c1e1111 
11 nto 11 'lTIO 11 YlfO . 11 'ITIO 

o .o • 0.5 o.o • 0.5 llo irritan te liDillC> irritante 
0.5 • 1.5 0.5. 1.5 L1'eruente irritante LH••nte irritante 
1.5. 3.0 1.5. 2.0 Lne .. nte irritante LeH•nte irritante 

2.0 • 3.0 LeveMnte irritante loderaduente irritante 
3.0 • 5.0 3.0 • 5.0 tloderadaaente irritante loderaduente irritante 
5.0 o m.ls 5.0 o ah Severuente irritante Severa.ente irritante 
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3.4 UILISIB IST&DISTICO 

Los re11ultados aer'n anali&ados estadhrticamente, para lo cual se 
aplicar' el m6todo estadistico que incluye la prueba de 
distribución normal, lo cual permi tir6 aceptar la hipótesia nula 
111•u1ente: 

Hip6te11i11 nula !Ho) 
Los Mtodos ~ proporcionan una evaluación mas preci!la en 
comparación con los m6todos ~ en la determinación de 
irritación ocular y dérmica de productos cosméticos. 

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

• Medida de tendencia central <Media> 

X = -llli.......fi 
fi 

• Hedida de dispersión (Desviación estándar) 

s = / c.1 - x>2 rt 
fi - 1 

2 .. Distribución normal. 

' 

Con frecuencia a esta distribuoi6n se le nombra distribuoión 
gaussiana. La densidad normal est.A dada por la expresión: 

z = e - ly-J'o{' 12 

In ella Z indica la altura de la ordenada de la curva, que 
representa la densidad. Is la variable dependiente de la expresión, 
siendo función de la variable. 
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C A P I T U L O IV 



RBSULTADOS y DJ:SCUSJ:ONBS 

4.1 USULTADOB 118 IUITICIOll OCULAR 

Para realizar las pruebas de irritación ocular se emplearon cinco 
productoe. coem6ticos, cada uno de los cuales se analizó diez veces 
por cada m6todos .1.lwl.1t.z:.Q.. 

A continuación se enlistan los productos cosm6ticoe analizados, y 
posterioraente 1011 resultados obtenidos por cada uno de los 
•todos. 

1. Reaovedor de 1DaqulllaJe para ojos 
2. Crema li~piadora <1el Jabonoso) 
3. Sbampoo 
4. lláscara 
5. Shaapoo para el cuerpo 

4. l.1 l'BOllBA 1111 Ll DllBIWI& COBIOlLUTOIC& (llST-Clll) 

Los resul tado!!I de la prueba de la membrana corioalant6ica se 
rePortan en la Tabla I, y son el promedio de los cuatro huevos 
empleados por análisis. 
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TABLA 

COllPUACIOI .. LCl6 VILOUS OBrDID06 11 LA l'llOllB& 111 LI. lllllBllUl 
CORIOILUTOICl COR LCl6 VILOlllS 111 llRITACIOI 11..illQ 

llllSTil IUITICIOI CLISIJIClCIOI IUITACUll CLISlrIClCIOI 
..JL.!lDll U-11111 

l_,Y.tor de 1 2. 7 Lil 2.0 MI I llin 
_..ula.le para 2 2.5 Lll 1.6 NI I llin 
oJoe 3 2.6 Lll 2.4 NI / "in 

4 2.8 L!g 2.8 NI I llln 
5 2.7 L11 2.0 MI I Hin 
6 2.7 L!g 1.2 RI I llin 
7 2.6 Llg 2.4 MI I llin 
8 2.6 L!g 2.1 NI / llln 
9 2.7 Lil 2.4 MI I ftln 
10 2.6 Lll 1. 7 MI I Mln 

---------------------------------------------------------------------------------
Cr.a llapildora 1 3.8 Llg 15.1 Lil ,_. 

de 2 3.7 Lil 15.5 Lig 
_..illa.le 1el 3 3.3 Lil 15.0 Lil _, 4 3.8 Lil 14.9 Lil 

5 3.5 Lil 15.5 Lil 
8 3.8 Lil 15.8 Lil 
T 3.5 Lil 14.6 Lig 
8 3.4 Lll 15.8 Li1 
9 3.5 Lil 16.2 Lil 
10 3.5 Lil 15.0 Lil 

---------------------------------------------------------------------------------
S"-'> 1 4.9 Lig I Hod 25.0 Lil I llod 

2 5.1 Lig I llod 24.7 Lil I llod 
3 5.0 Li¡ I llod 25.0 Li1 / llod 
4 5.2 Lig / llod 25.0 Lll / llod 
5 5.1 Lia I llod 24.9 Lil I llod 
6 5.0 Lia I llod 25.0 Lia I llod 
7 5.3 Lia / llod 25.1 Lia I llod 
8 5.1 Lll I llod 24.9 Li1 I llod 
9 5.2 Lia / llod 24.4 Lll / llod 
10 5.1 Ll1 / llod 25.2 Ll1 I llod 
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IDSTU 

l!úcva 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

T.UU 1 

009TllOICI09 

IBITICICll CLISirlCICllll 
...JLJUlll 

0.5 NI 
0.3 NI 
0.3 NI 
0.4 11 
0.3 NI 
0.2 NI 
o .4 NI 
o .1 NI 
0.2 NI 
0.3 NI 

IUITICllll a.as1r1c:ac1111 
D......J.Ull 

0.5 llI 
0.7 11 
0.3 NI 
o.o NI 
0,5 NI 
0.8 llI 
0.7 NI 
0.3 NI 
1.0 NI 
0.5 NI 

---------------------------------------------------------------------------------
Sbupoo para 1 4.0 Ll.c 22. 7 Lic 
el CllUPO 2 3.8 Lic 22.4 L11 

3 4.1 Lic 21.8 L11 
4 3.9 Lil 22.1 Lic 
5 3.8 Ll.c 22.7 Lic 
6 4.0 Lic 23.1 Lic 
7 4.1 Ll.c 22.6 Lic 
a 3.8 L11 22.4 L11 
8 3.8 L11 22.9 Li¡ 
10 3.9 Li1 22.1 Li1 

11 = lo Irritante; lia = llinillO Irritante; Lil = Ll.c•r-nte Irritante; 
lod = lloderada .. nte Irritante. 
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4.1.2 KllS.IYO KM CllLDLIS llOJIS DK S.lllGRI UIBC - .ISS.IY) 

La curva de concentración vs respuesta para la hem611sis y para la · 
actividad desnaturalizante de la'hemoalobina del dodecil sulfato de 
sodio (SDS) al ser incubadas con alicuotas de c~lulas rojas de 
sangre CRBC> de ternera se muestran en la Gr6fica t. 

GllDIC.I I 

IllFLUIHCI.I DKL IHCllIUlllNTO KH L.1 COllCKMTR.ICIOM DK DODICIL SDLl!'.ITO DK 
SODIO IN LA DKHSIDAD OPTICA DK CKLULAS BOJAS DK TKBllllR.I llL.llliO 

USORBAICl4 A 540 11 

Bb - DISMATURlLillCICll 

Bb - LIBlllACICll 

COGITRICllll DllKCIL 111.mo E DIO ,,,., 
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En los valores de concentración de 1 a 10 ppm, el SDS no tiene 
efecto bemoli tico sobre los RBC, pero las concentraciones, entre 10 
y 60 rpm provocan un aumento en la actividad óptica, lo que crea 
una fuerte pendiente en la curva concentración vs respuesta. 

La incubación de RBC con concentraciones superiores a 100 ppm no 
originan un aW11ento en la hem6lisis total medida a 540 nm sino que, 
por el contrario, la saturación con SDS origina una disminución 
tipica de la densidad óptica debido a la desnaturalización de la 
hemo¡lobina oxigenada original. 

Como la liberación de hemoglobina causada por la hem6lieis a bajas 
concentraciones del surfactante se sobrepone con el inicio de la 
desnaturalización de la hemoglobina, se observaron dos patrones de 
absorbancia a 540 nm y 575 nm respectivamente. 

En la Gráfica I I se muestran siete espectros correspondientes 
registrados entre las longitudes de onda de 500 a 650 nm después de 
la incubación con concentraciones adecuadas de SDS. 

Los respectivos valores de absorbancia medidos a 540 y 575 nm se 
usaron para calcular las relaciones alfa. - beta de los que .se 
deriv6 el indice de desnaturalización. 

Para el estándar interno SDS, se calculó la mitad de la 
concentración máxima para causa:c hem6lisis a 2.0 x 10 8 RBC/ml con 
un valor de 0.10 +/- 0.012 mmol/l o 29 ppm; el indice de 
desnaturalización de 100 ~ se detectó a una concentración de 3. 47 
mmol/l de SOS. · 
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GRDICl 11 

Cl!IBIOS llSPl!CTBOrarOIDTBICOS DB Ll lBSOBBAMCil DB RlllOGLOBIMl 

AISWlllCJI 

2,4 

0,6 o 

o 
500 

o 

550 600 650 
LIJN6JTUD llE IJNDI 1111 

Bas6ndoee en los resultados obtenidos con el SDS, se investi16 el 
potencial hemolitico y de?maturali::ante de cinco productos 
cosai6ticos. Loa resultados aparecen en la Tabla II, siendo estos 
los promedios del an6.lisis por triplicado. 
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TABLA II 

DISN~i!~0::11 <~ ~~ n9 :Lm:yáªfiM ~~'Tli11 V~R!S 
DS IRRITACION OCULAR I.IL.llm 

MITM llSt ID LID CL~SJFJl:Al:Jlll CWIFICACllll . ,,., !AIJD . 11 illRO JI VJYO 

blOYtdor H 1 J!O JO J2.0 LI¡ 111 / fth 
•••uill1J1p1u 1 Jll 10 Jl.1 LI¡ -1/"ll 
DJDI 3 l!O JO 11.0 LI¡ 11/llh 

• 121 10 Jl.J LJ¡ lill / IU11 
5 l!O JO JI.O LI¡ 111 /flh 

' lll 10 11.J u, llf I Jlia 
7 JIJ JO 12.1 LI¡ JU I flh 
8 l!O 10 11.0 LJ1 11 / !lo 
9 JIJ JO Jl.J .u, 111 /llh 

JO J!O JO JI.O LI¡ 111 / JU1 

--·---------·-----------·--------·---- -----·--
CrtN ltlfhdou J J30 1 11.1 LI¡ LI¡ 
lrfWYtdor di l 131 8 Jl.3 LI¡ LI¡ 
U~i;illlJI gtl 3 J30 8 Jl.l ll¡ LI¡ 
J1lla1D1G) • 131 8 J6.3 LI¡ LI¡ 

' J30 1 16.1 L11 LI¡ 
6 JI! 1 11.J LI¡ LI¡ 
7 JI! 1 11.J LI¡ LI¡ 
8 J31 1 16.3 LI¡ u, 
' J30 1 Jl.I ll¡ LI¡ 

JO J30 1 16.2 ll¡ lit 

----·------------------·----·---------
S1111poa J " ' 1.1 llg/llod LJ¡/llod 

1 " ' 1.1 Llf/llod LJg/llod 
3 '14 ' 1.1 Llf'""' llf / llod 
1 " ' 1.3 ll1/llod Ug/llod 

' '14 ' 1.2 llf/llod llf/llld 
1 " JO '·' llf '""' 

llt/llol 
7 '14 ' 1.1 Llg/llod Llf/llld 
1 ,. 

' 1.2 Llf/llDd llt/llof 

' 
,. 

' 1.1 L11/11Dd llf/llld 
JO '14 ' 1.1 llf/llod Ug/llld 
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llUTIA ll50 

'"'' 
llÍ1ura 1 llalllil 

! la Lhi1 
3 lo Lhis 
1 lolllis 
~ lolil11 
1 lla lhls 

' lo Lhil 
1 Molh11 

' lalhis 
10 la Lllh 

TABLA lI 

COllTillDACIOH 

ID LID 
WID 

11 ... 
11 ... 
(1 ... 
<l ... 
(l ... 
11 ... 
(l ... 
11 ... 
11 ... 
11 ... 

a.as1F1CM:1111 D.ISIFICM:llll 
11 VITID 11 VIYD 

11 11 
11 11 

" 11 
11 11 
11 11 
11 11 
11 u 
11 11 
•l u 

" " ---•H••·-----------·----·--------------------------------------------·-··· 
&til1poop1r1 1 llO ' !l.1 Li¡ Llg 
cutrpo ! lli! 1 11.0 Ll¡ . Llg 

3 180 ' !l.1 Llg LI¡ 
1 111 ' !l,B Ll¡ Llg 
5 190 1 !l.1 Ll1 Llg 

• 111 1 !l.I Ll¡ Llg 
1 180 1 !5.1 Ug LI¡ 

• 190 1 15,1 Ll¡ Llg 

' 111 1 !5,B Lig Lit 
10 180 1 !l.1 Lig Llg 

II : Mo Irritante; l!l.n = llinimo Irritante; Ll.g Llaeruente lrritaÓte'!' 
,; llod = Moderadamente Irritante. 
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4.1.3 llllSIYO DI DISNITUlllLIZICIOll DI PllOTIINAS CIYTIZ) 

La qreaaci6n de proteínas en el Mtodo BYTEX se ct.iantifio6 
11ediante la aedici6n de la abaorbancia a 400 nm ¡ el. potencial de 
irritación de las •uestras se evaluó aplicando los datos a una 
curva de calibrac16n realizada con calibradores especificos para 
cada protocolo. 

A continuación se muestran las curvas de calibración efectuadas. 
Grificaa III y IV. 

Gl!AlrICA III 

CIJBVA DK CALIBRACIOll PABA LA IVALOACION DKL POTKNCIAL DK 
IRBITACIOll 

1200 

800 

400 

IO 7D 811 to 100 110 

llUIVllLIJIE K mn I llUI![ 
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GllU'JCl JY 

CDBV& DI ClLIBRlCION PlBl. Ll l\'lLD&CJ09 DS llOSSTBAS lSOCJADAS COI! 
1111 I'OTIUICI&L DI IRRITACIOll BAJO IClLirJCACIOll DBAIH DI O A 18 l 

_,. 1JOl 

~000 CI C2 

1.ICO 

1.600 

'·""' 
•~oo 

1.000 

100 

600 

""' 
J2 J6 20 2A 21 

i"'·/ ... I 

EIUIVAl.lm IE nm I DIAllE 

Los calibradores, blancos y dosis de muestras que conforman el 
método HYTEX fueron leida& fotom6tricamente, anotAndose los 
resultados en hoJas de. reporte especiales para el m6todo¡ 
posteriormente fúe leida la opacidad de cada dosis de muestra sobre 
la curva de calibración y se realizó una linea vertical para 
determinar el equivalente RYTEX I Draize para cada dosis. Un 
eJemplo se muestra en la Fiaura 1. 
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r1-t1ra 1 

lCONTIHUACION SI llOllSTRA IL UPORTI DI UNO DI LOS AHALISIS 
UlLIZADOG lL SIWIPOO. 

1 

EY'IEX"" SCREEN 

1 

A l'aoouc:T SARIY PROFTU> 

COto<l'OJI'(, .ZU2E: '!WOINJCAM: 12atÜi? "12'Ill. 

111n • .,,,,..n:io1'1'1f'f 
SAMP1.l1.6h~OO 
!.D • ..atHlllU'Tl!J•• 

~~:H~ .. ~~~'"'-''"-' 11un1 IQUtvU.DT'I ,.6.f.' 

1 
\ l ! 

• : 

• . 
i 

1 : 
• 

'-: 
• :il' 1 : ~ • " • • 

1/. a • 

1 : . . . . .... . .,.....,,.... 
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Ficura 1 

COHTINU&CIOll 

DUIU IQUlVAl. .. 't'l .L•• 6 

C'Alatt.n'OfCS': 

"'· 
"' .... ... 
, .. 

'""" ~"" JllADIJl'G .... fl!l~""I: fQ\lltS """"'"" tnD:"tDJU.a[ 
(l•.w."9.1) ,., p .. •llo-) •• ,,,~ (.Q\A'l.lltln 

-1L'L.-
___uL_ 

~" p ~ 

--»-1- ___¿___ ;l .....m__ g~ -2.!:.L 
_,.u_ __.!__ ~! _,u¿_ Hll ~ 
_.llL_ __;_ ~e~liEE!~ 

,,,,., ....... 'ITY ..... ~1·-····-

/ : v: 
=-1 / ¡ 
-: 1/ 1 

•• ~~·n••-•wnu~••••••-w 
1--1 - 1 ·- 1 1 
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·Los resultados obtenidos por el método EYTEX se muestran en la 
Tabla III. 

TABLA III 

CO!IPARACION DI! LOS R!SOLTADOS OBTllNIDOS POR l!L lll!TODO l!YTl!X CON LOS 
BISOL T AD06 lll....il.!O 

1mx Dl!AIZI 
llDISTRA 

Pl!OTOCOLO 111 CLASIPICACIOll CLASIPICACIO!I 

Be.o'l'edor de 1 l!PA, HSA 3.5 NI I Hin NI I Kin 
aoquillaJe para 2 3.5 NI / Hin NI / Kin 
o Jos 3 3.5 NI I Hin NI /Hin 

4 3.6 HI I Hin. NI I Hin 
5 3.5 NI I Hin NI I Hin 
6 3.4 NI I Hin NI I Hin 
7 3.5 NI I Hin NI I Hin 
8 3.5 NI / Hin NI I Hin 
9 3.4 HI / Hin HI I Hin 
10 3.5 HI / Hin NI I Hin 

Creas l:iapladora 1 STD, Rl!A 19.8 Lig Lig 
(re.o'l'edor de 2 19 .8 Lig Lig 
aoquillaJe gel 3 19 .9 Lig Lig 
Jabonoso) 4 19.9 Lig Lig 

5 20 .o Lig Lig 
6 19. 7 Lig Lig 
7 20 .o Lig Lig 
8 19.9 Lig Lig 
9 19.9 Lig Lig 
ID 19.9 Lig L!g 
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TABLA III 

CONTINCJACION 

l!Tll DRAIZI 
llOISTRA 

Pl!OTOCOLO III CLASirIClCIOll CLASlrIClCIOll 

Sbupoo 1 
/ 

STD, RHA 29.6 Lic I Hod Lis I Hod 
2 29.5 Lis I Mod Lis I Hod 
3 29.5 Lis I Hod Lis I Hod 
4 29. 7 Lig / Hod Lig I Hod 
5 29.5 Lig / Hod Lis I Hod 
6 29.6 Lig / Hod Lis I Hod 
7 29.5 Lis / Hod Lis I Hod 
8 29.6 Lis / Hod Lis I Hod 
9 29.4 Lig / Hod Lis I Hod 
10 29.5 Lis I Hod Lig / Mod 

lláscara l HSA 1.1 NI NI 
2 1.0 NI NI 
3 1.1 NI NI 
4 1.1 NI NI 
5 1.0 NI HI 
6 1.1 NI HI 
7 1.0 NI NI 
8 1.1 NI NI 
9 1.1 NI NI 
10 1.1 NI HI 

Sbupoo para l !!PA, RHA 21.l Lis Lis 
cuerpo 2 21.0 Lis Lis 

3 21.0 Lis Lis 
4 21.2 LJ.g Lis 
5 21.l Lis Lis 
6 21.l Lis Lis 
7 21.0 Lis Lig 
8 21.0 Lis Lis 
9 21.l Lis Lis 
10 21.1 Lig Lic 

II : No Irritante; !Un = tlinimo Irritante; Ltg = Li¡eramente Irritante; llod = 
Moderadamente Irritante¡ 111 = Equivalente de Irritación Byte:r.. 
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4. L4 lll&LISIS ISTADISTICO 

Una vez comparados en las tablas anteriores los valores y 
e las if icac iones obtenidas de las muestras por cada uno de loe 
métodos ~ en relación con los valores y clasificaciones in 
1ixg,, se procedera • comparar las . desviaciones estándar de los 
cuatro métodos y asi, determinar la reproducibilidad de estos. 
Tabla IV. 

TABLA IV 

COlfi'ARACION DK LAS DllSVIACIOllllS llSTAllDAR DK LOS Tlll!S llKTODOS 
ALTKBNATIVOS lll.ilDQ Y IL llKTOOO lJl...il.iQ 

l'IETDIOS 11 VJTIO llETDDD 1.-VIVD 

IUSIRA PIA •. IEll.llM EllollD D ClU.US llETDJID l'IUEIA DE llUllE 
cun~DICA IOIASIEIAllRE mu mu 

Rtt0Ytd01' dt ll~t1Jlhjt 
ptraoJ01 O.DO o.os o.os o.u 

CrlN li'Clhdora lrno" 
dor H 11qullhJt teJ 
l•b-1 o.u 0.07' o.O! 0.1 

Stlupoo 0.11 0.17 o.os Ml 

KÍ1c1n o.u o.~ o.!9 

Sl\HpOO par11lcutrpo O.JI 0.01 0.06 o.11· 
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La distribución normal est6 determinada completamente por los 
par6metroe ,/"\ y rr Cmedia y desviación est,ndar >. En otras palabras, 
ae especifica una distribución normal dietinta para cada valor 

f~:t!:i~r~: 11~Enios de~ trasladan la 1ráfica de la diatribución 
a lo largo del eJe de las x, y loe diferentes valores de O-
determinan el grado de aplanamiento o levantamiento de la gráfica 
de la distribución. Figura 2. 

Figura 2 

a) 3 distribuciones normales con 3 diferentes medias 
b) 3 distribuciones normales con 3 diferentSs desviaciones estándar 

/VY\_ 
,., ,., '°J • 

"1<11:i <lf2 ., 

., 
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Las &ráficas de la distribución normal de los datos obtenidos por 
el análisis ~ presentan en general una curva amplia y 
aplanada, lo cual se debe a que la desviación estándar es mayor en 
comparación a los valoree obtenidos ~. En la Gráfica V se 
ejemplifica la curva de distribución normal de una de las muestras 
analizadas . 

GRAFICA V 

Gl!AFICA DK DISTRIBUCIOH HORllAL DK LOS RESULTADOS OBTKHIDOS l'OR KL 
llKTOOO HKT-CAI! DK LA llUllSTRA CORRKSl'OHDIKHTK A RK!OVl!OOR DK 

llAQUILLAJJ! PARA OJOS 

Datos: 
1 

1.2 
1.6 
1.7 
2.0 
2.1 
2.1 
2.a 

FRE'CUEllCJA 

LllS 
2.8 
!.IB 
2.16 
1.a• 
1.52 

UI 
MB 
2.16 
1.111 
1.:12 
1.20 

Rugo• 1.60 
Ancllo• 0.32 

8( 
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Las gráficas de la distribución normal de los datos obtenidos por 
los métodos .iJl._U:t.z:.g_ presentan en general una curva muy levantada. 
debido a que los valores de desviación estándar son inferiores en 
comparación a los valores obtenido!! in....Y.i.Y.a.. En la Gráfica VI ee 
ejemplifica la curva de distribución normal de una de las muestras 
analizadas. 

GR.ll!'IC.l VI 

GB.ll!'ICA DK DISTRIBOCIOll MOBllAL DK LOS RllSDLTADOS OBTKHIDOS POR KL 
llKTODO lll!T-CAll DI! L.l l!UKSTBA CORRKSPOllDIKNTK A RKllOVKDOR DK 

Datos: 
1 

!.5 
2.0 
2.1 
!.S 

F!ECUENm 

lRI 
!.71 
2.18 
2.56 
!.SO 

11.lQOILL.lJll l'.lB.l OJOS . 

R111go-a 0,3 
Aacho• 0,06 
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_,._,.) 
4 • l. 5 DISCOS IOllSS 

Los datos obtenidos en el estudio muestran que las tres pruebas 
alternativas eon eficientes en la identificación de irritantes 
conocidos. 

La Prueba· de la Membrana Corioalant6ica CHET-CAH) presenta una alta 
correlación en cuatro de las cinco muestras¡ la muestra que difiere 
se debe a las diferencias existentes en las escalas de 
clasificación de ambos métodos, ya que la clasificación ~ 
incluye en su escala un rango de valores clasificado como Ho 
Irritante / ltini110 y la prueba HET-CAH va directamente del rang'O No 
Irritante al Ligera.ente Irritante, por tal motivo la diferencia es 
de un rango de clasificación, sin embargo, esta no es una variación 
significativa. 

En el Ensayo en Células RoJaa de Sangre CRBC), se presenta la misma 
si tuac i6n que en la prueba HET-CAM con la misma muestra, debido a 
la misma diferencia en les escalas de clasificación antes 
mencionadas. 

Ej, ensayo de desnaturalización de proteinas <EYTEX) presenta un 
alto· grado de correlación con la prueba ~. las cinco muestras 
y cada uno de sus análisis corresponden adecuadamente. 

Con respecto a la comparación de los valores obtenidos por las 
desviaciones estándar de los ttrétodos, se observa que los tres 
métodos al terna ti vos in y1 tro presentan valores de desv !ación 
inferiores a los valores in__..y,iy_g_ en todas las muestras, lo cual 
indica que las pruebas in yit.x:.Q. empleadas son reproducibles en 
mayor grado que la prueba~-
Por otra parte, no existe diferencia significativa en cuanto a la 
desviación de las tres pruebas ~. por lo tanto cualquiera de 
los tres métodos puede ser empleado satisfactoriamente. 

Las curvas de distribución normal del ensayo RBC y de la prueba 
HET-CAM se observaron en la gráfica VI, las curvas obtenidas por el 
método EYTEX difieren un poco. ya que los valores de desviación 
estándar son muy pequeños y por tal motivo la curva es menos amplia 
y mas eleva.da. 
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4. 2 RISOLTADOS DI IRBITACIOll DIRllICA 

Se emplearon diez ·productos cosm6ticos para la real1Baci~n de la 
prueba de irritación d6rmica. los cuales ee analizaron diez veces 
por el método~ SKINTEX. · 

A continuación se en listan los productos cosméticos analizados, y 
posteriormente los resultados obtenidos. 

1. Crema para el contorno de los oJos 
2. Crema hidratante (cutis sensible l 
3. Anti transpiran te 
4. Shampoo para el cuerpo 
5. Crema corporal (piel normal) 
6. Jabón en barra 
7. Crema corporal con protección solar 
O. Mascarilla hidratante 
9. Crema limpiadora Cremovedor de maquillaje sel Jabonoso) 

10. Crema facial nutritiva 

4. 2 .1 l!fSAYO llllllBRAllA REACTIVO (SKIHTKX l 

Los cambios en la integridad de la barrera (biomembrana constituida 
por keratina /colágeno) que producen la liberación del tinte 
indicador y los cambios en la matriz de macromoléculas que alteran 
la transparencia del reactivo fueron leidos a 470 nm¡ el potencial 
de irritación de las mueotras se evaluó aplicando los datos a una 
curva de calibración efectuada con controles conocidos, 
relacionando la absorbancia para el indice de irritación dérmica 
primaria CPD II). 

A continuación ee muestra la curva de calibración realizada para 
establecer el sistema de evaluación. Gráfica V. 
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GRU'ICl VII 

CUBVA DI CALIBBACIOll Plll LA IVALOACIOll DIL POTINCIAL 
1111 IBBITACIOll DBBllICl 

llUIYILDITE IUllE I PI 11 
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Lae absorbanciaa de las mueatras fueron leidas en la curva de 
calibración en el eje Y y el equivalente Draize / PD II fue leido 
como el valor correspondiente en el eJe I. 

Los resul tadoe obtenidos por el ~todo Skintex !le muestran en la 
TABLA V y VI. 

TABLA V 

COllPAJIACIOll DI L06 RISOLTAD06 OBTllNID06 POR llL lllKTODO SIUllTKJ: 
COll LOO llKSOLTAD06 I.ILlll!Q 

sum1 llli.lIZI 
llUISTRA 

PD II CLISirIClCIOll PD U CLISirICACl<ll 

c.- para el 1 o.o NI 0.4 NI 
contorno de los 2 o.o NI o .2 NI 
o.loe 3 0.1 NI o .3 KI 

4 o.o NI o .o NI 
5 0.2 NI 0.1 NI 
6 0.1 NI o .o NI 
7 o.o NI o .2 NI 
8 0.1 KI 0.2 NI 
9 o.o NI 0.3 NI 
10 o.o NI 0.2 NI 

---------------------------------------------------------------------------------
Creao hidratante 1 0.2 NI 0.2 NI 
Ccutl.s aenslblo l 2 0.1 NI o.s NI 

3 0.2 NI 0.3 NI 
4 0.2 NI 0.5 NI 
5 0.1 NI 0.2 NI 
6 0.2 NI 0.3 NI 
7 o .2 NI 0.3 NI 
8 0:1 NI 0.2 KI 
9 0.2 NI 0.3 MI 
10 o .2 NI o .3 NI 
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llUISTll 

Anti transplrute 

Sb.upoo para el 
cuerpo 

Crema corporal 
(piel norull 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

1 
2 
3 
4 
5 
8 
7 
8 
9 
10 

TABLI. V 

COllTillU&CIOll 

PD U 

2.7 
2.9 
3.0 
2.9 
2.9 
2.9 
2.9 
2.9 
3.0 
2.9 

2.0 
2.0 
2.0 
1.9 
2.0 
2.1 
2.0 
2.0 
2.1 
2.0 

0.2 
0.2 
0.3 
0.2 
0.1 
0.2 
0.2 
0.2 
0.2 
0.2 

&lllTll 

CLISirlClCIOll 
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llod 
llod 
llod 
l!od 
l!od 
llod 
llod 
l!od 
llod 
llod 

L!g 
Lig 
Lig 
Lig 
LiB 
LI.¡ 
LI.¡ 
L!g 
Lil 
LiB 

11 
11 
NI 
n 
MI 
n 
11 
MI 
11 
MI 

PD 11 

4.0 
3.8 
4.2 
4.1 
4.1 
3.9 
4.1 
3. 7 
4.1 
4.1 

2.1 
2.1 
1.8 
2.0 
1.9 
2.1 
2.0 
2.2 
2.3 
1.9 

0.4 
0.1 
0.5 
0.3 
0.4 
0.4 
0.4 
0.2 
0.5 
0.3 

DUID 

CLISHIClCIOI 

llod 
llod 
llod 
llod 
llod 
l!od 
llod 
llod 
llod 
l!od 

Li1 
Li¡ 
Li1 · 
Li¡ 
Lia 
Lia 
L!g 
Li¡ 
Lig 
Lia 

NI 
MI 
MI 
NI 
MI 
MI 
MI 
RI 
MI 
RI 



llJISTll 

Jab6o barra 

ere.a corporal 
con protección. 
aolar 

-llla 
IPKlficante l 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 
ID 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
T 
B 
9 
10 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 
10 

TABLA V 

COHTINDACIOll 

PD 11 

2.0 
1.B 
2.0 
2.0 
1.9 
2.0 
2.0 
2.0 
1.9 
2.0 

o .2 
o .1 
0.1 
o .2 
0.1 
0.1 
0.2 
o .1 
0.1 
0.2 

0.4 
0.5 
0.4 
0.4 
0.4 
0.3 
0.4 
o .4 
0.4 
0.3 

SlllTll 

CLISUlCIClOI 
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LI& 
Lll 
LI& 
Ll1 
Ll& 
Lll 
LI& 
LI& 
Li& 
Lll 

MI 
KI 
KI 
KI 
KI 
MI 
II 
11 
MI 
MI. 

MI 
MI 
11 
II 
11 
MI 
MI 
MI 
MI 
II 

PD 11 

2.4 
2.1 
2.0 
2.1 
2.5 
2.3 
2.1 
2.3 
2.1 
2.2 

o .2 
o .1 
0.3 
o .1 
o .4 
0.3 
o.o 
0.2 
0.3 
0.3 

o .3 
o .5 
0.2 
0.3 
0.4 
0.2 
0.3 
0.5 
0.4 
0.1 

IDID 

CLASlrICIClOI 

Ll1 
Lll 
LI& 
Llg 
Lll 
Llg 
Ll1 
Lll 
Lll 
Llg 

HI 
HI 
HI 
NI 
HI 
HI 
MI 
HI 
HI 
HI 

HI 
HI 
HI 
MI 
II 
MI 
11 
MI 
HI 
II 



T&ILI " 
COllTlllUICIO. 

llllrll 111&111 ....,.. 
PD 11 CLISiflCICICll PD II CLISIJICICICll 

c:r-1t.pWora l 0.9 Li1 1.2 Lev 
(.-ldor de 2 1.0 L11 1.0 Lev 
-.W.lla.le pl 3 1.0 L11 1.1 Lev 
JA-..o) 4 1.0 Li¡ 1.4 Lev 

5 0.9 Li¡ 1.3 Lev 
6 1.0 Li¡ 1.2 Lev 
7 1.0 Li¡ 1.4 L9Y 
8 1.0 Li¡ 1.2 Lev 
8 1.0 Li¡ 1.1 Lev 
10 1.0 L11 1.2 Lev 

c ... fa:ial 1 0.2 NI 0.3 111 
nutritiH 2 0.2 NI 0.4 II 

3 o .2 llI 0.2 11 
4 0.2 MI 0.1 HI 
5 0.2 NI 0.3 llI 
6 0.2 NI 0.1 MI 
7 0.1 HI 0.2 llI 
8 0.2 NI 0.3 HI 
9 0.2 NI 0.3 NI 
10 0.2 Hl 0.5 HI 

II = llo Irritante; Lev = Leve .. nte Irritante; Li& = Lilleruente Irritante; 
- = loderaduente Irritante 
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4.2.2 lll&LISIS ISTADISTICO 

Una vez comparados en las tablas anteriores los valorea y 
clasificaciones obtenidas de las muestras por el método ~ en 
relación con los valores y clasificaciones ~. se procedera a 
comparar las desviaciones e.sUndar de los dos métodos y as!, 
determinar la reproducibilidad del método. Tabla VI. 

TABLA VI 

COHPAl!ACIOH DI LAS DKSVIACIOHKS ISTlllDAII DEL lll!TODO 
ALTERNATIVO l.ILillBll Y KL lll!TODO I.ILllm 

lllTOOO 11 Y!TiO DTODO 11 VIVO 
llOISTRIS 

Sl!llTll DlllZI 

Cr.a para el contorno 
de o.loe o .07 0.13 

Creu hidratante !cutis 
aensible) o .04 0.11 

btitranspirante 0.08 0.16 

Shupoo para el cuerpo 0.05 0.15 

Creu corporal (piel 
noraal) 0.04 0.12 

Jabón barra 0.07 0.16 

Creaa corporal COD 

protección solar o .05 0.12 

llucarilla (purificante) 0.05 0.13 

Crea lill'iadora 
(re90Yedor de aaquillaJo 
1el Jabonoso) o .04 0.13 

Crea facial nutrltba 0.03 0.12 
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Las cráficas de distribución normal tanto de los datos obtenidos 
por el anAlisis ~ como los obtenidos por el anAlisis 1D-.JtJ.:t.J.:Q 
son iguales a las que se muestran en las gráficas V y VI. 

4 .2 .2 DISCUSIONES 

Los resultados obtenidos en el estudio muestran que existe una gran 
correlación entre el método ~ e ~. las diez muestran 
analizadas corresponden adecuadamente, por lo tanto, se compl-obó la 
capacidad de esta prueba alternativa para predecir el potencial de 
irritación dérmica primaria. 

Las desviaciones estándar del método ~ son inferiores a los 
valores ~en todas las muestras, por lo tanto. las curvas de 
distribución normal son menos amplias y mucho más elevadas que las 
curvas obtenidas por los resultados ~. lo que indica que la 
prueba ~ es reproducible en mayor grado que la prueba in 
~. 
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CONCLUSIONES 

Se acepta la hipótesis nula; ya que el estudio estadistico demoetró 
que los r:o6todos in......xJJir.g proporcionan una evaluac16n precisa en 
comparación con loe ID6todos 1D....__rlm en la determinación de 
irri tac16n ocular y d6rmica: de productos cosméticos. 

La prueba de la membrana corioalant61ca <BBT-CAl!I) como una prueba 
alternativa para pruebas de irritación proporciona información con 
respecto a las reacciones del sistema vascular. 

En el ensayo en células roJas <BBC> los puntos finales de hem6lisis 
y desnaturalización son confiables y reproducibles, ya que 
corresponden a daños a la membrana y a la proteina. 

El m6todo de desnaturalización de proteinas (Bftll) considera las 
consecuencias de loe resultados falaos ne¡ativoe, pasee la 
capacidad para identificar y des calificar substancias que 
interfieren mediante diversas variaciones enfocadas individualmente 
en una aplicación diferente. permitiendo satisfacer las necesidades 
particulares de cada muestra, 

Rl ensayo membrana reactivo (SKIM'l'll) como una prueba alternativa 
para pruebas de irritación dérmica posee al igual que el sistema 
Eytex una serie de variaciones para satisfacer las diversas 
necesidades de las muestras proporcionando un medio útil para 
estimar el potencial de irri tac16n dérmica de productos cosméticos. 

Los resultados de los métodos in y1tro. presentaron una alta 
correlación con los resultados de los métodos ~ debido a que 
la cuantificación y reproducibilidad de los primeros conducen a 
una prueba y resultados más uniformes, lo cual se debe a que no 
existe variabilidad biológica. 

Los a6todos alternativos ~ permiten la sustitución de las 
pruebas ~ de Draize, pero no la desplaza en su totalidad. 
Sin embarao reducen el número de pruebas y con ello el nii.mero de 
animales involucrados. resultando en una reducción de costos al 
mismo· tiempo que se proporciona un producto seauro. 
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Huchos paises Europeos y Estados Unidos emplean alsunos de los 
diversos métodos alt.ernatives ~- Tomando en cuenta la 
economia de México, el método más recomendable es el de la prueba 
de la membrana corioalant6ica, debido a que loa huevos son un 
material biológico barato, fácil de conseguir,. no se i'equiere de 
equipo especializado y puede ser realizado por una persona 
adecuadamente capacitada. 
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