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RESUMEN
El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto antagdénico in vivo del
Lactobacillus acidophilus (L.acidophilus) contra Propionibacterium acnes (P. acnes),

bacteria causante del acné, mediante la formulacion de una locion.

Para llevar a cabo la presente investigacion, primero se realizd la evaluacion del efecto
antagénico in vitro del L. acidophilus y de cuatro diferentes lociones primarias
adicionadas L. acidophilus, utilizando el método Anukool, con la medida de los halos
de inhibicion obtenidos y mediante el andlisis de varianza no paramétrico de una via de
Kruskal-Wallis y el test a posteriori (All-Pairwise Comparisons Test), en el software
Statistix 8.0., se obtuvieron resultados que permitieron determinar que 1x 10° ufc/ml es
la concentracién en la cual L. acidophilus inhibe el crecimiento de P. acnes. El analisis
también determind que la locion A, fue la formulacién que presento mayor inhibicién in
vitro siendo la iddnea para ser utilizada en el estudio in vivo, esta formulacion fue
sometida a una prueba de irritabilidad (Patch Test Simple Unico) dando como resultado
un indice de irritacion primaria cutanea de 0.19 que la califica como “bien tolerada”, lo
que indica que no causa irritacion en la piel y puede ser usada con seguridad en el

estudio de actividad cosmética in vivo.

Para el estudio de actividad cosmética in vivo se utilizé el método de exploracion no
invasiva, empleando el instrumento de bioingenieria Visiopor PP 34N®, que cuantifica
las porfirinas presentes en la piel. Mediante un analisis matematico se determin6 que
hubo disminucién de porfirinas durante el tratamiento lo que indica que la locion tiene
un efecto antagonico contra P. acnes y puede utilizarse de una manera confiable en el

tratamiento de esta patologia.

Palabras clave: Lactobacillus acidophilus, Propionibacterium acnes, efecto antagénico,

locidn, in vitro, in vivo



ABSTRACT
This study aimed to evaluate the in vivo antagonistic effect of Lactobacillus acidophilus
(L.acidophilus) against Propionibacterium acnes (P. acnes) the bacteria causing acne,
by formulating a lotion.

To carry out this investigation, first evaluating the antagonistic effect in vitro of L.
acidophilus and four lotion with L.acidophilus was performed using the Anukool
method, by measuring the halos of inhibition obtained and by analyzing one-way
nonparametric Kruskal-Wallis test and a posteriori (All-Pairwise Comparisons test) in
the Statistix 8.0 software, variance results have revealed that 1x 10° cfu/ml concentration
is obtained in which L. acidophilus inhibits the growth of P. acnes. The analysis also
found that the lotion A, was the formulation showed higher inhibition in vitro being
suitable for use in the in vivo study, this formulation was subjected to a test of irritability
(Patch Test only Simple) resulting in an index primary skin irritation 0.19 that qualifies
as "well tolerated"”, indicating that does not cause skin irritation and can be safely used in

the study of cosmetic activity in vivo.

To study cosmetic activity in vivo non-invasive method used exploration using
bioengineering instrument Visiopor PP34N®, which quantifies the porphyrins in the
skin. Through a mathematical analysis it was determined that there was a decrease of
porphyrins during treatment indicating that the lotion has an antagonistic effect against

P. acnes and can be used reliably in the treatment of this disease.

Keywords: Lactobacillus acidophilus, Propionibacterium acnes, antagonistic effect,

lotion, in vitro, in vivo



INTRODUCCION

Al ser considerado el acné, una de las patologias mas importantes en el campo de la
dermatologia, que afecta tanto estéticamente como psicolégicamente a las personas que
lo padecen, la presente investigacion sugiere la incorporacion de nuevos tratamientos

para controlar dicho padecimiento.

El tratamiento del acné debe ajustarse a las condiciones propias de cada individuo,
dependiendo de la edad del individuo, del tipo y severidad de la patologia.

Muchos tratamientos para el acné se basen en el uso de antibidticos, pero estos
productos generalmente destruyen la flora normal de la piel, o generan una resistencia

empeorando la afeccion.

Algunas bacterias lacticas probioticas pueden ser una alternativa para ayudar tanto a la
restauracion de la flora bacteriana normal de la piel como a la vez servir de antagonistas
de bacterias patdgenas. Existen estudios previos de la capacidad de bacterias lacticas
para inhibir el acné producido por P. acnes, los mecanismos de inhibicion son
disminucion del valor del pH, produccion de acidos, excrecion de los antibidticos

naturales, bloqueo de adherencia del patdgeno y competencia por nutrientes.

El presente trabajo presenta un nuevo enfoque terapéutico para el acné, una propuesta
de la utilizacién de L. acidophilus (bacteria lactica probi6tica) como agente antagonico
para inhibir el crecimiento de P. acnes. La investigacion se realizara en dos fases, la
primera in vitro mediante el método de difusion de agar modificado y la segunda in vivo

utilizando un instrumento de bioingenieria, el equipo Visiopor PP 34N®.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Planteamiento del problema

La resistencia de P.acnes a los antibiodticos se considera un problema de
gran importancia al momento de combatir el acné. Esto se debe a terapias
prolongadas con un mismo medicamento, dicho fendmeno se presenta
entre las 12 y 24 semanas de tratamiento. El antibidtico que crea mas
resistencia topica es la eritromicina, debido al uso continuado durante

muchos afios (Sociedad Argentina de Dermatologia, 2005).

Los individuos que sufren de acné a menudo buscan tratamientos para combatirlo, y
algunos de éstos pueden hacer que las condiciones empeoren. Productos de cuidado de
la piel que se comercializan para las personas que padecen de acné suelen utilizar
productos quimicos irritantes como el perdxido de benzoilo, que destruyen el manto

lipidico, sensibilizando la piel y condicionandola a un uso continuo (LeDuc, 2009).

Por otra parte, nuestra piel proporciona un hébitat a gran variedad de microorganismos,
la mayoria de ellos inofensivos; que al estar en desequilibrio pueden acrecentar
patologias como la del acné. Por lo que, el uso de cosméticos que contengan bacterias
beneficiosas, que puedan devolver el equilibrio natural a la flora de la piel, seria una
alternativa efectiva a los productos antibacterianos generalmente utilizados (que no

equilibran, sino que eliminan todos los microorganismos).

“Diversos estudios muestran el éxito de las bacterias lacticas probidticas como nuevos
principios activos para los cosméticos utilizados en el tratamiento y prevencion del acné;
pruebas in vitro revelan la efectividad de hasta 91% para inhibir a P. acnes” (Orellana,
2012).



Por esta razon, el presente trabajo tuvo como objetivo demostrar la capacidad antagénica
del Lactobacillus acidophilus; incorporandolo en férmula cosmética primaria que
permitid realizar una prueba de actividad cosmética in vivo, y obtener resultados que nos

permiten promoverla como una alternativa en el tratamiento del acné.

1.2 Justificacion

Las bondades de los probioticos para la salud humana han sido ampliamente reconocidas
y demostradas por Metchnikoff (1907) hasta la actualidad. Entre los principales
beneficios que poseen podemos citar su contribucion metabdlica, la inhibicion de
patogenos (Salminen, Ouwehand, & Isolauri, 1998). El espectro de microorganismos
utilizados como probioticos en humanos es muy amplio e incluye especies de muchos
géneros diferentes como Lactobacillus, Bftidobacterium, Propionibacterium, Bacillus,
Escherichia, Enterococcus, Streptococcus Yy algunas levaduras del género
Saccharomyces (Collins, Thornton, & Sullivan, 1998).

Partiendo de la nocidn de que los probidticos son capaces de inhibir ciertos patégenos, la
idea de que estos son utiles para combatir el acné causado por la proliferacion P. acnes y
otras bacterias patdgenas no es nueva. En 1992, se realizaron los primeros estudios de
bacterioterapia topica, mediante la aplicacion local del Lactobacillus bulgaricus,
demostrando que este puede ser util en el tratamiento del acné y la seborrea (Peral,
Martinez, & Valdez, 2009). Fue en 1999, que se llegé a demostrar que el acido lactico
del Streptococcus thermophilus, una bacteria encontrada en los yogures, presenta
beneficios especificos en piel, ya que, puede aumentar la produccién de ceramida
cuando se aplica en la piel durante 7 dias (Di Marzio, Cinque, De Simone, & Cifone,
2003).

Esta investigacion, fue replicada por ser de gran interés para el tratamiento del acné,
principalmente si se supone que algunos de los esfingolipidos de esta ceramida, en
especial la fitosfingosina (PS), proporcionan actividad antimicrobiana frente a P. acnes
(Pavicic, Wollenwebe, Farwick, & Korting, 2007).

En otras investigaciones realizadas se muestra que numerosas bacterias probioticas
pueden proporcionar actividad antimicrobiana in vitro contra P. acnes, como es el caso

del Enterococcus faecalis SL-5 que al ser aplicado topicamente a través de una locién
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durante 8 semanas reduce las lesiones inflamatorias causadas por el P. acnes en mas del
50% frente a placebo (Kang, Seo, Lee, Kim, Kim, & Han, 2009).

No existe informacion detallada de la actividad antagdnica de L. acidophilus frente a P.
acnes, sin embargo, existe un estudio in vitro de la capacidad de las bacterias probidticas
para inhibir el acné producido por P. acnes, como el realizado por Al-Ghazzewi y
Tester (2010), donde se estudié cuatro cepas de lactobacilos (en su mayoria de origen
humano), Lactobacillus casei ssp. casei NCFB161, L. acidophilus NCFB 7148,
Lactobacillus Plantarum DSM 12028, Lactobacillus gasseri NCFB 2233 y una cepa de
lactococos (Lactococcus lactis ssp. lactis NCIMB 6681) las cuales presentaron una
inhibicidn significativa en el crecimiento del P. acnes NCTC737, pero no se llego a
definir concentraciones de inhibicion, ni llegé a ser probado in vivo.

En pocas palabras, la aplicacion de bacterias probidticas en la piel puede proporcionar
un escudo protector, similar a una barrera fisica (Brook, 1999).

Por lo antes mencionado, esta investigacion se enfoco en el estudio de la capacidad
antagoénica del L. acidophilus bacteria lactica probiotica frente a la P. acnes patdgeno
causante del acné, con el objetivo de obtener una formulacion cosmética primaria
formulada con L. acidophilus que tenga efecto inhibidor de P. acnes; formulacion que
sera probada in vivo en una poblacién de jovenes de la Parroquia de Zambiza con acné

tipo I1, evaluados dermatoldgicamente.

1.3 Hipétesis

Hipotesis alternativa

El Lactobacillus acidophilus presenta actividad antagonica frente a Propionibacterium

acnes en un estudio in vivo realizado sobre una poblacién de jovenes con acne tipo I1.
Hipdtesis nula
El Lactobacillus acidophilus no presenta actividad antagénica frente a

Propionibacterium acnes en un estudio in vivo realizado sobre una poblacion de jovenes

con acné tipo Il.



1.4 Objetivos

Obijetivo general

Evaluar in vivo la capacidad antagonica de Lactobacillus acidophilus frente a
Propionibacterium acnes en jovenes de la Parroquia de Zambiza, Quito, con diagnostico

previo de acné tipo Il.
Objetivos especificos

e Establecer in vitro la o las concentraciones en la cual Lactobacillus acidophilus
ATCC® 4356 tiene efecto inhibidor de Propionibacterium acnes ATCC®11827.

e Evaluar in vitro el efecto antagonico de las lociones elaboradas a base de
Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356 sobre Propionibacterium acnes
ATCC®11827.

e Determinar la formulacion con mayor efecto inhibidor.

e Efectuar un test de irritabilidad para determinar la capacidad de irritacion cutanea

de la locion, mediante el método de patch test simple y Gnico.

e Evaluar in vivo, la accion antagénica de la formula cosmética primaria en jovenes
de 14-19 afios de edad en la Parroquia de Zambiza con diagnostico de acné tipo

I, mediante el equipo de bioingenieria Visiopor® PP 34.
1.5 Variables
Variable dependiente

Cantidad de porfirinas presente en la piel, producidas por Propionibacterium acnes,

durante el estudio in vivo con la locién.



Variable independiente

Concentracion en ufc/ml de Lactobacillus acidophilus aplicadas a una formulacion

cosmética primaria.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 El acné

El acné es un padecimiento inflamatorio habitual que esta asociado con
la proliferacion anormal de las bacterias que conforman la flora normal
del foliculo sebaceo, se identifica por la aparicion de comedones, papulas,
pUstulas y quistes purulentos superficiales o profundos y en unos casos
por presentar descamacion e hiperpigmentacion. Las estadisticas indican
que un 40% de las mujeres entre 14 y 17 y un 35% de los hombres entre

16 y 19 afios son afectados por el acné (Goméz, 2003).
2.2 Fisiologia del acné
Tres factores son preponderantes en el acné. Estos son:
La seborrea
La sintesis de sebo es influyente en el acné, por ayudar a la formacion de comedones y
al irrigarse por la piel, produce inflamacién. Sin embargo no hay evidencia de que el
sebo este aumentado antes de la aparicion de acné (Sociedad Argentina de
Dermatologia, 2005).
La hiperqueratinizacion folicular
Se origina por un incremento anormal de la queratinizacién folicular, generalmente a
nivel de la capa granulosa y de la capa cornea. Derivando en: compresion del sebo,

dilatacion del parte intradérmica del conducto folicular, hiperqueratosis; conduciendo asi

a la aparicion del comeddn (Claude, 2005, p. 49).



Flora bacteriana

La flora de los foliculos sebéaceos estd constituida por Propionibacterium acnes, el
Staphylococcus epidermidis, y Pityrosporum ovale.

El P. acnes es el microorganismo patégeno del acné, mientras que los dos ultimos
habitan simplemente en la parte superior del foliculo y no ejercen un papel patogénico
(Sociedad Argentina de Dermatologia, 2005). De acuerdo con lo antes mencionado, en
esta investigacion la bacteria de interés sera P. acnes por desempefiar un papel

importante en la patologia del acné.

2.2.1 Propionibacterium acnes

“Bacilo Gram positivo, inmovil, casi siempre tienen forma de masa con un extremo

afilado y el otro redondeado, catalasa positiva y aerotolerantes” (Pedrique & Gutiérrez,

2002).
Coloniza el ducto folicular, por ser rico en células foliculares y sebo, y
puede proliferar en la piel. Esta bacteria favorece al desarrollo de la
inflamacion pues las lipasas que tiene la bacteria, descomponen los
triglicéridos del sebo a &cidos grasos libres, que irritan la pared folicular;
de tal modo que el epitelio folicular es invadido por linfocitos,
provocando la ruptura del foliculo; liberando el sebo, los
microorganismos y la queratina dentro de la dermis; clinicamente si esta
ruptura ocurrié superficialmente brotan papulas y pustulas, mientras que
si lo hace en la dermis profunda define el brote de nddulos y quistes
(Ulate, 2005).



Clasificacién Taxonémica

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de P. acnes

Filo: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales
Suborden: Propionibacterineae
Familia: Propionibacteriaceae
Género: Propionibacterium
Especie: P. acnes

Nota: Se muestra la estructuracién del P. acnes en taxones
Fuente: Orozco, 2013

2.3 Clasificacion del acné

Tipo I: También Illamado acné comeddn. Presenta comedones, papulas eritematosa
(rojizas) y pustulas.

Tipo Il: Acné pépula- pustuloso. Tiene presencia de comedones con preponderancia de
papulas eritematosas y de pustulas.

Tipo IlI: Presenta comedones, papulas, pustulas y quistes. Al romper la pared folicular
se forman los quistes.

Tipo IV: Acné conglobado més severo que el grado anterior. Al drenar los quistes se
forman fistulas (De Bem, 2007).

2.4 Tratamientos para el acné

El acné es un padecimiento con impacto psicoldgico y social, que en algunas ocasiones
puede desencadenar en trastornos de ansiedad, depresion o aislamiento social, por lo que

se recomienda a empezar un tratamiento lo mas rapido posible, para evitar cicatrices
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tanto fisicas como psicoldgicas (Gémez & Molina, 2012). Los tratamientos que se usan
son topicos y sistémicos dependiendo de la severidad del acné; sin embargo se
presentara una alternativa que es la bacterioterapia.

2.4.1 Tépico

Tabla 2. Tratamientos topicos utilizados en el acné

Mecanismo de accion Empleados para | Farmacos usados

el tratamiento

Retinoides Inhibir la formacion de | Acné inflamatorio | Tretinoina
tépicos comedones, e intervenir | leve a moderado y | Adapaleno
en la reduccion vy | de acné comedon. | Tazaroteno
expulsion de los

mismos.

Antimicrobianos | Reducir la poblacion de | Acné inflamatorio | Eritromicina

topicos P. acnes en los foliculos | leve a moderado Clindamicina
sebéaceos. Perdxido de
benzoilo

Acido azelaico

Nota: Se utiliza para los pacientes con acné leve y como complemento en el acné moderado.

Elaborado por: Victoria Pumisacho
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2.4.2 Sistémico

Tabla 3. Tratamientos sistémicos utilizados en el acné

Mecanismo de accion Empleados para el | Farmacos

tratamiento

Antibidticos | Actuan contra P. acnes'y Acné moderado y Tetraciclinas
Staphylococcus epidermidis | severo Azitromicina
dentro del foliculo piloso. Eritromicina

Retinoides Disminuir el tamafio y Acné moderado y Isotretinoina

orales secrecion de glandulas Severo

sebaceas, prevenir el brote de
nuevos comedones,
normalizar la queratinizacion
folicular e inhibir el

crecimiento de P. acnes.

Terapia Disminuir la produccion de Usada en mujeres Desogestrel
hormonal sebo debido a la accion de los | adultas con Gestodeno
androgenos sobre el foliculo | hiperandrogenismo | Ciproterona
sebaceo. el acné se presenta | Prosperinona
durante la
menstruacion y no
responden a terapia
topica

convencional.

Nota: Se usan principalmente antibioticos y retinoides.

Elaborado por: Victoria Pumisacho

2.4.3 Bacterioterapia

Es la inoculacion de bacterias mediante la cual se puede tratar diversas
patologias. La bacterioterapia tiene dos mecanismos de accion que son:
formacion de anticuerpos (método de Wright) aplicando un cultivo
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desactivado del mismo patdgeno causante de la enfermedad, y el otro es
el emple6 de un microorganismo con actividad antagénica del agente

patdgeno (Garcia, 2011).

Al parecer, mediante la bacterioterapia no solo trata afecciones internas (periodontales e
intestinales), sino también afecciones de la piel, puesto que diversas investigaciones
demuestran que los nifios que ingieren suplementos bacterianos, son menos propensos a
desarrollar eczema o dermatitis atpica. Pero no solo son de utilidad en el tratamiento
de la dermatitis atopica, recientes experimentos ilustran que la inoculacion de bacterias
por via topica podria tener efectos favorables en la proteccion contra rayos UV,

hidratacion cutanea y tratamiento de acné (Losada, Vicario, Pujol, Sanz, & Nart, 2012).
Partiendo de la nocion de la bacterioterapia tépica como una forma alternativa y
prometedora para combatir el acné, se plantea estudio para conocer si la aplicacion de L.
acidophilus incorporado a una formulacién cosmética primaria posee potencial
antagoénico frente a P. acnes patdgeno causante del acné en una poblacion de jovenes
con diagnostico de acné tipo I1.

2.5 Microorganismos antagonicos

Los mecanismos de accion por los que los microorganismos antagdnicos afectan a las
poblaciones de patdégenos no son claros, pero casi siempre se le atribuyen cuatro efectos
(Rodriguez, 2002):

1. Parasitismo directo y muerte del patdgeno

2. Competencia con el patégeno por alimento

3. Efectos toxicos directos sobre el patdogeno por medio de sustancias antibioticas
liberadas por el antagonista.
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4. Efectos toxicos indirectos sobre el patdgeno por sustancias volatiles, liberadas por las

actividades metabdlicas del organismo antagénico.

Algunos de los microorganismos antagénicos mas estudiados son las bacterias lacticas
probidticas por presentar un complejo sistema antagonista que no reside simplemente en
la produccién de &cido lactico sino en la de otros metabolitos inhibitorios que favorecen

significativamente en dicho efecto (Alvarez, 2011).

2.6 Bacterias acido lacticas (BAL)

2.6.1 Caracteristicas generales

“Son un grupo de bacterias Gram-positiva, muy heterogéneo, que estan representadas
por varios géneros de importancia como son: Streptococcus, Lactobacillus, Enterococus,

Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium ™ (Leveau & Carballo, 2000).

Estas bacterias no esporuladas, cominmente no mdviles producen acido
lactico como principal producto de su fermentacién. Todas las BAL
crecen de forma anaerdbica, sin embargo, la mayor parte de ellas no son
sensibles a O, y pueden crecer en su presencia o ausencia, por lo que se
les define como anaerobios aerotolerantes (Hernandez, Pantoja, &
Turriago, 2002).

El antagonismo de las BAL frente a un gran nimero de microorganismos
patdgenos, se debe a los productos finales de su fermentacion, estos son:
acido lactico, acido acético, perdxido de hidrogeno, diacetilo, y

bacteriocinas (Shirai, Guerrero, & Lara, 1996).
Hoy en dia, numerosos tipos de BAL son consideradas probioticas por provocar accion

protectora contra la adherencia, colonizacién y reproduccion de los patdgenos, mediante

distintos mecanismos que no han sido completamente establecidos. Las principales BAL
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utilizadas como probidticos pertenecen a especies de los géneros Lactobacillus,

Enterococcus y Bifidobacterium (Alvarez, 2011).

2.6.2 Importancia de las BAL

2.6.2.1 Efecto inhibidor

La produccién de diversas sustancias de defensa le confieren un caracter antagonico
frente a diversos patégenos. Estas sustancias son acido lactico y acido acético que
mediante su acumulacion reducen el pH del ambiente dando un efecto inhibitorio de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas; peroxido de hidrdégeno el cual genera
radicales hidroxi que causan peroxidacion a los lipidos de la membrana produciendo
susceptibilidad de la célula microbiana de muchos microorganismo (Vazquez, Suarez, &
Zapata, 2009); diacetilo que muestra actividad antimicrobiana a niveles de 200 ug/ml
para levaduras y bacterias Gram-negativas y a 300 ug/ml para bacterias Gram-positivas
no lacticas (Axelsson, 1998); y las bacteriocinas que son proteinas biologicamente
activas, que presentan accion bactericida sobre receptores especificos de las células; al
mismo tiempo, la composicién quimica de estas sustancias es muy variada y su modo de

accion especifico.

Las bacteriocinas que producen las BAL han sido intensamente estudiadas por su
actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas tales como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Salmonella entre otros
(Vazquez, Suarez, & Zapata, 2009).

2.6.2.2 Potencial probiédtico

Los probidticos son bacterias vivas que contribuyen a mantener el equilibrio microbiano
(Fuller, 1989). Recientemente Schrezenmeir y De Vrese (2001) han redefinido el
concepto, puntualizando que un probidtico es “un preparado o producto que contiene
microorganismos definidos, viables y en nimero suficiente para modificar la microbiota

de un ecosistema del hospedador ejerciendo como consecuencia efectos beneficiosos
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sobre la salud” (Salminen et al., 1998). Los probioticos influyen de manera directa e
indirecta en el estado de salud de produccion de vitaminas y acidos grasos de cadena
corta, degradacion de sustancias alimenticias no digeridas, estimulacién de la respuesta
inmune y proteccion frente a microorganismos patégenos al incrementar la resistencia
mediante la colonizacion competitiva y la produccion de acidos organicos (Salminen et
al., 1998).

Para que un microorganismo pueda ser calificado como probi6tico tiene que tener las
siguientes caracteristicas: no ser patdgeno, ni toxico, mostrar potencial de colonizacion,

y producir sustancias antimicrobianas (Mendoza, 2009).

2.6.3 Caracteristicas del género Lactobacillus

Los lactobacilos son bacterias Gram-positivas que tienen forma bacilar,
no esporulados, aerotolerantes o anaerobicos, el crecimiento dptimo se da
a temperatura de 30-40 °C a pH de 5.5-5.8 (resisten condiciones de
acidez). ElI medio de cultivo mas utilizado para su crecimiento es el
medio M.R.S desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe en 1960, que es el
M.R.S en honor a sus autores, este medio facilita el crecimiento de los
bacilos lacticos, inclusive de las especies mas exigentes (Rodriguez,
2009).

El género Lactobacillus es el mas grande, intuyendo alrededor de 80 especies conocidas
y distribuidas en tres grupos, basandose en las caracteristicas fermentativas que poseen y
son: homofermentativas estrictas, heterofermentativas facultativas y heterofermentativas
estrictas. Las especies de Lactobacillus mas usadas mas como probiéticos son L.

acidophilus, L. rhamnosus, L. plantarum, y L. casei (Axelsson, 1998).
Al ser el L. acidophilus uno de los probioticos mas utilizados y en base al estudio de Al-

Ghazzewi & Tester, 2010 que muestran accion antagdnica frente a P. acnes ha sido

seleccionada como bacteria de interés en esta investigacion.
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2.6.3.1 Lactobacillus acidophilus

Es una bacteria Gram-positiva presenta células en forma de bacilos
medianos aislados o en cadenas cortas, miden unas 2-6 um de largo, son
convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos; crece en

condiciones Optimas de pH 4.5 y temperatura de 37°C (Samaniego &

Sosa, 2002).

El L. acidophilus ha sido reconocido como un microorganismo probidtico al jugar un

papel importante al inhibir

monocytogenes, E. coli, Shigella, S. entérica, y C. albicans (Zambrano, 2010); hay
estudios in vitro recientes que muestran una inhibicion significativa en el crecimiento
del P. acnes, los cuales dejan una puerta abierta para continuar la investigacion ya que

no presenta concentraciones de inhibicion y tampoco ensayos in vivo (Al-Ghazzewi &

Tester, 2010).

Clasificacién taxonémica

la proliferacion de microorganismos,

Tabla 4. Clasificacion taxondémica de L. acidophilus

Reino: Bacteria
Division: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales
Familia: Lactobacillaceae
Género: Lactobacillus
Especie: L. acidophilus

Nota: Se muestra la estructuracion de L. acidophilus en taxones

Fuente: European Bioinformatics Institute, 2002
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2.7 Pruebas de actividad antagénica in vitro

El antagonismo es un mecanismo basado en la actividad inhibitoria directa entre dos
microorganismos, ya sea por competicion por nutrientes, produccion de enzimas liticas,
inhibicidén de compuestos difusibles o combinacion de varios de estos modos de accion.
Estos ensayos buscan evaluar la capacidad de las BAL para inhibir bacterias patogenas
de los humanos. Estas pruebas se realizan mediante dos métodos directo e indirecto
(Getha & Vikineswary, 2002).

2.7.1 Método directo

En este método los microorganismos antagonicos y el patégeno se desarrollan
simultaneamente en un mismo medio y a las mismas condiciones. Estas pruebas se
determinan positivas cuando presentan halos de inhibicion. Son métodos cuantitativos ya
que pueden tomar medidas de los halos de inhibicion generados. Un método directo es el
método Anukool (Rodriguez, 2002).

2.7.2 Meétodo indirecto

Consiste en el desarrollo del microorganismo patégeno en un medio previamente tratado
y seguidamente la adicion de alicuotas del antagonista respectivo. Un método indirecto
es la técnica de excavacion en placa (Rodriguez, 2002).

2.8 Lociones

Son emulsiones con una viscosidad lo suficientemente baja para fluir facilmente bajo la
influencia de la gravedad. Las lociones permiten su aplicacion en areas extensas de la
piel dejando una pelicula fina de principios activos y excipientes. (Rodriguez J. , 2004)

Como vehiculo para la preparacion de lociones se encuentra en primer lugar el agua
purificada a la cual se puede adicionar alcohol en pequefia cantidad, glicerina,

polietilenglicol (PEG), sorbitol o propilenglicol, sustancias que permitan una adhesion
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mas facil de la locion a la piel y puedan mejorar la plasticidad de la pelicula que se
forma (Sharapin, 2000).

2.8.1 Control de calidad

De acuerdo con la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil (2005) los
parametros a ser evaluados deben ser definidos por el formulador y dependen de los
componentes utilizados y del tipo de formulacion en estudio. Se sugiere realizar:

Evaluacién organoléptica:

Las caracteristicas organolépticas determinan los criterios de aceptacion del producto
por el consumidor. De modo general se evalla: aspecto, color, olor, sabor y sensacién al

tacto.

Evaluacion fisico-quimica:

Este tipo de analisis puede mostrar problemas de estabilidad entre ingredientes. Los
analisis fisico-quimicos sugeridos son: valor de pH, viscosidad, densidad, viscosidad y

conductividad eléctrica, tamafio de particula, contenido de agua, humedad entre otros.

Para este estudio se precisa evaluar caracteristicas organolépticas como color, olor y
textura y el valor de pH como Unica caracteristica fisico-quimica, por ser de gran
importancia, ya que de este valor depende si las bacterias pueden sobrevivir dentro de la
locién y también podemos conocer si este va acorde con el rango de pH normal de la
piel que va desde 5.5 a 6.5y asi no causar algun tipo de irritacion cutanea en los
pacientes (Vasquez, 2008).

2.9 Seguridad cosmetica

Existen pruebas que un producto cosmético debe superar, antes de ser comercializado, y

estos son:
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e Elaboracién del dossier toxicologico: es preciso que todos los productos
cosméticos de una empresa sean sometidos a una evaluacion toxicologica de
todos los ingredientes que estan presentes en la férmula del cosmético (Lopez,
Louzén, & Gonzales, 2013).

e Métodos de evaluacion toxicoldgica: utilizados con el fin de evaluar la toxicidad
de productos cosméticos y confirmar que no se produce ningun tipo de irritacion
0 sensibilizacién, tanto en condiciones extremas o en condiciones normales, asi
como para valorar otros aspectos como la comedogenia, fotosensibilizacion,

fotoirritacion (LOpez, Louzan, & Gonzales, 2013).

e Evaluacion sensorial: la evaluacion sensorial de un (o varios) producto(s)
cosmético(s) con la ayuda de un panel sensorial entrenado, permite un perfil de
un producto elaborado con criterios predefinidos o por la comparacién con

productos existentes (Del Cafizo, 2005).

2.9.1 Test de irritabilidad Unico

Las pruebas epicutaneas o "Patch test simple y Gnico" constituyen un método sencillo y
accesible para averiguar o confirmar la inocuidad de un producto en la piel (Salazar,
2006).

El cual consiste en la aplicacion oclusiva de un producto sobre una zona de la piel, en el
presente trabajo sera el brazo, durante 48 horas, permite verificar, en 10 a 20 sujetos, la
buena compatibilidad cutanea después de una sola aplicacion, seguida de un examen
macroscopico realizado segin una escala numérica establecida (Instituto Espafiol de

Experimentacion Clinica, 2007).
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2.10 Actividad cosmética in vivo

Tras la valoracion de la seguridad del producto cosmético, se puede proceder a la
evaluacion de sus propiedades cosméticas mediante estudios de su eficacia con ensayos
en voluntarios humanos seleccionados segun determinados criterios de inclusion. Se
pueden disefiar protocolos experimentales especificos segun la tipologia de producto, sus
propiedades y claims (claim se define como la informacién publica de la naturaleza, las
propiedades y estudios de eficacia de un producto) (CDC de Bio Basic Europe S.r.l.,
2002).

La eficacia se apoya en tres enfoques: sensorial, clinico e instrumental. La presente
investigacion sera de tipo instrumental, ya que, utiliza métodos no invasivos, que estan
destinados a la exploracion de las propiedades de la piel y a medir de manera objetiva el
efecto de un producto cosmético (Del Cafiizo, 2005). Para esta evaluacion se utilizé la
camara analdgica con luz ultravioleta Visiopor PP34N®, equipo que permite visualizar
la florescencia propia de las porfirinas producidas por P. acnes bacteria causante del

acne (Microcaya, 2012).

2.10.1 Meétodos de exploracién no invasivos

Los métodos de exploracion no invasivos (MENI), no afecten a la integridad de la piel
y son reproducibles y fiables, se emplean para explorar las propiedades de la piel
mediante la medicion de caracteristicas como: pérdida de agua, secrecion de sebo, flujo
sanguineo, entre otras caracteristicas que permiten evaluar de manera objetiva el efecto

de un cosmético (Del Cafiizo, 2005).

Entre los numerosos MENI descritos para estudiar las diversas condiciones de la piel, se
conocen los siguientes: vision directa o con lupa, epiluminiscencia directa o con lupa,
réplicas, fotografias, digitalizacion de imagen, pHmetro, colorimetria, termografia,
sonometria con ultrasonidos, resonancia magnéetica de imagen, flujometria,

corneometria, sebometria, evaporimetria y elastometria (Olmos, 2005).
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2.10.2 Visiopor ® PP 34 N

El Visiopor® PP 34 es una cdmara analoga no invasiva que debe estar conectada a un
ordenador con un hardware especifico, para poder visualizar las lesiones del acné al ser
expuestas a luz ultravioleta, que se evidencian por la presencia de porfirinas
(fluorescencia de naranja a rojo en las aberturas de los foliculos). Es importante conocer
que la intensidad de la fluorescencia folicular y la medida de la participacion son
proporcionales a la densidad de poblacion de P. acnes y el contenido de porfirinas en la
superficie de la piel (CK electronic, 2012).

Por lo antes mencionado, se escogio al Visiopor® PP 34 como herramienta principal
para este estudio de actividad cosmética in vivo, ya que, puede revelar de modo
prematuro lesiones invisibles, visualizar pequefias lesiones, demostrar la eficacia de
productos antibacterianos y farmacos contra P. acnes y determinar la actividad

comedogénica y comedolitica de productos de aplicacion topica (Microcaya, 2012).
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CAPITULO 3

MARCO METODOLOGICO

3.1 Lugar de investigacion

La presente investigacion se desarroll6 en varias etapas, la parte in vitro que se
desarrolld en los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana, Sede Quito,
Campus Giron. La parte in vivo, el test de irritabilidad se realizd en la carrera de
Biotecnologia de la Universidad Politécnica Salesiana y el estudio de eficacia cosmética
del gel fue ejecutado en la Unidad Educativa Pedro Luis Calero y en el Colegio

Fernando Ortiz Crespo de la Parroquia de Zambiza, Distrito Metropolitano de Quito.

3.2 Determinacion in vitro la concentracion en la cual L. acidophilus ATCC® 4356 es
antagonista de P. aches ATCC®11827

El ensayo busca determinar en qué concentracion el L. acidophilus tiene la capacidad de
inhibir a P. acnes bacteria patogena del acné. Estas pruebas se realizaran mediante el

método de Anukool que evalud la actividad antagonista.

3.2.1 Disposiciones generales de analisis

A. Material Biologico

Las cepas bacterianas utilizadas fueron cepas control del American Type Culture
Collection (ATCC), marca Microbiologics — Kwik Stick Duo, el procedimiento de
activacion esta basado en la metodologia de Microbiologics (2011). ElI material
bioldgico utilizado fue:

e Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356, cuyas caracteristicas macroscopicas y
microscopicas estan definidas en el Anexo 2, y se la activo mediante el método
11 (Microbiologics, 2011).
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e Propionibacterium acnes ATCC®11827 cuyas caracteristicas macroscopicas y
microscopicas estan definidas en el Anexo 1, y se la activo mediante el método 4
(Microbiologics, 2011).

B. Reactivos

e Agar M.R.S ( Man, Rogosa, Sharpe)

El Agar M.R.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe para proveer un medio que
pudiera evidenciar un buen crecimiento de lactobacilos y otras bacterias acido lacticas.
La peptona, el extracto de carne, el extracto de levadura y la glucosa constituyen la
fuente nutritiva ya que aportan nitrogeno, carbono, vitaminas y minerales. EI monoleato
de sorbitan, las sales de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el
crecimiento bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de algunos microorganismos. El
citrato de amonio actia como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram

negativas (Thermo Scientific, 2001).
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Tabla 5. Composicion de agar MRS

Formula g/litro
Peptona 10
Extracto de carne 8
Extracto de levadura 4
Glucosa 20
Monoleato de sorbitan 1ml
Fosfato de hidrégeno dipotasico 2
Acetato de sodio 3H,0 5
Citrato de triamonio 2
Sulfato de magnesio 7H,O 0.2
Sulfato de manganeso 4H,0 0.05
Agar 10
pH 6.2+0.2

Nota: ElI medio fue preparado de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Fuente: Thermo Scientific, 2001

e Caldo M.R.S (De Man, Rogosa, Sharpe)

El Caldo M.R.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe para proveer un medio que
pudiera evidenciar un buen crecimiento de lactobacilos y de otras bacterias acido
lacticas.

El Caldo MRS también se utiliza para realizar pruebas de identificacion de lactobacilos,
presentes en muestras clinicas y alimentos, especialmente lacteos (Thermo Scientific,
2001).
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Tabla 6. Composicion del caldo MRS

Formula g/litro
Peptona 10
Extracto de carne 8
Extracto de levadura 4
Glucosa 20
Monoleato de sorbitan 1ml

Fosfato de hidrogeno dipotasico | 2

Acetato de sodio 3H,0 5
Citrato de triamonio 2
Sulfato de magnesio 7H,0 0.2
Sulfato de manganeso 4H,0 0.05
pH 6.2 +0.2

Nota: ElI medio fue preparado de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Fuente: Thermo Scientific, 2001

e Agar Tripticasa de soya (TSA)

ElI TSA Agar es un medio de uso general que permite el crecimiento tanto de
microorganismos exigentes como no exigentes, que incluyen bacterias aerobias y
anaerobias. Tiene por base una fuente proteica (digeridos tripticos, digeridos proteicos
de soja) con una pequefia cantidad de hidratos de carbono naturales, cloruro sédico y
5% de sangre.

Es un medio recomendado para la deteccion y recuento de una amplia gama de
microorganismos. La aportacion de caseina y peptonas de soya al Agar de Tripticasa-
soya hace el medio muy nutritivo por el suministro de nitrdgeno orgénico,
particularmente aminoacidos y péptidos de cadena mas larga. La presencia de estas
peptonas en el medio permite el cultivo de una gran variedad de gérmenes aerobios y

anaerobios que crecen rapidamente (BVA scientific, 2011).
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Tabla 7. Composicion del TSA

Formula g/litro
Peptona de Soya 5
Peptona de Caseina 15
Cloruro de Sodio 5
Agar 15
pH7.3+0.2

Nota: El medio fue preparado de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Fuente: BVA scientific, 2011

e Caldo Tripticasa de soya (TSB)

Caldo de enriquecimiento libre de sustancias inhibitorias y de indicadores, ampliamente
utilizado en procedimientos de diagndstico e investigacion. Por su abundante base
nutritiva, este medio es adecuado para el crecimiento de bacterias y levaduras exigentes.
El medio fue preparado de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

La peptona de caseina y la peptona de soya proporcionan al medio las fuentes de
nitrégeno, carbono y aminoécidos necesarias para el desarrollo de los microorganismos,
la dextrosa proporciona la fuente de energia, el cloruro de sodio mantiene el equilibrio
osmotico y el fosfato ayuda a mantener el pH. EI empleo de este medio de cultivo va a

depender segun los fines requeridos (BVA scientific, 2011).

Tabla 8. Composicion del TSB

Formula g/litro
Cloruro de sodio 5
Dextrosa 1
Fosfato dipotésico 5
Peptona de Caseina 0.5
Peptona de soya 0.7
pH7.3+0.2

Nota; EI medio fue preparado de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Fuente: BVA scientific, 2011
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C. Lectura

La lectura de los resultados se realizd a las 72 horas tomando en cuenta las siguientes

indicaciones:

Leer las placas por el reverso, contra un fondo negro iluminado con luz reflejada.

Los bordes de los halos (zonas de inhibicién) deben leerse en el punto de completa

inhibicidn segln se aprecie a simple vista.

Los diametros de la zona de inhibicion se miden con una regla de pie de rey o con un
lector automatico.

En el caso en que haya colonias individuales dentro de los halos, éstas deberan
subcultivarse, confirmar su pureza y repetir la prueba de sensibilidad si fuera necesario.

(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2010)

3.2.2 Equipos

Tabla 9. Equipos utilizados

Equipo Marca Modelo
Balanza analitica METTLER TOLEDO | ML204/01
Autoclave TUTTNAVER 3870 M
Vortex MIXER VM - 300
Centrifugadora SELECTA 540
Espectrofotometro SHIMADZU uvmini — 1240
Refrigeradora INDURAMA No frozen
Camara de flujo laminar FORMA SCIENTIFIC [ 1845

Plancha de calentamiento | VELP SCIENTIFICA | F20510100
Incubadora de CO, BINDER CB53-UL

Nota; Descripcion de los equipos utilizados en el laboratorio de la Universidad Salesiana

Elaborado por: Victoria Pumisacho
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3.2.3 Procedimiento
A. Activacion de las cepas bacterianas
e L. acidophilus ATCC® 4356

Primero se rompid la envoltura y se retird el Kwik- Stick, se removio el sello de
seguridad y se extrajo el hisopo, que se hallaba sumergido en un fluido hidratante,
después se inoculd en dos cajas petri y en un tubo pico de flauta que contenian agar
estéril MRS marca Oxoid, a continuacion este hisopo fui introducido en un tubo de
ensayo con 5ml de caldo estéril MRS marca Oxoid. Para el crecimiento de la bacteria los

tubos y las cajas petri fueron incubados a 35° C en 5 a 7% de CO2 durante 48 horas.

e P.acnes ATCC®11827

Como primer paso se abrio la envoltura y se retird el Kwik- Stick, se removid el sello de
seguridad y se extrajo el hisopo, que se hallaba sumergido en un fluido hidratante,
después se inoculd en dos cajas petri y en un tubo pico de flauta que contenian agar
estéril TSA marca Difco, a continuacién este hisopo fue introducido en un tubo de
ensayo con 5ml de caldo estéril TSB marca Difco. Para el crecimiento de la bacteria los
tubos y las cajas petri fueron colocados en una incubadora de anaerobiosis, a 37°C
durante 72 horas. Algunas veces se puede demorar de 5 a 7 dias para mostrar

crecimiento suficiente.

B. Preparacién de los in6culos

e L. acidophilus ATCC® 4356
De una caja petri, se tomo6 una fraccion de colonias para inocularlas en un tubo de
ensayo con 5 ml de caldo MRS estéril, que fue incubado por aproximadamente 20 a 24

horas a 37 °C. Al dia siguiente se centrifugd 20 minutos a 4000 RPM, se elimind el

28



sobrenadante y quedo so6lo el pellet de biomasa, al que se afiadié 4 ml de solucidn
fisioldgica al 0,9% y se agité con ayuda de un Vortex de 1 a 3 minutos, hasta que las
cepas se suspendieron en el suero fisioldgico. Este indculo fue diluid6 hasta alcanzar una
absorbancia de 0,11 a una longitud de onda de 625 nm, para de esta manera obtener un
indculo bacteriano con una concentracion equivalente a 1 x 10° ufc (unidades
formadoras de colonias), partiendo de esta concentracion se realizd diluciones seriadas
en solucion fisiolégica obteniendo in6culos bacterianos con concentraciones

equivalentes a 1 x 10" ufc y 1 x 10° ufc.

e P.acnes ATCC®11827

De una caja petri, se tomo una porcién de colonias para inocularlas en un tubo de ensayo
con 5 ml de caldo TSB estéril. El tubo de ensayo con el in6culo bacteriano fue llevado a
la incubadora de CO, marca Binder por aproximadamente 18 a 20 horas a 37 °C. Al dia
siguiente se centrifugd 20 minutos a 3500 RPM, se elimino el sobrenadante y quedo
solo el pellet de biomasa, al que se afiadié 4 ml de solucidn fisiologica al 0,9% y se
mezclé con ayuda de un Vortex de 1 a 3 minutos, hasta que las cepas se suspendieron en
el suero fisioldgico. Este inoculo fue diluido hasta alcanzar una absorbancia de 0,11 a
una longitud de onda de 625 nm, para de esta manera obtener un in6culo bacteriano con

una concentracion equivalente a 1 x 10° ufc (unidades formadoras de colonias).

C. Pruebas de antagonismo método Anukool

Este procedimiento esta basado en el método propuesto por Anukool (2004).

Luego de haber ajustado la turbidez del in6culo, se tomo con una micropipeta 100 pl de
indculo de la bacteria patogena (P. acnes ATCC®11827) y se procedié a sembrar en 12
placas que contenian agar MRS estéril, este indculo se disperso por toda la superficie del
agar con la ayuda de un hisopo estéril, se secO por aproximadamente 5 minutos y se
colocaron discos de antibiograma tipo Whatmann de 6 mm de diametro en cada caja
petri. Una vez colocados los discos con una micropipeta graduada se dispens6 10 pL de
las tres diferentes concentraciones de L. acidophilus ATCC® 4356 en cada disco, y

como control negativo se coloc6 un disco impregnado de agua estéril. Las cajas fueron
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colocadas en posicién invertida dentro la incubadora de anaerobiosis, a 37°C en 5% de
CO2 por 72 horas. Finalmente esta prueba se determiné como positiva cuando se
presentd una zona libre de crecimiento alrededor del disco de antibiograma. Esta prueba
se realiz6 por cuadriplicado para garantizar un error inferior al 10% (CYTED, 1995).

3.2.4 Andlisis estadistico

Se realizo la prueba estadistica de Kruskall-Wallis que determina si tres 0 méas grupos de
datos poseen medianas similares o no (entre bloques), en el programa Statistix 8.0

A continuacion, se determind la semejanza entre grupos, mediante una prueba a
posteriori, en la que se seleccionaron los mejores resultados de los halos de inhibicion
para poder realizar la formulacién de las lociones experimentales.

Para el test Kruskal-Wallis se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipdtesis nula: las concentraciones utilizadas en el estudio de antagonismo tienen

medianas del diametro de los halos de inhibicién estadisticamente similares.

Hipdtesis alternativa: el valor de la mediana del didmetro del halo de inhibicidn

generado por al menos una de las concentraciones es diferente.

Nivel de significancia (alfa): 0.05

Estadistico de la prueba: H

Decision: se acepta la hipétesis alternativa si el valor de H calculado tiene una
probabilidad asociada menor al alfa escogido (p<0.05).

3.3 Locion con L. acidophilus ATCC®4356

Las lociones se elaboraron por el método tradicional a pequefia escala en los laboratorios
de la Universidad Politécnica Salesiana sede Quito, siguiendo la metodologia descrita

por Acofarma para elaboracion de lociones.
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Las lociones fueron elaborada el mismo dia de su uso para asegurar que la concentracion
de L. acidophilus ATCC ® 4356 sea la idonea.

3.3.1 Disposiciones generales de analisis

A. Material Bioldgico

e L. acidophilus ATCC® 4356 (bacteria lactica probidtica)

B. Reactivos

e Glicerina

Tabla 10. Informacion técnica de glicerina

Sinénimos > Gilicerol.
» Alcohol glicérico.

» Propano-1,2,3-triol.

Nomenclatura International de Ingredientes | Glycerin
Cosméticos (INCI)
Formula Molecular C3H803

Nota: Debe conservarse en envases bien cerrados y proteger de la luz
Elaborado por: Victoria Pumisacho

Propiedades y usos:
La glicerina es un agente deshidratante osmaético con propiedades higroscopicas y
lubricantes. Es emoliente, protegiendo y ablandando la piel.

Dosificacion:

Como emoliente y humectante: 10- 30 % (Royal Society of chemistry, 2010).
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e Carboximetilcelulosa sodica (CMCYS)

Tabla 11. Informacién técnica de CMCS

Sinénimos » Carmelosa sddica
» Carboximetil éter de celulosa
sal sodica.
» Glicolato de celulosa sodica
» NaCMC
» CMCS
> E466.
Nomenclatura International | Cellulose gum
de Ingredientes Cosméticos
(INCI)

Nota: Debe conservarse en envases bien cerrados, proteger de la luz y de la humedad
Elaborado por: Victoria Pumisacho

Propiedades y usos:

Es ampliamente utilizada como emulsificante, como agente suspensor (de polvoras
insolubles en agua), dispersante (cuando aparecen precipitados), asi como disgregante en
comprimidos.

Dosificacion:

Como emulgente: 0, 25 — 1 % (Royal Society of chemistry, 2010).
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3.3.2 Equipos

Tabla 12. Equipos utilizados

Equipo Marca Modelo
Balanza analitica METTLER TOLEDO | ML204/01
Autoclave TUTTNAVER 3870 M
Vortex MIXER VM - 300
Centrifugadora SELECTA 540
Espectrofotometro | SHIMADZU uvmini — 1240
Refrigeradora INDURAMA No frozen
Camara de flujo | FORMA SCIENTIFIC | 1845

laminar

Nota: Descripcion de los equipos utilizados en el laboratorio de la Universidad Salesiana

Elaborado por: Victoria Pumisacho

3.3.3 Procedimiento

A. Formulacién de la locién

Para la formulacion de las lociones se utiliza un disefio experimental que permite
combinar las siguientes variables criticas: glicerina y carboximetilcelulosa sédica, dando
como resultado un disefio experimental factorial 2x2 siendo el mas adecuado, ya que, las
variables criticas son dos y pueden ser controladas en dos niveles que son el limite

superior e inferior de dosificacion especificados en la fichas técnicas de cada una;

definiendo asi cuatro posibles formulaciones.

Disefio experimental factorial 2x2

Se definen los factores:

Variable 1: cantidad de glicerina como agente humectante

1.- 10%
2.- 30%
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Variable 2: cantidad de carboximetilcelulosa sddica como agente emulgente
1.-0,25%
2.- 1%

Constante: cantidad de agua purificada c.s.p.

Tabla 13. Disefio experimental factorial 2 x 2

Lociones posibles | Variable 1 | Variable 2
A 1 1
B 1 2
C 2 1
D 2 2

Nota: El disefio experimental da como resultado cuatro posibles lociones

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Luego de definir las cuatro posibles formulaciones se procede a realizar la formula

unitaria de cada una:

Tabla 14. Formula unitaria de la locion experimental A

Componentes Porcentaje | Cantidad
Glycerin 10% 2.5ml
Cellulose gum 0.25% 0.06 g
Agua destilada c.s.p 25ml

Nota: Los componentes se encuentran en nomenclatura INCI

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Tabla 15. Formula unitaria de la locion experimental B

Componentes Porcentaje | Cantidad
Glycerin 10% 2.5ml
Cellulose gum 1% 0.25¢
Agua destilada c.s.p 25ml

Nota: Los componentes se encuentran en nomenclatura INCI

Elaborado por: Victoria Pumisacho
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Tabla 16. Formula unitaria de la locion experimental C

Componentes Porcentaje | Cantidad
Glycerin 30% 7.5ml
Cellulose gum 0.25% 0.06g
Agua destilada c.s.p 25ml

Nota: Los componentes se encuentran en nomenclatura INCI

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Tabla 17. Férmula unitaria de la locion experimental D

Componentes Porcentaje | Cantidad
Glycerin 30% 7.5ml
Cellulose gum 1% 0.259
Agua destilada c.s.p 25ml

Nota: Los componentes se encuentran en nomenclatura INCI

Elaborado por: Victoria Pumisacho

B. Procedimiento de manufactura

Para la elaboracion de las lociones se siguié la metodologia ya antes mencionada.

Se colocé el glycerin junto con la cellulose gum, se mezclé hasta lograr una pasta
homogénea, luego se afiadié agua estéril hasta completar los 25ml sin dejar de agitar
durante 5 minutos y se envaso en tubos de ensayo. Se siguio el mismo procedimiento en

la elaboracion de las cuatro lociones.

Para la adicion del L. acidophilus ATCC®4356 a las lociones, se procedio a realizar un
over night de la bacteria, al que se lo centrifugd 20 minutos a 4000 RPM, se elimind el
sobrenadante y quedo el pellet de biomasa. A este pellet de L. acidophilus ATCC®4356
se adiciond 4 ml de locion se agitd con ayuda de un Vortex de 1 a 3 minutos, hasta que
las cepas se suspendieron en la locion; estd fue diluida hasta alcanzar una absorbancia
de 0,11 a una longitud de onda de 625 nm, para de esta manera obtener una locién con
una concentracion equivalente a 1 x 10® ufc/ml de L. acidophilus. Este procedimiento se

lleva acabo con las cuatro lociones.
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C. Control de calidad

Segun lo puntualizado en el apartado 2.8.1, los pardmetros a tomar en cuenta son los
siguientes:
e Analisis organoléptico: se determind de manera sensorial, caracteristicas como:
color, olor y textura.
e Anélisis fisico — quimico: se determind el valor de pH mediante tiras indicadoras
de pH.
Las tiras funcionan de la siguiente manera: La tira de papel indicadora se sumerge en la
locidn se espera de 10 a 15 segundos y se procede a comparar el color que obtuvo con la

de la escala de colores que mide el pH.

3.4 Evaluacidn in vitro el efecto antagonico de las lociones elaboradas a base de L.
acidophilus ATCC® 4356 frente a P. acnes ATCC®11827

Para realizar el estudio de la actividad antagdnica de la locidn con L. acidophilus ATCC
® 4356, se llevd a cabo la misma metodologia que se describio en el apartado 3.2.3
(literal C); aunque en este caso, en lugar de colocar concentraciones puras de L.
acidophilus ATCC ® 4356, se utilizaron las cuatro lociones experimentales
directamente sobre los discos de antibiograma y como control negativo las lociones sin
L. acidophilus.

Se realizaron las mismas pruebas estadisticas para poder contrastar los resultados de las
cuatro lociones elaboradas, con lo que se definira la locidbn con mayor potencial
antagénico y con la cual se trabajara in vivo.

3.5 Evaluacion de la inocuidad dérmica de la locion (test de irritabilidad)

A la férmula con mayor actividad in vitro se la sometié a una prueba de irritabilidad con

el fin de demostrar su inocuidad dérmica y poder ser aplicada in vivo. Para comparar la

capacidad irritante de esta locion se utilizd la técnica del Patch Test simple unico. El
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nimero minimo de personas para este tipo de estudios es de 20, los cuales deben cumplir

criterios de inclusion y exclusion sefialados en el apartado 3.5.1 (literales B y C).

Para iniciar con el estudio, se realizd una encuesta (Anexo 9) a 100 estudiantes de la
Universidad Politécnica Salesiana para identificar si cumplen con los criterios de
inclusién y exclusién; después de evaluar las encuestas se escogidé a 40 voluntarios
aptos, lo cuales firmaron una carta de consentimiento (Anexo 10) y llenaron una ficha de

datos (Anexo 11) para participar voluntariamente en la prueba.

3.5.1 Disposiciones generales de analisis

A. Reactivos

Locion experimental

B. Criterios de inclusion

e Hombresy mujeres de 19 a 25 afios de edad.

e Fototipos de la piel de la IV.

e Ausencia de cualquier enfermedad visible en la piel que pueda ser confundida
con una reaccion cutanea causada por el producto estudiado.

e Firmay entendimiento de la aceptacion de la Carta de Consentimiento.

e Capacidad y confiabilidad para seguir las instrucciones impartidas. (Bravo &
Luque, 2010)

C. Criterio de exclusion
e Cualquier marca en la piel en el sitio de prueba que pueda interferir con la

evaluacion de posibles reacciones cutineas (desérdenes de pigmentacion,

malformaciones vasculares, escaras, pilosidad aumentada, quemaduras solares).

37



e Dermatosis activa (local o diseminada) que pueda interferir con los resultados del
estudio.

e Sujetos con trasplante de rifidn, corazon o higado.

o Embarazadas y madres lactantes.

e Panelistas con auto-reconocimiento de piel sensible.

e Personas que hayan usado esteroides topicos o sistémicos y/o antihistaminicos
por al menos 7 dias antes del inicio del estudio o si se estd aplicando cualquier
medicamento en el sitio de aplicacion del parche.

e Si presenta diabetes y estd tomando insulina.

e Si presenta asma severa o0 algun tipo de alergia respiratoria que requiere de una
terapia cronica o frecuente con administracion de medicamentos

¢ Planes de exposicion intensa a la luz solar o a sesiones de bronceado durante el
periodo de estudio.

e Planes de bafio en el mar, ir a la piscina o al sauna durante el estudio.

e Cualquier otra condicion que el investigador considere pueda comprometer la
evaluacion del estudio.

e Historia de falta de adherencia o falta de disposicion para adherirse al protocolo
del estudio. (Bravo & Luque, 2010)

D. Lectura

Se evallan los resultados de acuerdo a las siguientes escalas utilizadas por el Instituto

Espafiol de Experimentacion clinica 2007.
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Tabla 18. Escala de evaluacion de eritema para test de irritabilidad

ERITEMA

Ausencia de eritema

Eritema muy ligero (apenas visible) en al
menos las 3/4 partes de la zona de
aplicacidn, o bien visible en una superficie

inferior

Eritema bien visible, repartido de manera
uniforme en al menos las 3/4 partes de la

zona de aplicacion

Eritema importante (rojo oscuro)

Eritema purpurico

Nota: Eritema es un enrojecimiento de la piel

Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacién Clinica, 2007

Tabla 19. Escala de evaluacion de edema para test de Irritabilidad

EDEMA

Ausencia de edema

Edema muy ligero y palpable en al menos
las 3/4 de la zona de aplicacion, o bien

visible en una superficie inferior

Edema ligero (contornos netos bien
definidos) en al menos las 3/4 de la zona de

aplicacion

Edema importante (espesor de un minimo
de 1 mm) en una superficie mas grande

gue la zona de aplicacion

Nota: Edema es una hinchazon causada por la acumulacion de liquido
Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacion Clinica, 2007
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Tabla 20. Escala de evaluacidn de ampollas para test de irritabilidad

PAPULAS/VESICULAS/AMPOLLAS/PUSTULAS

Ausencia de papulas, vesiculas, ampollas, 0
pustulas
Papulas, o pequefias vesiculas (menos de 1 1

mm aproximadamente de didmetro)

Vesiculas de 1 a 2 mm de diametro 2
Pustulas 3
Ampollas con liquido claro 4

Nota: Las papulas, vesiculas, ampollas y pustulas son lesiones de la piel que se presentan en un proceso
inflamatorio

Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacién Clinica, 2007

Tabla 21. Escala de evaluacién de descamacidn para test de irritabilidad
SEQUEDAD/DESCAMACION

Ausencia de sequedad y de descamacion 0

Ligera sequedad = aspecto mate, en al 1

menos las 3/4 de la zona de aplicacion.

Sequedad neta = aspecto pulverulento en al 2

menos las 3/4 de la zona de aplicacion.

Descamacion moderada = aspecto de 3
escamas en al menos 3/4 de la zona de

aplicacion.

Descamacion importante = presencia de 4
escamas espesas en al menos las 3/4 de la

zona de aplicacion.

Nota: Descamacidn es el desprendimiento y la pérdida de la capa superficial de la epidermis

Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacién Clinica, 2007
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Tabla 22. Escala de evaluacion de detergencia para test de irritabilidad

EFECTO DETERGENTE

Ausencia de rugosidad 0

Rugosidad ligera = aspecto ligeramente 1
arrugado sobre al menos 3/4 de la zona de
aplicacion.

Rugosidad neta = aspecto neto de arrugado 2
sobre al menos las 3/4 de la zona de
aplicacion, o muy arrugado (presencia de
arrugas con crestas bien marcadas) sobre
una superficie inferior a los 3/4 de la zona

de aplicacion

Rugosidad moderada = aspecto muy 3
arrugado sobre al menos las 3/4 de la zona
de aplicacion, o presencia de arrugas
profundas en una superficie inferior a los

3/4 de la zona de aplicacion

Rugosidad importante = presencia de 4
arrugas profundas en al menos las 3/4 de la

zona de aplicacién

Nota: El efecto detergente en la piel es la presencia surcos o pliegues (arrugas) en la piel

Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacién Clinica, 2007
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Tabla 23. Escala de evaluacion de reflectividad para test de irritabilidad

REFLECTIVIDAD

Ausencia de reflectividad 0

Ligera reflectividad = aspecto ligeramente 1
brillante en al menos las 3/4 de la zona de
aplicacién, o claramente brillante en una
superficie inferior a los 3/4 de la zona de

aplicacion

Reflectividad neta = aspecto brillante en al 2
menos las 3/4 de la zona de aplicacion,
0 aspecto barniz en una superficie inferior

a los 3/4 de la zona de aplicacion

Reflectividad moderada = aspecto barniz 3
en al menos las 3/4 de la zona de
aplicacion, o aspecto “helado” en una
superficie inferior a los 3/4 de la zona de

aplicacion

Reflectividad importante = aspecto helado, 4
fuertemente reluciente, en al menos las 3/4

de la zona de aplicacion

Nota; La reflectividad es el aspecto brillante que se presenta en la piel frente a un agente irritante.

Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacién Clinica, 2007

Finalmente, se determiné el indice de Irritacién Primaria Cutanea (I.P.C.), que es la
media de la suma ponderada de las valoraciones obtenidas en el conjunto de (eritema
"E", del edema "O", de la presencia de papulas/vesiculas/ampollas/ pustulas "P", de la

sequedad/descamacion "S", del efecto detergente "D" y de la reflectividad "R"):
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A 1 x valoracién E + 2 x valoracion (0 + P) + 0.5 x valoracion (S+ D + R)

Numero de panelistas

El indice de Irritacion Primaria Cutanea permite clasificar al producto del modo

siguiente:

Tabla 24. Clasificacion del indice de irritacion primaria cutanea

I.P.C APLICACION
0 Muy bien tolerado
>0y <0,5 Bien Tolerado
>0,5 Mal tolerado

Nota: IPC: indice de irritacion primaria cutanea

Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacién Clinica, 2007

3.5.2 Procedimiento

Los parches fueron colocados en la superficie externa del brazo entre el hombro vy el
codo, con el brazo en posicion relajada a un lado del cuerpo. Previo a la aplicacion la
piel se limpid con alcohol al 96%. Luego se aplicaron dos parches de papel filtro para
analisis cualitativo de 1,5 cm x 1,5 cm; fijados en la piel con cinta adhesiva
hipoalergénica, en uno de los parches se colocara la locidn experimental A en una dosis
de 0,02 ml aproximadamente y el otro ser& un parche solo (sin producto) como testigo

negativo con un espacio minimo entre los bordes de cada parche de 2 cm.

La forma de aplicacion del parche de papel filtro se realizd desde la parte inferior
presionando de abajo hacia arriba para que salga el aire. Una vez aplicado el parche, se
realizé una presion con los dedos para que la locion se distribuya uniformemente y se
apretd suavemente con la palma de la mano contra el brazo especialmente en las

esquinas para asegurar una buena adherencia. Finalmente transcurridas las 48 horas el
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parche se retird y 30 minutos después se evaluaron los resultados de acuerdo a las

escalas.

3.6 Evaluacion de la actividad cosmética in vivo

La presente investigacion fue de tipo instrumental, donde se empled una metodologia no

invasiva utilizando un equipo de bioingenieria Visiopor PP34N®.

En primera instancia la dermatéloga, Dr. Marcela Paredes realiz6 una evaluacién
dermatoldgica a los adolescentes en edades entre 14 y 19 afios del Colegio Fernando
Ortiz Crespo y la Unidad Educativa Pedro Luis Calero de la parroquia de Zambiza; con
el fin de identificar a los jovenes que presentaban el tipo el de acné requerido para el

estudio.

De los adolescentes diagnosticados con acne tipo Il se escogieron a 20 que cumplan con
los criterios de inclusion y exclusion que se encuentran en el apartado 3.5.1 (literal B y
C), la cantidad de voluntarios fue sugerida por los Claims de eficacia cosmética del
laboratorio ECO OIL ARGENTINA S.A. (Pérez, 2010).

Antes de iniciar el estudio los voluntarios llenaron una ficha con sus datos personales y
antecedentes clinicos (Anexo 12) y sus padres firmaron una carta consentimiento
(Anexo 13) aprobando la participacion de los estudiantes en el estudio.

3.6.1 Disposiciones generales de analisis

A. Reactivos

Locion experimental

44



B. Lectura
El equipo Visiopor PP34® cuantifica el nimero de porfirinas por cm? y mediante un
andlisis matematico se determina la disminucion de porfirinas lo que indica la
disminucion de P. acnes

3.6.2 Equipos

Tabla 25. Equipos utilizados

Equipo Marca Modelo

Visiopor Courage + Khazaka electronic | PP34N®
GmbH

Computador portatil Sony

Nota: Descripcién de los equipos utilizados en el laboratorio de la Universidad Salesiana

Elaborado por: Victoria Pumisacho

3.6.3 Procedimiento

A cada participante se le proporcion6 25 ml del jabon liquido neutro y una toalla, para
lavarse el rostro; luego se procedié a realizar una lectura inicial en la parte central de la
frente de cada uno de los voluntarios; con la ayuda del equipo Visiopor PP34N® antes

del uso de la locién.

Se aplico la locion sefialando que no se laven el rostro hasta después de 24 horas, luego
se tomd una segunda lectura; segun los Claims de eficacia cosmética del laboratorio
ECO OIL ARGENTINA S.A. transcurrido este tiempo ya se puede registrar el efecto de
la formulacion (Pérez, 2010), se aplicé nuevamente la locion y al cabo de otras 24
horas se realiz6 la ultima lectura, todas estas lecturas se efectuaron en el mismo lugar, y
en el software se registraron los datos y las fotografias de cada paciente. Finalmente, se
tabularon los datos en funcion de la disminucion del porcentaje de porfirinas generadas

por P. acnes.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Determinacion in vitro de la concentracion en la cual L. acidophilus ATCC® 4356
es antagonista de P. acnes ATCC®11827

Los resultados que se obtuvieron al realizar el estudio de efecto antagdénico de L.
acidophilus por el método de Anukool, estan en funcion de la interpretacion de los halos

obtenidos y del analisis estadistico.

Tabla 26. Halos de inhibicion L. acidophilus ATCC® 4356 frente a P. acnes
ATCC®11827

Concentracion de [ Halos de inhibicion | Promedio | Zona de inhibicion (halo
Lactobacillus (mm) de los | de inhibicion —disco de
acidophilus NUmero de repeticiones halos de [ antibiograma) (mm)
(ufc/mil) 1 2 3 4 inhibicio

n (mm)
1x10° 102 (10 |96 |94 |98 3.8
1x10’ 66 [65 [62 |6 6.3 0.3
1x10° 6 6 |6 6 6 0
BP 39.1 [37.1 | 36.8 | 36.6 |37.4 31.4
BN 6 6 6 6 6 0

Nota: BP: Blanco positivo; BN: Blanco negativo.

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Se utiliz6 como blanco negativo agua estéril y un antibiético (Tetraciclina) como blanco

positivo.

De acuerdo a los resultados el L. acidophilus muestra cierta tendencia a inhibir el
patégeno desde una concentracion de 1 x 10 ufc/ml, sin embargo la concentracién que

presento mayor actividad inhibitoria es 1 x 10° ufc/ml que presenta una zona de
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inhibicibn mayor a 1 mm alrededor del disco lo que se determin6 como efecto

antagénico positivo (Ramirez, 2005).

El efecto antagénico obtenido frente a P. acnes (bacteria Gram-positiva) es menor al
esperado con respeto a la inhibicién obtenida en diversos estudios frente a otros
microorganismos patogenos, esto puede ser porque las bacterias lacticas ejercen mayor
actividad antagonica frente a bacterias Gram negativas que frente a bacterias Gram
positivas, fundamentan porque las bacterias Gram negativas contienen aparte de la pared
celular una membrana externa que contiene fosfolipidos, lipopolisacéaridos y proteinas
que la atraviesan en todo su espesor y que delimitan poros hidrofilos que permiten el
paso de sustancias de bajo peso molecular por lo que la sensibilidad es diferente
(Prescott, Harley, & Klein, 1999).

4.1.1 Anaélisis estadistico de los halos de inhibicion generados por L. acidophilus
ATCC® 4356

Diagrama de caja del diametro de halos de inhibicion vs la concentracion de L. acidophilus
realizado en Minitab 1.6

Diametro de halos de inhibicién vs Concentracion

10

Diametro de halos de inhibicion
(o]
1

1x10°6 1x10~7 1x10°8
Concentracion de Lactobacillus acidophilus

Figura 1. Proporciona una vision general de la simetria de la distribucion de los datos del diametro de
halos de inhibicion vs la concentracién de L. acidophilus
Elaborado por: Victoria Pumisacho

La gréfica de caja muestra:

La mediana de la concentracion 1 x 10% es 9.8, y el rango intercuartil es de 0.7
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La mediana de la concentracion 1 x 107 es 6.35, y el rango intercuartil es de 0.52

La mediana de la concentracion 1 x 10° es 6, y el rango intercuartil es de 0

La linea de tendencia va en ascenso desde la concentracion 1 x 10° hasta la
concentracion 1 x 108, lo que indica que mientras menor es la concentracion de L.

acidophilus menor es el diametro del halo de inhibicion.

Test Kruskal-Wallis para concentraciones de L. acidophilus ATCC® 4356 frente a P. acnes
ATCC®11827

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Mean Sample

Variable Rank Size
voo1l 10.5 4
v002 6.0 B
v003 3.0 <
Total 6.5 12
RKruskal-Wallis Statistic 8.4286

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0090

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 2 114.000 57.0000 27.0 0.0002
Within 9 19.000 2:31311

Total 11 133.000

Total number of values that were tied S

Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 12 Missing Cases 0

Figura 2. El valor p indica que se rechazar la hip6tesis nula

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Se hallé un valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) de 9.4286 y un valor de la
probabilidad asociada al estadistico (P) de 0.0090.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es menor al alfa

escogido, 0.05; se acepta la hipétesis alternativa, por lo que se concluye que al menos

una de las concentraciones de L. acidophilus tiene medianas diferentes.
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Para determinar cuél de las concentraciones causa la diferencia de los halos, se realizd
una prueba a posteriori en la que se comparan las medianas de todos los pares posibles
de concentraciones (Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test), de la cual se

obtuvieron los siguientes resultados que se observan en la figura 3.

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test de las concentraciones de L. acidophilus
ATCC® 4356 frente a P. acnes ATCC®11827

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test

Variable  Mean Homogeneous Groups

V001 10.500 &

V002 6.0000 2B

V003 3.0000 B

Alpha 0.03

Critical Z Value 2.3% Critical Value for Comparison
£.1035

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from cne another.

Figura 3. El analisis da como resultado dos grupos de concentraciones estadisticamente afines entre si.

Elaborado por: Victoria Pumisacho

De acuerdo a los resultados de la figura 3, los dos grupos son: grupo A: 1x10° ufc/ml,
1x10" ufc/ml y grupo B: 1x10” ufc/ml, 1x10° ufc/ml.

La concentracion que sobresale de los dos grupos que se formaron, es la de 1x102 ufc/ml

debido a que tiene un rango de medianas mas alto (10.500). Por lo que se concluye que

presenta los mejores halos de inhibicion.
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4.2 Evaluacién in vitro el efecto antagonico de las lociones elaboradas con L.
acidophilus ATCC® 4356 sobre P. acnes ATCC®11827.

Tabla 27. Diametro de halos de inhibiciéon de la locion A frente a P. acnes
ATCC®11827

Halos de inhibicion (mm)

1 2 3 4
Locion A 9.8 9.6 9.6 9.3
BN 6 6 6 6

Nota: BN: Blanco negativo (Locién A sin L. acidophilus)
Elaborado por: Victoria Pumisacho

Se evidencia que la locion A presenta halos de inhibicion, de un valor promedio de 9.6
mm. En contraste, a su blanco negativo que no presenta ningin halo inhibicién, esto
debido a que no posee ningun excipiente con actividad inhibitoria; lo que demuestra
evidentemente que el L. acidophilus es la sustancia que inhibe el crecimiento de la

bacteria.

Tabla 28. Halos de inhibicidn la locién B frente a P. aches ATCC®11827

Halos de inhibicion (mm)

1 2 3 4
Locién B 8.9 8.7 8.3 8
BN 6 6 6 6

Nota; BN: Blanco negativo (Locion B sin L. acidophilus)

Elaborado por: Victoria Pumisacho

La locion B presenta halos de inhibicion, de un valor promedio de 8.5 mm que es menor
al valor promedio de halos de inhibicién de la locion A. El blanco negativo no presenta

ningun halo inhibicion.
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Tabla 29. Halos de inhibicidn la locion C frente a P. aches ATCC®11827

Halos de inhibicion (mm)

1 2 3 4
Locién C 8.6 8.4 8 7.6
BN 6 6 6 6

Nota: BN: Blanco negativo (Locion C sin L. acidophilus)

Elaborado por: Victoria Pumisacho

La locion C presenta un valor promedio de halos de inhibicion, de 8.2 mm que es muy
similar al promedio de la locién B. El blanco negativo no presenta ningun halo
inhibicidn, lo que significa que el L. acidophilus es el que inhibe el crecimiento de la

bacteria patogena.

Tabla 30. Halos de inhibicién la locién D frente a P. aches ATCC®11827

Halos de inhibicion (mm)

1 2 3 4
Locion D 6.7 6.5 6 6
BN 6 6 6 6

Nota: BN: Blanco negativo (Locion D sin L. acidophilus)

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Se observa que la locion D presenta halos de inhibicién, de un valor promedio de 6.3
mm siendo el menor valor entre las cuatro lociones. El blanco negativo no presenta

ningun halo inhibicion frente a P. acnes.
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4.2.1 Anaélisis estadistico de los halos de inhibicion generados por las lociones

formuladas

Diagrama de caja del diametro de halos de inhibicion vs las lociones experimentales, realizado

en Minitab 1.6
Inhibicion vs. Locion
104
=
c
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K
]
°
o
™
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Locion BN Locion BN Locion BN Locion BN
A B C D

Figura 4. Proporciona una vision general de la simetria de la distribucién de los datos del diametro de
halos de inhibicién vs las lociones experimentales
Elaborado por: Victoria Pumisacho

La mediana de didmetro del halo de inhibicion es mas alta para locion A (9.6), esta
locion también demuestra la menor variabilidad, con un rango intercuartil de 0,37.
Ademas, la distribucion tiene una asimetria negativa.

Las lociones B y C tienen medianas de diametro de halos de inhibicion similares (8.5 y
8.2, respectivamente). Ademas la locién C también muestra la mayor variabilidad, con

un rango intercuartil de 0.85.

La mediana de didmetro de halos de inhibicion de locion D es solamente 6.25 con un
rango intercuartil de 0.65.
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Las medianas de los BN de cada una de las lociones es 6 lo que indica no existe ningin

tipo de inhibicion.

Test Kruskal-Wallis para las cuatro lociones con L. acidophilus ATCC® 4356 frente a P. aches
ATCC®11827

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Mean Sample

Variable Rank Size
V001 14.5 =
V002 G.4 5
V003 7.6 4
w004 2.5 :
Total 8.5 le
Eruskal-Wallis Statistic 13.0336

P-Value, Using Chi-Squared Approximaticn 0.0046

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF 55 MS F P
Between 3 284.125 898.0417 26.5 0.0000
Within 12 44,375 3.88789

Total 15 338.500

Total number of walues that were tied 3

Max. diff. allocwed between ties 0.00001

Caszes Included 16 Mis=sing Cases 0

Figura 5. El valor p indica que se rechazar la hipotesis nula

Elaborado por: Victoria Pumisacho

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) que se encontré fue de 13.0336, y el valor
de la probabilidad asociada al estadistico (P) fue de 0.0046. El valor de la probabilidad
asociada al estadistico (P) es menor al alfa escogido (0.05); por tal razdn, se acepta la
hipdtesis alternativa y se concluye que al menos una de las lociones esta generando un
halo de inhibicion diferente a los demas.

Para determinar la locion que estd generando halos de inhibicién diferentes, se realiz6
una prueba a posteriori en la que se comparan las medianas de todos los pares posibles
de lociones (Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test), de la cual se obtuvieron

los siguientes resultados que se observan en la figura 5.
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Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test las cuatro lociones con L. acidophilus ATCC®
4356 frente a P. acnes ATCC®11827

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups

V001 14.500 =&

voo2 8.3750 &aB

V003 7.6250 AB

V004 2.5000 B

Alpha 0.05

Critical Z Value 2.638 Critical Value for Comparisocon
8.8817

-

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Figura 6. El analisis da como resultado dos grupos de concentraciones estadisticamente afines entre si

Elaborado por: Victoria Pumisacho

De acuerdo a los resultados de la figura 6, los dos grupos son: grupo A: locién A, locién

B, locion C y grupo B: locién B, locion C, locion D.

Comparando los grupos, se observa que la locidon con el mayor rango de medianas es la
locion A con un rango de medianas de 14.500, considerandose el de mayor efecto

antagénico; por lo cual se la utilizé en el estudio de actividad cosmética in vivo.

4.2.2 Control de calidad de la locion

Tabla 31. Resultados del andlisis organoléptico de la locion.

ANALISIS RESULTADOS
Color Amarillo tenue
Olor Caracteristico de los

metabolitos producidas por

la bacteria

Textura Acuosa

Nota: El andlisis organoléptico se realizé a través de los 6rganos sensoriales externos

Elaborado por: Victoria Pumisacho
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Tabla 32. Resultados del analisis fisico — quimico de la locion A.

ANALISIS RESULTADOS

pH 6

Nota: La locién elaborada no tiene estandares de referencia, dentro de una regulacién nacional
Elaborado por: Victoria Pumisacho

Estos analisis permiten determinar los pardmetros de calidad de la locion.

El valor de pH es 6 encontrandose dentro de los estandares de tecnologia cosmética, y
estando acorde con el rango de pH normal de la piel que va desde 5.5 a 6.5, puesto que,
al ser ligeramente &cido no ataca al tejido cutdneo y no causa trastornos en la piel
(Vésquez, 2008).

El valor de pH de la locién tampoco interfiere con el desarrollo del L. acidophilus,

puesto que es afin con sus rangos de pH de 3.5 a 7.5 (Garcés, 2003).

4.3 Test de irritabilidad de la locion

Después de la aplicacion tnica de la locién formulada con una concentracién de 1 x 108
ufc/ml de Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356 bajo un parche oclusivo sobre la
piel del antebrazo, durante 48 horas consecutivas en 40 voluntarios adultos, se procedid
con la evaluacion macroscépica de las siguientes reacciones: eritema (E), edema (O),
reflectividad (R), papulas/vesiculas/ampollas/ pustulas (P), sequedad/descamacion (S) y
detergencia (D), cada una con su respectiva escala de evaluacion detallada en el apartado
3.5.1 literal D.
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Tabla 33. Datos obtenidos en el test de irritabilidad

Locién
A EN

Voluntarios aceptados para _1=zlz l=z1=

evaluacion é % ;E _5; ':é‘ g E é ?:: %f' :é‘ E

— -4 — -4
1 JAltamiranc Freddy 0 0 o 0 0 0 0 ' O 0 0
2 JAucapifia Cristina 0 0 0 1 0 0 o o o ID 0 0
3 |Banda Vanesa 0 0 0 0 0 0 o 0 o ID 0 0
4  |Buiiay Paulina 0 0 0 0 0 0 o o o ID 0 0
3 |Bustos Erupsicaya 0 0 0 0 0 I ] 0 o ID 0 0
6 [JCacuango Jenmy 0 0 0 0 ] I ] 0 P ID 0 0
7 [Cadena Veronica 0 0 0 0 U o ID 0 0
& [Caicedo Sugey 0 0 0 0 ] I ] 0 P ID 0 0
9  [Camera Angel 0 0 0 0 ] I ] 0 p ID 0 0
10 JCastafieda Edgar 0 0 0 0 0 U 0o ID 0 0
11 JChicaiza Tatiana 0 0 0 1 0 0 o o o ID 0 0
12 JCollagnaze Cristina 0 0 0 0 LI 1 0 0 o ID 0 0
13 JContento Elena 0 0 0 1 1 0 o o o ID 0 0
14 JCuenca Paul 0 0 0 0 0 U U 0 o ID 0 0
15 JCueva Joselyn 0 0 0 0 ] I ] 0 P ID 0 0
16 |JGarzin Lorena 0 0 0 0 ] U o ID 0 0
17 |Gomez Manuel Esteban 0 0 0 0 0 0 jo 0 o ID 0 0
12 |Gortaire Gabriela 0 0 0 0 ] U o ID 0 0
19 JGuayasamin Evelyn 0 0 0 0 ] 0 o 0 P ID 0 0
20 JGutiémez Diana 0 0 0 1 ] U o ID 0 0
21 JHovos Franciso 0 0 0 0 0 I ] 0 o ID 0 0
22  |Lema Cristian 0 0 0 0 ] U o ID 0 0
23  |Lincango Richard 0 0 0 0 ] I ] 0 p ID 0 0
24 [Lozano Johana 0 0 0 0 ] I o g ID 0 0
25 [Molina Lisbeth 0 0 0 0 ] U o ID 0 0
26 [Montalvo Yanira 0 0 0 0 0 1 qo o p ID 0 0
27 Moz Cristian 0 0 0 0 ] U 0 o ID 0 0
28  JPaucar Danilo 0 0 0 0 0 0 o 0 o ID 0 0
29 [Pérez Solange 0 0 0 0 0 0 o [V ¥ ID 0 0
30 [JRegalado Daniel 0 0 0 0 0 1 qo o p ID 0 0
31 |Rojas Danny 0 0 0 1 0 0 Jo o jo ID 0 0
32 |JRueda Nelsen 0 0 0 1 0 0 o o p ID 0 0
33 JSarzosa Ana 0 0 0 0 0 0 jo 0 o ID 0 0
34 |Secaira Laura 0 0 0 0 0 U 0o ID 0 0
35 |Siguencia Lenin 0 0 0 0 ] I ] 0 P ID 0 0
36 [Silva Aracely 0 0 0 1 ] U i o o ID 0 0
37 |Tapa Dayanara 0 0 0 0 0 1 Jo 0 o ID 0 0
38 [Valencia Maria Fernanda 0 0 0 1 0 0 o 0 o ID 0 0
39 [Valladares Priscila 0 0 0 1 0 U 0o ID 0 0
40 Visquez Katherine 0 0 0 A ] 1 po o o ID 0 0

Nota: Se muestra la evaluacién dérmica realizada a cada uno de los voluntarios

Elaborado por: Victoria Pumisacho
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Una vez obtenidos los valores individuales de cada voluntario con respecto a las
reacciones producidas por las lociones ensayadas, se obtuvo el indice de Irritacion

Primaria Cutanea (1.P.C.) mediante la férmula indicada en el apartado 3.5.1 literal D.

Tabla 34. indice de irritacion primaria cutanea de la locion A.

LOCION I.P.C APLICACION

A 0.19 Bien tolerado

Nota: El valor de del I.P.C. indica que el cosmético sera bien tolerado por la piel.

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Los I.P.C. de las lociones en estudio estan entre >0 y <0,5, por lo que son calificadas
como bien toleradas (Ver en el Apartado 3.5.1 literal D). Esto demuestra que la locion
no produce una reaccion significativa de irritacion debido a una intolerancia cutanea, por

lo que puede ser utilizada con seguridad en el estudio de eficacia in vivo.

4.4 Estudio de actividad cosmética instrumental

4.4.1 Evaluacion dermatoldgica

En cada una de las instituciones educativas en las cuales se desarrollé el estudio, la

dermat6loga Dra. Marcela Paredes determind que adolescentes presentaban acné y que

tipo de acné padecian.
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Porcentaje de adolescentes con acné tipo
LII y III

ETipo| MTipoll Tipo Il

5%

Figura 7. Indica los valores porcentuales de adolescentes con acné tipo I, Il y 111, en la muestra de estudio

Elaborado por: Victoria Pumisacho

La categorizacion dermatologica fue realizada en funcion de las caracteristicas que
identifican a cada tipo de acné, en casos de acné tipo | se observd la presencia de
comedones abiertos, mientras que en acné tipo Il se pudo visualizar comedones, papulas
y pustulas y acné tipo Ill. La figura 7 muestra que el 49% del total de adolescentes

evaluados presentaron acné tipo I, el 46% acné tipo Il y el 5% presentaron acné tipo IlI.

Del 46% que presentaron acné tipo Il se escogieron aleatoriamente los 20 adolescentes

que cumplieron los criterios de inclusién y exclusion y participaron en el estudio.
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Porcentaje de hombres y mujeres con acné

B Mujeres B Hombres

Figura 8. Indica los valores porcentuales de los hombres y mujeres con presencia de acné en la en la
Jmuestra de estudio

Elaborado por: Victoria Pumisacho

La figura 8 indica que del total de adolescentes evaluados en las dos instituciones el 59%
fueron hombres, mientras que, el 41% mujeres; el porcentaje de hombres con acné fue

mayor en un 18% sobre el porcentaje de mujeres con acné.

Porcentaje de adolecentes con acné vs
edad

W 14-15 afios W@ 15-16 afios @ 16-17 afios M 17-18 afios @ 18-19 afios

Figura 9. Indica los valores porcentuales de los adolescentes con presencia de acné vs su edad en laen la
[muestra de estudio.

Elaborado por: Victoria Pumisacho
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La figura 9 indica que del total de adolescentes evaluados en las dos instituciones hay
mas casos de acné (29%) en edades entre 15-16 afios, y menos casos (3%) en edades
entre 18- 19 afos.

4.4.2 Evaluacion instrumental

Tras la aplicacion puntual de la locion A en las lesiones de acné durante 2 dias
consecutivos, se cuantifico la cantidad de porfirinas al inicio, 24 horas después y al final

del estudio en voluntarios adolescentes con la ayuda del equipo Visiopor PP34N®.

Tabla 35. Porcentaje de disminucién de porfirinas generadas por P. acnes después de la

aplicacion de la locion A.

PORCENTAJE DE DISMINUCION DE PORFIRINAS
No. | VOLUNTARIOS EVAIUACION | EVALUACION | EVATUACION | DISMINUCIONTDE % DE
INICIAL (No. ATASJ4H | FINAL ALAS PORFIRINAS DISMINUCION
porfirmas) (No. porfirmas) 48H (No. DE PORFIRINAS
porfirinas)

1 | Arias Estefania 7 3 3 4 371
2 | Cedetio Bryan 1] [1] 2 100
3 | Chorlange Analuciz 3 4 2 6 73
4 | Escobar Carol 11 ] 3 ] 27
5 | Escobar Kevin 22 14 12 10 435
6 | Garces Edwm ] 3 3 ] 6.5
T | Garofalo Frady 4 3 2 2 30
8 | GuafiunaRamiro T 4 0 7 100
9 [ Gurmsan Femanda ] 4 1 7 873
10 | IzaKevm 16 q & 14 8713
11 | Lemache Pacla 3 2 1 2 66.7
12 | Loor Jonathan 1 [1] [1] 1 100
13 | Menta Melam 2 1 1 1 30
14 | Morales Javier 4 4 2 2 30
15 | Ocafiz Jesica 21 14 1 14 66.7
16 | Pilatufia Estalin 3 3 0 5 100
17 | Pilco Jenmifer 13 ] 1] 13 100
18 | Robles Jose 1 1 [1] 1 100
19 | Simbafiz Dianiela 1 ] i] 1 100
20 | Vicents Paul 21 16 1 20 952
78.3

Nota: Valores porcentuales de la disminucién de porfirinas de cada voluntario

Elaborado por: Victoria Pumisacho

En la Tabla No. 35 se muestra que existe disminucion de porfirinas desde la primera
aplicacion de la locion formulada, después de las 48 horas de aplicacion se obtuvo una
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disminucion maxima del 100%, y una minima del 45.5%, y un promedio total de 78.3%,

lo que indica que la locion A tiene efecto antagonico contra P. acnes in vivo.

Numero de adolecentes vs
porcentaje de disminucion de
porfirinas

3
2 2
1 l '

40-50% 50-60% 60-70% 70-80% 80-90% 90-100%

Disminucion de porfirinas

Figura 10. Indica el nimero de adolescentes que presentaron disminucion de porfirinas en los diferentes
rangos porcentuales

Elaborado por: Victoria Pumisacho

Como se muestra en la figura 10, todos los adolescentes del estudio mostraron una
disminucién de porfirinas superior al 40%. De los 20 individuos 8 presentaron mayor

porcentaje de disminucion en un rango de 90% - 100%.
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CONCLUSIONES

Se concluye que a mayor concentracion de L. acidophilus existe mayor
capacidad antagonica in vitro frente a P. acnes, esto se determind al obtener
mayor inhibicién del patdgeno a una concentracion 1 x 10% ufc/ml y ningdn tipo

de inhibicion a una concentracion 1 x 10° ufc/ml.

De las cuatro lociones evaluadas (A, B, C, D) la que presentd mayor actividad
antagonica in vitro frente a P. acnes, fue la locion A, mientras la locion D
registré la menor inhibicion, por lo que se observa que las alta concentracion de
carboximetilcelulosa y glicerina atentan la actividad antagénica del L.

acidophilus.

Se comprob6 que el Gnico compuesto responsable de la actividad antagonica en
las lociones es el L. acidophilus, ya que los blancos negativos no reportaron

ningun tipo de inhibicion.

De las cuatro lociones experimentales, la locion A fue escogida para realizar el
estudio de irritabilidad y el estudio in vivo de actividad cosmética, por ser la

locion con mayor actividad antagénica in vitro.

El valor de pH de la locion A va acorde con el pH normal de piel por lo que no
causo ningun tipo de dafio en la piel. A su vez no influy6 con el desarrollo

normal de la bacteria lactica dentro de la formulacion.
Se demostr6é que la locion A es “bien tolerada”, ya que, su indice de irritacion
primaria cutanea es 0.19, es decir, no provocaron ninguna reaccion alérgica en la

zona de la piel testeada y por tanto es inocua al contacto dérmico.

Se comprobd que la locidon A posee actividad antagdnica contra P. acnes in vivo,
al obtener un promedio total de disminucion de porfirinas del 78,3 %, lo que
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implica disminucién de la poblacion de P. acnes, ya que, son directamente

proporcionales.
Concluida la investigacion sobre el antagonismo del L. acidophilus en la locion

formulada, se afirma la hipdtesis alternativa, ya que, existe inhibicion in vitro e

in vivo contra P. acnes, principal bacteria causante del acné.
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Como

RECOMENDACIONES

recomendaciones para la elaboracion de futuros trabajos de grado o

investigaciones en torno al antagonismo de bacterias se recomienda:

Realizar estudios mas profundos de los compuestos inhibitorios involucrados en
la actividad antagonica de Lactobacillus acidophilus, ya que es un

microorganismo con mas propiedades por descubrir e investigar.

Probar otras alternativas de adicién de bacterias lacticas en las formulaciones

cosméticas, como por ejemplo la fermentacién o la liofilizacion.

Adicionar algunos excipientes que podrian mejorar las caracteristicas
organolépticas y fisico-quimicas de las formulaciones considerando que en este
estudio se utilizd una minima cantidad de excipientes para no producir

interferencia y comprobar Unicamente la actividad del Lactobacillus acidophilus.

Realizar estudios para establecer el tiempo de vida util de la locion, con el fin de

ajustarlo a las condiciones deseadas para su utilizacidn en un tratamiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de analisis de la bacteria P. acnes

& Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2014/10

Microorganism Name: Propionibacterium acnes Release Information:

Catalog Number: 0419 Quality Control Technologist: Megan Murn
Lot Number: 419-101 Release Date: 2012/12/10

Reference Number: ATCC® 11827™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Punctiform to small, white, opaque, glistening, circular colonies becoming larger and yellowish/tan A/R SBAP
as they age

Microscopic Features: Method:
Small gram positive rods with branching Gram Stain (1)

Vitek ANC (1) Other Features/ Challenges: Results
Phenotypic Features Results
D-GALACTOSE

Leucine ARYLAMIDASE
ELLMAN

Phenylalanine ARYLAMIDASE
L-Proline ARYLAMIDASE
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE -
D-CELLOBIOSE -
Tyrosine ARYLAMIDASE s
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE -
D-GLUCOSE +
D-MANNOSE +
D-MALTOSE

SACCHAROSE/SUCROSE

ARBUTIN

N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
§-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-glucoside
UREASE
5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-glucuronide -
BETA-GALACTOPYRANOSIDASE Indoxy! +
ALPHA-ARABINOSIDASE
5-Bromo-4-chioro-3-indoxyl-alpha-galactoside
BETA-MANNOSIDASE ) -
ARGININE GP 4+
PYRUVATE 2
MALTOTRIOSE -
ESCULIN hydrolyse -
BETA-D-FUCOSIDASE -
§-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-N-acetyl-glucosamide
5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-alpha-mannoside +
ALPHA-L-FUCOSIDASE
PHOSPHATASE -
L-ARABINOSE 2
D-Ribose 2 +
Phenylphosphonate o
ALPHA-L-ARABINOFURANOSIDE s Brad Goskowicz, President
D-XYLOSE . AUTHORIZED SIGNATURE
GRAM STAIN +
MORPHOLOGY
AEROTOLERANCE

+ o+ o+
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Microbiologics'

Certiicate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2014/10

Microorganism Name: Propionibacterium acnes ' Release Information:

Catalog Number: 0419 Quality Control Technologist: Megan Murn
Lot Number: 419-101 Release Date: 2012/12/10

Reference Number: ATCC® 11827™
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Disclaimer The last digi(s) of the lot number appearing on the packing slip is merely a packaging event number. The lot number displayed on this certficate is the actual base lot number.

Note for Viteke: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may produce results that differ
from published results obtained by other methods.

2, Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection,

(") The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.

ATCC Licensed \" Microbiologics, Inc. i icensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC8 culfures,
\ Derivative )

(1) These ltests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

lACCREDITEDl

TESTING CERT £2655.01
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Anexo 2. Certificado de analisis de la bacteria L. acidophilus

O Microbiologicse

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Lactobacillus acidophilus
Catalog Number: 0243

Lot Number: 243-30

Reference Number: ATCC® 4356 ™*

Purity: < 0.1% Total Peliet CFU

Recovery: N/A (Pellet is grown in MRS broth)
Passage from Reference: 4

Expiration Date: 2015/03

Release Information:

Quality Control Technologist: Christine Condon
Release Date: 2013/5/24

Macroscopic Features:

and smooth. Colonies are translucent and weakly alpha hemolytic.
Microscopic Features:

Performance

Tiwo colony types are present. The predominant colonies are medium to large, circular to slightly
irregular, low convex, erose edge and rough; the other type is small, circular, convex, entire edge

Gram positive rods with rounded ends, occurring singly, in pairs, and in short chains.

Medium:
CNA

Method:
Gram Stain (1)

Vitek CBC (1)

Other F Chall Resul

Phenotypic Features
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
O-GALACTOSE

ORNITHINE DECARBOXYLASE
Phenylalanine ARYLAMIDASE
ARGININE GP

PYRUVATE
BETA-GALACTOSIDASE
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
SUCCINATE alkalinisation
Tyrosine ARYLAMIDASE
D-GLUCOSE
BETA-GLUCOSIDASE
D-MALTOSE

D-MANNITOL
BETA-XYLOSIDASE

0/128 RESISTANCE (comp.vibrio.)
L-Proline ARYLAMIDASE
LIPASE
ALPHA-MANNOSIDASE
D-MELEZITOSE

UREASE
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TREHALOSE

CITRATE (SODIUM)
$-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-glucuronide
L-LACTATE alkalinisation
ALPHA-GLUCOSIDASE

E D-SORBITOL
ALPHA-GALACTOSIDASE
Glycine ARYLAMIDASE
D-MALATE

D-RIBOSE

MALTOTRIOSE
L-GLUTAMINE
Phenylphosphonate
BETA-D-FUCOSIDASE
COURMARATE
2-Keto-D-Gluconate
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(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative
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O Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2015/03

Microorganism Name: Lactobacilus acidophilus Release Information:

Catalog Number: 0243 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 243-30 Release Date: 2013/5/24

Reference Number: ATCC® 4356™*

Purity: < 0.1% Total Pellet CFU

Recovery: N/A (Pellet is grown in MRS broth)
Passage from Reference: 4

Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the packing slip is merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique envi of the card, combined with the short incubation period, may produce results that differ
from published results obtained by other method:
1, Refer to the enclosed product insert for i ions, intended use and hazard/safety inf

Y

gnized culture coll

()  The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.

ATCC Licensed Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures
\ Derivative )

(1)  These tests are accredited o ISO/IEC 17025:2005.

|ACCREDITED|

TESTING CERT £2655.01
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Anexo 3. Fotografias de la activacion de las cepas bacterianas

Activacion de L. acidophilus

Activacion en caldo Activacion en placa

Activacion P. acnes

Activacion en caldo Activacion en placa
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Anexo 4. Fotografias de la prueba de antagonismo de L. acidophilus

Concentracifm de Conceptraciopes de_ Biatico negativo )
Lactobacillus Lactobacillus acidophilus Blanco vesitivo
acidophilus 1x10"8 1x 1077y 1x 106 p

Anexo 5. Fotografias de la adicion de L. acidophilus en las lociones

Inoculacion
de
Lactobacillus
acidophilus
en las
lociones

Suspencion
de las
cepas

experimental
Lectura de la

. absorbancia
en las
lociones

-
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Anexo 6. Prueba de antagonismo de las cuatro lociones

anco negativo -
Blanco positivo

Blanco egati\}o -
Blanco positivo

Blanco negativo - Blanco
positivo

Blanco negativo -
Blanco positivo
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Anexo 7. Fotografias del test de irritabilidad

Firma de carta consentimiento

Aplicacion del parche

Revision del parche

Evaluacion de resultados
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Anexo 8. Fotografias de la actividad cosmética in vivo

Evaluacion dermatologica Material de limpieza entregado Lavado de la zona a ensayar

sl deroriis cod Porfirinas antes de la aplicacion Porfirinas despues de la primera
& 'eaioo Visiop or PP34N® dela locion en el adolecente aplicacion en el adolecente Paul
e P Paul Vicente 21-05-2014 Vicente 22-05-2014

Porfirinas al final del estudio en Lesiones de acné al inicio de Lesiones de acné al final del
el adolecente Paul Vicente 23- estudio en el adolecente Paul estudio en el adolecente Paul
04-2014 Vicente Vicente
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Anexo 9. Encuesta de seleccidn de participantes para el test de irritabilidad

Cuestionario para las personas voluntarias previo a la evaluacion

Preguntas

1. ¢Con qué frecuencia ha acudido al médico en este Gltimo afio?

[ Cada mes [ ]Cada3 meses [ ___]Cada 6 meses
[ 1Una vez al afio
Si NO
2. (Esté en estado de gestacion o dando de lactar? LT 1

3. ¢Hace uso de un medicamento topico o sistémico (via oral o inyectable)?

[T ]
¢Cual?

5. ¢Es alérgico a algun medicamento o producto topico? 1]
(Cual?

6. ¢Tiene alguna enfermedad dermatoldgica como psoriasis, eczema u otro tipo de
erupciones?

(Cual?
7. Marque el tipo de piel que corresponda a la suya

1 I. Piel blanca palida 111 Piel blanca

L1 111. Piel triguefia clara 1 IV. Piel triguefia

LT 1

8. ¢Se encuentra su piel intacta en la parte lateral del brazo izquierdo entre el hombro y
el codo? C T 1

9. ¢ Tiene alguna marca o posibles reacciones cutaneas en la zona indicada en la pregunta
anterior como: desordenes de pigmentacion, malformaciones vasculares, escaras,

pilosidad aumentada, quemaduras solares, etc.?
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11. ¢ Ha sido sometido a algun trasplante de érgano? C T 1
12. ; Tiene auto-reconocimiento de piel sensible? LT ]
13. ¢Ha usado esteroides topicos o sistémicos y/o antihistaminicos por al menos 7 dias
antes del inicio del estudio o se esta aplicando cualquier medicamento en el sitio de

aplicacion del parche? C T 1
14. ;Presenta asma severa o0 algun tipo de alergia respiratoria? C T 1
15. ¢Padece de diabetes y esta tomando insulina? C T 1

16. ¢ Tiene planes de exposicion intensa a la luz solar o a sesiones de bronceado durante

la semana del 5 al 9 de mayo?
LT ]

17. ¢ Tiene planes de bafio en el mar, ir a la piscina o al sauna durante la semana del 5 al

9 de mayo?

LT 1
Espacio reservado para el investigador
¢El voluntario es aceptado para la evaluacion? si [ ] NoO [ ]

Firma del investigador

Fecha:
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Anexo 10. Carta de consentimiento de los voluntarios para el test de irritabilidad

Consentimiento informativo de participacion en un proyecto de investigacion

v’ Titulo del proyecto

Test de irritabilidad - método patch test simple unico.

v' Equipo de investigadores

Yo, Victoria Sheila Pumisacho Ocafa, investigadora egresadas de la Facultad de
Ingenieria en Biotecnologia, asesorada por la Ing. Tatiana de los Angeles Mosquera
Tayupanta, Directora del CIVABI, solicitamos a usted su colaboracion para la
realizacion de éste trabajo de investigacion. Le pedimos entender todos los pasos en

detalle vy, si esta de acuerdo, firmar el consentimiento informado

v Introduccion / propdsito

En el presente estudio pretendemos establecer la capacidad de una locion para causar
irritacion alérgica y/o sensibilizacién, siendo esto de gran importancia para que los
fabricantes puedan asegurar que sus productos sean "no irritantes” para el usuario y

prevenir dafios a la salud.

Los propositos del estudio de investigacion son:

e Determinar mediante el contacto epidérmico Unico la capacidad potencial del
producto en estudio para inducir irritacion primaria o sensibilizacion alérgica por

contacto.

e Evaluar el riesgo de irritacion primaria o sensibilizacion alérgica por contacto de

una locion que contiene una concentracion establecida de Lactobacillus
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acidophilus después de una aplicaciéon Unica, sobre la superficie externa del

brazo bajo patch test.

e Demostrar la inocuidad dérmica de la locion.

v Participacién

Su participacion es completamente voluntaria y puede retirarse en el momento que usted
lo decida. Su participacion en el estudio se inicia con el llenado de una encuesta, la cual
seré evaluada y se verificara que cumpla los criterios de inclusion para participar en el
estudio.

Usted puede retirarse de la investigacion en cualquier momento, si lo desea o asi lo
requiere, a discrecion del investigador y sin que el cese de su participacion esté sujeta a

castigo alguno o recorte de sus derechos.

v" Procedimiento

El estudio inicia con el llenado de la encuesta, para verificar si es un voluntario apto para
el estudio, dichas personas deberan firmar una carta de consentimiento para participar
voluntariamente en la prueba. Previo a la aplicacion de los parches la piel serd limpiada
con alcohol. Luego se aplica un parche en el cual se colocara la locion con una
concentracion establecida de Lactobacillus acidophilus en una dosis de 0,02 ml
aproximadamente en la superficie externa del brazo, ademas se aplicara un parche solo
(sin producto) como testigo negativo. Finalmente se debe esperar 48 horas para retirar
los parches y se espera 30 minutos para realizar el examen macroscopico y registrar los

resultados.

v" Riesgos / incomodidades

El voluntario debera informar cualquier molestia o incomodidad que pueda surgir

durante la evaluacién del producto, el encargado del estudio evaluara al voluntario.
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No debe mojar el parche durante el periodo de aplicacion. Si usted cambia alguno de sus
habitos, le pedimos que nos mantenga informados, de manera que podamos interpretar

mejor los resultados.

No haga uso de algunos productos (desodorantes o antitranspirantes, talco en polvo,
aceite de bafio, cremas, lociones, perfumes, colonias y medicacion topica) en areas
cercanas a los sitios de estudio. Si usted usa alguno de estos productos o si toma
medicacion sistémica, por favor, haganoslo saber.

Todas las materias primas utilizadas en el producto estan aprobadas para uso tépico y no
son toxicas. Sin embargo, de igual manera que con otros productos, pueden causar
inesperadas reacciones como “enrojecimiento”, “hinchazon”, “picor” y “escozor” en los
sitios de aplicacion del producto; en caso de intenso escozor u otros signos fuertes de
irritacion, por favor, inférmenos inmediatamente, contactandonos via telefonica al

0998371747.

v Problemas o preguntas

Si usted tuviese preguntas adicionales durante el desarrollo de este estudio, acerca de la
investigacion o sus derechos como participante en la investigacion, puede dirigirse a:
Ing. Tatiana Mosquera T.

Directora CIVABI.

Universidad Politécnica Salesiana

Tel.: (593-2)39628979

Celular: 095400925

v Consentimiento / participacién voluntaria

Su participacién es completamente voluntaria, puede consultar con otras personas
(familiares, médico o aquella que usted crea conveniente para poder participar en este
estudio) y puede retirarse en el momento que usted lo decida.

Una copia de este documento se mantendrd en posesion de los investigadores

responsables, y otra sera entregada al sujeto voluntario.
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HE LEIDO Y COMPRENDIDO EL PRESENTE DOCUMENTO. HE QUEDADO
SATISFECHO/A'Y MIS PREGUNTAS HAN SIDO RESPONDIDAS.

YO, VOLUNTARIAMENTE Y SIN PRESION ALGUNA, ACEPTO MI
PARTICIPACION EN EL PRESENTE ESTUDIO.

Firma del Participante

Apellidos y Nombres del Participante

Firma del Investigador Responsable
Ing. Tatiana de los Angeles Mosquera Tayupanta
Directora del CIVABI

Firma del Investigador Responsable

Victoria Sheila Pumisacho Ocafna
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Anexo 11. Ficha de informacion béasica de los voluntarios a participar en el test de
irritabilidad

Ficha No.

FICHA PERSONAL DEL VOLUNTARIO

Nombre
Apellido Paterno Apellido Materno  Nombres
Fecha de
. Lugar: Edad:
Nacimiento:
Dia/Mes/Ano
No.
Estado
Sexo . Cargas
Civil: N
familiares:
Masculino Femenino
E-mail:
Telf. casa: Celular
Direccién
Domicilio:
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Anexo 12. Historia clinica de los voluntarios para el test de actividad cosmética

Ficha No.
FICHA PERSONAL DEL VOLUNTARIO
Nombre
Apellido Paterno Apellido Materno Nombres
Fecha de Lugar de
o o Edad
Nacimiento nacimiento
Dia/Mes/Ano
Ocupacion
No.
Estado
Sexo o Cargas
Civil o
familiares
Masculino Femenino
Nivel de
Instruccion
Primaria Secundaria Superior  Ninguna
Nivel
econémico
Alto Medio Bajo
E-mail
Telf. Casa Celular
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Barrio

Direccién

Domicilio

Referencia

ANTECEDENTES CLINICOS

Antecedentes personales:

--------------------------------------------------------------------------

¢Ha usado o estd usando anticonceptivos?

¢Ha utilizado tratamientos para el acné con anterioridad?

-------------------------------

Si NO
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Anexo 13. Carta de consentimiento de los voluntarios para el test de actividad cosmética

Consentimiento informativo de participacion

v’ Titulo del proyecto

Estudio de eficacia cosmética instrumental de una locion probidtica.

v' Equipo de investigadores

Yo, la investigadora Victoria Pumisacho, asesoradas por la Ing. Tatiana Mosquera,
Directora del Centro de Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad (CIVABI),
solicitamos a usted la colaboracion de su representado para la realizacién de este
estudio. Le pedimos entender todos los pasos en detalle y, si esta de acuerdo, firmar el

consentimiento informado.

v Introduccion / propdsito

En la presente investigacion pretendemos realizar un estudio de eficacia cosmética in
vivo de un producto, mediante un método no invasivo, utilizando un equipo de

bioingenieria (Visiopor PP34N®), en voluntarios con acné grado Il.

v’ Participacion

La participacion de su representado es completamente voluntaria y puede retirarlo en el
momento que usted lo decida. El estudio inicia con el llenado de una ficha informativa

después de haber sido diagnosticado con acné grado I1.

v" Procedimiento

El estudio tiene una duracion de 2 dias, el cual consiste en una primera evaluacion antes

del uso del producto y 1 evaluacion posterior a las 24 horas y 2 dias después de la
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primera aplicacion. Para ello se procederad a un lavado con 25 ml de un jabdn neutro, y
colocar 5 gotas en cada una de las lesiones de acné en la zona de estudio. Para evaluar la
eficacia cosmética de la locion probiética se utilizard el equipo Visiopor PP34N®,
camara que permite captar imagenes de la superficie de la piel utilizando luz ultravioleta
y de esta manera medir cuantitativamente las porfirinas generadas por P. acnes,

principal bacteria causante del acné.

v Riesgos / incomodidades

El voluntario debera informar cualquier molestia o incomodidad que pueda surgir
durante la aplicacion del producto.

No haga uso de otros productos antibacterianos orales y/o tépicos durante el estudio. Si
usted usa alguno de estos productos o si toma medicacién sistémica, por favor,
haganoslo saber.

Todas las materias primas utilizadas en el producto estan aprobadas para uso topico y no
son toxicas ni irritantes. Sin embargo, de igual manera que con otros productos, pueden
causar inesperadas reacciones como ‘“‘enrojecimiento” y “picor” en los sitios de
aplicacion del producto; en caso de irritacion u otros signos, por favor, informenos

inmediatamente, contactandonos via telefonica al teléfono 0998371747

v Problemas o preguntas

Si usted tuviese preguntas adicionales durante el desarrollo de este estudio, acerca de la
investigacion, puede dirigirse a:

Victoria Pumisacho

Tel.: 2886161

Celular: 0998371747

v Consentimiento / participacién voluntaria

Su participacion es completamente voluntaria, puede consultar con otras personas

(familiares, médico o aquella que usted crea conveniente para poder participar en este
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estudio) y puede retirar a su representado en el momento que usted lo decida informando
previamente a los investigadores.
Una copia de este documento se mantendrd en posesion de los investigadores

responsables, y otra sera entregada a usted.

HE LEIDO Y COMPRENDIDO EL PRESENTE DOCUMENTO. HE QUEDADO
SATISFECHO/A'Y MIS PREGUNTAS HAN SIDO RESPONDIDAS.

YO, VOLUNTARIAMENTE Y SIN PRESION ALGUNA, ACEPTO QUE MI
REPRESENTADO PARTICIPACIPE EN EL PRESENTE ESTUDIO.

Quito, 20 de mayo del 2013

Firma del Representante

Apellidos y Nombres del Participante

Firma del Investigador Responsable

Victoria Pumisacho
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Anexo 14. Certificado de evaluacion dermatolégica

Quito, 20 de mayo de 2014

CERTIFICADO DE EVALUACION DERMATOLOGICA

Yo, Dra. Marcela Paredes certifico que he realizado el diagnostico visual del tipo de acné
de los adolescentes participantes en el estudio de evaluacion in vivo del antagonismo de
Lactobacillus acidophilus frente a Propionibacterium acnes realizado por la investigadora

Victoria Pumisacho dirigida por la Ing. Tatiana Mosquera.

]
Dfl. M fzn‘dﬂ ffrm’ 0¢
PDERIM AT (@
@ MSP: L.25F . NG04

Dra. Marcela Paredes

cl /90356 9613

Dra. Marcela Paredes

DERMATOLOGIA
MSP: L:26 F:02 N°.:04
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