Rev. CENIC Cienc. Biol.; Vol. 55. (publicacion continua).180-187.Afio. 2024. e-ISSN: 2221-2450.

ARTICULO DE INVESTIGACION

IRRITABILIDAD DERMICA Y OFTALMICA in vivo DE UNA FORMULACION
COSMETICA CON ACTIVOS NATURALES

DERMAL AND OPHTHALMIC IRRITABILITY in vivo OF A COSMETIC
FORMULATION WITH NATURAL ACTIVES

Odaimis Mena Alvarez?, *(0000-0003-2831-8603)
Yudit Rodriguez Coipel® (0000-0003-1878-8396)
Anibal Dominguez Odio® (0000-0003-2243-7150)
Caridad C. Rodriguez Torres* (0000-0002-1454-5904)
Maria R. Pérez Capote *(0000-0001-7322-4425)
Irania Guevara Orellanes® (0000-0002-7994-3137)
Mirna Fernandez Cervera® (000-0001-6537-3367)

2 Grupo Empresarial de Producciones Biofarmacéuticas y Quimicas en su forma abreviada LABIOFAM. Boyeros, La
Habana, Cuba.
® Instituto de Farmacia y Alimentos, Universidad de La Habana. La Lisa, La Habana, Cuba.

»" esp25.desarrollo@ labiofam.cu

Recibido: 20 de diciembre de 2023; Aceptado: 21 de mayo de 2024;

RESUMEN

El propoleo es una resina cérea de consistencia viscosa obtenida por Apis mellifera, que tiene asociado diversos efectos: accion
antimicrobiana, analgésica, antiinflamatoria, antioxidante y cicatrizante. Ha sido incorporado en disimiles formulaciones para
uso humano. La sericina es una proteina globular que se obtiene a partir de los capullos del gusano de seda Bombyx mori y
tiene aplicaciones en la industria cosmética por sus propiedades antioxidantes. Objetivo: Determinar la irritabilidad dérmica
y oftalmica de una crema cosmética que contiene hidrolizado de sericina y propoleos. Materiales y Métodos: Se utilizo lote
experimental de la crema cosmética y 6 conejos machos de la linea Cenp: NZW con peso corporal 1,8 kg, segtn establece la
Organizacion para la Cooperaciéon Econémica y el Desarrollo (OECD 2012;2015). Se cumplieron los principios de Buenas
Practicas de Laboratorio y los principios éticos para evitar sufrimiento a los animales durante la experimentacion. En la piel
como en las estructuras oculares los efectos fueron observados inmediatamente después de la aplicacion a las 1, 24,48 y 72
horas. Se aplicé la escala Draize para evaluar las lesiones. Resultados: La formulacién cosmética, no resulta irritante dérmico
ni oftalmico; alcanzandose valores de indice de irritabilidad dérmica y oftalmica igual a 0 en los conejos ensayados.
Conclusiones: La crema cosmética con los activos naturales hidrolizado de sericina y propéleos cumple con los requisitos
para ser utilizada de forma corporal en posibles consumidores.
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ABSTRACT

Propolis is a waxy resin of viscous consistency obtained by Apis mellifera, which has several associated effects: antimicrobial,
analgesic, anti-inflammatory, antioxidant and healing action. It has been incorporated in various formulations for human use.
Sericin is a globular protein obtained from the cocoons of the silkworm Bombyx mori and has applications in the cosmetic
industry for its antioxidant properties. Objective: To determine the dermal and ophthalmic irritancy of a cosmetic cream
containing sericin hydrolysate and propolis. Materials and Methods: Experimental batch of the cosmetic cream and 6 male
rabbits of the Cenp: NZW line with body weight 1.8 kg, as established by the Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD 2012;2015), were used. The principles of Good Laboratory Practices and ethical principles to avoid
animal suffering during experimentation were complied with. In the skin as in the ocular structures the effects were observed
immediately after application at 1, 24, 48 and 72 hours. The Draize scale was used to evaluate the lesions. Results: The
cosmetic formulation is neither dermal nor ophthalmic irritant; dermal and ophthalmic irritability index values equal to 0 were
reached in the tested rabbits. Conclusions: The cosmetic cream with the natural active ingredients sericin hydrolysate and
propolis meets the requirements for bodily use on potential consumers.

Keywords: cosmetic cream; toxicology; rabbits; dermal irritation; ophthalmic irritation.
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INTRODUCCION

Desde el principio de la humanidad, existe una tendencia a la modificacion externa del aspecto. Para cuidar la
piel, las diferentes civilizaciones utilizaron productos minerales, de origen animal y plantas (Gonzalez & Bravo,
2017). A nivel mundial persiste el interés por el uso, produccién y comercializacién de productos naturales en el
mercado cosmético (Aoki M. et al.,2005; Loza et al., 2011; Mora, 2013). En este contexto la investigacion
cientifica se orienta al aprovechamiento de estas fuentes para la obtencion de nuevos cosmecéuticos y demostrar
seguridad para los consumidores (Brugés & Reguero, 2007; Casado et al., 2014; Padilla et al., 2015; Marquez,
2021;).

Los estudios toxicologicos de corte experimental constituyen un paso imprescindible en la ruta critica, por la cual
necesitan transitar antes de su comercializacién (Repetto & Repetto, 2009). Estas exigencias son aplicables para
el hidrolizado de sericina (Villa et al., 2021) y propdleos (Peréz et al., 2003; Navarro et al., 2018; Rodriguez et
al.,2020; Seijo et al., 2022). Ambos grupos de compuestos tienen en comun no solo el hecho de ser derivados de
organismos vivos como el gusano de seda (Bombyx mori) (Pérez et al., 2017), y las abejas (Apis mellifera) (Pena,
2008; Masaquiza et al., 2023), sino ademas de poseer multiples actividades bioldgicas (Quintana ez al., 1997; Li et
al., 2008; Barajas et al., 2016; Tito et al., 2017; Chango, 2018; Dong et al., 2020; Becerra et al., 2022). Diversas
instituciones han incorporado al propdleo en disimiles formulaciones cosméticas como: pastas dentifricas,
depilatorias, cremas, lociones de tocador, colcrem, jabones, lociones para después de afeitar, champus,
desodorantes, geles, y protector solar (Asis, 1999; Soares Dos Reis ez al., 2009; Benavidez, 2017). También, la
sericina se ha sugerido como materia prima en cosméticos para uso externo porque actia en la sintesis de colageno
y retencion de la humedad en la epidermis (Mandal & Kundu, 2009; Aramwit ez al., 2010).

Para el uso y comercializacion de un producto cosmético a base de hidrolizado de sericina y propoleos se debe
cumplimentar una serie de requisitos regulatorios en concordancia con las legislaciones intemacionales para los
cosméticos. Entre la serie de indicadores toxicoldgicos se encuentran los ensayos de irritabilidad dérmica e
irritabilidad oftdlmica que garantizan, dentro del margen de error que siempre trae aparejada la extrapolacién del
animal al hombre, que los productos que resulten no irritantes, no lo seran potencialmente en el hombre (Manual
de Indicadores Sanitarios, 2009).

Sobre esta base, el objetivo de este estudio fue demostrar in vivo la posible irritabilidad dérmica y oftalmica de una
nueva crema cosmética con activos naturales para su posterior uso en humanos.

MATERIALES Y METODOS

Formulacion de estudio

Formulacion semisélida elaborada a partir de hidrolizado de sericina y propoleos. Lote: 2209001E, procedente
de las instalaciones de la Unidad de Desarrollo e Innovacién perteneciente a la Empresa GENIX-LABIOFAM,
La Habana, Cuba.

El producto cumplio con las especificaciones de calidad establecidas segin proceso tecnologico establecido (tabla
1) y fue envasado en tubos colapsibles de polietileno de alta densidad, con tapa y sello de aluminio que garantiza
la inviolabilidad del envase, conteniendo 60g del producto. Todos los recipientes se mantuvieron almacenados a
temperatura de 30°C £ 2°C, humedad relativa de 75 % * 5% y protegidos de los rayos del sol hasta el momento
de su utilizacion.

Tabla 1. Especificaciones de calidad de la crema cosmética a base de hidrolizado de sericina y propoleos
Parametros Especificaciones

Organolépticos Semisolido homogéneo, libre de grumos y particulas extrafias, color beige,
olor caracteristico a la fragancia utilizada

pH 6,5-75

Densidad 0,867 — 0.898 g/mL

Microbiologicos 1000 UFC de microorganismos aerobios mesofilos en 0,1 gramo del
producto

Ausencia de Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Clostridium spp., hongos y levaduras

Fuente: Unidad de Desarrollo e Innovacion perteneciente a GENIX-LABIOFAM, Cuba.
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Modelos experimentales

Animales: Se utilizaron seis conejos machos de la linea conejos Cenp: NZW seleccionados al azar, aparentemente
sanos, de peso corporal promedio 1,8 kg, procedentes del Centro Nacional para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba). El conejo es la especie de animal de laboratorio de eleccidén para
los ensayos de irritabilidad segun establece la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos
(OECD 2012; 2015). El manejo de los animales se realizd de acuerdo a lo establecido en el reglamento del
Decreto-Ley 31 de Bienestar Animal en Cuba (GOC-2021-332-EX25, 2021), de igual forma los protocolos de
estudio fueron aprobados por la Comision de Etica del Centro de Estudio para las Investigaciones y Evaluaciones
Biologicas (CEIEB, UH, La Habana, Cuba).

Condiciones ambientales y de alojamiento

Los conejos, antes del inicio del estudio se mantuvieron en cuarentena durante 7 dias, en condiciones de
temperatura 22 *+ 1°C y humedad 50 = 5 %, con un ciclo de luz-oscuridad de 12x12 horas. Fueron alojados de
forma individual en jaulas y se les suministro una dieta convencional CMO 1400 y agua ad Libitum.

Irritabilidad dérmica

Se seleccionaron tres conejos para el estudio de irritabilidad dérmica segun lo establece la normativa No. 404 de
la OECD (2015). Los conejos fueron rasurados en el area dorsal, en ambos lados de la columna vertebral, 24
horas antes de iniciarse el experimento. Se tomaron todas las precauciones necesarias para no dafiar la piel.
Transcurrido el tiempo sefialado, se procedio a la aplicacion de 0,5 g de la formulacion cosmética (hidrolizado
de sericina y propoleos) a evaluar. Luego, los sitios de aplicacion se cubrieron con un parche de gasa y fueron
adheridos ala piel con la ayuda de una cinta adhesiva hipoalergénica. Los animales permanecieron durante cuatro
horas, etapa en que los animales permanecieron en el cepo para evitar su acceso al parche y que pudieran ingerir
o inhalar el producto. Transcurridas las cuatro horas de exposicion al producto, se remueve el parche, la zona de
aplicacién se lavd con solucidn salina fisioldgica, sin provocar alteraciones en la superficie de la piel. Las
reacciones en la piel como eritema y edema fueron evaluadas a las 1; 24; 48 y 72 h después de la remocion del
parche y fueron graduadas con valores entre 0 y 4 de acuerdo con la tabla 2 descrita por Draize et al. (1944).
Posteriormente se calcul6 el indice de irritacidén primario (IIP) y se efectu6 teniendo en cuenta las observaciones
de las 24, 48 y 72 h después de la remocion del parche. Para ello se dividio la suma de estos resultados de 24 h +
48 h + 72 h, para eritema y edema, entre 9 (tres conejos y tres dias en el que se realizaron las observaciones).
Finalmente, se siguio el criterio de clasificacion descrito en la tabla 3. Al finalizar el estudio, a los animales se les
practicé la eutanasia con una sobredosis de 200mg/Kg del anestésico inyectable pentobarbital, siguiendo los
procedimientos establecidos por European Commission Guidance Document (2010).

Tabla 2. Escala utilizada para evaluar las lesiones dérmicas (eritema y edema) en el modelo experimental
expuesto a la formulacién cosmética en estudio

Tipo de lesion Escala
Eritema
Sin lesién aparente 0
Muy ligero (poco perceptible) 1
Bien definido 2
Moderado a severo 3
Severo con formacion de tlceras + costras 4
Edema
Sin lesién aparente 0
Poco perceptible 1
Ligero (bordes o area bien definidas) 2
Moderado (elevacion <1 mm) 3
Severo (area extensa y elevacion >1 mm) 4

Fuente: OECD, 2015
Tabla 3. Clasificacion de las sustancias segtin el indice de irritaciéon dérmica primaria

Puntuacion media Categoria
0-04 No irritante
0.5-1.9 Irritante ligero
2.0-49 Irritante moderado
5.0-8.0 Irritante severo

Fuente: Norma Cubana. UNE en ISO 10993-10:2015.8-13, 2015
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Irritabilidad oftalmica

Se seleccionaron tres conejos para el ensayo de irritabilidad oftalmica, segiin lo establece la normativa No. 405 de
la OECD (2012), previa rigurosa observacion de las estructuras oculares (cornea, iris y conjuntiva) 24 horas antes
del inicio del ensayo. El dafo corneal fue observado con el empleo de una solucion de fluoresceina sddica al 2 %,
y una lampara con filtro de luz violeta. La cantidad de 0,1 g de la crema cosmética (hidrolizado de sericina y
propoleos), se aplico en el saco conjuntival del ojo derecho, después de haber sido proyectado ligeramente el
parpado inferior hacia afuera. Culminada la aplicacién, los parpados fueron mantenidos juntos durante un
segundo para evitar la pérdida de la sustancia. Transcurrida una hora de aplicada, al no eliminarse el semisolido
totalmente por mecanismos fisioldgicos, se procedio a enjuagar el ojo con solucion salina. El ojo contralateral
(izquierdo) fue tomado como control y no recibid tratamiento alguno.

Se examinaron los ojos de cada animal (conjuntiva, iris y cornea) a la 1, 24, 48 y 72 horas posteriores a la
administracién con el fin de detectar dafnos en las estructuras antes mencionadas. Las observaciones se realizaron
con luz blanca para detectar presencia de eritema, edema y secreciones anormales ademas de la reaccion del iris
a la luz, seguido del examen de la cornea por la tincion con fluoresceina y la observacion con lampara UV. Las
reacciones oculares observadas fueron evaluadas seglin la escala de Draize et al. (1944), como se muestra en la
tabla 4. Posteriormente se calcul6 el indice de irritacion ocular (IIO). Para el calculo del ITO se determind la suma
de todas las observaciones en las tres estructuras analizadas (cOrnea, iris y conjuntiva) en los tiempos prefijados
y este valor fue dividido entre 12 (3 estructuras, 4 tiempos de evaluacion). Se sigui0 el criterio de clasificacion
descrito por Garcia ez al. (1988), el cual se resume en la tabla 5. Al finalizar el estudio, a los animales se les practico
la eutanasia con una sobredosis de 200mg/Kg del anestésico inyectable pentobarbital, siguiendo los
procedimientos establecidos por European Commission Guidance Document (2010).

Tabla 4. Escala utilizada para evaluar las lesiones oftalmicas expuestas a la formulacion cosmética en estudio

Tipo de lesion Escala

Cornea
Opacidad con areas dispersas e iris visible
Opacidad con areas transltcidas
Opacidad con areas opalescentes
Opacidad con areas opacas e iris invisible
Iris

B W N —

Reaccién alaluz
No reaccion a la luz

Conjuntiva
Enrojecimiento normal
Enrojecimiento rojo carmesi
Enrojecimiento rojo difuso
Sin inflamacién
Eversion parcial de parpados
Parpados cerrados hasta la mitad
Parpados cerrados de la mitad a total
Secreciones en pequefia cantidad
Secreciones con humidificacién de parpados
Humidificaciéon de parpados y areas alrededor

N —

WN = BN WN = WN -

Fuente: OECD, 2012

Tabla 5. Clasificacién de las sustancias segin el indice de irritacion oftalmica

Puntuacion media Categoria
0<IIO<10 No irritante
10 <II0 <20 Irritante ligero
20 <IIO < 30 Irritante moderado
30<II0O <110 Irritante severo

Fuente: Garcia et al., 1988
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RESULTADOS

En las observaciones realizadas en los animales tratados, todos mostraron un comportamiento normal y no hubo
ninguna manifestacién clinica que afectara la salud de los mismos. Durante el tiempo de experimentacion se
evidencio la ausencia de eritema y edema en los sitios evaluados, 1o que indica que no hubo alteraciones, ni dafios
locales en la piel asociado al contacto directo con la formulacién cosmética. La tabla 6 muestra los resultados
obtenidos. Estos resultados permitieron calcular un IIP, el cual alcanzo un valor igual a 0, que clasifica a la
formulacién como no irritante dérmico.

Tabla 6. Resultados de irritabilidad dérmica

Modelo Y (Eritema + Edema) / hora
experimental 1 24 48 72
Conejo 1 0 0 0 0
Conejo 2 0 0 0 0
Conejo 3 0 0 0 0

En la Tabla 7 se pueden apreciar los resultados del ensayo de irritabilidad oftdlmica. Tras la aplicacién de
formulacioén cosmética no se presentaron alteraciones en la conjuntiva, iris y cérnea, en ninguno de los animales
expuestos. Este comportamiento se mantuvo durante las 72 horas que dur6 el estudio. El indice de irritacion
oftalmica (ITO) que se obtuvo fue igual a 0, el cual permite clasificar a la formulaciéon evaluada como no irritante
oftalmico.

Tabla 7. Resultados de irritabilidad oftdlmica

Modelo Y (Conjuntiva + Iris + Cornea) / horas
experimental
1 24 48 72
Conejo 1 0 0 0 0
Conejo 2 0 0 0 0
Conejo 3 0 0 0 0

DISCUSION

La piel en los organismos vivos constituye una importante puerta de entrada para muchas sustancias quimicas;
por tal motivo, evaluar la absorcion percutanea de estos compuestos es esencial para estimar su potencial toxico
sistémico (European Commission Enterprise, 1999). Los resultados de irritabilidad dérmica obtenidos coinciden
con los reportados por Cortés et al., (2003), tras evaluar la irritabilidad dérmica de la crema cosmética Propoderm
a base de propdleo en conejos de la raza Nueva Zelanda donde obtuvo un valor de irritacion primaria (ITP) igual
a 0 clasificando al cosmético como no irritante primario. En relacién con la irritabilidad oftalmica los resultados
coinciden con el reportado por Gonzalez et al., (2006) en un método in vitro donde una crema cosmética con
propoleo se clasifico como no irritante en el modelo de ensayo utilizado.

Por otro lado, si bien no es abundante la literatura cientifica sobre evaluaciones toxicoldgicas en productos
cosmeéticos a base de hidrolizado de sericina, los resultados concuerdan con los reportados por Correa et al., (2020)
en los ensayos de toxicidad dérmica y oftalmica realizados al hidrolizado de sericina como materia prima, donde
se demostro que no es irritante dérmico ni oftalmico luego de ser aplicado en animales de experimentacion.

CONCLUSIONES

La crema cosmética a base de hidrolizado de sericina y propoleos fue clasificada como no irritante dérmico ni
oftalmico en conejos, cumpliendo con los requisitos para ser utilizada de forma corporal en posibles
consumidores.
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