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Resumen

El Reglamento CE 1223/2009 de productos cosméticos se desarrolld para simplificar el marco legal en la
UE vy facilitar la libre circulacion de productos cosméticos. Antes de la aprobacién de dicho Reglamento se
encontraba vigente la Directiva 76/768/ECC. El Reglamento CE 1223/2009 entré en vigor el 11 de enero
de 2010 y su aplicacién se hara efectiva el 11 de julio de 2013, por lo que a partir de esta fecha, todos los
laboratorios que fabriquen productos cosméticos, deben elaborar un dossier toxicolégico para cada uno
de sus productos cosméticos. El dossier toxicoldgico es una evaluacion de la seguridad del producto
cosmético y en él deben incluirse la férmula cuali-cuantitativa del producto, la existencia de restricciones o
reglamentaciones especificas para algun ingrediente, datos toxicolégicos de los ingredientes, posibles
interacciones, capacidad de absorcién, margen de seguridad para los ingredientes mas criticos.
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Legislacion vigente

Para la elaboracion de un dossier toxicoldgico sobre un producto cosmético, es preciso conocer cual es la
legislacion vigente relacionada con dichos cosméticos y los ingredientes quimicos que lo componen.

Reglamento (CE) N° 1223/2009

El 30 de noviembre de 2009 el Parlamento Europeo aprobo el Reglamento (CE) N° 1223/2009, sobre
productos cosméticos, en cuyo articulo 11, recoge las pautas que deben seguirse a la hora de elaborar un
dossier toxicologico sobre un cosmético y la manera de analizar si el cosmético es seguro o no. Dicho
dossier contendra: la descripcion del producto cosmético, informe sobre la seguridad del producto
cosmético, descripcion del método de fabricacion, informacion sobre los experimentos realizados en
animales y humanos y declaracion GMP (Good Manufacturing Practice), ademas también deben incluirse
claims o pruebas que demuestren el efecto reivindicado (en los casos que se precise).

Métodos de Evaluacion Toxicologica

Actualmente, los estudios en animales estan prohibidos, ya que la Union Europea, mediante la Directiva
2003/15/CE, y posteriormente Espafia, mediante el Real Decreto 209/2005, prohibe la realizacion de
experimentos en animales con el fin de evaluar la toxicidad de productos cosméticos. Por ello, en la
actualidad, se debe hacer una busqueda bibliografica de estudios en animales que hayan sido realizados
anteriormente a la aprobacion de dicha ley.

1.3 Reglamento 1907/2006

Este Reglamento recoge cuales son las obligaciones de los fabricantes, importadores y usuarios
intermedios de la industria cosmética, garantizando que so6lo se fabrican, comercializan o utilizan
sustancias que no afectan negativamente a la salud humana o al medio ambiente. Gracias a este
Reglamento, se cre6 una Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos (ECHA) cuya finalidad




es gestionar y en algunos casos, ejecutar los aspectos técnicos, cientificos y administrativos del
Reglamento.

Test in vitro e in vivo utilizados en la evaluacién toxicoldgica de
cosméticos [1]

Se debe realizar un estudio bibliografico sobre ensayos toxicoldgicos con los ingredientes quimicos que
componen el producto cosmético, estos ensayos deben de ser in vitro e in vivo.

Estudios in vivo y clinicos:

Los estudios in vivo, se utilizan para probar la respuesta fisioldégica a un compuesto quimico cuando se
administra por diferentes rutas de exposicion (dermal, oral e inhalatoria). Estos estudios, permiten medir
también el NOAEL (No-Observed Adverse Effect Levels).

Patch test: sirve para estudiar el potencial irritante, se utilizan entre 12 y 20 voluntarios. Los parches, con
la sustancia de estudio se aplican en la piel (generalmente en la espalda), con un vendaje oclusivo, durante
48 horas. Transcurrido este periodo de tiempo se observa si se ha producido algin tipo de irritacion
dérmica, si el resultado ha sido negativo, se vuelven a colocar los parches, este proceso se repite tres
veces por semana, durante dos o tres semanas consecutivas. Este estudio permite ver si el compuesto
quimico presenta una irritacién acumulativa. Para probar la capacidad sensibilizante de un compuesto
quimico, se necesitan al menos 100 voluntarios, se realiza a continuacion del patch test, con una semana
de descanso, se aplicaria un parche oclusivo con la sustancia de estudio en un sitio diferente del que se
habia utilizado en el patch test, si al quitar el parche, se observa algln tipo de reaccion, se considera que
el compuesto es sensibilizante.

Fotopatch test: es 1til para conocer el tipo de reaccion causada por un cosmético en particular tras aplicar
luz solar al parche. Este test se considera positivo si se produce una dermatitis tras el contacto con la luz
solar.

Patch test screening para fragancias o perfumes: se aplica una mezcla de ocho ingredientes que
tradicionalmente se encuentran en los perfumes de productos cosméticos, se observa si se produce algun
tipo de reaccion alérgica.

Repeated open application test/provocative use test: se aplica dos veces al dia, durante mas de dos
semanas, en una superficie de 5 cm2, en el antebrazo. Si al cabo de una semana no se ha producido
ninguna erupcién el producto es considerado seguro para este individuo. (este test se suele utilizar para
comprobar los resultados de otros test).

Test de Draize (irritacion ocular): para la realizacion de este test, normalmente se utilizan conejos. Este
experimento se basa en introducir un ingrediente cosmético en los ojos de seis a nueve conejos
inmovilizados. El dafio progresivo en los ojos de los ratones es anotado durante intervalos precisos en un
periodo de 72 horas. Reacciones oculares incluyen hinchazon, inflamacion del iris, ulceracion,
hemorragia y ceguera. Este test no reproduce el efecto que puede ocurrir en los ojos de los humanos.

Ensayo del noédulo linfoide local murino: es utilizado para estudiar reacciones de sensibilizacion con
productos quimicos.

Test de comedogenicidad: tradicionalmente este test se realizaba en las orejas de conejos, pero en la
actualidad es mas comun realizar estos test en humanos. Este test se realiza en condiciones oclusivas en la
espalda de voluntarios. Al final del ensayo se realiza una biopsia sobre los comedones o sobre la piel para
un analisis microscopico, también se tienen en cuenta el nimero de comedones presentes.

Estudios in vitro

Los métodos in vitro, han sido validados para estudios toxicoldgicos antes de pasar a los estudios in vivo
y los estudios en humanos.

Test de corrosion dérmica: dentro de este tipo de test se pueden destacar dos, TER y Episkin Test. TER
(Transcutaneous Electrical Resistance), este test ha sido recomendado para probar todo tipo de
compuestos quimicos. Se prepara con cultivo de piel proveniente de ratas de 28-30 dias y se administra el
compuesto quimico, dejando actuar durante mas de 24 horas. Los compuestos corrosivos, son
identificados al producir una pérdida de la integridad del estrato corneo. La corrosividad, se mide por la
resistencia ya que se aplica una pequeia corriente al cultivo celular. Se considera que la sustancia quimica
es corrosiva, si el valor de la resistencia medida es <5 kQ y hay un dafio severo en el cultivo celular, o si
la tincién del cultivo muestra una coloracién similar a la que pueda tener un control positivo donde se han
anadido 10M de HCI. Episkin Test. implica una piel tridimensional 3D. Se aplica de forma tépica el



ingrediente durante 3, 60 y 240 minutos, a continuacion se realiza un ensayo de MTT. Mediante este tipo
de test es posible distinguir si un compuesto €s 0 no corrosivo.

Test de mutagenicidad y genotoxicidad: el Test de Ames es el mas conocido y utilizado, este test detecta
compuestos que inducen mutaciones en el material genético que revierten la capacidad funcional de
sintetizar un aminoacido. Se utilizan cepas mutantes de Salmonella typhymurium y Escherichia coli que
no sintentizan un aminoacido. Las cepas mutantes se colocan en medios auxotrofos para el aminoacido
que no pueden sintetizar, se considera que los compuestos son mutagénicos, si se observan colonias en los
medios.

Test in vitro de aberracion cromosoémica en célula de mamifero: las células de mamifero son expuestas a
la sustancia quimica tras una activacion metabdlica o sin dicha activacion metabolica, tras la
administracion de la sustancia quimica son tratadas a diferentes intervalos con colchicina para estudiar la
mitosis de las células en cultivo y son analizadas de forma microscopica para poder observar posibles
aberraciones cromosomicas en las células.

Test in vitro de fototoxicidad de captacion de rojo neutro 3T3: con este test se pueden identificar
compuestos que son fototdxicos en ensayos in vivo tras una aplicacion sistémica y distribucion por la piel,
y compuestos que son fotoirritantes tras la aplicacion topica sobre la piel. Este test estd basado en la
citotoxicidad de las células cuando son tratadas por rayos UVA/ luz visible. La citotoxicidad, se expresa
como la disminucién en la captacion del colorante para las células vivas 24 horas después de realizar la
administracion del ingrediente quimico y el tratamiento con UV A/luz visible.

Test de compatibilidad de producto cosmético terminado en voluntarios

Los cosméticos terminados son usados en poblaciones pequefias de voluntarios para confirmar que no se
produce ningun tipo de irritacion o sensibilizacion.

Test de compatibilidad: para comprobar que no hay ningun efecto peligroso cuando se aplica el cosmético
por primera vez en la piel o en alguna mucosa.

Test de aceptabilidad: para confirmar completamente todas las expectativas puestas en el producto
cosmético estudiado.

Evaluacion de un producto cosmeético

El cosmético debe ser evaluado desde diferentes puntos de vista para poder tener una informacion lo mas
completa posible sobre el producto que se esta evaluando, para ello es necesario realizar un dossier
toxicologico del producto cosmético, ademas también es imprescindible realizar pruebas de estabilidad
del producto para que la empresa fabricante tenga certeza de que ese cosmético no sufrird ningun cambio
en su composicion tras su comercializacion y en el periodo en el cual el fabricante garantiza la calidad del
producto (PAO-Period After Opening).

Elaboracion del dossier toxicolégico

Es preciso que todos los productos cosméticos de una empresa sean sometidos a una evaluacion
toxicolégica de todos lo ingredientes que estan presentes en la formula del cosmético. Segun el
Reglamento Europeo que regula la elaboracion de un dossier toxicoldgico para un producto cosmético
contendrd como minimo, la informacién sobre la seguridad del producto cosmético y la evaluacion de la
seguridad del producto cosmético.

Dentro de la informacion sobre la seguridad del producto cosmético es necesario incluir:

Composicion cuali-cuantitativa del producto, donde deben quedar reflejadas las concentraciones de todos
los ingredientes que componen el cosmético, ademas debe incluirse la identidad quimica de las sustancias
(INCI,CAS, EINECS). En este apartado también debe quedar reflejada la funcion de cada ingrediente en
el cosmético. (Tabla 1)

Especificaciones y estabilidad del producto terminado, en este apartado se incluyen las caracteristicas
fisico-quimicas y microbiologicas del producto.

Informacién sobre el material de embalaje, donde se incluiran los art works del material de
acondicionamiento del producto cosmético, asi como las etiquetas y posibles prospectos del producto.
Ademas debe ser incluido un certificado de estabilidad y pureza del envase primario, ya que, de esta
forma, se comprueba que no se produce ningun tipo de toxicidad por culpa de que el envase vierta algin
compuesto quimico a la formula del producto cosmético.

Exposicion del producto cosmético, el objetivo de esta seccion es cuantificar la cantidad de producto
cosmético que se pondra en contacto con las partes externas del cuerpo humano. En este apartado se
determina el SED (Systemic Exposure Dossis) del producto terminado. Debe de tenerse en cuenta la zona
y la superficie de aplicacion, la cantidad de producto aplicado, la duracion y frecuencia de uso.



Ingredientes %o %

Materia . Funcion N° CAS N° EINECS
(INCI) Prima Ingrediente
Argania Spinosa Acondionador
%{emeIPOil 100 99,6 de la piel / 223747-87-3 No data
Emoliente
Tocopheryl Acetate 100 0,2 Antioxidante 7695-91-2 285-377-1
Parfum 100 0,2 Perfume No data No data

Tabla 1: Composicién cuali-cuantiativa incluido en el dossier toxicologico del Aceite de Argan de
Rueda Farma S.L.

Exposicion de cada uno de los ingredientes del cosmético en el cuerpo humano, (Célculo del SED por
ingrediente), en este apartado también debe tenerse en cuenta el peso molecular de cada ingrediente ya
que, si el peso molecular es mayor de 500 Dalton, se considera que el compuesto quimico no es absorbido
por la piel y, por lo tanto, no penetra en el organismo.

Ingredientes | Irritacion | Sensibilizacion CMR DL50 | DNEL | NOAEL | Otros datos
toxicolési
(aNCI) oxicologicos

No
mutagénico
(MSDS)
No
Tocopheryl No No 800 >3000 | 250 500 | carcinogénico
acetate Irritante sensibilizante | mg/kg/bw/day | mg/kg | mgkg mg/kg
(ECHA) (ECHA) [3] [4] bw/day | bw/day | bw/day
2] [5] [6] | (ORAL)
[7]

No irritante
dérmico ni
ocular

No
sensibilizante

(UT 8],
HSDB [9])

Tabla 2: Datos toxicologicos del ingrediente Tocopheryl acetate, incluido en el dossier del Aceite de
Argan Rueda Farma S.L.. MSDS se corresponde con la ficha de seguridad del ingrediente aportada
por el proveedor.

Perfil toxicolégico donde debe incluirse un profundo estudio toxicoldgico de los test in vitro, in vivo y
estudios clinicos realizados en cada uno de los ingredientes presentes en la formula. Se debe recopilar
toda la informacion toxicoldgica relevante acerca de las propiedades intrinsecas de las sustancias
quimicas. Los criterios mas relevantes a la hora de recopilar informaciéon toxicoldgica son toxicidad
aguda (DL50) por rutas de exposicion relevantes, irritacion (dérmica y ocular), sensibilizacion dérmica,
absorcion dérmica/percutanea, toxicidad de dosis repetida, toxicocinética, fototoxicidad, carcinogénsis y
mutagénesis (CMR, Carcinogenic, mutagenic, toxic to reproduction).

Margen de seguridad (MoS), donde se evalta la seguridad toxicologica de cada uno de los ingredientes en
funcién del SED por ingrediente y un valor toxicologico (NOAEL No Observed Adverse Effect Level),
para ello debe realizarse la siguiente formula MoS = NOAEL/SED. Generalmente es aceptado que un
valor por encima de 100 es considerado como seguro desde el punto de vista toxicologico. (Tabla 2 y 3).

La evaluacion de la seguridad del producto cosmético es el otro apartado que se contempla dentro del
Reglamento. En este apartado deben incluir cuatro partes:

Conclusion de la evaluacion toxicologica, donde debe quedar reflejado si el producto es seguro o no
desde un punto de vista toxicologico, bajo las condiciones normales o razonablemente previsibles de uso.



Ingredientes SED NOAEL MoS Evaluacion
(INCI) (NOAEL/SED) | toxicolégica
Argania spinosa | 24,04 No data No data No data
kernel oil
Tocopheryl 0,0483 | 500 mg/kg bw/day 10351.96 SEGURO
acetate (ORAL)
Parfum 0,0483 No data No data No data

Tabla 3: Evaluacion del margen de seguridad (MoS) incluido en el dossier toxicologico del Aceite de
Argan Rueda Farma S.L.

El etiquetado del producto, debe incluir las precauciones necesarias dependiendo del cosmético, ademas
también incluird el P.A.O..

El razonamiento en el cudl debe ser explicado de forma clara los posibles riesgos de exposicion de los
ingredientes por separado y del producto cosmético final a partir de la evaluacion toxicologica realizada
anteriormente, la evaluacion de la seguridad del producto cosmético consta de tres aspectos importantes:
el resumen de la evaluacion de riesgo, basada en efectos locales y sistémicos de todas las sustancias, una
evaluacion adicional sobre la seguridad del producto terminado y otros factores que puedan influir en la
evaluacion de seguridad, tales como la estabilidad o la calidad microbiolégica.

Por tultimo deben incluirse las credenciales del asesor de seguridad, segun el Articulo 10(2) del
Reglamento (CE) N°1223/2009, el asesor de seguridad que realiza el dossier deber ser “una persona en
posesion de un titulo u otra evidencia de titulos expedidos al término de un curso universitario de estudio
tedrico y practico en farmacia, toxicologia, medicina o una disciplina similar o un curso reconocido como
equivalente por un Estado miembro”.

Test de estabilidad de un producto cosmético

Segun las directrices sobre los test de estabilidad en los productos cosméticos, publicado por COLIPA
(The European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association) y CTFA (Cosmetic, Toiletry and Fragance
Association), el proposito de los test de estabilidad es asegurar que un nuevo producto cosmético, o un
cosmético que ha sido reformulado, cumple con los estandares fisicos, quimicos y microbiologicos, asi
como la calidad cuando es almacenado en condiciones adecuadas. Ademas, estas directrices, muestran
que, cada fabricante, tiene flexibilidad a la hora de disefiar los test de estabilidad del producto cosmético
ya que dependiendo de la formulacion quimica puede variar el protocolo.

En este proyecto nos vamos a centrar en la realizacion de un test de estabilidad quimico en el cudl es
preciso someter el producto cosmético a diferentes temperaturas y observar posibles cambios quimicos
(olor, color, apariencia, pH, viscosidad), los cambios bruscos de temperatura producen un profundo estrés
en el producto cosmético, en cudl parte del producto estd congelado y otra parte se encuentra muy caliente
y fluida, este fendmeno ocasiona que las gotas en la emulsion comiencen a deformarse y tratan de
romperse. Otra ensayo que puede realizarse es la centrifugacion del producto cosmético para comprobar
si dicho producto se separa en dos fases tras la centrifugacion. Este test es absolutamente necesario para
aquellos productos considerados como emulsiones en los cuales, la capacidad de alguno de los
ingredientes, que originalmente han sido afiadidos en forma de polvo, puede precipitar cuando el producto
cosmético es sometido a temperaturas altas y a un estrés ocasionado por la centrifugacion.

El test de estabilidad sera declarado como positivo si una o mas muestras presentan cambios quimicos.

Protocolo Test de Estabilidad Rueda Farma S.L. para Aceite de Argan RF 30 ml

Se va a realizar el test de estabilidad al Aceite de Argan RF 30 ml. Para ello se introducen seis muestras
que consisten en seis envases del producto terminado del Aceite de Argan RF.

Se somete el producto cosmético a 5 ciclos de temperaturas entre -10°C y 45°C. El producto cosmético
pasa directamente desde los 45°C a los -10°C. A tiempo cero los envases se introducen a 45°C, tras 48
horas se incubaran los envases a -10°C, a las 72 horas se volveran a incubar los envases a 45°C, este
proceso se repetira a las 84 horas, 144 horas y 4 dias. Se procedera a interrumpir los ciclos de
temperaturas de uno de los envases a tiempo cero, a las 48 horas, 72 horas, 84 horas, 144 horas y cuatro



dias. Se estudiaran la apariencia, el color, el olor y la densidad del envase tras interrumpir el ciclo de
temperatura.

Resultados del Test de Estabilidad para el Aceite de Argan RF 30 ml (Tabla 4)

Caracteristicas
or%)zr;glrflzgcoass y Método Especificaciones Periodos de tiempo
quimicos
0Oh 48h | 72h | 84h | 144 h | 4 dias
45°C | -10°C | 45°C | -10°C | 45°C | -10°C
Apariencia RF-01 Liquido transparente C C C C C C
Olor RF-01 Caracteristico C C C C C C
Color RF-01 Amarillo C C C C C C
Densidad (20°C) RF-03 0,910-0,940 0,933 | 0,924 | 0,918 | 0,934 | 0,926 | 0,930

Tabla 4: Resultados del test de estabilidad para el Aceite de Argan RF 30 ml. “C” se corresponde con
conforme a las especificaciones establecidas y “NC” no conforme

Los resultados tras realizar el test de estabilidad sobre el Aceite de Argan RF 30 ml, muestran que la
apariencia en todas la muestras se corresponde con un liquido transparente semejante a las
especificaciones establecidas previamente. No se ha producido una variacion en el olor de ninguna de las
muestras estudiadas. El color es amarillo y la densidad (20°C) en todas las muestras se encuentra dentro
de los margenes establecidos previamente (0,910-0,940).

Conclusion del Test de Estabilidad para el Aceite de Argan RF 30 ml

Tras realizar el test de estabilidad se puede concluir que el aceite de Argan mantendra las caracteristicas
quimicas tras su apertura en el periodo de tiempo establecido por el fabricante (PAO).
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