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Resumen: Ozonized vegetable oils and their formulations are used, for their beneficial
effects, however, it is important to demonstrate their safety. For this reason, the
evaluation of its possible dermal and ophthalmic irritant effect in rabbits of the
formulation based on ozonized sunflower oil (AGO) at 30% was performed. for this
purpose, New Zealand male young adult rabbits of 1.8 to 2.2 kg of body weight were
used, obtained from the National Center for Laboratory Animals (CENPALAB). A
group of three animals was used for dermal irritability and another group of equal
number for ophthalmic irritability. For dermal irritability, 0.5 g of the AGO cream
was applied to an area of previously shaved skin, and covered with a patch. The patch
was removed after the first hour to observe the evolution of the degree of edema and
erythema according to the Draize scale at 1,24, 48 and 72 h. For ophthalmic irritability,
0.1gof the 30% AGO cream was applied in the right conjunctival sac of each animal. The
evaluation of the degree of affectation for each of the ocular structures, were performed
at 1, 24, 48 and 72 h after application. Slight irritation was observed in the first 24 h,
therefore, it was classified as mildly irritating. Regarding ophthalmic irritability, there
was a slight presence of edema and injection of the conjunctival blood vessels grade 1
and 2 that reverts between 48 and 72 h later, being classified as non-irritating, The 30%
AGO cream was classified as mild dermal irritant and non-ophthalmic irritant

Palabras clave: AGO, conejos, irritacién dérmica, irritacién, oftalmica, edema, eritema.
Abstract: Ozonized vegetable oils and their formulations are used, for their beneficial
effects, however, it is important to demonstrate their safety. For this reason, the
evaluation of its possible dermal and ophthalmic irritant effect in rabbits of the
formulation based on ozonized sunflower oil (AGO) at 30% was performed. for this
purpose, New Zealand male young adult rabbits of 1.8 to 2.2 kg of body weight were
used, obtained from the National Center for Laboratory Animals (CENPALAB). A
group of three animals was used for dermal irritability and another group of equal
number for ophthalmic irritability. For dermal irritability, 0.5 g of the AGO cream
was applied to an area of previously shaved skin, and covered with a patch. The patch
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was removed after the first hour to observe the evolution of the degree of edema and
erythema according to the Draize scale at 1,24, 48 and 72 h. For ophthalmic irritability,
0.1gof the 30% AGO cream was applied in the right conjunctival sac of each animal. The
evaluation of the degree of affectation for each of the ocular structures, were performed
at 1, 24, 48 and 72 h after application. Slight irritation was observed in the first 24 h,
therefore, it was classified as mildly irritating. Regarding ophthalmic irritability, there
was a slight presence of edema and injection of the conjunctival blood vessels grade 1
and 2 that reverts between 48 and 72 h later, being classified as non-irritating, The 30%
AGO cream was classified as mild dermal irritant and non-ophthalmic irritant.

Keywords: OSO, rabbits, dermal irritation, ophthalmic irritation, edema, erythema.
INTRODUCCION

Es importante conocer que un producto quimico puede provocar
irritacién no solo mediante la destruccién directa del tejido, sino que
puede alterar distintas funciones celulares provocando la formacién,
liberacién y activacién de autacoides. Los autacoides en la piel, como la
histamina, los metabolitos del 4cido araquidénico, las cininas, el sistema
del complemento, algunas especies reactivas del oxigeno y las citocinas
son los encargados de iniciar una cascada de reacciones que conducen
inevitablemente a la reaccién inflamatoria. (Berrardesca & Distante,
1994).

El mecanismo principal que utilizan las células epidérmicas, para
participar en las reacciones inflamatorias es la produccién y liberacion de
citocinas. Los queratinocitos, que constituyen aproximadamente un 90
0 95 % de las células de la epidermis, son una fuente muy importante
de citocinas vy, por tanto, desempefian un papel decisivo en el inicio y
el mantenimiento de las reacciones inflamatorias (Mckenzie & Sauer,
1990). Los queratinocitos en condiciones normales, producen algunas
citocinas constitutivamente, como las interleucinas 1- alpha (IL-1a)
(Dinarello, 1998), pero también son capaces de producir otras citocinas
(TNF -a, IL-8 ¢ IL-6) en respuesta a estimulos externos (Sims ez 2/, 1990).
Sin embargo, entre todas las citocinas que son capaces de producir y
liberar, inicamente la IL1- alpha, laIL1- bettay el TNF- alpha activan un
numero suficiente de efectores para desencadenar por si misma un proceso
inflamatorio (Kupper, 1990).

La cornea, en las reacciones de irritacién ocular, constituye un
importante tejido del globo ocular, cuya estructura proteica, muy
organizada, permite el paso libre de la luz a través de ella. Algunas
sustancias quimicas pueden alterar la estructura de la cérnea hasta el
punto de perder su transparencia, de modo que pueden provocar pérdida
parcial de la visién o incluso ceguera. Alrededor del 80 % de la cornea
estd formada por estroma, una red organizada de macromoléculas, con un
nivel de hidratacién apropiado (Kupper, 1990).

La pérdida de la impermeabilidad transepitelial, debido a danos sobre
las uniones estrechas y los desmosomas que unen las células del epitelio,
es uno de los fendmenos iniciales en las lesiones inducidas por productos
quimicos (Bothan er 4/, 1998), de modo que si el epitelio se lesiona
puede aparecer opacidad corneal. Sin embargo, niveles de opacidad menos
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graves pueden revertirse dado que el epitelio tiene la capacidad de auto
regenerarse a través del movimiento de las células de alrededor hasta
cubrir la herida o mediante reemplazo de las células danadas por divisiéon
celular. En cambio, el endotelio no es capaz de repararse. Por ese motivo,
las lesiones sobre esas células pueden tener consecuencias graves como
la ceguera permanente (Curren & Harbell, 1998). La conjuntiva, como
estructura que queda expuesta al ambiente, estd formada por epitelio
escamoso no queratinizado y es muy sensible a las sustancias extranas. Por
tanto, cuando una sustancia irritante entra en contacto con la conjuntiva
se inicia un proceso inflamatorio que provoca dilatacién de la red vascular,
confiriendo un aspecto enrojecido a la membrana. Asimismo, se pueden
producir cambios en la permeabilidad de los capilares, provocando edema.
Algunos productos pueden provocar conjuntivitis sin afectar la cérnea.
Los efectos de los productos quimicos sobre la conjuntiva suelen ser
reversibles (Curren & Harbell, 1998).

El iris se sitta por detrds de la cérnea y se encuentra rodeada por
el humor acuoso. Es una estructura vascular formada por el tejido
conjuntivo laxo, fibras musculares y células pigmentadas. La irritacién
también puede provocar sobre esta estructura la dilatacién de los vasos
sanguineos y la liberacion de liquidos vasculares que provocan edema.
Ademads, al producirse dafios sobre el iris, la liberacién de proteinas
procedentes de la sangre acuoso puede cambiar su indice de refraccién
provocando alteraciones de la visién. Los dafos mas graves pueden
provocar la destruccion del tejido del iris que tiene como consecuencia la
pérdida de su reactividad a la luz (Curren & Harbell, 1998).

El AGO llamado comercialmente OLEOZONA t6pico, contiene una
mezcla de principios activos (Hidroperdxidos, perdxidos, aldehidos,
ozénidos) obtenidos a partir de la ozonizacién parcial del aceite de girasol
(Diaz et al, 2001; Diaz et al, 2005; Diaz et al, 2008; Ledea, 2004; Ledea
et al, 2005). Ha sido demostrado que el AGO presenta efectos anti-
inflamatorios (Al) en diferentes modelos experimentales. En tal sentido,
se demostré su eficacia en el modelo de inflamacién aguda (edema en la
oreja de ratén), donde redujo significativamente el edema y el infiltrado
inflamatorio (Zamora et 4/, 2006). Recientemente, se ha evidenciado la
eficacia antiinflamatoria de una nueva formulacién de crema de AGO
en un modelo de inflamacién crénica (granuloma por algodén) (Zamora
et al, 2018). Ademds, el tratamiento tépico con AGO en la cola de la
rata como modelo experimental de ortoqueratosis, redujo la liberacion del
calcio, lo cual estuvo asociado al incremento de la actividad de la enzima
antioxidante superéxido dismutasa (SOD) (Martinez et al, 1997).

Estudios con el aceite de oliva ozonizado (AOQ) y el oleato de metilo
ozonizado (OMO) han reportado evidencias sobre los mecanismos
moleculares implicados en sus propiedades anti-inflamatorias. Asi, los
ozénidos contenidos en el AOO y el OMO inhibieron la expresion de
prostaglandina E2 (PgE2) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2) en el cultivo
de macréfagos ThP1 estimulados por lipopolisacirido (LPS) (Tamoto ez
al, 2005). La reduccién de la expresion de COX-2 y como consecuencia
los niveles de PGE-2, se encontraron asociados a la diminucién de la
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fosforilacién de la subunidad inhibitoria IkB del factor de transcripcién
nuclear NFkB (Nakamuro ez 4/, 2005).

Por otra parte, ha sido demostrado que el AOO inhibi6 el proceso
de mitogénesis inducido por Concanavalina A (Con A) en linfocitos
esplénicos de ratones, sugiriendo que suprime la reaccién inmune de
los linfocitos. La actividad anti-inflamatoria del AOO también fue
demostrada mediante la inhibicién de la enzima éxido nitrico sintasa
inducible (ONSi) en macréfagos de la linea celular J447.1 de ratones
estimulada por LPS (Nakamuro ez 4/, 2005).

Otra de las acciones farmacoldgicas importantes que sustentan el
uso de los aceites ozonizados en diferentes procesos dermatoldgicos es
que estimula la cicatrizacién, siendo demostrado en diferentes modelos
experimentales. Este efecto se basa fundamentalmente en la activacién
local de la expresiéon de factores de crecimiento, la reduccién de la
infiltracién de neutréfilos en el tejido y la estimulacién consecuente de la
formacién del tejido de granulacién (Sénchez ez al, 1998; Barrocetabena
et al, 2002; Sakazaki et al, 2007; Kim et al, 2009; Valachi ez 4/, 2011).
Adicionalmente, el poder germicida de amplio espectro

(Lezcano et al, 2000; Sechi et al, 2001) es otra de las acciones
farmacoldgicas descrita para el AGO, que favorece el proceso de
cicatrizacién, conjuntamente con la respuesta anti-inflamatoria local. La
evaluacion toxicoldgica aguda del OLEOZON 4 tépico (irritabilidad
dérmica y oftdlmica en conejos) conjuntamente con la evaluacidn
del posible efecto fototdxico en curieles avala su seguridad para ser
aplicado topicamente (Diaz ez a/, 2000). Los estudios de mutagenicidad,
teratogenicidad y genotoxicidad, de forma similar mostraron la seguridad
del OLEOZON 4 administrado por via oral (Rodriguez er a/, 1990;
Remigio ez al, 1998).

Debido a la composiciéon oleosa del AGO se requiere en
oportunidades emplear otra forma farmacéutica que permita incrementar
su biodisponibilidad o dirigirlo integramente al sitio donde se requiere
la accién. La utilizacién de cremas (semisélidas) que contengan al
medicamento es una linea de mucho interés. Dichas formulaciones
semisélidas, como la crema a base de aceite de teobroma ozonizado
(ATO), mostré6 moderado efecto anti- inflamatorio en el modelo del
edema en la oreja del ratén inducido por aceite de crotén (Diaz ez 4l
2008). Un estudio previo demostrd que la aplicacién en piel de la crema
a base de ATO protegi6 de las lesiones inducidas por radiaciones (UV)
en ratas y estimuld la actividad de las enzimas del sistema antioxidante
enddgeno como la SOD y la glutation peroxidasa (GPx), sugiriendo que
este mecanismo antioxidante contribuye, al menos en parte, a reducir
el proceso inflamatorio en la piel con lesiones inducidas por radiaciones
(Sdnchez et a,2011).

Por otra parte, el ensayo toxicoldgico de irritabilidad dérmica y
oftdlmica en conejos, demostrd la seguridad de los productos crema
cosmética a base de ATO al 40% y al 100 % (Diaz ez a/, 2010).

Sin embargo, ante el desarrollo de una nueva formulacién de forma
farmacéutica a base de OLEOZON 4, para uso dermatolégico, por lo que,
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el objetivo de este estudio es evaluar el efecto irritante dérmico y oftdlmico
de la nueva formulacién en conejos.

MATERIALES Y METODOS

Sustancia objeto de estudio

Formulacion de AGO al 30 % lote: 260517003. Procedente de
laboratorio de Quimica de la Unidad de productos Ozonizados-Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC). La sustancia es una
crema semisélida de color beige, almacenada en frascos plasticos de alta
densidad y mantenidos en refrigeraciéon de 22 8 ° C.

Animales

Se emplearon conejos Nueva Zelandia machos, suministrados por el
CENPALAB (La Habana, Cuba), adultos jévenes de 1,8 a 2,2 kg de peso
corporal.

Se utilizé esta especie lagomorfa por ser la especie destinada a este
fin segun establece la Organizacién de Cooperacién Econdmica para el
Desarrollo (OCDE 404 del 2015 y 405 del 2012).

Los animales tuvieron un periodo de cuarentena de 14 dias en
condiciones convencionales de temperatura y humedad ambientales. El
manejo de los animales se realizé bajo el cumplimiento de las normas
éticas para el manejo de animales de laboratorio, establecidas en el
Centro de Producto Naturales. Todo el estudio se realizé bajo las mismas
condiciones de temperatura y humedad ambiental. El alimento que se les
administré durante todo el estudio fue pienso estandar para esta especie
preparado y suministrado por el CENPALAB. Los animales tuvieron
durante todo el estudio acceso ad libitumdel alimento y el agua.

Se seleccionaron seis animales y se dividieron en dos grupos de tres
animales cada uno, un grupo para irritabilidad dérmica y el otro para
irritabilidad oftdlmica.

Los animales se colocaron en jaulas individuales, la identificacién de
cada animal se coloc en la chapilla de cada jaula.

Administracién y dosificacién

La crema de AGO (30%) se aplicéd tépicamente para los ensayos de
irritabilidad dérmica y oftdlmica. En el caso de la dérmica, se aplicé en la
piel directamente, previo rasurado de la zona de aplicacién, y en el caso de
la oftalmica se aplicé en el saco conjuntival. Ambas sustancias se aplicaron
en forma de dosis tnica, entre los horarios de 8:30 am y 9:00 am ya que es
la frecuencia comiinmente aceptada para estos estudios.
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Procedimiento Irritabilidad dérmica

Para este ensayo se procedi6 24 h antes con el rasurado de los animales.
El rasurado se realizé con una maquina eléctrica (Oster turbo A5, USA),
se rasuré un drea mayor de 6 cm. a ambos lados dorsales (derecho e
izquierdo), el lado derecho se selecciond como como tratado y el izquierdo
como control. La sustancia a evaluar (crema de AGO) se aplicé un
volumen de 0,5 g segtin directriz para sustancias sélidas (OCDE 2015).
Luego se cubrieron con un parche de gasa y se asegurd con una cinta
adhesiva hipoalérgica. Los animales permanecieron en el cepo durante las
primeras 4 h.

Mediciones a realizar

Transcurrida la primera hora después de retirado el parche se realizé la
primera observacién. La zona de aplicacién se lavd con solucidn salina
fisioldgica, sin provocar alteraciones en la superficie de la piel. En el
examen se evalud por separado el grado de eritema y edema segtin se
describe en la escala de Draize et al. (1944) y que aparece recogida en la
norma de la OCDE (2015) (Tabla 1). Se registraron las lecturas de las
variables (eritema y edema) a los tiempos de 1,24, 48 y 72 horas. El Indice
de Irritacién Primario (IIP) se calculd teniendo en cuenta los resultados
obtenidos a partir de las 24 h tal como se plantea en la norma cubana
(UNE ENISO 10993-10:2015) y dividiendo la suma de estos (resultados
de 24 h + 48 h+ 72 h), para eritema y edema entre 9, o sea tres concjos
y tres dias en que se realizaron las evaluaciones, siguiendo el criterio de
clasificaciéon descrito en la Norma Cubana CN UNE EN ISO 10993-10:
2015 (Tabla 2).

Procedimiento Irritabilidad oftdlmica

Previa seleccion de los animales para el ensayo, se les aplicd en cada saco
conjuntival del ojo derecho, la cantidad de 0,1 g de cada sustancia en
ensayo, segiin la norma descrita por la OCDE, 2012. Posteriormente, los
parpados permanecieron cerrados durante 15 s, con el fin de garantizar la
distribucién uniforme de la sustancia. Transcurrida una hora de aplicada
la sustancia, se procedié al lavado con solucion salina, de la zona de
aplicacién con el objetivo de eliminar los restos de residuos de la crema.
El otro ojo no tratado (izquierdo) fue tomado como control.

La lectura se realizé a las 1, 24, 48 y 72 h después de la aplicacién y la
valoracién del dafio del ojo se efectud por una escala de puntos. (Tabla 3)

Mediciones realizadas

Se valoraron los cambios en tres estructuras del ojo: la conjuntiva, el iris y
la cérnea, a los tiempos de 1, 24, 48 y 72 h, segtin la clasificacion descrita
en la Tabla 3. Para el célculo del Indice de Irritacién Ocular (IIO) se
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determind la suma de todas las observaciones que se encontraron en las
tres estructuras analizadas y este valor fue dividido entre 12 (3 estructuras,
4 tiempos de evaluacion) (Garcia ez al, 1988). Para el andlisis del valor final
del IIO, se considera como no irritante un valor hasta 10, segun describe
Garcia et al, 1988.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 4 se describen los resultados del indice de irritacién dérmica
primaria en la piel de conejos para la formulacién de crema de AGO al
30 %, también se muestran los datos de las observaciones registradas para
cadauno delos tiempos tomados en cuenta, segtin lo descrito porlanorma
ISO (ECS, 1996) (Draize et al, 1944). Después de retirado el parche de
la zona de aplicacién de las sustancias, se observé que las 24 h la crema de
AGO provoco en el primer animal un eritema grado 1, el cual se mantuvo
hasta las 48 horas y este fue revertido a grado 0 a las 72 h posteriores.
En el animal dos, el eritema provocado por la crema de AGO alcanzé
un grado 1 a las 24 h, sin embargo, este fue revertido en los restantes
tiempos de observacién (48 y 72 h). El animal nimero tres mostré un
comportamiento similar al dos. Dichos resultados permitieron realizar el
célculo de indice de irritacién dérmico primario (IIP) para la crema de
AGO que fue de 0,5, por tanto, se clasificé la sustancia que provoca una
irritacién Leve. Es importante destacar que, para la sustancia ensayada,
en ninguno de los animales seleccionados para el estudio se observd
edema en la zona de aplicacién, ni ningin otro tipo de reaccién toxica
significativa. Tal como se puede observar los tres animales seleccionados
para la evolucién de dicha formulacién, desarrollaron reacciones muy
similares sin que dejaran de existir su respuesta individual. Tal como fue
demostrado anteriormente el AGO result6 no irritante en la piel de los
conejos (Diaz et al, 2006), resultado que se encuentra en correspondencia
con el alcanzado en este estudio.

Debemos sefialar que, a pesar de existir una reaccién eritematosa inicial
en cada uno de los animales seleccionados para el ensayo, lo que nos define
entonces que es capaz de producir un ligero enrojecimiento en la piel
de los conejos, no se produjo una reaccién inflamatoria con formacién
edematosa intersticial. Por otra parte, debemos considerar segin nos
platean los érganos regulatorios, que este tipo de ensayo realizado en
animales (concjos) con pieles altamente sensibles a cualquier sustancia,
aunque no nos permite extrapolar fielmente este resultado a la piel de
los humanos, si nos brinda la informacién necesaria para que pueda ser
utilizado en estos con una alta seguridad.

Los ensayos culminaron a las 72 h, pues tal como se describe en
la regulatoria OCDE (2015), no se observaron lesiones que no fueran
identificadas como irritacién o corrosidn e incluso las lesiones observadas
que solo eritema grado 1, este comenzd a revertirse a partir de las 24
h posteriores a la aplicacién de las sustancias. Tampoco fue necesario
realizar exdmenes histolégicos ni sacrificios intermedios, ya que no se
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presentaron ni resultados dudosos no manifestaciones de signos de dolor
severo ni angustia en los animales.

En la Tabla 5 se muestran los resultados del ensayo de irritacién
oftdlmica para la crema de AGO 30 %. Se muestra que una hora después
de la aplicacion de la sustancia en los tres animales, se produjo una ligera
presencia de edema e inyeccidn de los vasos sanguineos conjuntivales que
alcanzaron grado 1 y 2 entre launa, 24y 48 h de observacidn, revirtiéndose
alas 72 h enlos tres animales estudiados. En el iris al igual que en la cérnea
no se observaron cambios. Debemos destacar que también se observé una
ligera inflamacién en los parpados en todos los animales. La sumatoria de
los grados de cambios ocurridos en cada una de las estructuras oculares en
los tres animales analizados alcanzaron un valor de 13, por tanto, el cdlculo
del Indice de irritacién oftilmico fue de 1,08 clasificindose la sustancia
como No irritante, ya que el indice calculado fue menor que 10 (OECD,
2012; Draize et al, 1944; Norma Cubana; 2015; Garcia, 1988).

Tal como se describe en la regulatoria OCDE (2015), para la ejecucién
de este tipo de ensayo, donde se plantea que las observaciones se
extenderan hasta los 21 d, para observar la reversibilidad de estas, pero si
la reversibilidad se presenta antes de este tiempo no es necesario extender
el estudio hasta los 21 d y este se detiene en el tiempo se evidencie la
reversibilidad de las lesiones descritas. Por tal razén el estudio culminé a
las 72 hy no fue necesario extender las observaciones durante 21 d, pueslas
lesiones que se presentaron, aunque no fueron graves, estas desaparecieron
antes de las 72 h de ser aplicadas sustancias.

Considerando el objetivo de ambos ensayos (irritabilidad dérmica y
oftdlmica), se evidencié la seguridad de la crema de AGO (30%). Por
tanto, se sugiere que esta puede ser aplicada con seguridad en la piel tanto
de los humanos como de los animales, sin que ocurran cambios téxicos
evidentes. Adicionalmente, tal como se reporté en nuestro estudio, en
caso de ocurrir la aplicacién accidental de dichas cremas en la zona
oftdlmica de igual forma no ser4 objeto de irritacién alguna. Por tanto, se
demostrd la seguridad tanto dérmica como oftalmica de la formulacién

de crema de AGO.
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Tabla 1.

Clasificacién de eritema y edema dérmico segin escala de Draize para piel de conejos.
Reaccion | Clasificacion Valor
cutinea
Eritema | No eritema 0

Eritema muy ligero (apenas perceptible) 1
Eritema bien definido )
Eritema de moderado a severo 3
Eritema severo, a formacion de escara (heridas de profundidad) 4
Edema No edema 0
Edema muy ligero (apenas perceptible) 1
Edema ligero 2
Edema moderado (elevacion de aproximadamente 1 mm) 3
Edema severo (elevacion mayor de 1 mm y entendiéndose mas alla del area 4

de exposicion)

Tabla 2
Categorias del indice de irritacion primaria o acumulativa en un conejo
Puntuacion media Categoria de la respuesta
0a04 Insignificante
0.5al19 Leve
2a49 Moderada
5a8 Grave
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Tabla 3.
Valoracién cuantitativa de las lesiones oculares (Guia 405, OCDE)

Estructura Descripcion | Clasificacion
Cornea Opacidad: grado de densidad {las lecturas deben tomarse de la zona mas densa)

La opacidad corneal debe ser notada *

Sin ulceracion ni opacidad

Zonas de opacidad dispersas o difusas (con excepcion del 1

ligero mate del brillo normal); detalles

del iris claramente visible

Zona traslicida facilmente perceptible; Detalles del iris 2

ligeramente oscurecidos

Zona nacarada; no se ven los detalles del iris; Tamafio de la 3

pupila apenas perceptible

Cornea opaca; no se distingue el iris por la opacidad 4
Iris

MNormal.

Pliegues marcadamente hundidos, congestidn, hinchazon, £

hiperemia moderada eiryeesién

alrededor de la cornea; Iris reactivo a la luz {si la reaccion es

defectuosa, se considera como efecto)

Hemaorragia, destruccion visible o ausencia de reaccidn a laluz | 2
Conjuntiva Enrojecimiento (se refiere a la conjuntiva palpebral y bulbar, excluyendo la

carnea y el iris)

Normal

Algunos vasos sanguineos con hiperemia 5

Color carmesi difuso, los vasos individuales no facilmente 2

discernibles

Rojo carne difusa 3
Parpados Hinchazén (se refiere a los parpados y/o membranas nictitantes)

MNormal 0

Alguna hinchazén por encima de lo normal 1

Obvia hinchazdn, con parcial eversion del parpado 2

Hinchazén, con parpados medianamente cerrados 3

Hinchazén con parpados mas de la mitad cerrados 1

CONCLUSIONES

La crema de AGO al 30 %, se clasificé como que produce una irritacién
dérmica Leve y como No irritante oftdlmica.
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