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Resumen

Introduccidn: El jabon para el aseo cutdneo es de empleo comin entre la poblacion, sin embargo, es posible que cause
dafio a las células de la piel y modifique la barrera cutdanea. Objetivo: Determinar el efecto citotoxico de los jabones en que-
ratinocitos cultivados in vitro y correlacionarlo con la irritacion clinica. Método: Se realizd una encuesta para conocer
los jabones comerciales mas utilizados y su cantidad; posteriormente, se evalud su citotoxicidad en cultivos de queratinocitos
humanos mediante el método de resazurina. Los jabones con mayor y menor citotoxicidad se aplicaron en piel de voluntarios
sanos para evaluar su efecto en la barrera cutdnea mediante ensayos de colorimetria y pérdida transepidérmica de agua.
Resultados: De los jabones analizados, 37 % demostrd ser toxico para los queratinocitos in vitro. El jabon con mayor toxi-
cidad indujo el mayor indice de eritema y pérdida transepidérmica de agua, en comparacion con el jabon menos toxico y el
vehiculo empleado como solucidn control. Conclusion: Los jabones comercializados para el aseo cutdaneo pueden incluir
ingredientes quimicos que dafian los queratinocitos humanos y causan irritacion subclinica de la barrera cutdnea. Su utilizacion
puede agravar dermatosis preexistentes, generar dermatitis xerosica o de contacto irritativa y causar atrofia y dermatoporosis.

Citotoxicidad. Jabon. Eritema. Pérdida de agua transepidérmica.

Study of the cytotoxic and irritant effects of skin cleansing soaps

Abstract

Introduction: The use of soap for skin cleansing is common among the population. However, it is possible that it causes
damage to skin cells and disrupts the skin barrier. Objective: To determine the cytotoxic effect of soaps on in vitro-cultured
keratinocytes and to correlate it with clinical irritation. Method: A survey was conducted to find out the most widely used com-
mercial soaps and their number. Subsequently, their cytotoxicity was evaluated in human keratinocyte cultures using the re-
sazurin assay. The soaps with the highest and lowest cytotoxicity were applied to the skin of healthy volunteers to assess their
effect on the skin barrier using colorimetry and transepidermal water loss (TEWL) assays. Results: Of the analyzed soaps,
37 % were shown to be toxic to keratinocytes in vitro. The soap with the highest toxicity induced the highest rate of erythema
and TEWL, in comparison with the least toxic soap and the vehicle used as the control solution. Conclusion: Soaps mar-
keted for skin cleansing can contain chemical ingredients that damage human keratinocytes and cause skin barrier subclinical
irritation. Their use can worsen preexisting dermatoses, generate xerotic or irritant contact dermatitis, and cause atrophy and
dermatoporosis.

Cytotoxicity. Soap. Erythema. Transepidermal water loss.
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|ntroducci6n

El jabdn para el aseo cutaneo es de uso comun en
nuestra sociedad. Este producto constituye una mez-
cla de sales de acidos grasos con la capacidad de
formar micelios al combinarse con sustancias lipofili-
cas en un medio acuoso.' Debido a esta propiedad
quimica, sustrae el contenido lipidico del estrato cér-
neo y favorece su disolucién.? La remocion superficial
de esta capa implica la eliminacion de contaminantes
exodgenos, reduccién de olores y la modificacién de la
microbiota cutanea;® sin embargo, el uso excesivo o
repetido de jabdn puede danar la barrera cutanea, con
la consecuente exposicion de los queratinocitos epi-
dérmicos a los componentes quimicos del producto.
El pH fisioldgico del estrato cérneo oscila entre 4.5y
5, pero el jabon puede alcalinizarlo.* La disrupcién de
la estructura lipidica de la piel provoca irritacion,
estrés oxidativo e inflamacion;® las manifestaciones
clinicas consisten en dermatitis por contacto acompa-
fiada por enrojecimiento, descamacion, prurito y exu-
dado. En condiciones experimentales es posible
detectar inflamacién subclinica en el lapso de cuatro
horas después de que el jabdn esta en contacto con
la superficie cutanea.®

Ademas de la naturaleza irritante del jabon, los
surfactantes derivados son tdxicos para los querati-
nocitos.” La citotoxicidad se define como cualquier
alteracion de las funciones celulares basicas origi-
nada por el contacto con algun compuesto quimico.®
La irritacién cutanea debida al jabdn se evalla
mediante ensayos in vivo que evalian parametros
clinicos y fisioldgicos, como el aumento del flujo san-
guineo® y la evaporacion epidérmica de agua.® El
efecto citotoxico se cuantifica en cultivos de querati-
nocitos mediante ensayos de dafio, muerte, prolifera-
cion o modificacion del metabolismo celular.?

En la practica clinica es comun observar efectos
adversos debido a la utilizacion excesiva y continua
de jabones para el aseo cutaneo, por lo general en
nifos y adultos de edad avanzada, asi como en indi-
viduos con diversas dermatosis inflamatorias.

Se desconoce si el efecto citotdxico de los ingre-
dientes quimicos de los jabones comercializados en
México participa en las manifestaciones relacionadas
con la afectacién del estrato cérneo, por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto irri-
tativo y citotdxico de una muestra de jabones dispo-
nibles en el mercado mexicano y analizar su posible
relacion.

Método

De abril a agosto de 2017 se interrogd a 300 asistentes
consecutivos al Departamento de Dermatologia del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, en San
Luis Potosi, acerca del uso de jabon para aseo personal.
Con base en la informacion proporcionada se seleccio-
naron los ocho productos comerciales mas utilizados por
los asistentes, asi como por 30 voluntarios sanos que
aceptaron participar previa firma de consentimiento infor-
mado. Se incluyeron personas con edad > 30 afios sin
enfermedades cutaneas, mentales o sistémicas. El estu-
dio fue aprobado por el comité de ética del hospital con
el registro 2217.

Estudio de citotoxicidad

— Cultivo celular. Se cultivaron queratinocitos huma-
nos (células HaCaT) en placas de cultivo de 25 cm?,
en medio RPMI-1640 suplementado con 10 % de
suero bovino fetal, penicilina (1000 Ul/mL) y es-
treptomicina (10 mg/mL); la incubacion se llevo a
cabo a 37 °C con 5 % de CO,. Se realizaron sub-
cultivos al lograr una confluencia de 80 %. Las
células se cosecharon con tripsina/EDTA (0.1 %)
durante 10 minutos, se resuspendieron en medio
RPMI-1640 y se centrifugaron a 1500 rpm durante
cinco minutos. Los subcultivos consecutivos se
dividieron a razén de 1:3.

— Elaboracion de la emulsion. Una vez obtenido el
cultivo celular, se expuso a emulsiones de los jabo-
nes seleccionados, cuya cantidad se determind me-
diante la estimacion del uso real, para lo cual se
midio la diferencia del peso en seco de la barra de
jabdn antes y después del lavado de manos. Se
prepararon emulsiones de 2 mg/mL de las muestras
de jabones en solucion salina fisioldgica, las cuales
fueron identificadas con un cddigo (uno al ocho); el
pH se midié con un potenciémetro Thermo Electron
Orion 410A® (Cole-Parmer, IL, Estados Unos). Los
ensayos se realizaron de forma cegada.

— Ensayo de viabilidad. La viabilidad de las células se
cuantificd mediante el ensayo de resarzurina. Des-
pués de cosechadas, 3 x 10* células se transfirieron
a placas de 96 pozos y se cultivaron durante 24 ho-
ras. Posteriormente se removi6 el medio para anadir
cada solucién de jabdn por 10 minutos y las células
se lavaron con solucién salina tamponada con fos-
fato. Finalmente, las células fueron cultivadas en
medio RPMI con 20 ug/mL de resarzurina durante
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Constituyentes quimicos de los productos evaluados para el aseo cutaneo

—_

. Zest® (Unilever)

9.8 Oleato/palmitato/laurato de sodio, almidén de maiz, agua, glicerina, perfume, acido laurico, cloruro de

sodio, citrato de sodio, acido citrico, EDTA, etidronato tetrasédico, PEG-45M, silica, agua de
Cocos nucifera, extracto de fruta de Litchi chinencis, hidantoina DMDM, geraniol.

2. Neutro Balance® 9.7
(Colgate)

3. Dove® (Unilever) 7.4

Oleato/palmitato/laurato de sodio, glicerina, agua, dodecilbencensulfonato de sodio, cocamida MEA, fragancia,
cocamidopropil betaina, diéxido de titanio (CI77891), tetra-di-t-butil hidroxihidrocinamato, pentetato pentasoédico.

Lauroil de sodio, isetionato, &cido esteérico, palmitato de sodio, &cido laurico, agua, isetionato de sodio,

estearato de sodio, cocamidopropil betaina, kernelato de palma sodico, glicerina, perfume, cloruro de
sodio, 6xido de cinc, EDTA, etidronato tetrasodico, alumina, alfa-isometil ionone, alcohol bencilico, butilfenil
metilpropional, citronelol, cumarina, hexil cinamico, limoneno, linalol.

4. Lipikar® (La Roche 9.6
Posay)

5. Cleanance® (Avene) 6.8

Palmato de sodio, estearato de sodio, cocoato sédico, agua, glicerina, dioxido de titanio (CI77891), EDTA,
acido etidroénico, acido salicilico, cloruro de sodio, cinc PCA (C36985/1).

Lauril sulfosucinato de sodio, maltodextrina, cocoil isetionato de sodio, &cido esteérico, agua, alcohol

cetearilo, parafina, agua termal, manteca de karité, ceteareth-6, aceite de Prunus amygdalus dulcis, &cido
citrico, cera microcristalina, polietileno, serina, diéxido de titanio (CI77891).

6. Kleenex® 10.3
(Kimberly-Clark)
coco y almendras
7. Escudo® 10.0

(Kimberly-Clark)

Sebato de sodio, cocoato de sodio, agua, glicerina, aceite mineral, fragancia, cloruro de sodio, biéxido de
titanio, hidréxido de sodio, EDTA, &cido etidrénico, silice amorfa, hidroxido de aluminio, aroma de crema de

Oleato de sodio, palmitato de sodio, agua, estearato de sodio, glicerina, laureato de sodio, miristato de sodio,
linoleato de sodio, palmitoleato de sodio, fragancia, cloruro de sodio, biéxido de titanio (CI77891), pirtiona de

cinc, hidroxido de sodio, EDTA, &cido etidrénico, oxido de aluminio, verde 3 (C142053), rojo 33 (C117200).

8. Camay® (Unilever) 9.7

Oleato/palmitato/laurato de sodio, almidén de maiz, agua, glicerina, perfume, &cido l&urico, cloruro de

sodio, citrato de sodio, &cido citrico, diéxido de titanio, PEG-45M, silica, seda hidrolizada, extracto de flores
de rosa, extracto de flores de Jasminum officinale, aceite de Prunus amygdalus dulcis, aceite de flores

de Nelumbium speciosum, aceite de hojas de Mentha arvensis, aceite de Cymbopogon Martini, EDTA,
etidronato tetrasédico, hidantoina DMDM, hexil cinamico, alcohol bencilico, salicilato de bencilo, citronelol,
eugeniol, hidroxicitronelal, limoneno, linalol, Cl 14700.

dos horas. Se cuantificé la fluorescencia con un
espectrofluorometro a 530 nm de excitacion/590 nm
de emision. Los controles negativos fueron el medio
de cultivo y se empled solucién salina como vehicu-
lo. Como control positivo se utilizd 0.3 % de agua.

Estudio clinico de irritacion

Se utilizaron las soluciones jabonosas con mayor y
menor viabilidad in vitro, asi como un placebo (solu-
cidn fisioldgica), que se aplicaron en la porcion volar
del antebrazo izquierdo utilizando camaras de Finn.
La evaluacioén cutanea se llevd a cabo antes de su
colocacién y después de 10, 30 y 60 minutos.

La irritacién se cuantificé mediante la pérdida transepi-
dérmica de agua en g/cm? y el eritema, mediante el eje
a* del espacio de color CIELAB, con valores posibles de
0 a 50. Los equipos utilizados fueron un evaporimetro
(Dermalab®, Cortex, Dinamarca) y un colorimetro de
reflectancia difusa (CR-400%, Minolta, Japdn). Las medi-
ciones fueron obtenidas en instalaciones a temperatura
controlada de 21 °C y humedad relativa de 70 %.

Analisis estadistico

Se calcul6 una muestra de 30 personas para detec-
tar una diferencia de 0.2 en la pérdida transepidérmica
de agua entre la emulsién de jabon y el control nega-
tivo, asumiendo una desviaciéon de 20, un intervalo de
confianza de 95 % a dos colas, o de 0.05 y poder de
0.8. Para los andlisis descriptivos se usaron medidas
de tendencia central. Las diferencias entre los grupos
fueron analizadas mediante Anova y prueba de Kruskal-
Wallis, asi como con analisis post hoc mediante prueba
de Dunn. Se utilizé el programa Prisma GraphPad®
version 5.0 (San Diego, CA, Estados Unidos). Se con-
sider¢ significativo un valor de p < 0.05.

Resultados

El pH y los ingredientes de los jabones mas utiliza-
dos por la poblacién encuestada se incluyen en la
Tabla 1. En el estudio clinico participaron 30 personas
con edad promedio de 41 afios, con rango de 30 a
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% Viabilidad

C-

Efecto citotdxico de los jabones en cultivos de queratinocitos.
Porcentaje de viabilidad de los cultivos de queratinocitos expuestos a
las soluciones de jabon mediante ensayo de resazurina. Se utilizo el
medio de cultivo como control negativo (C-), solucion fisioldgica como
vehiculo (V) y 0.3 % de agua como control positivo (C+). La linea
negra horizontal indica 80 % de viabilidad, que representa el umbral
del efecto citotoxico. Los resultados corresponden a la media + DE de
cinco cultivos realizados por duplicado. *Diferencia significativa res-
pecto al control negativo (p < 0.05, Anova).

Pérdida transdérmica de
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El jabon mds citotoxico causd irritacion cutanea en sujetos
sanos. Niveles de pérdida transepidérmica de agua en piel no foto-
expuesta de sujetos sanos, con la solucion de jabon mas citotéxico
(1) y menos citotoxico (2); mediciones basal y después de 10, 30
y 60 minutos de exposicion al jabon. Como control de vehiculo (V)
se utilizo agua fisioldgica salina. Los resultados corresponden a la
media + DE de 30 sujetos. *Diferencia significativa respecto a los otros
grupos (p < 0.05, Anova).

50. Se incluyeron 12 hombres y 18 mujeres. El fototipo
fue Ill en siete voluntarios, IV en 14y V en nueve.

Citotoxicidad

La viabilidad de los queratinocitos fue modificada
por algunas de las soluciones jabonosas estudiadas,
tomando como referencia el control negativo (Anova,
p = 0.001). Los jabones 1, 4 y 5 disminuyeron la via-
bilidad de los queratinocitos; en contraste con los
jabones 2, 3, 6, 7'y 8 que no los modificaron (Figura 1).
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Eritema cuantificado mediante el valor de a* del espacio de
color CIELAB en piel no fotoexpuesta de sujetos sanos. Se muestran
las curvas para las soluciones con jabon mas y menos citotoxicas (1y
2, respectivamente), de forma basal y después de 10, 30 y 60 minutos
de exposicion. Como control de vehiculo (V) se utilizé agua fisioldgica
salina. Los resultados corresponden a la media + DE de 30 volun-
tarios. *Diferencia significativa respecto a los otros grupos (p < 0.05,
Anova).

Irritacion cutanea

- Pérdida transepidérmica de agua. En relacion
con los resultados del ensayo de citotoxicidad,
las soluciones 1y 2 se evaluaron in vivo por su
menor y mayor viabilidad celular in vitro, respec-
tivamente. A los 10 minutos de su aplicacion,
ambos jabones mostraron incremento en la pér-
dida transepidérmica de agua (Anova, p = 0.01);
sin embargo, la solucién 1 mostré mayor evapo-
racion respecto a la solucién 2 y el vehiculo.
Después de 60 minutos, la piel expuesta a las
tres soluciones regresé a sus valores basales,
como se observa en la Figura 2.

— Colorimetria. El eritema se cuantificd mediante el
valor del eje a* del espacio de color CIELAB. La
solucién jabonosa 1 incrementd los valores ba-
salesde84+0.7a88+07,91+05y9.2+0.4
a los 10, 30 y 60 minutos, respectivamente (Ano-
va, p = 0.01). La solucién 2 y el vehiculo no mos-
traron cambios significativos (Figura 3).

Discusion

La utilizacion del jabdn es fundamental en el aseo
de la poblacién mexicana. Se ha demostrado que el
uso excesivo o continuo de este producto genera
estrés, irritacion e inflamacién en la piel, que en la
practica clinica se tipifica como dermatitis de con-
tacto.”® Los efectos del jabdn sobre la piel se han
relacionado con su capacidad para modificar el pH
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del estrato cdrneo,'" asi como con el efecto tdxico de
sus ingredientes sobre las células epidérmicas.” El
jabén es considerado un producto cosmético y en
México es regulado por la Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (Cofepris), y la
Procuraduria Federal del consumidor (Profeco). El
marco legal para su comercializacién lo establece la
Norma Oficial Mexicana NOM-039-SSA1-1993, Bienes
y Servicios. Productos de Perfumeria y Belleza.
Determinacion de los indices de Irritacién Ocular,
Primaria Dérmica y Sensibilizacién, asi como la NOM-
141-SSA1-1995, Bienes y Servicios. Etiquetado para
Productos de Perfumeria y Belleza Preenvasados.
Dado que no son productos sujetos a farmacovigilan-
cia, se desconocia el efecto nocivo de estos com-
puestos quimicos sobre la piel de la poblacion
mexicana.

Los ensayos de citotoxicidad demostraron que
37 % de los jabones analizados redujeron la viabilidad
de los queratinocitos, después de la exposiciéon en
condiciones equiparables a la de un lavado de manos
o ducha corporal habitual. Por lo tanto, podria espe-
cularse que la exposicién prolongada y una concen-
tracion mayor serian capaces de generar mayor
toxicidad.® En este trabajo, el pH no mostrd relacion
con el efecto toxico de los jabones, a diferencia de lo
hallado en otras investigaciones que lo asocian a la
capacidad de generar irritaciéon clinica de forma
directa.*" Respecto a la induccion de toxicidad, des-
conocemos qué sustancia o sustancias quimicas de
los productos son las responsables; sin embargo, el
efecto nocivo podria estar relacionado con los surfac-
tantes que emplean.” Esta hipdtesis se sustenta en
que diversos ingredientes de los productos que pro-
dujeron citotoxicidad también estaban incluidos en los
que no la presentaron (por ejemplo, conservadores,
colorantes, humectantes) y solo encontramos varia-
ciones en el tipo de surfactante. En nuestra muestra,
los productos con mayor toxicidad incorporaron sur-
factantes anionicos, los cuales se han descrito como
mas agresivos para la superficie cutanea.” Los menos
toxicos combinaron surfactantes anidnicos y anfotéri-
cos, lo cual pudo condicionar la mayor viabilidad
celular.?

A diferencia de los jabones menos téxicos, el jabon
de mayor citotoxicidad generé mayor irritacion, eva-
luada mediante la pérdida de agua y el eritema cuta-
neo. En esta investigacion, la piel fue expuesta al
dermolimpiador durante un periodo similar al del
lavado cotidiano de manos en México, breve en rela-
cion con el analizado en otros estudios.® Durante ese

intervalo, el jabdn fue capaz de disolver lipidos del
estrato cérneo, penetrar y afectar los queratinocitos
de la epidermis, lo cual confirma los hallazgos de
otros andlisis en los que la limpieza cutédnea en un
evento Unico induce la deshidratacion del estrato cér-
neo.”®™ La normalizacién de los parametros biofisicos
fue detectada hasta 60 minutos después de la expo-
sicion. Este hallazgo es importante, ya que en pacien-
tes con mayor predisposicion a sufrir dermatosis con
alteraciones en la barrera cutanea como dermatitis
atopica, xerosis o ictiosis, el periodo de recuperacion
podria ser mas prolongado.’®

Conforme a nuestros hallazgos, la limpieza repetida
con jabon antes de que se restablezca la funcién de
barrera de la piel pudiera favorecer la disfuncion cré-
nica cutanea en la poblacién mexicana.®>'® Aunque la
demostracion de lo anterior no fue el objetivo de este
estudio, el uso frecuente del jabdén podria contribuir a
la aparicion continta o intermitente de dermatitis de
contacto irritativa, asi como a cambios tisulares que
se expresan clinicamente como envejecimiento cuta-
neo, debido a que el efecto téxico sobre las células
aumenta el estrés oxidativo dafiando el ADN y dismi-
nuye los mecanismos de reparacion de las células
condicionando su muerte prematura.'”

Algunas limitaciones de este trabajo consisten en
que solo se analizaron los jabones en barra y no pre-
sentaciones en gel, espuma o liquido. Tampoco se
incluyé la totalidad de los productos en el mercado,
sino los de mayor consumo referidos por una muestra
poblacional. Por otra parte, serd interesante conocer si
existe diferencia entre presentacion, precio y cantidad
de estos productos en relacion con su efecto tdxico;
asi como su efecto nocivo en pacientes con enferme-
dades cutaneas especificas, como dermatitis atdpica.

Conclusion

Nuestro estudio evidencia la relacion entre la activi-
dad tdxica de algunos jabones para uso comercial en
México determinada in vitro y las alteraciones subclini-
cas que originan in vivo, detectadas después de un
periodo de contacto relativamente breve y cuantificadas
por métodos biofisicos; el restablecimiento de la barrera
de la piel se observo hasta una hora después.

Advertimos que, segun su frecuencia y la cantidad
de producto empleado, el uso de jabon para la lim-
pieza de la piel podria tener implicaciones sobre la
salud cutanea, al favorecer la aparicion, exacerbacion
o0 persistencia de dermatosis inflamatorias, asi como
inducir procesos degenerativos agudos o crénicos.
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