
   

Horizonte Médico

ISSN: 1727-558X

horizonte_medico@usmp.pe

Universidad de San Martín de Porres

Perú

Inocente Camones, Miguel Ángel; Toscano Guerra, Emily Marisol; Castañeda Castañeda, Benjamín

Efecto irritante  in vitro de formulaciones cosméticas con extracto de camu camu, mediante el método

Het Cam.

Horizonte Médico, vol. 13, núm. 2, abril-junio, 2013, pp. 12-18

Universidad de San Martín de Porres

La Molina, Perú

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371637129003

   Cómo citar el artículo

   Número completo

   Más información del artículo

   Página de la revista en redalyc.org

Sistema de Información Científica

Red de Revistas Científicas de América Latina, el Caribe, España y Portugal

Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3716
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3716
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371637129003
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=371637129003
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3716&numero=37129
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371637129003
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3716
http://www.redalyc.org


12            Horiz Med 2013; 13 (2)

Efecto irritante  in vitro de formulaciones cosméticas con extracto de camu 
camu, mediante el método Het Cam.
Miguel Ángel Inocente Camones 1, Emily Marisol Toscano Guerra 2, Benjamín Castañeda Castañeda 3

RESUMEN

 Evaluar el efecto irritante de formulaciones cosméticas con extractos de camu camu.
Material y Métodos: El presente estudio se realizó con formulaciones cosméticas de extractos de camu camu, proporcionadas 

fértiles de gallina (HET CAM, hen´s egg test chorioallantoic membrane). La implementación de la técnica se realizó en el 

Humana de la USMP. 
Resultados:

Conclusiones:
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 ABSTRACT

 To evaluate the irritant effect of cosmetic formulations elaborated with camu camu extracts.
Material and Methods: This study was performed with cosmetic formulations containing camu camu extracts supplied by the 

Results:

Conclusions:
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INTRODUCCIÓN

La tendencia europea para obtener productos cosméticos 

por lo cual, se busca que los ingredientes dentro de la 
fórmula sean de origen natural y no irritantes para el ser 
humano. Debido a esta tendencia, la industria cosmética 
se encuentra en la búsqueda de ingredientes de origen 
vegetal para incorporarlos en sus formulaciones. Sin 
embargo, en nuestro país son escasos los estudios 
realizados con productos cosméticos a base de extractos 

En el caso de la evaluación del riesgo de los productos 
químicos, se plantea la ejecución de nuevos métodos de 
evaluación toxicológica. Los ensayos toxicológicos, in 
vivo, se han empleado históricamente en la evaluación 
de la inocuidad y seguridad de los ingredientes de 
cosméticos. Sin embargo, en años recientes se ha 
criticado el empleo de tales ensayos, debido a los altos 
costos de ejecución, además del cuestionamiento, cada 
vez mayor, de los grupos de defensa de conductas éticas 
y ambientalistas en la industria cosmética. 

El desarrollo de estos ensayos, y la actual demanda 
social y legislativa, propician la implantación de las tres 

y reemplazo. 

En respuesta a este escenario, se ha dedicado esfuerzos 
y recursos a la búsqueda de ensayos toxicológicos 
alternativos, basados en análisis in vitro, todo lo cual 
ha motivado que exista una corriente de fomento para 

a disminuir la utilización de animales en las pruebas 

Los ensayos de irritación ocular y dérmica en conejo 
(test de Draize), muy utilizados, son, actualmente, muy 

Medicina Tradicional y Farmacología de la FMH-USMP, 
estamos abocados en la implementación de otros 

reemplazarlos.

El ojo del conejo, aunque similar en tamaño al ojo 

tiene el ensayo para valorar las lesiones y a la variabilidad 
de resultados, encontrados al ensayar un mismo producto 
entre distintos laboratorios, hacen lógicas las objeciones 
a este ensayo. 

Sin embargo, el ensayo de Draize, cuando es realizado 

por personal experto, es muy preciso para evaluar 
sustancias irritantes del ojo humano, especialmente 
cuando se trata de sustancias ligeramente irritantes. 

La evaluación de la irritabilidad ocular in vivo según el 
método de Draize requiere la aplicación de la sustancia 
de ensayo en la conjuntiva del animal de experimentación 
(conejo), sometiéndolo, en muchos casos al dolor, 
ulceración y hasta necrosis de las estructuras oculares. 

Aunque, últimamente se ha aceptado la disminución del 
número de animales en esta prueba, aún constituye un 
ensayo cruento y rechazado por muchos investigadores 
y personal relacionado, que ven en los métodos in vitro 
una alternativa útil no sólo para evitar la exposición 
innecesaria de los animales a productos potencialmente 
tóxicos sino que, además, logran una mayor correlación 
de los resultados obtenidos con el humano que con los 
ensayos en animales (6-11).

Actualmente, numerosos laboratorios en el mundo han 
incorporado el ensayo de la membrana corioalantoidea 
del huevo de gallina (hen´s egg test chorioallantoic 
membrane, HET-CAM) para la evaluación de la irritación 
ocular producida por cosméticos; por su rapidez, 
simplicidad, sensibilidad, fácil ejecución y su relativo 
bajo costo (12-20).

En el Perú, la utilización de métodos alternativos para 
evaluar toxicidad es escasa; sin embargo, la normatividad 

toxicidad o funcionalidad de los productos cosméticos, 
evaluada con métodos alternativos al uso de animales de 
experimentación.

El método HET CAM para evaluar irritabilidad, aún no 
ha sido implementado en los laboratorios peruanos de 
investigación, por lo cual consideramos que el presente 
trabajo es pionero en nuestro medio, y la implementación 
de la técnica para productos cosméticos en el Centro de 

la Facultad de Medicina Humana de la Universidad San 
Martín de Porres sirva como referencia de control de 

MATERIAL Y MÉTODOS

La crema, gel y loción evaluados, fueron elaborados 

La composición de estas se expone a continuación, 
Tabla 1.

Efecto irritante  in vitro de formulaciones cosméticas con extracto de camu camu, mediante el método Het Cam.
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Tabla 1. Composición y usos de los cosméticos de origen natural 
evaluados

(especie resistente a enfermedades) suministrados por 

del trabajo de investigación para exclusividad de la 
producción.

Prueba HET CAM, mediante el método observacional 
o cualitativo:

El proceso de incubación de los huevos comenzó, máximo, 
dos días despues de ovado, los que se mantuvieron bajo 

décimo día en que se determinó el potencial irritante. 
(Laignier, 2009) (16).

El décimo día se evaluó la viabilidad de los huevos 

en los que se distingue la disposición de venas de tamaño 
regular.

la zona de la cámara de aire, dejando expuesta la 
membrana corioalantoidea (los huevos con la membrana 
corioalantoidea lesionada no  fueron aceptados, ni 
aquellos que presentaban un desarrollo embrionario 

para humedecer la capa que cubre la membrana 

Luego se procedió a retirar la capa con una pinza 

metálica. Después se aplicó 0,3 mL de la crema, gel o 
loción, sobre la membrana corioalantoidea expuesta, 
de tres huevos por cada muestra problema. Como 

necesarios 2 huevos por patrón. 

El tiempo (segundos) de la aparición de hemorragia, lisis 
y coagulación se anotaba dentro de los 300 segundos y se 
ingresaba los datos a la siguiente formulación:

I.I. = ((301–TH)/300) x 5) + ((301–TL)/300) x 7) + ((301– TC)/300) x9)

Donde:

I.I. = Indice de irritación

TH = Tiempo de aparición de hemorragia

TL = Tiempo de aparición de lisis

TC = Tiempo de aparición de coagulación

Una vez obtenido los índices de irritación de las muestras 
y controles, se compara con la tabla 2 para determinar si 
el producto era irritante:

Prueba HET CAM, mediante el método de colorante 
Azul de Tripán

Para la prueba con el colorante azul de tripán (HET-CAM 

nm) para conocer el punto de máxima absorbancia del 

Una vez concluida la observación de la membrana 
corioalantoidea y registrado los signos descritos 
anteriormente, se procedió de la siguiente manera:

La membrana se lavó con agua destilada y se depositó 

fosfato, dejándola actuar durante 1 minuto. Luego, se 
retiró el colorante con agua destilada y la membrana 
se cortaba y pesaba en balanza analítica. La membrana 
lavada, se pesó para eliminar el sesgo de la diferencia en 
el tamaño de cada muestra. 

RANGO     CATEGORÍA IRRITANTE
HET CAM

0,0 – 0,9      NO IRRITANTE

1,0 – 4,9      IRRITANTE LEVE

5,0 – 8,9      IRRITANTE MODERADO

9,0 – 21,0     IRRITANTE SEVERO

Tabla 2. 

Crema de camu 

camu con filtros 

solares

Extracto de 

camu camu 15% 

Benzofenoma 3, 

Benzofenoma 4 

Preservante: 

Ácido sórbico 

Excipiente csp.

Humectante

Regenerativa 

para la piel 

Antioxidante 

Filtro solar

Humectante

Regenerativa 

para la piel 

Antioxidante 

Filtro solar

Humectante

Regenerativa 

para la piel 

Antioxidante 

Filtro solar

Extracto de 

camu camu 25% 

Benzofenoma 3 

Preservante: 

Ácido sórbico 

Excipiente csp.

Extracto de 

camu camu 40% 

Benzofenoma 3 

Preservante: 

Ácido sórbico 

Excipiente

PRODUCTO COMPOSICIÓN PROPIEDADES

Gel de camu 

camu con filtro 

solar

Loción de camu

camu con filtro

solar

Miguel Ángel Inocente Camones , Emily Marisol Toscano Guerra, Benjamín Castañeda Castañeda 
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CA = b X 5/1000 x 10 9 nmoles

Tabla 4. Control de característica del producto.

* Resultados expresados en Promedio ± Desviación estándar

Figura 1. Evaluación del efecto del Hidróxido de sodio 0,1 N en la 
membrana corioalantoidea.
1A. Adición de NaOH 0,1 N, se observa coágulos y hemorragia; 
1B. Sin adición de sustancia.

Tabla 3. Resultados de la prueba HET CAM, método observacional

retiraba la membrana 

Se midió la absorbancia de la formamida teñida frente 
a una recta patrón con concentraciones conocidas del 

indica pérdida de la integridad de la membrana 
corioalantoidea.

La determinación del potencial irritante de la sustancia 
de ensayo se realizó según la fórmula:

La comparación se realizó entre los embriones tratados 
con las sustancias de ensayo y los controles positivo 
y negativo. Con el dato obtenido se determinó la 

En el caso del ensayo HET CAM con el colorante azul 

del colorante. Se realizó la curva de calibración del 
colorante azul de tripán para determinar la ecuación de 
la recta, Figura 4, para la obtención de la concentración 
de colorante absorbido detallado en las Tablas 3 y 4.

Según la tabla 2, el índice de irritación obtenido para 
la crema, gel y loción elaborados con extracto de camu 

hidróxido de sodio y lauril sulfato de sodio, resultan ser 

Donde:

CA = Cantidad de colorante absorbido

b    = Concentración de colorante (obtenido por 

ploteo de la curva patrón) /mg de membrana.

PRODUCTO H * L * C * I.I

CREMA >300 >300 >300 0

GEL >300 >300 >300 0

LOCIÓN >300 >300 >300 0

NaOH (control) 125 12 14 18,29

LSS (control) >300 19 94 12,79

PRODUCTO ABS. PESO membrana Concentración  Colorante
(mg)      colorante  absorbido *

          Moles/mg

CREMA 0,0205  82,05      6,266 x 10 -9  0,031 ± 0,002

GEL 0,0220  66,95      8,350 x 10 -9  0,042 ± 0,007

LOCIÓN 0,0240  83,03      7,464 x 10 -9  0,037 ± 0,015

Suero fisiológico 0,0230  133,6      4,427 x 10 -9  0,022 ± 0,000

NaOH 0,1 N 0,1240  85,05      4,273 x 10 -8  0,214 ± 0,080

Lauril sulfato 0,0475  51,35      2,727 x 10 -8  0,136 ± 0,0141

de sodio 1%

Efecto irritante  in vitro de formulaciones cosméticas con extracto de camu camu, mediante el método Het Cam.
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absorbido por la formamida, luego de ocurrido el daño 
celular en la membrana corioalantoidea; la crema, gel y 

la tabla 2.

Figura 2.
membrana corioalantoidea.

2D. Sin adición de sustancia.

Figura 4. Curva de calibración del colorante Azul de Tripán en 
formamida

Figura 3. Evaluación del efecto de la crema, gel y loción con camu 
camu, en la membrana corioalantoidea.

de sustancia; 
3D. Adición de gel; 4E. Sin adición de sustancia; 4F. Adición de 
loción.

La utilización de la Membrana Corioalantoidea de 

de evaluar la irritación producida por un cosmético sobre 
la mucosa ocular y nasal se basa en que la Membrana 
Corioalantoidea presenta un epitelio similar a la mucosa 
ocular y nasal, con una amplia red vascular que permite 
evaluar las lesiones de hemorragia, lisis y coagulación que 
ocurren en dichos vasos, así como la desnaturalización 
de las proteínas extravasculares, lo cual indica diversos 
grados de irritación (7-22).

Además, estos embriones de 10 días no poseen un sistema 
nervioso desarrollado y por lo tanto no están sometidos 
al sufrimiento que pudiera producir una irritación 
severa, cumpliéndose así con el principio de las 3Rs que 
deben tener los métodos alternativos en toxicología: 

animal, reemplazamiento y reducción en el número de 
animales de laboratorio a emplear (23).

entre los resultados alcanzados por este método 
alternativo y las pruebas in vivo, por el método de Draize.  

La industria de los cosméticos ha sido una de las más 

estos productos están diseñados para tener poca o 
ninguna penetrabilidad y por tanto su aval de seguridad 
debe contemplar las pruebas de irritabilidad dérmica y 
oftálmica (14,20,24-27).

Miguel Ángel Inocente Camones , Emily Marisol Toscano Guerra, Benjamín Castañeda Castañeda 
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Los resultados de la investigación realizada son similares 

al; en el cual se ha evaluado la irritabilidad oftálmica de 
tres cremas cosméticas mediante la técnica alternativa 
in vitro en membrana corioalantoidea utilizando la 
prueba subjetiva HET CAM y la prueba objetiva HET CAM 

El ensayo HET CAM, se basa en cambios macroscópicos 
producidos en la membrana corioalantoidea del huevo 
de gallina, como son la hemorragia, lisis y coagulación, 

un sistema de puntuación subjetivo, por lo tanto se 

el  colorante azul de tripán, como un medio de contraste 
para distinguir células vivas y muertas. En este ensayo, 

por la membrana corioalantoidea dañada. La prueba es 

de camu camu, mostró ruptura de la membrana biológica, 

seguridad de estos productos cosméticos para continuar 

histopatológica.
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