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Fuente :Diario Oficial dela Federacion Fecha de Publicacién: 10-de Marzo de -1995

NOM-039-SSA1-1993 Norma Cancelada (30/Jul/03)

NORMA OFICIAL MEXICANA, BIENES Y SERVICIOS. PRODUCTOS DE PERFUMERIA Y BELLEZA.
DETERMINACION DE LOS INDICES DE IRRITACION OCULAR, PRIMARIA DERMICAY
SENSIBILIZACION.

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por acuerdo del
Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39
de la Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal; 38 fraccion 1l, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion; 8o. fraccion 1V y 13 fraccion | del Reglamento Interior de la Secretariade Salud, y

CONSIDERANDO

Que con fecha 24 de noviembre de 1993, en cumplimiento de lo previsto en el articulo 46 fracciéon | de la Ley
Federal sobre Metrologiay Normalizacion, la Direccion General de Control Sanitario de Bienesy Servicios present6 al
Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario el anteproyecto de la presente Norma
Oficial Mexicana

Que con fecha 25 de mayo de 1994, en cumplimiento del acuerdo del Comité y de lo previsto en e articulo 47
fracciéon | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién, se publicd en el Diario Oficial de la Federacion el
proyecto de la presente Norma Oficial Mexicana, a efecto que dentro de los siguientes noventa dias natural es posteriores
a dicha publicacién, los interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de
Regulacién y Fomento Sanitario.

Que en fecha previa fueron publicadas en el Diario Oficia de la Federacion las respuesta alos comentarios recibidos
por el mencionado Comité, en términos del articulo 47 fraccién 111 de laLey Federal sobre Metrologiay Normalizacion.

Que en atencion a las anteriores consideraciones, contando con la aprobacién del Comité Consultivo Naciona de
Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, se expide la siguiente:

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-039-SSA1-1993, BIENES Y SERVICIOS. PRODUCTOS DE
PERFUMERIA Y BELLEZA. DETERMINACION DE LOS INDICES DE IRRITACION OCULAR, PRIMARIA
DERMICA Y SENSIBILIZACION.

PREFACIO
En laelaboracion de esta Norma participaron 1os siguientes organismos e instituciones:
SECRETARIA DE SALUD
Laboratorio Nacional de Salud Publica
Direccion General de Control Sanitario de Bienesy Servicios
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Quimica

AVON COSMETICS, SA.DEC.V.

BEIERSDORF DE MEXICO, SA.DE.C.V.

CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE LA PERFUMERIA Y

COSMETICA (CANIPEC)

CENTRO DERMATOLOGICO LADISLAO DE LA PASCUA

CLAIROL DE MEXICO, SA.

LABORATORIOS ACONCA, SA.

PROCTER & GAMBLE, SA. DEC.V.

PRODUCTORA DE COSMETICOS, SA.DEC.V.

REVLON, SA.

YVES ROCHER DE MEXICO, SA.DEC.V.

INDICE
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OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION
FUNDAMENTO
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SIMBOLOSY ABREVIATURAS
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PRUEBASIN VITRO
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0. Introduccion

Los productos de perfumeria y belleza son formulaciones que contienen sustancias quimicas e ingredientes que
pueden causar lesiones en 0jos 0 en la piel, por ser éstos de uso cotidiano es importante comprobar que su contenido sea
inocuo. Con objeto de determinar si un producto es irritante o sensibilizante, las primeras pruebas se efectuaron en
animales, como es la denominada Prueba de Draize. Estas pruebas in vivo demostraron que habian cambios visibles
cuantificables. En la actualidad, ademas de éstas, se realizan pruebas de parche por induccion en humanos, ambas son
Utiles para evaluar |os dafios que puedan presentar dichos productos.

La continuidad en los estudios de los efectos toxicos de los productos en general, han sido publicados en la Ultima
década, un nimero de aproximaciones de pruebas in vitro, cuyo objetivo es minimizar la necesidad de usar animales de
prueba. Las pruebas in vitro se llevan a efecto por diferentes técnicas: unas son presentadas como pruebas de
citotoxicidad, otras estudian la destruccion celular, inhibicién del crecimiento, integridad o permeabilidad de la
membranay a final se media por € consumo celular de colorantes no téxicos. La intensidad del tefiido de la célula esta
directamente relacionado con el nimero de células sobrevivientes. Varios de los llamados sistemas intermedios se
proponen como alternativos, 1o que parece estar relacionado mas intimamente con el objetivo in vivo o aun usan 6rganos
aislados, como el ojo de bovino. También se efectuan pruebas en huevos de gallina, donde la membrana corioalantoica
se usa como model o de membrana vascul arizada

Esta Norma establece los métodos para determinar las caracteristicas de irritacion y de sensibilizacion, con € fin de
gue los fabricantes puedan asegurar que sus productos sean "no irritantes’ para el usuario y prevenir los dafios a la salud
gue puedan ocasionar, al aplicarse o usarse directamente.

1. Objetivo y campo de aplicacién

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece los métodos de prueba para determinar los indices de irritacion ocular,
primaria dérmicay sensibilizacién, asi como los limites méaximos de aceptacion.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en €l territorio nacional para |las personas fisicas 0
morales que requieran la determinacion de estos indices.

2. Fundamento

Los animales se han utilizado para determinar la irritacion ocular, primaria dérmica y la sensibilizacién en los
productos de perfumeriay belleza. Estas pruebasin vivo se efectian poniendo la muestra del producto en contacto con el
0jo o0 la piel del animal, para observar los cambios visibles y obtener los resultados haciendo las mediciones
correspondientes. En la prueba del "parche” en humanos, de manera similar, se pone en contacto externo la muestra con
lapiel delapersonaparamedir lairritacion dérmicay la sensibilizacion.

Las nuevas estrategias para determinar la seguridad de los cosméticos permiten escoger ensayos sensibles in vitro,
pruebas confiables, reproducibles, préacticas y rutinarias, donde los parametros de prueba se enfocan a los factores
causales del dafio en €l tgjido. Existen ahora un buen nimero de pruebas in vitro, que son alternativas potenciaes para
sustituir las pruebas en animales. Se han observado que los procesos agudos de irritacion primaria en la piel y
membranas mucosas se correlacionan bastante bien con los datos de diferentes sistemas de pruebas in vitro.

3. Definiciones

Para fines de esta Norma se entiende por:

3.1 Cepo, € aparato que sirve para sujetar e inmovilizar animales para experimentacion.

3.2 Conjuntiva bulbar, la mucosa que tapiza la superficie anterior del ojo.

3.3 Conjuntiva palpebral, la mucosa que tapiza la cara posterior del parpado.

3.4 Cornea, seccidn anterior transparente del globo ocular.

3.5 Desafio, aplicacion del mismo agente empleado en el proceso de induccién para verificar si es sensibilizante.

3.6 Edema, inflamacion producida por acumulacién excesiva de liquido seroalbuminoso en el tejido celular, debida a
diversas causas.
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3.7 Eritema, enrojecimiento difuso o en manchas de la piel, producido por la congestion de los capilares, debido a
diversas causas.

3.8 Hemodlisis, desintegracién de los corpuscul os sanguineos con liberacién de hemoglobina.

3.9 Induccion, accion y efecto de inducir o causar una reaccion por aplicacién de un agente.

3.10 Irritacion dérmica, alteracion fisiolégicade la piel provocada por alguin agente fisico, quimico o biol bgico.

3.11 Irritacion ocular, alteracion fisiol 6gica de las membranas oculares, provocada por algiin agente fisico, quimico o
biol égico.

3.12 Membrana corioalantoica, capa celular extra embrionaria formada por la porcion externa de la membrana
alantoides, sobre las membranas amnidticay vitelina, que fijael embridn ala pared uterina, nutre y envuelve a huevo.

3.13 Membrana nictante, tejido delgado y flexible que envuelvey cubre el ojo.

3.14 Opacidad corneal, laturbidez de la transparencia corneal que se manifiesta en forma de una capa blanquecina.

3.15 Quemosis, engrosamiento de las conjuntivas ocular y palpebra y del tejido celular subyacente, de coloracién
rojiza mas 0 menos acentuada, seguin el grado de inflamacién.

3.16 Secrecion, producto del funcionamiento fisiolégico de una glandula; cuando la secrecién elaborada es lanzada
por un conducto excretor a otro 6rgano al exterior, es externay cuando € producto segregado es vertido ala circulacion
sanguinea, esinterna.

3.17 Sensihilizacién, proceso por €l que las células se hacen mas sensibles ala accién de un agente.

4. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta Norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende por:

°C grados Celsius

g gramo

kg kilogramo

vl microlitro

mg miligramo

mg/ml miligramo por mililitro
ml mililitro

mm milimetro

mmol/| milimol por litro

M molar

nm nanémetro

p/v peso por volumen

% por ciento

rpm revoluciones por minuto
viv volumen por volumen

Cuando en la presente Norma se mencione a Reglamento, debe entenderse que se trata del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productosy Servicios.

5. Disposiciones sanitarias

5.1 Los productos en los cuales se aplicaran los métodos objeto de esta Norma, se encuentran establecidos en el
Reglamento. Adicionalmente, los fabricantes efectuaran estas pruebas en productos cuyos textos publicitarios incluyan
las siguientes leyendas: "no irrita", "producto hipoalergénico".

5.2 En los casos de que los ingredientes de la formula sean los mismos con relacion a otros productos del mismo
fabricante, ya existentes y que cuenten con informacién sobre pruebas toxicol gicas que documenten que son aceptables
para su uso en humanos, el fabricante podra presentar estas pruebas como justificacion de que e nuevo producto es
toxicol 6gicamente adecuado para su uso.

5.3 Los fabricantes podran efectuar métodos diferentes a los incluidos en esta Norma, para € control interno de sus
productos; pero para efectos de comprobacién de resultados por acciones de verificacién sanitaria, se deben gjustar alos
métodos de la presente Norma.

5.4 Las pruebas en humanos deben ser realizadas a través de protocol os éticamente desarrollados y supervisados por
la Secretaria de Salud.

5.5 En € caso de estudios efectuados en € extranjero, seran aceptados si se llevan a cabo de acuerdo a las buenas
précticas clinicas establecidas en € pais de origen. Esto debe ser documentado a través de un escrito certificado por una
institucion educativa, asociacion cientifica reconocida o Autoridad Sanitaria del pais de procedencia.

6. Pruebas in vivo

6.1 Prueba de Irritacion Ocular
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6.1.1 Materialesy reactivos

Una jeringade 1 ml (sin aguja) o pipetas de 1 ml con divisiones de 0,10 ml o pipetas de 0,1 ml con divisiones de
0,01ml

Tres conejos albinos con un peso entre 2'y 3 kg con 0jos sanosy sin defectos

Tres cepos

Agua destilada esterilizada

Un matraz Erlenmeyer de 125 ml esterilizado

Una lente de aumento

Solucién salinaa 0,9% esterilizada

Mortero

Tamiz del No. 40 (0,42 mm de abertura de malla)

Balanza analitica

6.1.2 Procedimiento

Esta prueba debe redlizarse en 3 conejos. Sujetar |os conejos en los cepos. Asimismo sujetar suavemente el parpado
del conejo para mantener el 0jo de prueba abierto. Aplicar directamente en la cornea 0,1 ml del liquido de prueba o 0,01
ml si se opta por la prueba con volumen bajo, utilizando la jeringa o la pipeta (utilizar una jeringa limpia para cada
sustancia de prueba).

El otro ojo queda como testigo aplicando la misma cantidad de agua destilada y de la misma manera. En el caso de
jabonesy champues debera prepararse una solucién al 10% (p/v o v/v), utilizando como vehiculo agua destilada: aplicar
0,1 ml 0 0,01 ml de esta solucién de la manera antes descrita.

Para sdlidos, € material de prueba debera ser pulverizado con ayuda de un mortero, tamizado y con éste hacer una
suspension acuosa a 10%. Aplicar 0,1 ml o 0,01 ml de esta suspension directamente en la cérnea del ojo de prueba,
guedando €l otro 0jo como testigo.

En el caso de pastas, calcular la densidad en mg/ml, dividir 0,1 g 0 0,01 g entre la densidad y la cantidad resultante
del material de prueba, se aplica directamente en la cornea del ojo.

Liberar el parpado inmediatamente después de la aplicacién, sin forzar el parpadeo ni manipular.

Llevar un registro de la hora de aplicacion. Y anotar ademas si |os animales de prueba mostraron cualquier signo de
malestar como consecuencia de la aplicacion de la sustancia de prueba.

Mantener alos animales en sus cepos durante tres horas y después regresarlos a sus jaul as.

6.1.3 Evaluacion de la prueba

6.1.3.1 Observar los ojos de los congjos a la 1a, 2a. y 3a. hora, alas 24 y 48 horas y a 4o., 50., 60. y 70. dias
después de aplicada |la sustancia de prueba, usando €l ojo no tratado como control o testigo, haciéndose las anotaciones
correspondientes.

6.1.3.2 La prueba podra suspenderse después del 3er. dia, siempre y cuando no se observe irritacion alguna en los
0jos de prueba.

6.1.3.3 Evaluar en los ojos de prueba la reaccidon que ante la aplicacién de la muestra presentan la conjuntiva, la
corneay €l iris, con ayuda de una lente de aumento, utilizando la siguiente escala de calificacion.

6.1.4 Escala parala evaluacion numérica de las lesiones oculares

Observar en el ojo cerrado la quemosis y lacrimacion, abrir el parpado para evaluar la conjuntiva, lacorneay €l iris,
utilizando lalente de aumento.

6.1.4.1 Conjuntiva

Enrojecimiento (se refiere ala conjuntiva palpebral y bulbar, excluyendo lacérneay € iris)
VBSOS NOMMEIES ...ttt sttt b et b et se et e st e se e b e st e st ebesbeseebesbeseebesbeneenens 0
Vasos capilares con ligero eNrOJECIMIENTO ......cccocvieeereeierere e 1
L 0T = ot g 1= o P 2
Enrojecimiento difUSO INENSD .......ccvviieieeieieeie ettt sa e e e sn e re e ene e e eneees 3
Quemosis

N[l = AT 1 4= o o o S 0
Inflamacion ligera, incluyendo lamembrana Nictante ..........cccceveveveveeeeceese s 1
Inflamacion con eversion parcial del PATPadO ......ccveeeeeieiee e 2
Inflamacion con parpados cerrados alamitad ..........ccccceeeveieie s 3
Inflamacion con parpados totalmente CEITadOS .......vvvieeierere e 4
Secrecion

AUSENCIA AR SECTECION ....eviiteeetiitereete sttt sttt sttt ettt se bt st ese et e st e se et e be st ebesbeseebesbeneenenbeneenens 0
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Secrecion ligera apenas PErCePtible .......ouvie e 1
Secrecion con humedecimiento de los parpados 'y del pelo adyacente
al borde palPELral EXLEIMIO .....c.eoceee e nnens 2
Secreci6n con humedecimiento de |los parpados y del pelo sobre grandes
P40tz Y= [ (=0 (=0 0] e (= o) o PSS 3
Cdlificacion total
(a+b+c)x2=20(maximo)
Donde:
a=Valor dd enrojecimiento
b = Valor delaquemosis
¢ = Vador delasecrecion

6.1.4.2 Cérnea

Grado de opacidad

No hay opacidad (no hay pérdidade brillantez o luminosidad) .........ccccocevevvvienecenece e 0
Ligera opacidad (sin perder latransparenciapero si labrillantez) ........c.cccccevvvevvvvvivceceeceen 1
Presencia de opacidad aln trasl(icida con €l iris ligeramente 0bscureCido ........cccvevvvveeeereennnn 2
Presencia de opacidad con iris poco visible y contorno de la pupila dificilmentevisible ............ 3
Presencia de opacidad que hace al iriSinVISIDIE .......ocveeeiccerece e 4
Areas de opacidad

MENOS A UN CUBIO ...ttt ettt sttt sttt et b et e e bt eneebenaenennis 1
Entre un cuarto hastalamitad ..o s 2
Mas delamitad Y trES CUBIMOS .....cecveieiieeieeee ettt st e e e r e r e ene e e e e s 3
Detres CuartoS atOda el rEA ........couvireiiiiere e 4

Total de lesiones en cérnea
ax b x 5=80 (maximo)
Donde:
a= Valor del grado de opacidad
b = Vaor del areade opacidad
6.1.4.3Iris
Valores
N0 0 PRSP 0
Congestionado, con inyecciones circuncorneales y obviamente més arrugado
gue lo normal (una o varias de estas caracteristicas), con €l irisaln

reaccionando alaluz (unareaccion lentaes unareacCion POSItiva) ......c.ccccevererereseseeeeseeseens 1
No hay reaccion alaluz, hemorragia, lesién considerable (una o varias de
(S Yo = o (= 1 o ) PSS 2

Total delesioneseniris
ax 5=10 (maxima)
Donde:
a=Vaordelalesioneniris
6.1.5 Interpretacion de los resultados
Se suman las calificaciones obtenidas en conjuntiva, cornea e iris para cada conegjo, se promedian los valores de los 3
conejos, obteniéndose asi 1a calificacidn de la prueba por dia.
Una vez terminada la prueba, segin lo mencionado en el parrafo 6.1.3.2 e incluyendo el valor del dltimo dia de la
prueba, se promedian los valores de las calificaciones de la prueba por dia.
El valor promedio obtenido se divide entre 110 (suma total de las calificaciones maximas posibles) y dependiendo
del cociente obtenido se clasificara el producto de acuerdo ala siguiente tabla:
0,0a0,1 no irritante
Masde0,1a0,3 ligeramente irritante
Méasde0,3a0,5 irritante
Masde0,5a1,0 irritante
severo
6.1.6 Criterio de aceptacion
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El producto que tenga una calificacién no mayor de 0,3 serd aceptado como producto apto para uso humano. En €l
caso de productos destinados a bebés |a calificacion maxima debera ser 0,1.

6.2 Prueba deirritacién en piel de conejos

6.2.1 Materialesy reactivos

3 conejos albinos de 2,0 a 3,5 kg de peso, cualquier sexo y sin dafio en la piel

3 cepos

3jaulasindividuales de mallametdlica

Maquina rasuradora el éctrica, para animal es pequefios, con peine del No.40y del No. 0

Pipetade 1 ml graduada en centésimas

Matraces Erlenmeyer

Matraces aforados de 50 ml

Agua destilada esterilizada

Fuente de luz blanca minimo de 60 watts

Lente de aumento

Gasa quirlrgica esterilizada

Telaadhesiva

Telapermeable

Mortero con pistilo

Balanza analitica

Tamiz del No. 40 (0,42 mm de abertura de malla)

La cantidad de sustancia de prueba para cada tipo de productos se especificaen latabla 1.

6.2.2 Procedimiento

6.2.2.1 Preparacion de los animales: el dia anterior alarealizacion de la prueba, se rasura el dorso de los congjos de
manera que quede sin pelo desde la region escapular a la lumbar a un lado y otro de la columna vertebral. Para ello
utilizar primero € peine del No. 40y después el del No. 0. Esto debe hacerse con mucho cuidado, afin de no lesionar la
piel al rasurar.

6.2.2.2 El material de prueba se aplicara directamente en € dorso de cada animal, cubrir con un parche de gasa
quirdrgica de 2 x 2 cm, con un grosor de 4 a 8 monocapas, colocado en €l sitio elegido. Considerar como control
cualquier otra dreade lapiel en esta zona.

6.2.2.3 Colocar a cada animal en un cepo para minimizar sus movimientos durante la prueba. Si la sustancia de
prueba es un liquido, aplicar la cantidad que se indica en la tabla 1 directaménte en la piel, después, sujetar la gasa al
conegjo con unatela adhesiva. En el caso de materiales solidos, semisolidos o en polvo, sujetar €l parche ala piel en uno
de los lados utilizando tela adhesiva; a continuacion colocar el material de prueba en la cantidad que seindicaen latabla
1, entre el parchey lapiel, posteriormente cerrar el lado restante con tela adhesiva.

Para sdlidos y polvos, € producto deber4 molerse y tamizarse antes de pesarse. Cuando el materia de prueba
contenga sustancias vol&tiles, se debera permitir la evaporacién del disolvente antes de aplicar € parche con la sustancia
de pruebay de colocarlo en lapiel del congjo.

El tiempo de aplicacién del parche varia dependiendo de la naturaleza del producto; este tiempo para cada grupo de
productos se especificaen latabla 1.

6.2.3 Evaluacion de la prueba

Una vez que ha transcurrido el tiempo de aplicacion, sacar a los conejos de los cepos, remover el parche y eliminar
los restos del material de prueba con unatoalla himeda. Regresar cada animal asu jaula.

Después de haber removido los parches, evaluar €l sitio de prueba de acuerdo con las siguientes escalas:

Eritema

0 Noeritema

1  Eritemaligero, apenas perceptible

2 Eritemabien definido

3  Eritema de moderado a severo

4

C

Eritema severo (rojo betabel)
alificacion méxima posible de eritema: 4
Edema
0 Noedema
1 Edemaligero apenas perceptible
2  Edemaligero con bordes sobresalientes con elevacion definida
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3 Edemamoderado, con una elevacién maxima de 1 mm, aproximadamente
4  Edemasevero, elevacién mayor de 1 mm extendiéndose més alla del sitio de aplicacién
Cadlificacion méaxima posible de edema: 4
Las evaluaciones deberan realizarse a los 30 o 60 minutos después de remover el parche, alas 24 horasy alas 72
horas de iniciada |a prueba.
6.2.4 Andlisis de datos
Una vez obtenidas las lecturas de Eritema y Edema, promediar las calificaciones de eritema de las 3 evaluaciones
(/2 0 1 hora, 24 y 72 horas después de remover €l parche) para los tres animales (9 calificaciones en total) y por
separado promediar |as calificaciones de edema de la misma manera (9 calificaciones en total).
A partir de estos promedios, calcular el indice de irritacién primaria como sigue:
Indice deirritacion primaria= Promedio de eritema + Promedio de edema.
6.2.5 Interpretacion de los resultados
Con base en el Indice de Irritacion Primaria, los productos podran ubicarse en alguna de las siguientes categorias:
0-1 Noirritante
1,1-2 Ligeramenteirritante
2,1-5 Moderadamenteirritante
51-6 Irritante moderado a severo
6,1-8 Irritante severo
6.2.6 Criterio de aceptacion
Todos los productos para uso en bebés deberan tener un indice de irritacién primaria no mayor de 2.
El producto que tenga un indice de irritacion primaria no mayor de 5 sera aceptado como un producto apto para uso
en adultos.
Cuando un producto obtenga una calificacion entre 5,1 y 6 debera optar por cualquiera de las tres alternativas
siguientes:
6.2.6.1 Ostentar laleyenda " Precaucion, este producto esirritante”.
6.2.6.2 Repetir la prueba en animales virgenes, si 10s resultados de esta segunda prueba confirman los obtenidos en la
primera, debera optarse por la alternativa 6.2.6.1.
S indice de irritacién primaria obtenido en la segunda prueba tiene un valor aceptable conforme a lo que se
establece en el punto 6.2.6, € producto sera considerado apto para uso humano.
L os productos que tengan una calificacién mayor de 6 no serén aceptados para su uso en humanos.
6.2.6.3 Proceder arealizar la prueba en humanos, descrita en el punto 6.3.

TABLA 1
PREPARACION DE LA MUESTRA
PRODUCTO PREPARACION DE CANTIDAD A CONDICIONES DE
LA MUESTRA APLICAR APLICACION
Champu, jaboén liquido, 10% sol. acuosa 0,3ml Parche semiocluido 4
acondicionador horas

enjuague, jabdn, cremay
espuma de afeitar, jabén
de tocador, jabén
desodorante, productos
para bafio o ducha.

Locion capilar Presentacion original 0,3 ml Dejar evaporar por 15
min. Parche semiocluido
4 horas.

Perfume, locion y Presentacién original 0,3ml Dejar evaporar por 15

similares min. Parche semiocluido
24 horas

Endurecedor, adhesivoy Presentacion original Lo suficiente paracubrir  Dejar evaporar por 15
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reparador de ufias 1 cm? del parche min. Parche semiocluido
4 horas.

Removedor de cuticula Presentacion original 03mlog Parche semiocluido 1
hora

Sombra, crema, Presentacién original 03¢g Parche semiocluido 24

maquillgje, talco, polvo, horas

[piz labial

Desmagquillante, Presentacion original 0349 Dejar evaporar por 15

delineador, mascara min. Parche semiocluido

para pestafias, 24 horas

bronceador, filtro solar

Tinte Presentacion original 0,3ml Parche semiocluido 1

hora
Ondulante, fijador Presentacion original 0,3ml Parche semiocluido 24
permanente horas
Desodorante y Presentacién original 0,3goml Parche semiocluido 24
antitranspirante horas
Depilatorio Presentacion original 039 Parche semiocluido 1

hora

6.3 Pruebadeirritacion en piel de humanos (Prueba del parche con tres aplicaciones)

6.3.1 Materialesy reactivos

Un minimo de 10 voluntarios, los cuales, antes de comenzar su participacion en el estudio, deben proporcionar al
investigador una carta donde informen por escrito su consentimiento para participar voluntariamente en la prueba (de
acuerdo a formato que se encuentra en el apéndice informativo A 1). El investigador proporcionara a cada voluntario la
informacion necesaria acerca del propésito y naturaleza del estudio, cada sujeto recibira una copia del informe de
consentimiento.

Matraces aforados

Pipetas volumétricas

Agua destilada esterilizada

Fuente de luz, |amparaincandescente de 100 watts de luz de dia con bulbo azul

Lente de aumento

Matraces Erlenmeyer

Parches de gasa quirdrgica esterilizada de un grosor de 4 monocapas, de 2 cm por lado

Micropore u otra cinta adhesiva porosa similar utilizada en la préctica médica

Morteroy pistilo

Balanza analitica

Tamiz No. 40 (0,42 mm de abertura de malla)

Alcohol etilico

6.3.2 Eleccidn de los voluntarios

Para que un voluntario pueda participar en esta prueba, debe cumplir con los siguientes requisitos:

Que sea una persona sana.

Que hayatranscurrido por o menos un mes desde su Ultima participacion en una prueba de parche.

Que tenga por lo menos 18 afios. No mas del 20% de |os participantes podrén tener més de 65 afios.
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Un voluntario NO podra participar en esta prueba por cualquiera de las siguientes razones:

S ha sido sometido a agun transplante de érgano que requiere el uso de medicamentos inmunodepresores (a
excepcidn de transplante de cornea).

Si presenta psoriasis, eczema u otro tipo de erupciones en cualquier sitio de la piel, cancer en la piel o aguna
enfermedad de ésta, que pudiera interferir con las evaluaciones efectuadas en este estudio, o que pudieran exponer al
voluntario a un riesgo inaceptable.

Si el voluntario estd tomando algin medicamento esteroide anti-inflamatorio por administracion sistémica, o si se
esta aplicando cual quier medicamento en €l sitio de aplicacion del parche.

Si presenta diabetes y estd tomando insulina.

Si presenta asma severo o algun tipo de aergia respiratoria que requiere de una terapia cronica o frecuente con
administracion de medicamentos.

Si se le ha practicado mastectomia bilateral o unilateral durante el Gltimo afio, 0 extirpacion de nédulos linfaticos
axilares.

Si esta recibiendo tratamiento para cualquier tipo de cancer, o s ha sido tratado contra cancer durante los Ultimos 6
meses.

Si presenta alguna enfermedad de inmunodeficiencia (lupus, tiroiditis, etc.).

Si se desarroll6 aergia como consecuencia de su participacion en pruebas de parche previas.

Si la persona se encuentra embarazada o en periodo de lactancia.

Si la persona presenta antecedentes de trastornos mentales.

La eleccién de los voluntarios sera eval uada a través de un cuestionario (que se encuentra en el Apéndice informativo
A 2) que debe ser Ilenado por cada persona. Antes de comenzar su participacion en € estudio, los voluntarios que sean
elegidos en esta prueba deben proporcionar a investigador una carta en la que informen por escrito su consentimiento a
participar voluntariamente en la prueba (Apéndice informativo A 1). El investigador debe proporcionar a cada voluntario
la informacion necesaria acerca del propésito y naturaleza del estudio, cada sujeto recibira una copia del informe de
consentimiento.

6.3.3 Preparacion de la sustancia de prueba

Los productos que €l usuario empleatal como se presentan a la venta, se aplican directamente sobre la piel. Los que
se emplean en polvo (maquillajes, sombras de ojos, etc.) se aplican como polvos a realizar esta prueba. En € caso de los
gue el usuario emplea diluidos, la concentracion del material de prueba debe ser aplicada en el parche de acuerdo alo
gueseindicaenlaTablal.

En €l caso de los solidos, éstos deben ser pulverizados previamente utilizando un mortero y después tamizados (tamiz
del No. 40). En € caso de los liquidos, se prepararala concentracion adecuada utilizando agua destilada (ver Tabla 1).

Se utilizan parches de algodén o similares a los utilizados en la préactica médica, aplicar la cantidad de sustancia de
prueba especificada en la Tabla 1. Debe tenerse cuidado de no aplicar una cantidad excesiva de la sustancia, ya que
podria escurrir o abarcar un area mayor que la del parche.

6.3.4 Procedimiento

Se pueden aplicar hasta 4 parches por brazo y sélo en caso de mucha necesidad un total de 8 parches por voluntario,
con un espacio minimo entre los bordes de cada parche de 2 cm.

Los parches se aplican en la superficie lateral del brazo entre e hombro y €l codo, con € brazo en una posicion
relajada a lado del cuerpo. Los lugares de aplicacion de los parches se eligen aleatoriamente y se deben rotar entre los
diferentes voluntarios para minimizar la variacion entre los sitios, como en el siguiente giemplo:

4 muestras: 1-2-3-4, 2-3-4-1, 3-4-1-2, 4-1-2-3

3 muestras: 1-2-3, 2-3-1, 3-1-2

2 muestras: 1-2, 2-1

El sitio de aplicacién para cada muestra y para cada sujeto voluntario, se anota claramente, conservandose su
localizacién durante todo el tiempo que dure la prueba. Los sitios de prueba son marcados con 2 puntos arribay 1 abajo
con una solucion a 0,5% de violeta de genciana, de forma que la localizacion del sitio de aplicacién sea claramente
visible paralas subsecuentes eval uaciones y nuevas reaplicaciones del parche.

L os parches se aplican 3 veces, cada uno durante el tiempo que se especifica en latabla 1 por 24 horas y después se
remueven. Los sitios se evalGian 48 horas después de cada aplicacién (72 horas después de un fin de semana).

Los parches se aplican y se evallian de la siguiente manera:

Primer diaa Se aplican los parches y se mantienen en su lugar e tiempo que se especifica en la Tabla 1,

cubriéndose con material adhesivo como micropore, dicho material debe colocarse de manera que se
gjerzaigual presion sobre todo el parche.
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Segundo dia: Se instruye a voluntario para que é mismo se retire € parche y elimine cualquier residuo de la
sustancia de prueba utilizando unatoalla o un trozo de algodén himedos.

Tercer diaz  Acudir a centro de prueba donde se realiza la evaluacion del area expuesta, empleando una fuente
luminosa artificial, de ser necesario, auxiliarse con una lente de aumento. Al terminar la evaluacion se
aplicae siguiente parche.

Cuartodia:  Proceder como € segundo dia.

Quintodiaz Proceder como €l tercer dia.

Sextodiaz  Proceder como € segundo dia.

Séptimo dia:  Proceder como € tercer diasin aplicar nuevo parche.

Las evaluaciones se cdlifican utilizando la siguiente escala:

6.3.5 Escala de evaluacion

0 Nosepresentareaccion visible en lapiel

0,5 Mayor que 0y menor que 1

1 Eritema ligero definido, sin erupciones ni grietas en la piel o bien ausencia de eritema con presencia de

resequedad

1,5 Mayor que 1y menor que 2

2  FEritema moderado, puede presentarse algunas papulas o fisuras profundas y presentarse eritema moderado o

severo en las grietas

2,5 Mayor que 2y menor que 3

3  FEritema severo (color rojo brillante), pueden presentarse pépulas generalizadas o eritema severo con edema

ligero (bordes bien definidos y elevados)

3,5 Mayor que 3y menor que 4

4  Vesiculas generalizadas o eritema moderado a severo o0 edema que se extiende mas alla del area del parche

Los voluntarios deben ser evaluados por la misma persona durante toda la prueba.

Los parches no se aplican en €l sitio que ha presentado una calificacion igual 0 mayor de 2. Esta calificacion se
registra adecuadamente. La reaplicacion del parche se hard en la parte anterior a sitio inicial de aplicacion, s este sitio
obtiene una calificacion igual o mayor de 2, € tercer sitio se eligira en la parte posterior a sitioinicial.

Si se presenta una irritacion excesiva (calificacion >2) en todos |os participantes en la primera evaluacion, para las
aplicaciones subsecuentes debe disminuirse la concentracion de la sustancia de prueba ala mitad para los productos que
se aplicaron diluidos, o0 se disminuira el tiempo de aplicacion de esta sustancia ala mitad para aquellos productos que se
aplican en su presentacion original (ver Tabla 1). En cualquier caso € parche se reaplica en la parte anterior a sitio
inicial de aplicaciony, si serequiere, el tercer sitio se eligira en la parte posterior a sitio inicial. Esto debe documentarse
CLARAMENTE y tomarse en cuenta en los criterios de aceptacion del producto.

6.3.6 Andlisis de datos

En el caso de que obtenga una calificacion de 3 0 més, no se reaplica parche y se supone una calificacion de 3 para
las evaluaciones restantes.

Durante la prueba se pueden presentar como respuestas esperadas, reacciones que van de medio a moderado eritema,
con aguna comezon o sensacién de ardor. Los voluntarios deben de tener la forma de comunicarse (proporcionar un
nimero telefénico) con el centro de prueba, tan pronto como la respuesta sea de mayor intensidad, a fin de que cuente
con asistenciamédicalas 24 horas del dia.

Cualquier sujeto que falte a una aplicacién o evaluacion debe ser eliminado del estudio. La razén por la cua se
elimind algin voluntario debe ser anotada paratomarse en cuenta al hacer la evaluacién final.

6.3.7 Interpretacion de los resultados

Después que han completado todas las sesiones de evaluacién se suman las calificaciones obtenidas por diay se
dividen entre el nimero total de sujetos, 1o que representa a promedio de calificacion para este dia. El promedio de estas
calificacioneses el INDICE DE IRRITACION PROMEDIO FINAL.

6.3.8 Criterios de aceptacion

L os productos para uso en bebés deben presentar un indice de irritacién promedio final no mayor de 1.

Los productos que tengan una calificacion menor o igual a 1,5 serdn aceptados como productos aptos para uso
humano.

6.4 Prueba de sensibilizacion

Esta prueba podra realizarse en piel de cobayos o en piel de humanos.

6.4.1 Prueba de sensihilizacién en piel de cobayos

6.4.1.1 Materialesy reactivos
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En esta prueba deben utilizarse cobayos de la cepa Hartley, con un peso entre 300 y 400 g, para cada fase de la
prueba se aconsgja emplear €l mismo nimero de hembras que de machos. El nimero de animal es necesarios en cada fase
esel siguiente:

Un minimo de 10 animales de prueba (de preferencia 20) paralas fases de induccion y desafio

10 animales control paralafase de redesafio, cuando ésta se requiera

4 animales para el estudio deirritacion, previo alafase de induccién

8 animales para el estudio de irritacion, previo alafase de desafio

Cepos dotados de una banda €elastica de hule, para mantener sujeto al animal durante el tiempo de aplicacién de los
parches

Jaulas individuales de malla metdlica u otro material adecuado

Rasuradora el éctrica, equipo para animales peguefios, con peines del No. 40 y del No. 0

Pipetas de volumen gjustable, graduadas en décimas de ml

Agua destilada esterilizada

Balanza analitica

Fuente de luz blanca fluorescente de 160 watts

Gasa quirlrgica esterilizada

Tela adhesiva (de adhesi6n suave)

Tamiz del No. 40 (0,42 mm de abertura de malla)

Bandas el asticas (tensoplast) quirdrgicas

6.4.1.2 Procedimiento

Consideraciones generales

El Unico periodo de estrés a que deben ser sometidos los animales es € tiempo que se les mantiene en |os cepos,
durante la exposicién a la sustancia de prueba. La administracion de analgésicos o sedantes puede modificar la respuesta
inflamatoria a evaluar.

También puede modificarse el tono muscular, trayendo como consecuencia que las condiciones de oclusién de los
parches se modifiquen de maneraimportante.

Por lo tanto, no se debe administrar este tipo de sustancias ni otros medicamentos a los animales durante € tiempo
que dura la prueba.

6.4.1.3 Métodos de tratamiento y observacion

6.4.1.3.1 El dia anterior a la prueba debe rasurarse €l dorso del animal en el area de aplicacion de los parches con la
rasuradora eléctrica, utilizando primero el peine del No. 40 y después el del No. 0. Esto debe hacerse cuidadosamente,
sin lesionar lapiél al rasurar.

6.4.1.3.2 Los parches a aplicar deben ser ocluidos, preparandose como sigue: El material de prueba se aplicara
directamente a animal, cubrir con €l parche de gasa quirlrgica esterilizada de 2 x 2 cm, con un grosor de 4 a 8
monocapas, colocado en cualquier sitio del dorso del animal. Considerar como control cualquier otra area de la piel en
esta zona. En el caso de liquidos, aplicar 0,4 ml, en el caso de sdlidos, polvos o pastas sujetar el parche alapiel en uno
de los lados utilizando tela adhesiva, colocar el material de prueba 0,4 g sobrelapiel, y cerrar el lado restante del parche
con tela adhesiva. Los sdlidos y polvos deberan ser molidos y tamizados antes de pesar.

Cuando el materia de prueba contenga sustancias volatiles, se debe permitir la evaporacion del disolvente antes de
aplicar el material de prueba con la sustanciay de colocarlo en lapiel del animal.

6.4.1.3.3 Colocar e animal en el cepo y aplicar €l parche en e érea adecuada. Ocluir el parche utilizando la banda
eléstica, gjustandola de manera que haga contacto con la region dorsal del anima de manera uniforme. Ajustar €l cepo
para minimizar los movimientos del animal durante el periodo de exposicion.

Mientras permanezcan en e cepo, los animales deberdn ser revisados cada 60 o 90 minutos, anotandose
cuidadosamente cualquier sintoma de molestia. Los parches deberan permanecer por 6 horas en todas las fases de la
prueba. Transcurrido este tiempo, remover € parche y limpiar € area de aplicacién con una toalla 0 gasa himeda y
regresar los animales a su jaula.

6.4.1.4 Evaluacion de la prueba

Se debe readlizar laevaluacion alas 18 horas, utilizando la escala que seincluye en laTabla 2.

Repetir la evaluacién 24 horas mas tarde (es decir 48 horas después de haber removido el parche).

Debe utilizarse esta escala para realizar las evaluaciones de las pruebas preliminares de irritacion y de la fase de
desafio. La evaluacion de todos los animales debe realizarse colocandol os bajo una fuente de luz blanca fluorescente de
160 watts, a una distancia de 90 cm y sobre un fondo negro plano. Esta evaluacién debe hacerse por dos técnicos, los
cuales deben estar de acuerdo en la calificacion que se registre.
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Ademés, cuando la respuesta sea dificil de evaluar pueden compararse los sitios de aplicacion del parche de otros
animales en el grupo de pruebay en el control antes de emitir la calificacion.

6.4.1.5 Estudio deirritacion previo alafase de induccion

Efectuar un estudio previo a la fase de induccion, con objeto de determinar €l potencia de irritacion de la sustancia
de prueba. Para ello utilizar un grupo de 4 cobayos, de preferencia 2 hembrasy 2 machos.

Rasurar el pelo en el lomo y los flancos de cada animal, un dia antes deiniciar la prueba.

Transcurridas 24 horas, aplicar los parches como se indico en la 6.4.1.3.2, utilizando 4 concentraciones de la
sustancia, incluido el 100%. Para hacer diluciones debera utilizarse un vehicul o adecuado (agua, aceite mineral, acohol,
etc.), dependiendo de la naturaleza de la sustancia de prueba. Los sitios de aplicacién del parche en cada animal para
esta fase del estudio deberan ser losindicados en lafigura 1.

Figura 1

Deben alternarse los sitios de aplicacion de las diferentes concentraciones entre los 4 animales, como seindicaen la
figura 2, paraminimizar lavariacion de la respuesta entre sitios.

Figura 2

El sitio de aplicacion de cada concentracion en € animal debera anotarse claramente. Los parches deberan
permanecer aplicados durante 6 horas, después se remueven de acuerdo alo indicado en el punto 6.4.1.3.3.

Evaluar la reaccién de cada sitio de prueba a las 24 y 48 horas como se explica en e punto 6.4.1.4, utilizando la
escala de evaluacion (Tabla 2).

Elegir la concentracion que provoque unairritacion dérmicaligera, pararealizar la fase de induccion.

Si como resultado de esa prueba se encuentra que la maxima concentracién no produce irritacion, esta concentracion
seré elegida para realizar la fase de induccidn y la fase de desafio. En aquellos casos en que una de las concentraciones
utilizadas provoca una irritacion dérmica ligera, serd necesario realizar otro estudio de irritacion previo a la fase de
desafio, como se describe a continuacion.

6.4.1.6 Estudio de irritacion previo alafase de desafio

Cuando sea necesario, realizar un nuevo estudio de irritacion previo a la fase de desafio, considerando la
concentracion que provoco unairritacion dérmica ligera como concentracion maxima. A partir de este valor, elegir otras
3 concentraciones menores a intervalos regulares. En este caso solo podran aplicarse 2 parches en cada animal, como se
muestraen lafigura 3.

Alternar los sitios de aplicacion entre los 8 animales, como se indica en la figura 4, para minimizar la variacién entre
sitios.
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Figura 3

Aplicar los parches de la manera antes descrita, durante 6 horas. Transcurrido este tiempo, remover el parche y
limpiar el &rea de aplicacién de acuerdo alo mencionado en el punto 6.4.1.3.3.

Evaluar alas 24 y 48 horas, utilizando la escalaincluidaen la Tabla 2.

Elegir lamaxima concentracion que NO provoca irritacion pararealizar la fase de desafio.

6.4.1.7 Fase de induccion

Emplear un minimo de 10 cobayos como animales de prueba.

Dia 0: Rasurar € pelo del flanco superior izquierdo de cada anima del grupo, como se describio en € punto
6.4.1.3.1.

Dia 1: Aplicar los parches a los animales de acuerdo a lo descrito en €l punto 6.4.1.3.2. El sitio de aplicacién del
parche de induccion en cada animal seindicaen lafigurab.

Figura %

Después de 6 horas de aplicado €l parche, removerlo, limpiar como lo indica € punto 6.4.1.3.3 y regresarlo a su
jaula.

Dias 6y 13: Rasurar nuevamente alos animales.

Dias 7'y 14: Proceder como €l dia 1.

Anotar cualquier reaccion de lapiel en € sitio de aplicacion del parche durante esta fase.

6.4.1.8 Fase de desafio

Dia 27: Rasurar €l flanco posterior izquierdo de los 10 (0 20) cobayos de la fase de induccién y a 10 animales no
expuestos a sustancias de prueba, que serviran como control.

Dia 28: Aplicar un parche de desafio a cada uno de los 20 (o 30) animales (10 o 20 de pruebay 10 de control) como
se describe en el punto 6.4.1.3.2, en € sitio que seindicaen lafigura 6.

Note que este sitio es DIFERENTE al empleado para aplicar €l parche de induccién.
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Figura &

Remover el parche después de 6 horas de aplicacion, limpiar el sitio y regresar cada animal a su jaula

Dia 29: Evaluar larespuesta a las 24 horas de haber removido el parche de desafio, utilizando la escalaincluidaen la
Tabla 2.

Dia 30: Evaluar larespuesta alas 48 horas de haber removido €l parche de desafio. Proceder como €l dia 29.

6.4.1.9 Fase de re-desafio

Cuando la respuesta obtenida en la fase de desafio es dudosa, deberd realizarse un re-desafio en € grupo de prueba
de 7 a 15 dias después del primer desafio.

Deberan incluirse otros 10 cobayos no expuestos anteriomente a la sustancia de prueba como control.

Rasurarse la porcion dorsal derecha, como seindicaen el punto 6.4.1.3.1, en el sitio indicado en lafigura 7.

Note que este sitio es DIFERENTE alos sitios de aplicacién del parche de induccion y del parche de desafio.

Figura ¥

Remover el parche después de 6 horas de aplicacion y evaluar alas 24 y 48 horas después de la remocion del parche,
como seindicaen € punto 6.4.1.3.3, utilizando la escalaincluidaen la Tabla 2.
Los animales utilizados en este estudio no podran usarse nuevamente en una prueba de sensibilizacion.

TABLA?2
ESCALA DE EVALUACION

0= No hay evidencia de reaccién

+= Eritema muy ligero, apenas perceptible, que se presenta solo en algunas zonas en el area de aplicacion del
parche

1= Eritema ligero confluente (reaccién ligera pero definida en todo el sitio del parche) o eritema moderado pero

irregular (eritema moderado desarrollado en el 50% del &readel parche)
= Eritema moderado evidente

3= Eritema severo con o sin edema

6.4.1.10 Andlisis de datos

Tabular las evaluaciones como se indica en las tablas incluidas en el apéndice normativo A 1y 2. Una comparacion
de los resultados entre los animales del grupo de prueba y de los grupos de control permite la identificacion de la
sensibilizacion.

L os resultados se expresan en términos de incidenciay severidad de la respuesta.

Incidencia: EI nimero de animales que muestra una calificacion mayor de 1 a las 24 o 48 horas dividido entre €l
nimero de animales tratados.

Severidad: La sumade las calificaciones divididas entre el nimero de animales tratados.

6.4.1.11 Interpretacién de | os resultados

Como regla general, un material puede clasificarse como un sensibilizante por contacto si se produce una reaccién
con calificacion mayor de 1 en 20% o0 més en los animales de prueba, siempre y cuando la incidencia en € grupo de
control sea menor de la mitad que en e grupo de prueba, ademas por lo menos en uno de los cobayos del grupo de
prueba que presentaron reaccion, ésta debera haber persistido durante 48 horas.

14 NOM-039-SSA1-1993



>
Normas Oficiales Mexicanas SSA1 NHNET

A continuacion se incluyen gemplos que ilustran resultados de prueba de sensibilizacion y su interpretacion.

Ejemplo Grupo Incidencia (*) Interpretacion

1 Prueba 4/20 Positiva
Control 0/10

2 Prueba 9/20 Positiva
Control 2/10

3 Prueba 10/20 Cuestionable
Control 3/10

4 Prueba 3/20 Cuestionable
Control 0/10

5 Prueba 0/20 Negativa
Control 1/10

(*) Numero total de animales que muestran una reaccion de lapiel 3 a1 alas 24 0 48 horas después del tratamiento,
con respecto a nimero total de animales incluidos.

6.4.1.12 Criterio de aceptacion

Los productos para los que se obtenga una interpretacion NEGATIVA en esta prueba de sensiblizacién, serén
aceptados como productos aptos para uso humano.

Si en un producto se obtiene una interpretacion CUESTIONABLE, se podra optar por cualquiera de las siguientes
alternativas:

6.4.1.12.1 Ostentar laleyenda "Este producto puede ser sensibilizante".

6.4.1.12.2 Repetir la prueba. Si los resultados de esta segunda prueba confirman los obtenidos en la primera, debera
optarse por la alternativa del punto 6.4.1.12.1, si lainterpretacién obtenida en la segunda prueba es negativa, € producto
sera considerado apto para uso humano.

6.4.1.12.3 Proceder ala prueba en humanos. Si los resultados son negativos, se considerara el producto apto para uso
humano.

6.4.2 Prueba de sensibilizacion en humanos

Esta prueba tiene por objeto proporcionar informacién con respecto a potencial de sensibilizacion (desarrollo de
reacciones alérgicas) como consecuencia de exposiciones repetidas del material de prueba en piel intacta. Esto se evalla
en voluntarios, mediante contacto externo del material de prueba con la piel, utilizando un procedimiento de aplicaciones
repetidas con parche ocluidos.

6.4.2.1 Materialesy reactivos

Agua destilada esterilizada

Fuente de luz blanca minimo de 60 watts

Lente de aumento

Matraz Erlenmeyer

Gasa quirlrgica esterilizada

Tela adhesiva o micropore

Telaahulada

Mortero

Balanza analitica

Tamiz del No. 40 (0.42 mm de abertura de malla)

Para desarrollar este estudio se requiere la participacion de un minimo de 80 voluntarios.

6.4.2.2 Procedimiento

Cada uno de los voluntarios, previo a su participacion en € estudio, debe proporcionar al investigador un documento
en que exprese su consentimiento a participar en esta prueba. Un modelo de este tipo de documento se incluye en el
apéndice informativo A. El investigador informara a cada voluntario del propésito y naturaleza del estudio.

6.4.2.3 Eleccion de los voluntarios

La persona puede ser elegible para este estudio, de acuerdo a los criterios que se mencionan en €l punto 6.3.2.1y
ademés los siguientes:

Si una persona participd anteriormente en una prueba de sensibilizacion y no se le desarroll6 alergia, puede participar
nuevamente en una prueba de este tipo, s6lo si ya han transcurrido un minimo de 6 meses de la prueba anterior.

Si una persona particip6 anteriormente en una prueba de sensibilizacién y se le desarrollé alergia, no podra participar
nuevamente en un estudio de este tipo.
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La eleccion de cada sujeto potencial se determina a través del llenado de un cuestionario que cubre aspectos de
historia alérgicay dermatoldgica del paciente (ver apéndice informativo A 3). Los sujetos se excluiran de la prueba por
una o mas de | as razones expuestas anteriormente. El centro de prueba podra, a su criterio, incluir casos adicionales para
determinar la eleccion.

Todas las decisiones con relacidn a la eleccion deben ser documentadas adecuadamente haciendo las anotaciones
pertinentes en el cuestionario correspondiente a cada sujeto. Cuando sea necesario, €l supervisor podra consultar con un
dermatdlogo para determinar la eleccion de un sujeto.

6.4.2.4 Aplicacion de los parches

Los sitios de la aplicacion de los parches deben ser marcados adecuadamente, de manera que la localizacion de cada
sitio de aplicacion de parche quede indicada claramente. Esto puede realizarse utilizando una solucion de violeta de
genciana a 0,5%. Este marcado de los sitios de aplicacidn de los parches permite la aplicacion en los mismos sitiosalo
largo de lafase de induccion del estudio.

En cada parche debe aplicarse 0,3 ml (liquidos) o 0,3 g (sélidos, polvos o pastas) de la sustancia de prueba. La
sustancia de prueba debe prepararse de la siguiente manera:

En el caso de productos que el consumidor utiliza a 100% y se dejan aplicados sobre la piel todo €l dia, tales como
cremas, talcos, etc., éstos deben ser aplicados en € parche tal y como se presentan ala venta.

Para productos que se emplean diluidos (champues (shampoos), jabones, etc.), los que se usan a 100% pero que no
se aplican directamente sobre la piel durante su uso normal (mascaras para pestafias, etc.), y en los que se utilizan a
100% y se enjuagan un tiempo después (tintes, ondulantes, fijadores, depilatorios, etc.), la sustancia de prueba se debe
preparar como una dilucion empleando un vehiculo adecuado (agua destilada, aceite mineral, etc.) dependiendo de la
naturaleza del producto. En este caso, la concentracién de la sustancia de prueba que se aplique en el parche debe ser la
gue provogue unaminimairritacion en la piel humana en una prueba de parche.

Para productos que presentan un solvente (como lociones, quita esmaltes, etc.) éste debe dejarse evaporar durante 15
minutos antes de efectuar la prueba.

Para los productos que se aplican diluidos en la prueba, debe incluirse un parche en que se aplique e vehiculo, a
modo de control, ademés del parche con |la sustancia de prueba.

Para asegurar una buena adhesién de los parches, éstos se aseguran sobre la piel utilizando tela adhesiva porosa,
como micropore o dermicel. Estas "bandas de refuerzos' deben ser aplicadas de manera que gerzan una presion
homogénea sobre el parche.

Los materiales de prueba se aplican a los participantes en una secuencia establecida previamente. Esta secuencia de
aplicacion debe rotarse entre los participantes con objeto de minimizar sesgos debidos a la posicién del parche en el
brazo, de la siguiente manera:

Cuatro muestras: 1-2-3-4, 2-3-4-1, 3-4-1-2, 4-1-2-3

Tres muestras: 1-2-3, 2-3-1, 3-1-2

Dos muestras: 1-2, 2-1

Esta secuencia debe ser documentada claramente para cada participante alo largo de la prueba.

6.4.2.5 Induccion

Los parches con el material de prueba deben ser aplicados en la superficie lateral superior del brazo, en el orden
asignado a cada sujeto.

Antes de la aplicacién del primer parche de induccién y de la aplicacién de los parches de desafio, €l area del brazo a
tratar debe limpiarse con una gasa saturada con alcohol a 95% (etanol o isopropanol) para remover grasa superficial de
lapiel y exceso de humedad. Debe permitirse la evaporacién del alcohol antes de que se apliquen los parches.

El brazo de induccién se determina por € supervisor de la prueba y se anota. Este brazo no debe tener cicatrices
grandes de vacuna, tatugjes, vitiligios o cualquier otro tipo de cicatrices.

L os parches se aplican longitudinal y centralmente entre el hombro y el codo en la superficie lateral del brazo, con el
brazo en una posicion relgada al lado del cuerpo. Cada parche de induccién se aplica a mismo sitio que €l parche previo
con la sustancia de prueba, a menos que €l grado de reaccion a ésta haya sido tal que se necesite reubicacion. Los sitios
alternativos en estos casos deben estar adyacentes al sitio original ya sea hacia la parte anterior o la posterior de la
superficie lateral del brazo. Después de colocar un parche en ambos sitios adyacentes durante la fase de induccién, €l
parche debe ser colocado nuevamente en la localizacion original central, siempre y cuando haya desaparecido la
respuesta inicial. En caso de que no sea adecuado colocar € parche en este sitio central nuevamente, € parche no se
aplica hasta que lareaccion residual desaparezca totalmente. Si esto ocurre, debe documentarse adecuadamente.
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Si s6lo una pequefia porcion del sitio de aplicacidn muestra una respuesta suficientemente intensa como para ameritar
la relocalizacién del parche, € siguiente parche debe gjustarse ligeramente para evitar esta area. Este caso no se
considera unarelocalizacién completa.

Cada voluntario participante recibe instrucciones para mantener todos los parches tan secos como sea posible y
remover 0 desechar |os parches después de 24 horas. El drea donde estaba colocado cada parche debe ser limpiada de la
manera acostumbrada después de la remociédn, pero sin que esto elimine la marca que identifica los sitios de aplicacion
de los parches. Las personas participantes pueden bafiarse después de quitar €l parche. Este tipo de instrucciones deben
proporcionarse a cada participante por escrito al comenzar la prueba.

Los parches de induccidn se aplican en lunes, miércoles y viernes de las primeras 3 semanas de |la prueba (nueve
aplicaciones en total), y se vallan 48 horas después de su aplicacién. En los participantes que se ausenten una vez
durante estas 9 aplicaciones, €l Ultimo parche de induccién deberd aplicarse € cuarto lunes de la prueba. Esta aplicacién
debera evaluarse 48 horas méstarde.

6.4.2.6 Desafio

Los parches de desafio se aplican simultaneamente a ambos brazos (de induccion y desafio) de cada participante,
durante 24 horas. En €l brazo de induccion los parches son aplicados aproximadamente en los mismos sitios que los
parches de induccién. Si la reaccion residual de la fase de induccién es severa, e parche de desafio debera aplicarse
hasta que esta reaccion desaparezca. El parche de desafio se coloca en € brazo correspondiente, en posicion similar ala
del parche de induccién. Cualquier modificacion debe ser debidamente documentada.

L os parches de desafio se aplican aproximadamente 17 dias después de la Ultima aplicacion de induccion.

Cualquier sujeto que se ausente mas de una vez durante la fase de induccién o durante la semana de desafio, debe ser
eliminado de la prueba. El nimero final de individuos que completaron el estudio debera incluir solamente a agquellos
participantes que hayan tenido 9 parches de induccién y cuyo parche de desafio haya sido evaluado 2 veces.

Todos los voluntarios deben ser informados adecuadamente sobre las fechas en que deben asistir a lugar en que se
harala evaluacion de la pruebay de los nimeros telef 6nicos de emergencia. Se sugiere proporcionarles un calendario en
gue estén claramente marcadas todas las fechas de asistencia, asi como una explicacién por escrito de los dias de los
requerimientos pertinentes. Ademas, debera proporcionarse el nimero tel efénico de las personas apropiadas relacionadas
con la prueba, de manera que éstas puedan ser localizadas cualquier dia a cualquier hora.

6.4.2.7 Evaluacion de los sitios de prueba

Para iluminar € area del parche durante cada evaluacion debe utilizarse una fuente de luz artificial, de preferencia
una lampara con foco azul incandescente de 100 watts. El brazo del sujeto debe permanecer en posicién relgjada al lado
del cuerpo. Los sitios deben ser evaluados 48 horas después de la aplicacion del parche durante la fase de induccién (72
horas si el parche se aplico en viernes). Durante la fase de desafio los sitios de aplicacion del parche deben ser evaluados
alas48y 96 o bien alas 48y 72 horas después de la aplicacion.

Laevauacion de los sitios de parche se hara de acuerdo ala escala de evaluacién que se incluye en el punto 5.6.1.

La misma persona debe evaluar |os sitios de parche para |os sujetos durante todo el estudio.

6.4.2.8 Participantes que no compl etaron la prueba

S un sujeto se elimina del estudio, debido a que no asistié a todas las sesiones, esto debe ser debidamente
documentado.

En estos casos, debe determinarse la razén por la que el individuo no asistio. Si el sujeto se encuentra preocupado
por la respuesta a un parche, si asocia algun problema con su participacién en la prueba, le disgusta alglin aspecto de la
prueba, etc., se deben realizar esfuerzos para comunicarse con dicho sujeto, animarlo a seguir participando en caso de
gue esto sea pertinente, 0 bien obtener evaluaciones en |os sitios de prueba si se va aretirar del estudio. Se debe ofrecer
consulta, diagnosisy tratamientos dermatol 6gicos en aquellos casos que asi |o requieran.

Se debe dar un seguimiento adecuado en aguellos casos en que un sujeto muestra sefiadles de una posible
sensibilizacion a la sustancia de prueba, independientemente de que se haya retirado o no del estudio. Sin un sujeto
demuestra ser alérgico a una determinada sustancia de pruebay se retira del estudio, deben aplicarse parches de desafio
para corroborar estareaccion.

6.4.2.9 Guia paralainterpretacion de los datos

En aquellas respuestas de la pid en los sitios de desafio que sean méas severas a la sustancia de prueba, en
comparacion con la respuesta durante las aplicaciones de induccion, se considera como posiblemente debidas al
desarrollo de hipersensibilidad retardada por contacto (alergia). Ademas, aquellas respuestas que se incrementan en
severidad durante las evaluaciones de desafio de 48 a 96 horas, también serén consideradas como posiblemente debidas
aunaalergia por contacto, mientras que aguellas que disminuyen en severidad de las 48 alas 96 horas, generalmente son
indicativas de irritacién primaria.
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Si se presentan respuestas persistentes de la piel (por 96 horas 0 mas) con papulas 0 edema que se presenten durante
la primera semana de induccién, se considera generalmente que esto indica una alergia preexistente. Si se desarrollan
reacciones persistentes de este tipo durante la segunda o tercera semana de la fase de induccién, se considera que esto
puede indicar desarrollo de reacciones alérgicas durante la prueba.

Las respuestas de la piel que sugieren hipersensibilidad por contacto durante esta prueba pueden realmente resultar
de irritacion primaria y no de alergia cutanea. En estos casos pueden ser muy (tiles pruebas de re-desafio para
diferenciar entre reacciones alérgicasy reacciones de irritacion.

6.4.2.10 Prueba de re-desafio confirmatoria

Cualquier sustancia de prueba sospechosa de haber inducido sensibilizacion durante la prueba original puede ser
aplicada nuevamente al sujeto en cuestion, asi como a sujetos no sensibilizados (control) hasta 3 meses después del
desafio original, una vez que se ha obtenido su consentimiento. Los parches se aplican en la superficie lateral superior de
ambos brazos. Después de 6 horas los parches se quitan y desechan. Se efectlian por lo menos dos evaluaciones de la
respuesta, yaseaalas 48y 96 horas o bien alas 48 y 72 horas después de la aplicacion.

6.4.2.11 Escala de evaluacion
0 No hay reaccion visible. Esta calificacion puede incluir reacciones superficiales de la piel, tales como brillo o
resequedad.

1 Reaccién eritematosa ligera, color rosado pélido o rosado

1E* Reaccion eritematosaligera, con papulas y/o edema

2 Reaccién eritematosa moderada. Eritema definido rosado arojo

2E* Reaccidn eritematosa moderada con edema y/o papulas

3 Reaccién eritematosa marcada. Color rojo brillante

3E* Reaccidn eritematosa marcada con edema marcado, papulas y/o algunas vesiculas

4  Reaccion eritematosa severa con eritema, papulas, edemay vesiculas

5 Reaccién bulosa

(S) Reaccion presente més alladel areadel parche

Nota: Se considera que se presenta eritema, papulas y vesiculas cuando éstas involucran 25% o més del sitio del
parche.

E* Si se presentan papulas, afladir una P ala calificacion; si se presentan vesiculas, afiadir unaV ala calificacion.

Criterio de relocalizacion: Cualquier calificacién mayor o igual a 2 (incluyendo la adicién de V o P) durante la
induccion, requiere que el parche se relocalice en la siguiente aplicacion.

Cadlificacion doble: Indica que e parche se movié a un sitio adyacente a original. La primera calificacion sera la
correspondiente para € sitio nuevo; el segundo nimero es la calificacion de la reaccidn residual en €l sitio original.
Generalmente, una reaccion residual se califica y reporta una sola vez después de la relocalizaciéon. Si se sospecha
sensibilizacion, la calificacion residual del sitio original podra reportarse mas de unavez.

7. Pruebas in vitro

7.1 Prueba de la membrana corioa antoica

7.1.1 Materialesy reactivos

10 huevos frescos fertilizados de gallina Lehmann-Leghorn con un peso entre 50 y 60 g por cada concentracion de
sustancia empleada

Incubadora con charolas de rotado automético

Fresa dental con rotor de baja velocidad (12000 a 15000 rpm)

Microscopio estéreo de alta magnificacion

Solucién salinaisoténica

7.1.2 Procedimiento

Se ponen a incubar los huevos a 37,5 + 0,5°C de temperatura, a una humedad de 62,5 + 7,5% durante 10 dias,
girdndolos a 5o. dia para controlar el crecimiento. El décimo dia se abren los huevos, por € extremo ancho donde se
localiza la burbuja de aire, empleando una fresa dental con rotor, a la membrana interior del huevo se empapa con una
solucion salina isotonica para removerla mecanicamente, una vez removida ésta, la membrana corioalantoica esta lista
paraanalizar productos.

Se le aplican 0,3 ml de la muestra de prueba, se observa directamente o0 se emplea un estereomicroscopio para
observar hastalareaccion mas ligera.

7.1.3 Andlisis de los datos
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Se dgja €l producto en contacto con la membrana 5 minutos (300 segundos) y se prueban distintas concentraciones.
Se observa si se presentan reacciones y se anotara € indice de acuerdo con la siguiente Tabla si no hay reaccién
detectable, se calificara a producto como no irritante.

TABLA No. 3
REACCION CALIFICACION
V asos capilares més inyectados de o normal 1
Enrojecimiento con los vasos dificilmente distinguibles 2
Enrojecimiento intenso 3
Enrojecimiento intenso con inflamacién 4
Hemorragia generalizada 5
Lisis (destruccion de vasos) 7
Coagulacion 10

(Desnaturalizacién protéica con trombosis, decoloracion, opacidad y turbidez intray extravascular)
Se califica cada serie de huevos y se obtiene el promedio.

7.1.4 Interpretacion de los resultados

De los promedios obtenidos se obtiene una clasificacién asi:

INDICE CLASIFICACION
de0.0a0.9 No irritante
del.0a39 Ligeramente irritante
de4.0a8.9 Moderadamente irritante
de 9.0 y mayores Severamente irritante

7.1.5 Criterio de aceptacion

L os productos para uso en bebés deben ser no irritantes.

L os demés productos, para permanecer en € mercado, deben obtener una calificacion no mayor de 4.

L os productos que tengan una calificacion mayor de 4 deben ostentar en etiquetas la leyenda: " Producto irritante”.

Los productos con una calificacion mayor de 9 no podran destinarse para uso humano.

7.2 Ensayo en ojo de bovino

7.2.1 Materialesy reactivos.

8 0jos sanos de ternera extraidos de animales recién sacrificados se colocan dentro de los 10 minutos siguientes ala
extraccion en una solucién salina (0,15 M de cloruro de sodio en agua) y se transportan a una temperatura entre 15 y
20°C (por cada producto a investigar) se verifican dentro de la solucién salina y se descartan los ojos con dafios o
anormalidades y €l resto se mantiene en solucién salina.

Equipo para bafio maria

Tamiz del No. 40 (0,42 mm de abertura de malla)

Charola portahuevos de pléastico

Mortero con pistilo

Anillos de silicon con diametro interior de 8 mm y diametro exterior de 13 mm

Solucion salinaisoténica

Solucién de fluoresceina (2% en solucién pH 7,0)

Lente de aumento

Fuente de luz blanca

Balanza analitica

Matraz Erlenmeyer de 1,5 ml

7.2.2 Procedimiento

Los ojos se emplean dentro de las 4 horas siguientes a su extraccion, se destinan 5 ala prueba'y 3 como controlesy
se colocan en una atmdésfera himeda en el bafio maria cerrado por 5 minutos, se les aplican 0,1 ml del producto de
pruebasi esliquido y si es solido se pulveriza en un mortero hasta hacerlo pasar por un tamiz del No. 40y se calculala
dosis a aplicar mediante una multiplicacion de la densidad del producto en mg/ml por 0,1. La cantidad a aplicarse debe
pesarse con una precision del 1% utilizando una balanza analitica.

Se aplica la sustancia de prueba directamente en la cornea dentro del anillo, en los 5 ojos de prueba, de los ojos de
control uno se deja sin tratar y a los otros se les aplica 0,1 ml de tolueno y acetona, respectivamente, después de 30
segundos los ojos se riegan con solucién salina 10 ml en total, se contintia la incubacion en € bafio maria cerrado, 10
minutos més; se les aplica fluoresceinay se examinan los resultados.
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7.2.3 Interpretacion de los resultados

Se examina con una lente de aumento auxilidndose con una fuente de luz, |os ojos de prueba, se observa laintegridad
del epitelio de la cornea, las calificaciones se establecen de acuerdo a la Tabla No. 4, la calificacion final se obtiene
sumando las calificaciones de opacidad, integridad epitelial y desprendimiento epitelial y dividiendo entre el nimero de
0j 0S expuestos en cada caso.

TABLA No. 4
OPACIDAD  CALIFICACION  INTEGRIDAD CALIFICACION DESPRENDIMIENTO CALIFICACION
EPITELIAL EPITELIAL
(GRADO DE
TINCION)
NINGUNA 0 NINGUNA 0 SIN GRAVES 0
ANORMALIDADES
LIGERA 1 DIFUSA O DEBIL 0,5 ARRUGAMIENTO DE 2
LA SUPERFICIE
MARCADA 2 CONFLUENTE Y 1 PERDIDA DE 3
DEBIL EPITELIO
SEVERA 3 CONFLUENTE E 15 AUSENCIA DE 4
INTENSA EPITELIO

CORNEA OPACA 4

7.2.4 Criterio de aceptacion

Todos | os productos para uso en bebés deberan obtener resultados de O (cero) en los tres parametros.

Los demas productos deberan obtener una calificacién de opacidad no mayor de 2, una de integridad del epitelio no
mayor de 0,5y no mayor de O (cero) de desprendimiento epitelial.

Los productos que obtengan calificaciones mayores podran repetir la prueba o imprimir en etiquetas la nota "Este
producto esirritante”.

7.3 Ensayo en células rojas de sangre

7.3.1 Material

Célulasrojas de sangre

Centrifuga clinica estandar (10 000 rpm)

Espectrofotometro UV visible

Tubo de ensayo

Dodecil sulfato de sodio a 1% ( solucién estandar)

Matraces Erlenmeyer suficientes

7.3.2 Procedimiento

7.3.2.1 Preparacion de las células rojas

Las células rojas de sangre se aislan por centrifugacion de sangre citrada de ternera o cerdos recién sacrificados y
lavada con solucion de buffer salino fosfatado isoténico hasta eliminar trazas de plasmay células blancas.

Para uso posterior, cuidadosamente se preparan suspensiones de células rojas de sangre conteniendo glucosa (10
mmol/l) y se gjustaron pararendir aproximadamente 8 x 109 células/ml.

La suspension se prepara semanalmente y se almacena a 4°C, en condiciones adecuada puede durar hasta 6 semanas
con leve pérdida de 25%.

7.3.2.2 Hemdlisis

Se preparan alicuotas de suspension de células rojas con concentracion fija de 0,125 mmol/1 de oxihemoglobina, se
incuban por 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion, asimismo diluciones del dodecil-sulfato de sodio a 1%
con incrementos equivalentes de la concentracion de la muestra de prueba, para establecer una relacion concentracion-
respuesta.

El periodo de incubacién se termina con una corta'y rapida centrifugacion (1 minuto a 10 000 rpm). El sobrenadante
resultante se monitorea fotométricamente para hemdlisis a530 nm y 560 nm contra un blanco y un control.

La experiencia anota que a una concentracion de 0,125 mmol/l de dodecil sulfato de sodio la desnaturalizacion es
total (100%).
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A partir de este dato se traza una curva de respuesta concentracion.

7.3.2.3 Desnaturalizacion de proteinas

El producto de prueba a una concentracion del 1%, se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, con una alicuota de
células rojas gjustadas a la concentracion de oxihemoglobina, previamente descrita. Agitar vigorosamente y centrifugar a
10 000 rpm, €l sobrenadante se analizaa 540y 575 nm en el espectrofotémetro.

La extincion medida a 575 nm se divide por la extincién medida a 540 nm para obtener €l [lamado Radio (R;) que es
usado para calcular €l indice de desnaturalizacién de hemoglobina DI (%). Parala oxihemoglobina, €l radio R; es 1,05 +
0,001, mientras que €l estéandar interno (SDS) (a 3,5 mmol/l como concentracion final de prueba) da unarelacion R,. La
diferencia R;-R, se define como igual al 100% de desnaturalizacion de oxihemoglobina y es usado para calcular la
potenciarelativaindividual de desnaturalizacion de las muestras, de acuerdo a la siguiente formula:

100 (R;-Rs)

DI (%) =

(R-R2)

Donde:
Rs = Radio obtenido por la muestra

7.3.3 Interpretacion de los resultados

Lainclinacion positiva de la curva, muestra el aumento en el dafio celular, la liberacién inmediata de oxihemoglobina
se reflgja en el aumento de absorbancia a mayor concentracion del estandar a haber destruccién celular las absorbancias
a 540y 575 nm disminuyen por |a desnaturalizacién; |a absorbancia a 560 nm no cambia.

A partir de esta curva se hace € ensayo a distintas concentraciones de prueba de la sustancia a investigar con las
célulasrojasy se estima su indice de desnaturalizacion.

7.3.4 Criterio de aceptacion

L os productos para uso humano no deberan presentar ningun indice de desnaturalizacion de células rojas de sangre.

7.4 Ensayo membrana-reactivo

7.4.1 Materialesy reactivos

Membrana proteica de queratina'y colageno disponible (ya preparada en el comercio especializado)

Reactivo de globulinas y colageno liofilizado (disponible y preparado en el comercio especializado).

Fotocolorimetro con celdillas suficientes

Colorante rojo basico No. 2

Incubadora (para mantener |atemperatura a 25 °C)

Soporte de (anillo) disco

Estandares de lauril sulfato de sodio a distintas concentraciones

7.4.2 Procedimiento

7.4.2.1 Matrices

Se prepara en una solucion salina estabilizada a pH 8,0 de 10% de queratina 1% colageno, 0,1% glutaraldehido y
acetato de celulosa (suficiente); se dgja a 25°C durante una hora, a esta preparacion, se le adiciona colorante rojo basico
No. 2y se dgja 10 minutos a 25°C.

Las peliculas que se forman se lavan exhaustivamente con agua destilada se cortan en circulos y se montan en
soportes de disco, se guardan en recipientes de pléastico a 4°C conservandose asi hasta 180 dias.

7.4.2.2 Reactivo

Un polvo liofilizado de globulinas, colageno, glicosaminoglicanos, &cidos grasos libres, aminoéacidos, fosfolipidos y
sales buffer, se rehidrata con agua destilada a4°C y se conserva asi hasta 15 dias.

7.4.2.3 Curva dosis-respuesta

Se determina el indice de irritacién primaria dérmica IN VIVO y ademas con este procedimiento empleando
soluciones estandares de lauril sulfato de sodio (u otro irritante conocido) a distintas concentraciones se traza una curva
de equivalenciaentre los indices IN VIVO e IN VITRO, medido como densidad opticaa 470 nm

7.4.2.4 Aplicacion de la muestra

Las muestras se preparan a dosis de 30 Wl hasta 100 pl en parches de 0,25 cm3, se aplican directamente en la barrera,
luego ésta se inserta en €l reactivo y se incuba por 3 horas los sélidos se aplican sin diluir, perfectamente molidos y
tamizados.

Se determina la densidad Gptica a 470 nm en un fotocolorimetro se extrapola en la curva de dosis respuesta y se lee
como €l equivalente delapruebalN VITROy € indice deirritacion primariadérmicaIN VIVO.

7.4.3 Interpretacion de los resultados
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Laclasificacion de irritacion dérmica IN VITRO corresponde directamente con la clasificacion IN VIVO (en piel de
conejos) asi:

INDICE DE IRRITACION PRIMARIA

Prueba Prueba Calificacion Calificacion
IN VIVO IN VITRO IN VIVO INVITRO
0-0,5 0-0,5 No irritante Minimo Irritante
0,51-1,5 0,51-1,5 Ligeramente Levemente
1,6-3,0 1,6-2,0 Levemente Levemente
2.1-3.0 Levemente Moderadamente
3,1-5,0 3,1-5,0 M oderadamente Moderadamente
5,1y mayores 5,1y mayores Severamente Severamente

7.4.4 Criterio de aceptacion

L os productos para uso en bebés deberan tener un indice de irritacion menor a 0,5

L os demas productos deberan tener un indice no mayor de 3 en esta prueba para considerarse aptos para uso humano
o bien deberan incluir en sus etiquetas laleyenda " Este producto esirritante”.

Debe anotarse que esta prueba sustituye a los ensayos para determinacion de irritacion primaria dérmica, pero no
puede proporcionar ningun indicio sobre respuestas alérgicas o de velocidad de recuperacion después de una reaccion
por lo que no sustituye a las pruebas de sensibilizacion.

7.5 Ensayo de desnaturalizacion de proteinas

7.5.1 Materialesy reactivos

Fotocolorimetro

Filtros @400 nm, 430 nm, 730 nm

Celdillas de plastico de 1,5 ml (100)

Solucién de formacinaa 5%, a 10% y a 20% en agua destilada.

Papel pH

Soluciones conocidas de irritantes por ejemplo lauril sulfato de sodio al 5%, 10%, 15%, 20% y 25%

Reactivo proteico en polvo para prueba de desnaturalizacion IN VITRO (disponible en € mercado especializado).

Activador del reactivo (disponible en el mercado)

Micropipetas de 100

Tapas de plastico paralas celdillas

Dosificador Eppendor + con micropipetas de 250 gl a 1 ml con incrementos de 250 pl

Micropipetas de 20 a 200 pl

Soportes paralas celdillas

Incubadora

Papel filtro grande de 8 pulgadas de diametro

Embudo de gran capacidad

Probeta graduada

Matraz Erlenmeyer con tapon

Ampolletas reutilizables

Espatulas

Pipeta de rocio

7.5.2 Procedimiento

7.5.2.1 Unidades de medicion

Para fines précticos de medicién del grado de desnaturalizacion se emplean unidades de densidad dptica
multiplicadas por 1000 que se reportan como "unidades de opacidad”.

La densidad Optica de las soluciones de formacina que se emplean como calibradores deberd estar en los siguientes
intervalos:

Solucién Densidad éptica Unidades de
opacidad
5% 0,400 - 0,650 400 - 650
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10% 0,800 - 1,050 800 -1050
20% 1,350 - 1,800 1350 -1800

7.5.2.2 Determinacién de la densidad éptica

Para determinar si este es el procedimiento adecuado, se debera desarrollar 1o siguiente: se colocan 100 ml 0 100 mg
de la muestra de prueba en 1 ml de disolvente en una celdilla. Se gjusta € colorimetro a cero con una celdilla que
contenga sdlo disolvente, después se lee la muestra a 400 nm si la densida 6ptica es mayor de 0,5 se debera optar por la
técnica de membrana, si es menor se puede emplear esta técnica.

7.5.2.3 Prueba de pH

Se determinara el pH de lamuestra, si éste es mayor de 8,5 deberan aplicarse modificaciones ala técnica.

7.5.2.4 Control de calidad

Para todos |os casos realice pruebas con controles conocidos cada 60 dias por triplicado en ensayos separados para
verificar procedimientos.

7.5.3 Curva dosis-respuesta

Se determina el indice de irritacion primaria dérmica IN VIVO y ademés con esta técnica, empleando soluciones
estandar de un irritante conocido a diferentes concentraciones se traza una curva de equivalencia entre los indices IN
VIVO y las IN VITRO medidas como densidad Optica a 400 nm o a la que corresponda en muestras coloridas y
reactivos.

7.5.4 Célculo de ladensidad éptica

Prepare una solucién del reactivo proteico, afiadiendo agua destilada hasta dilucion total, filtre y transfiera el reactivo
empleando una pieza de papéd filtro gjustada a embudo y una ampolleta para reactivo, deje que se filtre lentamente (de
30 a 45 minutos) etiquete con lafecha de elaboracion. El reactivo es estable por 30 dias almacenado de 4° a 8°C.

Para activar €l reactivo afiada el activador en proporciones 1X, 3X a5X asi, si el pH es menor de 8,5 adicione: 1X o
sea 0,5 ml de activador a 25 ml del reactivo preparado (la activacion se efectlia antes de cada ensayo), si se va hacer en
proporcion 3X se adicionan 1,5 ml de activador a25 ml de reactivo y si es 5X, 2,5 ml de activador a 25 ml de reactivo s
el pH es mayor de 8,5 no active € reactivo.

Se preparan soluciones de la muestra a partir de 1000 mg/kg

Se aplican a diferentes concentraciones del reactivo, y se determina la densidad éptica del reactivo desnaturalizado a
400 nm, o ala que corresponda segin €l tipo de muestray se extrapola en la curva de dosis respuesta.

7.5.5 Muestras que no califican

Si lamuestra es muy colorida dara lecturas demasiado altas, entonces debera cambiarse €l filtro paratener unalectura
a470nmo 730 nm

Si la muestra es reactiva y afecta la celdilla se analiza poniendo primero el reactivo o el disolvente y afiadiendo la
muestra. Si todavia reacciona el producto puede medirse en tubos de ensayo, si sigue habiendo reaccién o vaporizacion
debe optarse por otro método.

7.5.6 Interpretacion de los resultados

Laclasificacion deirritacion IN VITRO corresponde con laIN VIV O extrapolada de la curvay debe leerse asi:

INDICE CLASIFICACION
0-05 No irritante
0,51-1,5 Ligeramente irritante
16-30 Moderadamente irritante
31-50 [rritante
5,1 - mayores Severamente irritante

7.5.7 Criterios de aceptacion

Los productos para uso en bebés deberan ser no irritantes. Los demas productos deberan tener indice no mayor de 3
en esta prueba para considerarse aptos para uso humano, o bien deberan incluir en sus etiquetas la leyenda "Este
producto esirritante”.

8. Muestreo

El procedimiento de muestreo paralos productos objeto de esta Norma, se sujetard a lo que establece la Ley General
de Salud.

9. Concordancia con normas internacionales
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Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales
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11. Observancia de la Norma

Lavigilanciadel cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

12. Vigencia
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LN Rer

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su carécter obligatorio a los treinta dias siguientes a partir

de su publicacion en el Diario Oficial de la Federacion.
Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a29 de noviembre de 1994.- El Director General de Control Sanitario de Bienesy Servicios, José Meljem

Moctezuma.- Rubrica.

Apéndice normativo A

A REPORTES
1 Reporte de incidencia
Concentracién de Induccion:

Concentraci6n de Desafio:

Desafio
Grupo de Prueba Grupo Control
Cdlificacion 24 Horas 48 Horas 24 Horas 48 Horas
0
+
1
2
3
(A)
(B)
Total (*)
(A) NUmero de animales incluidos
(B) NUmero de animales con calificacion 1
(*) El "total" es el nimero maximo de animales con calificacion 1 alas 24 o alas 48 horas
2 Reporte de Incidencia
Concentracion de Induccion:
Concentracion de Desafio:
Concentracion de Re-desafio:
Re-desafio
Grupo de Prueba Grupo Control
Cdlificacion 24 Horas 48 Horas 24 Horas 48 Horas
0
+
1
2
3
(A)
(B)
Total (*)

(A) NUmero de animalesincluidos
(B) NUmero de animales con calificacion 1
(*) El "total" es el nimero maximo de animales con calificacion 1 alas 24 o alas 48 horas
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Apéndice informativo A

A FORMATOS
1 CARTA DE CONSENTIMIENTO
Yo en pleno uso de mis facultades mentales estoy de acuerdo en usar e producto

en formavoluntariay sin presion alguna, pudiendo desistir del estudio sin

mayor aviso.
También sefialo que he sido advertido de los posibles efectos adversos del producto en cuestion.

FECHA FIRMA
2 CUESTIONARIO PARA LA PRUEBA DE IRRITACION EN PIEL EN HUMANOS
Participante No.
Nombre: Edad Sexo (M/F)

Por favor conteste "si" 0 "no" a cada una de las siguientes preguntas:
1. Ha padecido alguna vez:
No Si SActuamente Describalas

|la padece? areas afectadas
Psoriasis
Eczema
Otros problemas
delapiel
Asma
Enfermedad del heno
Rinitis alérgica _ _
2. ¢Padece ud. asma severo? Si No
7-
3. ¢Hapadecido algunavez cancer enlapiel?Si _~ No_

¢Padece esta enfermedad actualmente? Si No

4. ;Havisitado alguna vez a su médico con relacion aalergias 0 aagun problema especifico en lapiel ?
Si No ¢Lo padece actualmente? ¢Cual fueles su problema?

5. ¢Se encuentra usted usando algun medicamento con esteroides (administrado oralmente o aplicado como crema) en el
tratamiento de alergia por contacto o erupcionesen lapiel?Si_ No

6. ¢Se le estdn administrando inyecciones de insulina para el tratamiento de diabetes?Si  No_

7. ¢Hatenido usted algun transplante de 6rgano que requiera €l uso de medicamentos inmunodepresores?

Si No

8. ¢Esta usted recibiendo tratamiento para cualquier tipo decancer?Si _~ No
9. Padece usted alguin tipo de enfermedad de inmunodeficiencia (lupus, tiroiditis, etc.) Si_ No
10. ¢Ha participado usted alguna vez en una prueba de parche? Si _~ No _ ¢Cuéndo?
¢Donde?
11. ¢Es usted alérgico a alguno de los siguientes productos?
Si No Mencione el nombre del producto
Shampoos _ _
Jabones de tocador _ _
Cremas de belleza _ _
Perfumes _ _
Lociones

Desodorantes/antiperspirantes
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Sombras paralos ojos
Bronceadores
Depiladores

Otros productos
cosméticos

12. ¢Sele han extirpado nédulos linfaticos axilares? St~ No

13. ¢Sele hapracticado mastectomia? Si, lado derecho , Si, ladoizquierdo  , Si, amboslados
No

14. Para ser contestada solamente para MUJERES:

¢Esta usted tomando actualmente pastillas anticonceptivas?Si_ No
¢Estausted esperando bebé?Si ~ No_ ¢Estdusted en periodo delactancia? Si__ No
Tiene usted antecedentes de trastornosmentales?Si ~~ No

Firma Fecha

) 9,:9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.99.99.99.99.99.99.99.999999.99.9999999900
PARA SER LLENADO EXCLUSIVAMENTE POR EL EVALUADOR DEL CUESTIONARIO

1. ¢Esta persona es elegible para participar en la prueba?

Si_ No_

Razones

2. Comentarios

Nombre del evaluador Firma

Fecha

3 CUESTIONARIO PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIZACION EN PIEL EN HUMANOS
Participante No.

Nombre: Edad Sexo (M/F)___

Por favor conteste "si" 0 "no" a cada una de las siguientes preguntas:
1. Ha padecido alguna vez:

No Si JActuamente Describalas
la padece? areas afectadas
Psoriasis _ _
Eczema - -
Otros problemas
delapiel _ _
2. ¢Padece ud. asma severo? Si No
3. ¢Hapadecido algunavez cancer enlapiel?Si _ No_
¢Padece estaenfermedad actualmente?Si ~ No
4. ¢Havisitado alguna vez a su médico con relacion a alergias o aalgun problema especifico en lapiel?Si
No ¢l opadeceactualmente? _ ¢Cudl fueles su problema?

5. ¢Se encuentra usted usando algun medicamento con esteroides (administrado oralmente o aplicado como crema) en €l
tratamiento de alergia por contacto o erupcionesenlapiel?Si_ No__

6. ¢Se le estén administrando inyecciones de insulina para €l tratamiento de diabetes?Si _ No___

7. ¢Hatenido usted algun transplante de 6rgano que requiera el uso de medicamentos inmunodepresores?

Si No

8. ¢Esta usted recibiendo tratamiento para cualquier tipo decancer?Si_ No

9. ¢Padece usted algun tipo de enfermedad de inmunodeficiencia (lupus, tiroiditis, etc.) Si__ No___
10. ¢Ha participado usted alguna vez en una prueba de parche? Si _ No ___ ¢Cuando?
¢Doénde?
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11. ¢Es usted alérgico a alguno de los siguientes productos?
Si No Mencione el nombre del producto

Shampoos

Jabones de tocador

Cremas de belleza

Perfumes

Lociones

Desodorantes/anti perspirantes
Sombras paralos ojos
Bronceadores

Depiladores

Otros productos

cosméticos _ _
12. ¢Sele han extirpado nédulos linfaticos axilares? St~ No
13. ¢Sele hapracticado mastectomia? Si, lado derecho , Si, ladoizquierdo _ , Si, amboslados
No

14. ¢Para ser contestada solamente para MUJERES:

¢Esta usted tomando actualmente pastillas anticonceptivas?Si_ No
¢Estausted esperando bebé?Si  No_ ¢Estdusted en periodo de lactancia? Si__ No

cTiene usted antecedentes de trastornos mentales?Si ~~ No

Firma Fecha

) 9,:9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.99.99.99.9999.99.99.9999.99.999999.99999999990.0

PARA SER LLENADO EXCLUSIVAMENTE POR EL EVALUADOR DEL CUESTIONARIO
1. ¢Esta persona es elegible para participar en la prueba?

Si_ No_

Razones

2. Comentarios

Nombre del evaluador Firma
Fecha
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Fuente: Diario Oficial de la Federacion Fecha de publicacion: 30 de Julio 2003

AVI1S0 de cancelacion de las nor mas oficiales mexicanas

NOM -039-SSA1-1993, Bienes y servicios. Productos de perfumeriay belleza. Determinacion de los indices de irritacion
ocular, primariadérmicay sensibilizacion;

NOM -053-SSA 1-1993, Que establ ece las medidas sanitarias del proceso y uso de metanol (alcohol metilico),

NOM -056-SSA 1-1993, Requisitos sanitarios del equipo de proteccion personal.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.

ERNESTO ENRIQUEZ RUBIO, Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de
Regulacién de Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administracién
Publica Federal; 51 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, y 7 fraccion XVI del Decreto
por el que se crea la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, ordena la cancelacién de
las normas oficiales mexicanas NOM-039-SSA1-1993, Bienes y servicios. Productos de perfumeria
y belleza. Determinacion de los indices de irritacion ocular, primaria dérmica y sensibilizacion;
NOM-053-SSA1-1993, Que establece las medidas sanitarias del proceso y uso de metanol (alcohol metilico),
y NOM-056-SSA1-1993, requisitos sanitarios del equipo de proteccion personal, publicadas en el
Diario Oficial de la Federacion el 10 de marzo de 1995, y 5 de marzo y 10 de enero de 1996,
respectivamente.

La NOM-039-SSA1-1993 se cancela en virtud de que las técnicas descritas en la norma se sustituiran por
la aplicacion oficial de los métodos MGA 0515, Irritabilidad en piel y MGA 0516, Irritabilidad ocular, incluidos
en la séptima edicion, afio 2000, de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

La NOM-053-SSA1-1993 se cancela en virtud de que su contenido quedd superado al publicarse la
NOM-010-STPS-1999. Condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo donde se manejen,
transporten, procesen 0 almacenen sustancias quimicas capaces de generar contaminacion en el
medio ambiente laboral, cuyo objetivo es establecer medidas para prevenir dafios a la salud de los
trabajadores expuestos a las sustancias quimicas contaminantes del medio ambiente laboral y establecer
los limites maximos permisibles de exposicion. Asimismo, las disposiciones sobre practicas y controles
ocupacionales, buenas practicas de trabajo, equipo de proteccién personal, manejo, almacenamiento y peligro
de fuego, quedaron rebasadas por la regulacién que de los mismos se hizo en las siguientes normas:
NOM-001-STPS-1999, Edificios, locales, instalaciones y areas en los centros de trabajo. Condiciones de
seguridad e higiene; NOM-002-STPS-200, Condiciones de seguridad, prevencién, proteccion y combate
de incendios en los centros de trabajo; NOM-005-STPS-1998, Condiciones de seguridad e higiene en
los centros de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas.
NOM-017-STPS-2001, Equipo de proteccidon personal. Seleccion, uso y manejo en los centros de trabajo;
NOM-018-STPS-2000, Sistema para la identificaciéon y comunicacion de peligros y riesgos por sustancias
quimicas peligrosas en los centros de trabajo. Por Ultimo, la Secretaria de Salud buscé asegurar la proteccién
a la salud del personal ocupacionalmente expuesto mediante el reforzamiento de programas de prevencion
al amparo de la NOM-047-SSA1-2002, Salud ambiental. Indices bioldgicos de exposicion para el personal
ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas; conjuntamente con la NOM-010-STPS-2000.

La NOM-056-SSA1-1993 se cancela en virtud de que quedd rebasada al publicarse la modificacién a la
NOM-017-STPS-2000, Equipo de proteccion personal, su uso en los centros de trabajo, ya que incorpora los
siguientes puntos: a) desarrollo del analisis de riesgo para la determinacion del equipo de proteccion personal
requerido en cada puesto de trabajo, b) que el equipo de proteccion personal esté normado y cuente con
certificacion; c) que en el centro de trabajo se cuente con los procedimientos para el uso, limitaciones,
reposicion y disposicién final, revision, limpieza, mantenimiento y resguardo; d) las obligaciones del patron y
del trabajador, ademas de abarcar las especificaciones sanitarias, tiene concordancia con la NOM-056, lo que
determiné dejar una sola norma para evitar sobrerregulacion, por lo que se buscara participar en la vigilancia
de la norma NOM-017-STPS-2000.

El Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario considerd pertinente
cancelar las citadas normas oficiales mexicanas debido a que no subsisten las causas que motivaron su
expedicion, una vez analizada su aplicacion, efectos y observancia.

México, D.F., a 18 de junio de 2003.- El Presidente del Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario, Ernesto Enriquez Rubio.- Rubrica.



