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GLOSARIO

Activo cosmético: Ingrediente cosmético que en la formulacion es responsable al menos
de una determinada accidon del producto cosmético.

Aceite esencial: Esencia aromética procedente de una planta. Posee un olor agradable y
volatil. Se puede inhalar, ingerir, aplicar sobre la piel mediante masajes o mezclar en el
agua del bafo. Se utiliza en cosmética como suavizante, regenerante o tonificante. Esta
compuesto por ésteres, acetonas, aldehidos y alcoholes.

Antifungincas: Toda sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de
algunos tipos de hongos o incluso de provocar su muerte.

Conservadores: Substancias que evitan el crecimiento de microorganismos
Dermatomicosis: Infecciones de la piel causadas por hongos

Dermis: Capa que da elasticidad y fuerza a la piel. Limita con la capa o estrato basal de
la epidermis y la hipodermis. Est4 constituida principalmente por fibras elasticas y
colageno.

Dispersabilidad: También conocida como solubilidad, es la propiedad de las emulsiones
determinada por la fase continua, si la fase continua es hidrosoluble, la emulsion puede
ser diluida con agua, si la fase continua es oleosoluble, la emulsion se puede disolver en
aceite.

Emulsion:Sistema de dos fases que consiste en la mezcla de dos liquidos completamente
inmiscibles, donde existe uno disperso como infinitos glébulos en otro, los cuales no
forman un sistema homogéneo, requiriendo el uso de un vehiculo emulsionante, para
formar una dispersion estable.

Emulsion Aceite-Agua (O/W): Emulsiones en donde la fase dispersa es el aceite
Emulsion Agua- Aceite (W/O): Emulsiones en donde la fase dispersa es el agua
Emulsionante: Substancias que ayudan a estabilizar la emulsion y evitan que ésta se
separe.

Epidermis:Parte exterior del cuerpo que se halla en estrecho contacto con el entorno.
Estabilidad:Capacidad que tiene un producto o un principio activo de mantener
determinado tiempo sus propiedades originales dentro de las especificaciones de calidad

XV



establecidas, o las propiedades iniciales. Se refiere a la no coalescencia de las particulas
de la emulsién y la no sedimentacion.

Estrato corneo: Proteccion y barrera casi impermeable, tanto a nivel de penetracion
como expulsion. Formado células epiteliales queratinizadas lo que le confiere una
elasticidad.

Forma Cosmeética: Es la presentacion individualizada de un producto cosmético listo
para su empleo.

Halo de inhibicién: Zona alrededor de un disco de antibidtico en un antibiograma en el
que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el germen.
Es una medida de la potencia del antibidtico frente al germen.

Hipodermis: Capa mas profunda de la piel. Sus células conjuntivas forman el tejido
conjuntivo que sirve de conexién con otros tejidos o sirve para sostener determinados
drganos.

In vitro: (latin: dentro del vidrio), se refiere a una técnica para realizar un determinado
experimento en un tubo de ensayo, o generalmente en un ambiente controlado fuera de
un organismo Vivo.

Lipofilica - Lipofila: Comportamiento de toda molécula que tiene afinidad por los
lipidos

pH de la piel: Determinado por la emulsion epicutdnea o manto hidrolipidico formado
por una fase acuosa proveniente del agua de las glandulas sudoriparasecrinas.

Reologia: Estudio de los principios fisicos que regulan el movimiento de los fluidos.
Solubilidad: Capacidad de una sustancia o un cuerpo para disolverse al mezclarse con
un liquido.

Surfactante: Son sustancias que influyen por medio de la tension superficial en la
superficie de contacto entre dos fases.

Tensoactivos: Substancias que disminuyen la tension superficial de una emulsion. De
acuerdo al caracter quimico pueden ser anionicos, cationicos, no ionicos o anfotericos.
Viscosidad: Propiedad establecido como la oposicion de un fluido a las deformaciones

tangenciales. Es la principal caracteristica de los sistemas emulsionados.
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RESUMEN

Las industrias del sector farmacéutico y cosmético en Ecuador se encuentran en
crecimiento especialmente en la categoria de productos naturales, lo que ha impulsado la
investigacion de actividad de ingredientes naturales Marco (Ambrosia arborescens Mill)
y Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) en formulaciones con posible actividad

antifangica probada in vitro sobre los principales hongos causantes de dermatomicosis.

Se ensayaron formulaciones en: crema, locién y gel, bajo dos disefios experimentales. El
primer disefio estadistico, Placket-Burmann para cremas, considerando variables:
Concentracion de fase oleosa, Concentracion de activo, Tipo de emulsificantes,
Concentracion de emulsificante y Concentracion de quitosano, la estabilidad preliminar
evalio el volumen de coalescencia versus el volumen total de cada formula.
Obteniéndose un total de 10 formulaciones estables para Marco (Ambrosia arborescens
Mill) y 15 formulaciones estables para Matico (Aristeguietia glutinosa Lam), siendo
clara la relacion de quitosano con la estabilidad de la formula. El segundo disefio
estadistico, Factorial completo se aplica para lociones y geles con las siguientes
variables: Tipo de formulacion y concentracion del activo, se evallia estabilidad
preliminar en funcion de variacién de pH. Teniéndose un total de 4 formulaciones
estables para Marco (Ambrosia arborescens Mill) y 4 formulaciones estables para
Matico (Aristeguietia glutinosa Lam). En las cuales no se evidencia estadisticamente a
un nivel de significancia de «=0.05 que influya el tipo de formulacion (locion y gel) ni la

concentracion del activo.

La evaluacion antifangica in vitro se realiza sobre las formulaciones estables, frente a los
hongos Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, Trichophyton rubrum ATCC 28188,
Microsporum canis ATCC 36299, Candida albicans ATCC 10231 mediante el método
modificado de Kirby-Bauer, el estudio determina que al menos una de las formulaciones
presentd actividad antifungica, analisis que fue llevado a cabo con un nivel de
significancia «=0.05 utilizando el Test de Kruskal-Wallis. Teniéndose que las
formulaciones de cremas y lociones que contienen 1% y 3% de extracto blando de Marco
(Ambrosia arborescens Mill) tienen actividad antifungica frente a Candida albicans y

Microsporum canis. Para el caso de las formulaciones que contienen Matico
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(Aristeguietia glutinosa Lam) se tiene respuesta antifingica frente a Candida albicans

solo en concentraciones mayores al 10%.

Descriptores:Marco, Ambrosia arborescens Mill, Matico, Aristeguietia glutinosaLam,
antifangico, quitosano, formulas cosméticas, Trichophyton mentagrophytes,

Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Candida albicans
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ABSTRACT

The pharmaceutical and cosmetic industries in Ecuador are interested in developing
natural products, for that reason in this study was considered the evaluation of antifungal
activity in vitro of natural ingredients as Marco (Ambrosia arborescens Mill) and Matico

(Aristeguietia glutinosa Lam) in cosmetic formulations.

Three types of cosmetic formulation were considered: cream, lotion, gel, via two
experimental designs for analyzing the preliminary stability before of the evaluation of
antifungal activity in vitro. The first statistical design (Plackett-Burmann) for creams
which considerate variables like Concentration of oil phase, Concentration of active,
Type of emulsifiers, Concentration of emulsifiers and Concentration of chitosan, for the
evaluation of stability, response was coalescence volume. Obtaining a total of ten stable
formulations for Ambrosia arborescens Mill and fifteen stable formulations for
Aristeguietia glutinosa Lam, being chitosan the main factor for stability. The second
statistical design, Full Factorial applied for lotions and gels with the following variables:
Type of formulation and Concentration of active, preliminary stability is evaluated in
terms of variation of pH. Obtaining a total of four stable formulations for Ambrosia

arborescens Mill and four stable formulations for Aristeguietia glutinosa Lam.

Antifungal evaluation in vitro is performed on the stable formulations, with Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, Trichophyton rubrumATCC 28188, Microsporum canis
ATCC 36299 and Candida albicans ATCC 10231, using the modified Kirby-Bauer
method, the study determined that at least one formulation show antifungal activity, data
analysis was performed with Kruskal-Wallis test, significance level a= 0.05. The results
showed that formulations of lotions and creams which contain 1% and 3% extract of
Ambrosia arborescens Mill have antifungal activity on Candida albicans and
Microsporum canis. In the case of formulations which contain Aristeguietia glutinosa

Lam have antifungal activity on Candida albicans at concentrations above 10%.
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Keywords: Marco, Ambrosia arborescens Mill, Matico, Aristeguietia glutinosa Lam,
antifungal, chitosan, cosmetic formulations, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton

rubrum, Microsporum canis, Candida albicans.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La eficiencia de tratamientos topicos antimicoticos depende de la penetracion que tienen los
principios activos en el tejido. Debiendo ser determinados los niveles de concentracion
optimos bajo los cuales hace efecto el principio activo. En la administracion tépica, el
principio activo debe ser capaz de pasar a través del estrato corneo que es la capa mas externa
de la piel hasta llegar a la epidermis viable. Es asi, que la formulacién desempefia un papel

clave en la penetracion de dichos principios en la piel. (SIVGE, 2013)

Estos métodos alternativos pueden ser basados también en principios activos endémicos,
conociendo que la herbolaria ecuatoriana y latinoamericana han realizado importantes
contribuciones al desarrollo de la medicina cientifica y por ende a la salud humana, ya que en
nuestro pais existen alrededor de 35000 especies que tienen interés médico y potencial
terapéutico para elaboracién de nuevos productos; cerca del 30 % de la poblacion ecuatoriana
esta desprotegida de medicina, por esta razon la Asamblea Mundial de Salud recomendd
aprovechar lo positivo y beneficioso de la medicina tradicional.(NARANJO, 2010).

1.2 IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Las lesiones de la piel mas estudiadas estan relacionadas con diferentes formas de dermatitis,

alergias de la piel, acné e infecciones bacterianas de la piel, varias de las plantas medicinales,
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aceites esenciales o extractos naturales obtenidos de las mismas presentan relacion con dichas

enfermedades ya que poseen actividad curativa sobre estas patologias (CENIVAM, 2008)

Los hongos productores de micosis superficiales son oportunistas y son mayormente
susceptibles los pacientes diabéticos, pacientes con SIDA, céncer o cualquier otra afeccion
debilitante o cronica. A nivel mundial, se indica una prevalencia de 5% a 10% de micosis por
Candida albicans en los servicios de dermatologia. Otras especies aisladas con mayor
frecuencia son tineacorporis y tineacapitis, los siguientes hongos: Microsporum canis (9%),
Trichophyton mentagrophytes (8,8%), Trichophyton. rubrum (8,6%). En nuestro pais las
infecciones dérmicas no es un tema tratado con todo el interés que este lo requiere, es asi que
dichas infecciones han proliferado rapidamente apareciendo entonces cuadros graves de
dermatomicosis en diabéticos(VILLARES, 2012).

El medicamento maés utilizado para lesiones es Clotrimazol (compuesto derivado de la familia
de los imidazoles) cominmente usado para el tratamiento de infecciones por levaduras,
candidiasis oral, y dermatofitosis (tifia). También se utiliza para tratar el pie de
atleta y tineacorporis. (FDA, 2011). Es un agente antifingico de amplio espectro. In vitro el
Clotrimazol exhibe actividad fungistatica y fungicida contra especies aisladas de Trichophyton

rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum y Microsporum canis.

Entre los efectos secundarios del uso de este medicamento estan el eritema, picazon,
ampollas, peladuras, edema, prurito, urticaria y en general irritacion de la piel. Sensacion de
guemadura, irritacién, sequedad, picazén, foliculitis, erupciones acneiformes,
hipopigmentacion, dermatitis perioral, dermatitis de contacto alérgica, maceracién de la piel,
infeccion secundaria, atrofia de la piel, estrias y miliria. No se recomienda su aplicacion
durante el embarazo, por lo que lo que se busca es dar una alternativa para evitar estas
lesiones.(VADEMECUM, 2009)

Afortunadamente en los ultimos afios ha resurgido el interés por el regreso a la naturaleza, por
lo tanto es necesario construir una nueva relacién con nuestro ambiente, llevando una vida
menos artificial y recurriendo a las plantas no sé6lo para incluirlas en nuestra alimentacion sino

también para aliviar mayor interés por los productos naturales, organicos y ecolégicos, se ha
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intensificado nuestras afecciones. (HERNANDEZ, 2011). Las propiedades antimicrobianas o
antifungicas de plantas medicinales pueden ser aprovechadas para tratar aquellas afecciones de

la piel.

Ambrosia arborescens Mill (Marco) y Aristeguietia glutinosa Lam (Matico) pertenecen a la
familia de las Asteraceae, que se caracterizan por ser plantas aromaticas, con propiedades
medicinales. Estas dos especies reportan varios estudios sobre su actividad, entre ellas:
“Actividad antimicética y citotoxica de aceites esenciales de plantas de la familia
Asteraceae”(ZAPATA, DURAN, STASHENKO, BETANCUR-GALVIS, & MESA, 2010)en
una formulacién cosmética(IBARRA & PAREDES, 2013).Estudios que constituyen la base de
la presente investigacion, la misma que se enfoca en algunos de los hongos patdgenos

causantes de dermatomicosis.

Las industrias del sector farmacéutico y cosmético en Ecuador se encuentran en auge de
crecimiento y contribuyen enormemente al desarrollo del pais tanto en la transformacion de
materias primas como en la manufactura de productos terminados, diversificando asi la oferta
internacional y de este modo beneficiando a los actores de la economia popular y solidaria
(PROECUADOR, 2012). Contando con 62 empresas relacionadas con varias etapas de la
industrializacion de las plantas medicinales en la region andina, de los cuales 42% se
concentra en la produccién de medicamentos a base de plantas, el otro 42% en la agricultura,

la recoleccion y procesamiento(GRUPTA, 2006)

Estos precedentes impulsan el desarrollo de nuevos productos con materia prima endémica y
habiendo sido ya evaluada actividad antifungica de Marco (Ambrosia arborescens Mill) y
Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) (AYALA & VASQUEZ, 2014), se pretende en este
estudio ensayar dicha actividad in vitro en el desarrollo de férmulas cosméticas que los

contengan.



1.3 OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antifingica in vitro de emulsiones elaboradas con Marco (Ambrosia

arborescens Mill) y Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) sobre hongos patdgenos causantes

de la dermatomicosis.

Obijetivos especificos

Desarrollar formulaciones de cremas en base al disefio experimental Plackett-Burman
cuyas variables son el tipo y concentracion de extracto y/o aceite Marco (Ambrosia
arborescens Mill) y Matico (Aristeguietia glutinosa Lam), concentracién de base
lipofilica, concentracion de emulsificante, tipo de parejas de emulsificantes y
concentracion de quitosano.

Desarrollar formulaciones en forma de locion y gel en base al disefio experimental
factorial cuyos variantes son el tipo y concentracion de extracto y/o aceite Marco
(Ambrosia arborescens Mill) y Matico (Aristeguietia glutinosa Lam), y tipo de
formulacion.

Determinar la estabilidad preliminar de las formulaciones desarrolladas de acuerdo a
los disefios experimentales definidos

Evaluar la actividad antifangica in vitro de formulaciones cuya estabilidad preliminar
sea aceptada, frente a los hongos dermatofitos Trichophyton mentagrophytes ATCC
9533, Trichophyton rubrum ATCC 28188, Microsporum canis ATCC 36299, Candida
albicans ATCC 10231.



1.4 HIPOTESIS

Hipdtesis alternativa (Ha)

Entre las formulaciones elaboradas con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa
Lam) y extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill) al menos una de ellas

presentara actividad antifdngica in vitro.

Hipétesis nula (Ho)

Las formulaciones elaboradas con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) y
extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill) no presentan actividad antifungica in

vitro.



CAPITULO 2

2 MARCO TEORICO

21 LAPIEL

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, tiene una superficie de aproximadamente 2 m?.
Junto con sus derivados (cabello, ufias, sudor glandulas sebaceas) conforman el sistema
intergumentario. Protege a los 6rganos internos del mundo exterior y al mismo tiempo
constituye un enlace entre ellos. (UNIVERSITY OF MARYLAND MEDICAL CENTER,
2013)

Capas de pil normal
#ADAM.

Figura N° 1Capas de la piel



2.1.1 Funciones de la piel
Las principales funciones son las siguientes:

e Proteccion del cuerpo de factores externos tales como las bacterias, los quimicos, la
temperaturay de los rayos ultravioleta.

e Impide la pérdida de humores corporales.

e Como odrgano sensorial y mediante la presencia de terminaciones nerviosas
independientes y de receptores especiales, la piel posibilita la percepcion y localizacion
de estimulos mecéanicos como la presion, el roce y la vibracion asi como también la
temperatura y el dolor.

e Almacena tejido adiposo en toda la hipodermis, el cual cumple una funcion aislante y
modeladora y en caso de necesidad puede servir como fuente de energia al organismo
humano. (NEBRASKA MEDICINE, 2011)

2.1.2 Constitucion de la piel

Desde exterior hacia el interior la piel esta constituida por tres capas de tejidos y cada una de

ellas desempefia funciones especificas:

e epidermis,
e la dermis o corion

e capa grasa subcutanea, hipodermis o subcutis.

2.1.2.1 Laepidermis

Constituye la parte méas externa de la piel y recubre todo el cuerpo. Consta de varias capas,
siendo la més profunda el estrato basal o germinal que esta compuesto de queratinocitos que
recibe esta denominacion debido a su capacidad para llevar a cabo la sintesis de la queratina
que es proteina estructural insoluble con una gran resistencia a las altas temperaturas y al pH.
Los queratinocitos son responsables de la division celular (mitosis) y continua regeneracion de

la epidermis.



Otra capa de la epidermis es el estrato espinoso, constituido por varias capas de células
cuboidales firmemente unidas entre si por medio de puentes celulares (desmosomas), que son
los que confieren a las células su apariencia espinosa y entre los cuales se almacena agua.

Estas células sintetizan la queratina.

Mas superficial se encuentra el estrato granular, compuesto por 3 a 5 capas de células con

granulos con proteinas en su interior.

La parte mas externa de la epidermis se denomina estrato corneo, esta formado células
epiteliales queratinizadas sin vida que ya no tiene nucleo y estan deshidratadas. Sus células
estan aplastadas y reducidas a laminillas. Esta impregnada de sustancia grasa, que confiere a
esta capa queratinizada una elasticidad que le permite oponerse a la evaporacion. La capa
cérnea es una proteccién, una barrera casi impermeable, tanto a nivel de penetracion como
expulsion.La estructura general del estrato corneo, simula una pandereta de ladrillos, siendo
los ladillos los queratinocitos y el cemento los lipidos extracelulares. Existen varios tipos de
lipidos, como colesterol o ceramidas y la correcta funcién parece depender de una proporcién
adecuada. El uso de jabones comunes remueve los lipidos de la piel, disminuyendo su funcion
de barrera, resecandola. El estrato corneo es mas delgado en los parpados y genitales y mas
grueso en las plantas de los pies y palmas de las manos (donde se denomina estrato lucido
(AESTHETIC MEDICAL GROUP, 2009)

La epidermis se encuentra en constante recambio, reemplazandose por completo en 3 a 4

semanas.

Otras unidades funcionales de la epidermis degran importancia son las células de Langerhans
(esenciales para la inmunorreaccion de la piel), las células sensoriales de Merkel y los

melanocitos. Estos Gltimos elaboran y almacenan la melanina, sustancia que da color a la piel.

La cantidad y distribucion de la melanina son los factores causantes de las diferentes
pigmentaciones de la piel y de los cabellos. Cuando la piel se encuentra expuesta la radiacion

solar, en los melanocitos seproduce una reaccion de defensa contra los rayos UV aumentando



sintesis de la melanina, la cual manifiesta sus efectos sobre la piel a través del conocido
“bronceado solar”. (HARTMANN, 1999)

2.1.2.2 LaDermis

La dermis es la capa de tejidoconectivo inmediatamente subyacente a la dermis. Es pobre en
células y rica en matriz extracelular (conjunto de proteinas y proteoglicanos que rodean a las
células. Es un tejido resistente y elastico que actda de almohadilla del cuerpo frente a lesiones
mecanicas, y proporciona nutrientes a la epidermis y apéndices cutdneos.Se divide en dermis
papilar, adyacente a la epidermis, rica en vasos sanguineos y con mayor cantidad de células,
y en la dermis reticular o corion mas profunda y rica en fibras. En la dermis existen glandulas
sudoriparas, glandulas sebaceas, terminales nerviosos, vasos linfaticosy sanguineos y
foliculos pilosos.(WILKINSON, 2008)

Las Funciones de la dermis son asegurar la nutricion de la epidermis gracias a su red
sanguinea y linfatica y proporcionar la solidez mecénica del revestimiento cutaneo. Es debido
a estas funciones que todo tratamiento estético, para que sea efectivo debe penetrar hasta la

dermis, tanto para alimentar como para estimular. (PALENCIA, 2008)

2.1.2.3 La Hipodermis

También conocida como tejido subcutaneo, es la capa mas profunda de la piel. Sus células
conjuntivas forman el tejido conjuntivo que sirve de conexion con otros tejidos o sirve para
sostener determinados 6rganos. Esta formada por tejido adiposo, especializada en la reserva de
grasas. La capa de grasa actla como aislante térmico, ayudando a conservar el calor corporal.
Las funciones de la hipodermis son proteger el organismo de agresiones exteriores, proteger
el organismo de posibles traumatismos moderados, proteger el organismo contra la pérdida de
calor, estéticamente es la encargada de dar textura a la piel. Cuando la hipodermis se
encuentra en mal estado la piel forma pliegues y se afloja. (GENOMA SUR, 2013)



2.2 FORMULACIONES COSMETICAS

Las formulaciones cosméticas tienen como funcion principal cumplir con las expectativas del
consumidor, sean éstas, de limpieza para eliminar polvo, suciedad, sebo y otras secreciones,
células muertas, depositos y maquillaje aplicado o de proteccion de agresores externos como
rayos UV, modificacion de ciertas propiedades y funciones de los tejidos corporales, evitar el
desecamiento de las capas superficiales de la epidermis, y/o introducir sustancias activas al
interior de la epidermis, todo esto con la finalidad de mejorar la estética de los usuarios.Las
formulaciones cosméticas no son medicamentos, su funcion no es curar, pero pueden ser
coadyuvantes de un tratamiento al disminuir los sintomas como mejorar la apariencia, quitar
picazén, etc. Existe una gran cantidad de formulaciones cosméticas, dependiendo de su
funcién, viscosidad, forma de aplicacion, composicién quimica, se clasifican en cremas,
lociones, suspensiones, geles, polvos. (MARTINEZ, 2012) (WILKINSON, 2008)

2.2.1 Cremas

Son preparaciones cosméticas de consistencia pastosa, semisolida, estdn constituidas
generalmente por agua y aceites de origen vegetal. Los principios activos que se afiadan son
los que diferencian el uso y aplicacion, asi se puede mencionar cremas que forman una capa
protectora que impide la perdida de humedad natural de la piel, otras funciones puede ser
controlar el exceso de grasa, disminuir las lineas de expresion, etc. (MARTINEZ, 2012)

2.2.2 Lociones

Son formas cosméticas liquidas formadas por un excipiente o un grupo de excipientes
mezclados entre si y en los que tanto los principios activos como los aditivos y correctores se
encuentran perfectamente disueltos. Pueden estar constituidas por agua y alcoholes, polioles
en los cuales se disuelven los principios activos (ejemplo perfumes) o también pueden ser a
base de aceites o grasas de baja densidad (ejemplo brillantinas). (MARTINEZ, 2012)
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2.2.3 Suspensiones

Son formas cosmeticas en las que parte de sus componentes se encuentran en estado solido,
dispersas dentro de un excipiente liquido. Para evitar que las particulas de polvo se depositen
en el fondo del recipiente o a floten sobre la superficie (segln la densidad), se suelen usar
espesantes, que hagan al excipiente mas viscoso y dificulten el movimiento de las particulas
solidas en su interior. (MARTINEZ, 2012)

2.2.4 Geles

Son un tipo particular de suspensién en la cual el solido suspendido se encarga de aumentar la
viscosidad del excipiente hasta transformarlo en un liquido denso, un semisélido o incluso un

solido.

Son sistemas dispersos, por lo general transparentes o translucidos, formados por liquidos
(hidrofilos o hidréfobos) a los que se adicionan substancias de naturaleza coloidal capaces de
formar una estructura continua, cuya naturaleza y caracteristicas definen las propiedades
reoldgicas del conjunto. (MARTINEZ, 2012)

2.3 EMULSIONES

Las emulsiones son sistemas heterogéneos de dos (simples) o mas fases liquidas (mdaltiples),
constituidaspor una fase continua, hidrdéfila o lipéfila, y, al menos, una segunda fase dispersa
en la primera, bajo la forma de finisimas particulas, que se oponen y se rechazan entre si, sin
mezclarse en reposo, separandose por una intercapa lo mas pequefia posible. Constituyen la

forma cosmética mas comun y de mayor aceptacion por parte del consumidor(OLMO, 1995),

2.3.1 Ventajas de las emulsiones

De acuerdo a Ponce, 2014 se tienen las siguientes ventajas al formular emulsiones
(PONCE, 2014):

Compatibilizacion fisica de componentes.
e Control de las caracteristicas fisicas.

e Facilita la aplicacion y manejo de compuestos.
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Incrementa la aceptacion de compuestos.
e Incrementa la permanencia de perfumes y aromas.
e Incrementa la seguridad del manejo de elementos.

e Aspectos econdmicos.
2.3.2 Tipos de emulsiones

Las emulsiones que se utilizan en cosmética consisten en una fase acuosa polar y una fase
oleosa no polar, en donde la fase dispersa, discontinua o interna es el liquido desintegrado en
glébulos y el liquido circundante es la fase continua o externa, segln estas fases se forman
emulsiones aceite en agua (O/W), cuando la fase dispersa es el aceite, y, emulsiones agua en
aceite (W/O), en donde se da el caso contrario. (PARUTA, 2008)

2.3.2.1 Emulsién O/W

En esta forma de emulsion, las gotitas oleosas de la preparacion se sitdan dentro de la fase
acuosa. Estas emulsiones se absorben rapidamente en la piel, no dejan residuos grasos, se
extienden sobre la piel, la parte acuosa se evapora generando un efecto refrescante. La fase
oleosa interna hidrata y engrasa la piel. Ejemplo de este tipo de emulsiones son las cremas
limpiadoras, humectantes, y para el cuidado diario normal. (PARUTA, 2008)

2.3.2.2 Emulsion W/O (agua en aceite)

En éstas, la fase interna consiste en gotitas de agua rodeadas por la fase oleosa. Las
emulsiones agua en aceite no se absorben con tanta rapidez en la piel. Forman una pelicula
oleosa protectora (efecto oclusivo) que reduce la pérdida transepidérmica de agua (TEWL).
Garantizan una intensa hidratacién cutanea y generan un cociente aceite/humedad equilibrado.
En funcidn de estas caracteristicas, las emulsiones agua en aceite son muy eficaces en el
tratamiento de procesos cutaneos secos. Son adecuadas para liberar principios activos en la

piel y no pueden ser lavadas con agua sola. (PARUTA, 2008)
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2.3.2.3 Emulsion W/OW (agua en aceite en agua):

A mas de las emulsiones agua en aceite (W/O) y aceite en agua (O/W), existen las emulsiones
agua en aceite en agua (W/O/W) son emulsiones multiples, en las que gotitas de aceite que

contienen gotitas de agua se dispersan en una fase acuosa contigua; (PARUTA, 2008)

2.3.3 Componentes de las emulsiones cosméticas
2.3.3.1 Fase acuosa (WILKINSON, 2008)

Constituida en su mayor parte por agua, la cual debe tener un bajo contenido de minerales,
por esta razon es que debe usarse agua desionizada y microbioldégicamente pura, para evitar
inconvenientes de desestabilizacion de las férmulas. Por lo general, en esta fase suelen ser
incorporados agentes humectantes (glicerina, propilenglicol, etc.), coloides hidrofilos que
dificultan los fendmenos de coalescencia, aportando estabilidad a las emulsiones o/w
(derivados de celulosa, gomas, carbémeros, quitosano, etc.). (DEL POZO, JUVE, &
VISCASILLAS, 2007)

2.3.3.2 Fase oleosa (DEL POZO, JUVE, & VISCASILLAS, 2007) (GODOY, SALINAS,
& VELASCO, 1994)

En la mayoria de formulaciones se considera la adiciébn de componentes de este tipo para

producir un efecto emoliente, renovando la flexibilidad y suavidad de la piel.
Entre los posibles componentes de esta fase destacan los siguientes:

Parafinas y vaselinas: actian como diluyentes de componentes de naturaleza poco
polar.

e Aceites vegetales: integrados en la formulacion por sus propiedades emolientes y en
algunos casos por propiedades cosméticas especificas.

e Ceras: incrementan notablemente la viscosidad de la fase oleosa, confieren brillo en
cremas y mejoran el sensorial de aplicacion.

e Alcoholes grasos: son agentes estabilizadores de las emulsiones que actlan como

coemulgentes.
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Lanolina y derivados: por sus propiedades de emoliencia y lubricidad.

Siliconas: modulan la oclusividad de los otros componentes de la fase oleosa.
2.3.3.3 Emulsionantes

Son considerados como una tercera fase de la emulsion y su funcion es estabilizar las
emulsiones al proveer de una barrera fisica en la interfase que no sélo reduzca la probabilidad
de su ruptura, sino que realmente prevenga que las gotitas se toquen unas con otras, al mismo
tiempo que se hace més facil la emulsificacion al reducir la tension superficial interfacial. Los
principales emulsionantes son los tensoactivos que disminuyen la tension superficial.
(WILKINSON J., 2008)

2.3.3.3.1 Clasificacion de los agentes emulsificantes: (GODOY, SALINAS, &
VELASCO, 1994)

e Anionicos: son aquellos que se caracterizan por poseer un grupo polar capaz de
ionizarse en solucion acuosa, adquiriendo una carga negativa.

e Cationicos: se caracterizan por su grupo polar hidrofilico que se ioniza al disolverse
en un medio acuoso, adquiriendo una carga positiva.

e No io6nicos: son los méas usados en Farmacia por ser mas compatibles, de baja
toxicidad y més estables, entre ellos tenemos los alcoholes de larga cadena, como el
colesterol, derivados del sorbitan (span, tween).

e Anfoteros: se caracterizan por poseer un grupo polar hidrofilico y un grupo catiénico
y aniénico como por ejemplo la lecitina.

e Modificadores de la viscosidad: Cuasi emulsionantes, pseudo emulgentes se usan
Unicamente en emulsiones de uso interno, para tener emulsiones liquidas-fluidas.
Actlan a nivel de la interfase, pero no disminuyen la tension superficial, solamente
aumentan la viscosidad y coadyuvan a mantener la estabilidad del preparado, evitando
que los glébulos sedimenten, formando peliculas multimoleculares.(WILKINSON,
2008)
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2.3.4 Sistema H.L.B.

El equilibrio hidrofilico- lipofilico es una propiedad importante del emulsionante puesto que
determina el tipo de emulsidn que se va a preparar. Atlas Chemical Company, ha ideado una
escala lineal que permite que el equilibrio total de cada emulsionante se pueda expresar como
un namero sencillo: el namero H.L.B. cuyas siglas significan Hydrofilic-Lipofilic-Balance, es
el peso por ciento del contenido hidréfilo de la molécula dividido por un factor arbitrario de 5.
Asi, si un emulsionante no iénico fuese 100 por ciento hidrofilico, tendra un valor HLB de
100/5 o 20. Por tanto, la escala HLB se extiende (en teoria), desde 20 para una molécula
totalmente hidrofila, hasta O para una totalmente lipofila. El valor HLB solo puede
determinarse de este modo sencillo en los emulsionantes no ionicos. Para los emulsionantes

anionicos y cationicos, el valor numérico es superior a 20. (WILKINSON, 2008)

De acuerdo al valor de HLB se define el tipo de emulsiones de la siguiente manera:

Tabla 1 Valores de HLB en funcion del tipo de emulsion

HLB Tipo de emulsiéon/uso

1-3.5 Antiespumantes

4-6 Emulsificante (agua en aceite)
7-9 Humectante

8-18 Emulsificante (aceite en agua)
13-15 Detergente

15-18 Solubilizante

Fuente: Emulsiones Farmacéuticas, Prof. Abraham Vega (VEGA & MIRANDA, 2009)

2.4 CONSERVADORES

Se utilizan para evitar el crecimiento de microorganismos que pueden desarrollarse en los
cosmeéticos porque en la mayoria de los casos el mayor componente es el agua que es un
medio propenso para su desarrollo. Ademas se debe considerar que los cosméticos estan
expuestos a agentes contaminantes durante su uso, como son el medio ambiente y el propio

consumidor.

Si un cosmético no tiene suficiente cantidad de conservantes, los microorganismos se

multiplicarian en gran namero y el producto sufriria un deterioro que puede manifestarse
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como separacion de fases de la emulsion, presencia de moho, pérdida de viscosidad, cambios

de olor o color, enranciamiento, aparicion de tinciones, etc.

Otros conservantes muy utilizados en cosmética son los derivados de parabenos, triclosan,
Metilcloroisotiazolinona y Metilisotiazolinona (Khatén CG). (BALDRICH, 2012)

2.5 SELECCION DE MATERIAS PRIMAS EN LA PRESENTE INVESTIGACION

El objetivo de esta investigacion es evaluar la actividad antifungica in vitro utilizando las
concentraciones de principio activo definidos en el estudio de Ayala y Vasquez en 2014,
aplicandolas en formulas cosméticas. Por este motivo, es que las formulaciones de esta
investigacion son basicas en lo que se refiere al contenido de componentes que mejoren
propiedades sensoriales y se prescinde del uso de conservantes, justamente para evitar falsos
positivos y evidenciar la actividad antifungica de estos activos cuando estan presentes en una

formulacion cosmética.

Una vez comprobadas las hipotesis de este trabajo, es posible mejorar las propiedades

sensoriales y conservantes de formulas cuyo fin sea la produccién en gran escala.

Uno de los criterios de seleccion de las materias primas, fue la disponibilidad de ellas en el

mercado nacional para el caso de los componentes de la fase oleosa.

Se considera también la seleccion de la materia prima quitosano, la cual fue obtenida en esta
investigacion por procesos de hidrdlisis acida y alcalina a partir de caparazones de camarén de
acuerdo al procedimiento de extraccidn de quitina y desacetilacion de la misma,presentado en
la tesis de Davila en 2010 (DAVILA, 2010). El quitosano es considerado como un coloide
hidréfilo, lo cual brinda propiedades de estabilizacion de formulaciones cosmeéticas.
(KLINKESORNA, 2013). Ademas, se conoce que el quitosano tiene actividad antifingica
(PENA, SANCHEZ, & CALAHORRA, 2013), por lo que en la presente investigacion son
considerados blancos negativos que contienen este principio para poder evaluar la sinergia que
tiene este, frente a los activos de este estudio y ver si puede repotenciarse la actividad en

conjunto de estos en las formulaciones.

16



La utilizacion de parejas de emulsificantes en esta investigacion, fue considerada en funcion
de la disponibilidad de ellos en el mercado, ademas de que la mezcla de los diferentes
emulsificantes ofrece una alternativa de formulacion cuando no se tiene uno con el valor
deseado de HLB para un sistema particular. Por esta razon, es que se seleccionaron parejas de
emulsificantes cuyo HLB se encuentre entre 8-10, para asegurar de este modo una adecuada

emulsificacién o/w.

Tabla 2Materias primas utilizadas en la formulacidn cosmética del presente trabajo de investigacién

Cremas Geles Lociones

Chitosan (Quitosano) Carbomer (Carbopol 980) Chitosan (Quitosano)

Cetyl alcohol (Alcohol cetilico)

Lanoline (Lanolina)

Lactic acid (Acido lactico) Dimethicone (Dimeticona)

Paraffinum liquidum
(Aceite de vaselina)

Polysorbate 80 (TWEEN 80)

Propylene glycol Propylene glycol Lactic acid (Acido lactico)
(Propilenglicol) (Propilenglicol)

Steareth-2

Steareth-21

Stearic acid Triethanolamine

Stearyl alcohol (Trietanolamina)

(Alcohol estearilico)

Elaborado por: Las autoras

A continuacion se encuentran detalladas las propiedades de las materias primas mencionadas

ordenadas alfabéticamente de acuerdo a su nomenclatura INCI:
2.5.1 Carbomer
Nombre comercial: Carbopol

Carbomer es un término utilizado para una serie de polimeros principalmente a base de acido
acrilico. Los carbomeros se presentan en forma de polvo blanco, utilizados con frecuencia en
formulaciones de geles en cosméticos y productos de cuidado personal. Los carbdmeros se

pueden encontrar en una amplia variedad de tipos de productos.
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En su estructura molecular cuenta con gran cantidad de grupos carboxilo, propiedad que le
permite aumentar su volumen en presencia de agua. Al disolverse en el agua, las moléculas de
carbopol cambian su configuracion e incrementan la viscosidad del liquido, dando lugar a la
formacion de un gel. Las reacciones de neutralizacién en medios acuosos permiten que el
carbopol  se  hinche incrementando  su  volumen,  simultaneamente  que
su viscosidad.(COSMETICS INFO, 2008)

2.5.2 Chitosan
Nombre comercial: Quitosano

Es un aminopolisacarido derivado del exoesqueleto de crustaceos, es considerado
biorenovable, biodegradable, biocompatible, bioadhesivo y no tdxico. Estas propiedades hacen
gue sea un gran polimero natural valioso para aplicaciones farmacéuticas y cosmeéticas. El
quitosano y sus derivados tienen variadas aplicaciones en formulaciones cosméticas de
cuidado de la piel, cuidado del cabello y productos de cuidado oral, ya que se le atribuyen
propiedades de modificador reoldgico, de retencion de humedad, liberador controlado de
principios activos y estabilizante de emulsiones. (SHIGEIRO & KEIJI, 1991)

Ademas, al quitosano de bajo peso molecular y alto grado de desacetilacion, se le atribuyen
propiedades bactericidas y antifungicas (PARK, KIM, & PARK, 2008).

Ademas de acuerdo a la literatura cientifica, recomiendan el uso de quitosano en
formulaciones no s6lo porque les aporta estabilidad, sino porque se menciona que este en la
proporcion adecuada junto con principios activos antimicoticos (clotrimazol, ketoconazol,
etc.) puede repotenciar su actividad. (BHUPENDRA & PRAJAPATI, 2010)

Por esta razon es que es incorporado como parte de los componentes de las diferentes
formulaciones, con la posibilidad de aumentar el efecto antifungico de los activos naturales

analizados.
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2.5.3 Cetyl alcohol
Nombre comercial: Alcohol cetilico

También conocido como 1-hexadecanol o alcohol palmitilo, es un alcohol graso con la
formula molecular CH3 (CH3)15s0H. Se utiliza para dar consistencia, emoliencia y estabilidad a

las emulsiones.

En la industria cosmética se usa como un opacificante en shampoo, 0 como un emoliente,
emulsionante 0 agente espesante en la fabricacion de cremas para la piel y lociones,
proporciona una sensacion suave y nutritiva. Esta indicado para todo tipo de piel pero

especialmente para pieles secas, ya que previene la deshidratacion.

Se utiliza normalmente entre un 2 - 5% en combinacion con otro emulsionante y se incorpora

en la fase oleosa, en emulsiones de aceite en agua. (DAVIS, 2015)

2.5.4 Dimethicone

Nombre comercial: Dimeticona

Las dimeticonas y otras siliconas son inertes, hidrofobas aunque no grasas, y tienen una
tension superficial baja. Se usan en la preparacion de barreras topicas para la preparacion de la

piel contra irritantes solubles en agua.
En cosmética se usa:

e Como antiespumante, requiriéndose muy pequefias cantidades.

e En preparados para la piel forma una pelicula protectora no grasienta que resiste el
agua y los irritantes transportados por ella, y sin embargo, permite la transpiracién
cutanea. Ademas posee propiedades emolientes y confiere propiedades de
hidrorepelencia.

e En preparados para el cabello, aporta lubricacion, brillo, suavidad y resistencia a la
humedad.
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En preparados antiperspirantes y desodorantes, disminuye el efecto blanqueante de las
sales antiperspirantes, ademas de actuar como emoliente y lubricante. (ACOFARMA,
2010)

2.5.5 Lactic acid
Nombre comercial; Acido lactico.

El acido lactico es un alfa-hidroxiacido (AHA) que forma parte del Factor Hidratante Natural
(NMF), y se utiliza en cosmética como hidratante, astringente y como renovador celular (el pH
de mayor actividad se sitda en 3.8). A dosis bajas es hidratante y astringente, y a dosis mas

elevadas produce un efecto "peeling" de renovacion celular.

También se utiliza para llevar a pH fisioldgico o corregir el pH de distintas formas cosméticas

como champus, emulsiones, lociones jabonosas, geles, etc. (ACOFARMA, 2007)
2.5.6 Lanoline
Nombre comercial: Lanolina.

Es una cera natural producida por las glandulas sebaceas de algunos mamiferos, especialmente
del ganado ovino, también Ilamada grasa lanar (cuando esta en crudo), Adeps Lanae, cera de
lana 0 grasa anhidra de la lana, se trata de una sustanciagrasa de textura similar a la de la
vaselina, translicida, cerdlea, untuosa, pegajosa y amarillenta, casi inodora en sus mejores
calidades, que se derrite entre 36° y 41,5° C. Abunda en la lana del ganado ovino en general,

pero suele obtenerse de la lana del cordero del género y especie Ovisaries (L).

Es un poderoso hidratante, emoliente y emulsificante agua/aceite (w/0). Actla como
humectante, suavizando y proporcionando textura a la piel. Aporta funcionalidad al producto
terminado. Util en productos para el cuidado de la piel, cabello, cosméticos color y jabones
grado economico. (CRODA, 2014)
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2.5.7 Paraffinum liquidum
Nombre comercial: Aceite de vaselina

Aceite altamente refinado de petréleo que consiste en una combinacion compleja de
hidrocarburos obtenida del tratamiento intensivo de una fraccién de petroleo con acido
sulfurico y o6leum, o por hidrogenacion, o por una combinacion de hidrogenacion y

tratamiento con &cido.

Utilizado en la formulacion de cosméticos por sus propiedades antiestaticas, emolientes y de
proteccién de la piel. (COSING-COSMETICS, 2009)

2.5.8 Polysorbate 80
Nombre comercial: Tween 80

Es un surfactante no ionico y emulsificante utilizado en alimentos y cosméticos. Se le conoce
también  como  Polisorbato80, @PEG  (80)  sorbitinmonooleato, = monooleato
depolioxietilensorbitan. Peso especifico: 1.07 (25°C), HLB (hidrofilo-lipofilo) Valor: 15.0

Ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones bioquimicas, incluyendo solubilizacién de las
proteinas, aislamiento de nudcleos de ceélulas, crecimiento de bacilos de tuberculosa,
emulsionantes y dispersantes en productos de medicamentos y alimentos.(SIGMA
ALDRICH, 2010)

2.5.9 Propylene glycol
Nombre comercial: Propilenglicol

Considerado como solvente para muchas sustancias quimicas organicas insolubles en agua.

Es un liquido claro, incoloro, ligeramente viscoso, totalmente miscible con agua.
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Ademéas entre sus aplicaciones es considerado como agente humectante, agente de
acondicionador de la piel, solubilizante y estabilizador de espumas. (DOW CHEMICAL
COMPANY, 2012)

2.5.10 Steareth-2
Nombre comercial: Steareth-2

Es un tensoactivono idénico suave. Posee propiedades humectantes, emulsionantes,
solubilizantes, acondicionadores y agentes de acoplamiento. Se utilizan en diversos articulos
de higiene personal y cosméticos tales como enjuagues en crema, acondicionadores, aceites de
bafio, cremas, lociones, desodorantes, antitranspirantes y productos para el afeitado. Es un

emulsionante auxiliar O /W.

El HLB de 4.9. La concentracion a utilizar es de 0.5 a 5 % (THE PERSONAL
FORMULATOR, 2015)

2.5.11 Steareth-21
Nombre comercial: Steareth-21

Es un emulsionante no idnico para cremas y lociones cosméticas y farmacéuticas. Es un sélido
blanco, con un tenue olor caracteristico, y se presenta en pellets. Tiene propiedades

humectantes, emulsionantes, solubilizantes, acondicionadores y agentes de acoplamiento.

Es un emulsionante primario O/W. HLB de 5.5. Se suele utilizar en un rango de
concentraciones entre 0,5-5% (THE PERSONAL FORMULATOR, 2015)

2.5.12 Stearic acid
Nombre comercial: Acido estearico

El &cido estearico posee propiedades emolientes y protectoras, impide la desecacion de la capa
cornea de la piel, y que se absorbe facilmente a traves de ésta.
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Se utiliza como emulgente para la formacion de cremas base, empleadas algunas veces como

emulsiones evanescentes, parcialmente neutralizadas. (ACOFARMA, 2008)
2.5.13 Stearyl alcohol
Nombre comercial: Alcohol estearilico

(También conocido como octadecilalcohol o 1-octadecanol) es un compuesto organico con la
férmulaCHs;-(CH,)-16CH,0H. Se clasifica como un alcohol graso. Tiene la forma de granulos
0 copos blancos, que son insolubles en agua. Posee una amplia gama de usos como un
ingrediente en lubricantes, resinas, perfumes y cosméticos. Se utiliza como un emoliente,
emulsionante yespesante enunglentos de diversos tipos, y es ampliamente utilizado como un
recubrimiento del cabello en los shampoo y acondicionadores para el cabello. Tiene baja
toxicidad.(CRODA, 2014)

2.5.14 Triethanolamine

Nombre comercial: Trietanolamina

Liquido claro, viscoso e incoloro, el cual forma emulsiones mediante la reduccion de la
tension superficial de las sustancias a emulsionar de manera que los ingredientes solubles en
agua y solubles en aceite se pueden mezclar juntos. También se utilizan para controlar el pH
de cosméticos y productos de cuidado personal.(COSMETICS INFO, 2013)
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2.6 PRINCIPIOS ACTIVOS ANTIFUNGICOS

2.6.1 Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Figura N° 2Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

d

Fuente: Andrea Buestan y Ana Guaraca

Arbusto de una altura de 1 a 3m, presenta ramas grises, hojas aromaticas, opuestas de color
verde brillante, con bordes dentados y envés claro. Las flores son tubulares, en espigas
solitarias, de tonalidad fucsia y bracteas marron oscuro. El fruto es de color negro y contiene
una semilla pequefia oscura en su interior. Crece en la region interandina del Ecuador, entre
3000 a 3700m sobre nivel del mar.

Propiedades y usos

Tradicionalmente se le atribuyen propiedades variadas tales como: cicatrizante, en lavados
antisépticos, en infusion sirve para evacuar calculos biliares, para aliviar o curar enfermedades
del tracto respiratorio y en dolencias gastrointestinales, dolor de cabeza, ademas tiene
propiedades astringentes, antireumaticas, antimicrobiales. (ACOSTA & SOLIS, 1992)
(VALENCIA, PITMAN, LEON, & JORGENSEN, 2000)
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Composicion quimica

El componente activo mas importante del matico es el tanino que se encuentra en una
concentracion del 5.7%, al cual se le atribuye las propiedades cicatrizantes. También contiene

cumarinas, flavonoides, esteroides, alcaloides, triterpenos, saponinas y fenoles.(CRUZ, 2009)

En un estudio publicado en 2014, fueron identificados dos diterpenoides labdano de las partes
aéreas de Aristeguietia glutinosa Lam a los cuales demuestran la inhibicién de la actividad de
la deshidrogenasa mitocondrial del parasito responsable de la enfermedad de Chagas y la
inhibicion de la biosintesis de esteroles de la membrana de T. curzi. (VARELA, SERNA,
TORRES, YALUFF, & OTROS, 2014)

Actividad farmacoldgica

El extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Aristeguietia glutinosa Lam ha sido
probado contra las bacterias (B. subtilis, S. epidermidis, S. aureus , E. coli ,P. aeruginosa , K.
pneumoniae y S. typhi ) y hongos (T. rubrum , y M. canis ) mostrdndose excelentes resultados
de inhibicion. (VARELA, SERNA, TORRES, YALUFF, & OTROS, 2014).

De acuerdo al estudio de Ayala, Vasquez en 2014 se evidencia la actividad antifungica del
aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) en un rango de concentraciones de 2-
5%.
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2.6.2 Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Figura N° 3Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Fuente: Marco Ibarra y Erika Paredes

Es una especie nativa de la Cordillera de América del Sur y crece entre los 2.500 y 3.000
metros sobre el nivel de mar. Crece en toda la region interandina del Ecuador, sobre todo en la
region central y norte.

Se trata de unarbusto de 0.50 a 1.50 m de altura, ramas imbricadas en la base, las superiores
con cicatrices foliares, el cual presenta capitulos unisexuales, monoicos de flores
submasculinas indeterminadas en nimero, todas hermafroditas, estériles y de flores femenina,
1- 4 apétalas. (CRUZ, 2009)

Propiedades y usos

En la Enciclopedia de Plantas Utiles del Ecuador, De la Torre y Navarrete en 2008, hacen una
recopilacién de los principales usos que le dan a esta especie, entre ellos(DE LA TORRE &
NAVARRETE, 2008):

e Utilizado como insecticida para eliminar pulgas, piojos, moscos y chinches de las
viviendas en las poblaciones Kichwa de la Sierra Ecuatoriana.
e Para el tratamiento de hemorroides, retrasos de menstruacion, reumatismos, disenteria,

dolores musculares y catarros sanguinolentos (Etnia no especificada en Carchi).
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Abortivo (Etnia no especificada en Pichincha).
e En el tratamiento de abscesos (etnia no especificada-Chimborazo).

¢ Planta macerada es utilizada como antimicético (etnia no especificada-Tungurahua).

Composicion Quimica

En los estudios quimicos y bioldgicos realizados por Vera en 2008 de varios extractos de
Marco (Ambrosia arborescens Mill), se caracterizaron 5 sesquiterpen lactonas y 5 compuestos
fenolicos: benzyl [3-D-glucopyranoside0.25%; 3,4,5,7-tetrahydroxy-3-6-8-trimethoxyflavone
4.5%; limocitrin 8.5%; salicylic acid 0.62% y p-hydroxyacetophenone 0.8%(VERA, 2008). En
el estudio de Cruz en 2009, se determina la presencia de algunos alcaloides como
psilostachina, damsina.(CRUZ, 2009)

Actividad Farmacoldgica
La psilostachina es activa frenta a afidos (Macrosiphumeuphorbiae) y &caros
(Tetranychusurticae), mientras que la damsina muestra actividad antitumoral y
moluscicida.(CRUZ, 2009)

En el estudio realizado por Ibarra y Paredes en 2013 se demuestra que el extracto blando de
Marco (Ambrosia arborescens Mill) inhibe el crecimiento bacteriano de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis replicandose
esta inhibicion en una formulacion de jabon liquido que contenia este activo.(IBARRA &
PAREDES, 2013)

En el estudio realizado por Ayala y Vasquez en 2014 se demuestra que el extracto blando de
Marco (Ambrosia arborescens Mill), inhibe el crecimiento de los hongos responsables de
dermatomicosis: Trichophyton mentragrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis y
Candida albicans en un rango de concentraciones de 300 a 700pm. Mientras que para
el.(AYALA & VASQUEZ, 2014)
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2.7 ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR HONGOS

Las micosis son infecciones producidas por hongos que tienen la capacidad de rebasar las
barreras que utiliza el organismo para protegerse de las infecciones producidas por cualquier
agente agresor como lo son la piel y las mucosas. En el caso de las micosis superficiales los
agentes causan lesion por alteracion de esta barrera (piel), o por mecanismos propios del
agente como sus factores de patogenicidad. (BELENO, 2013)

2.7.1 Clasificacion de las micosis superficiales

Las micosis superficiales segun el agente etioldgico se clasifican en:
Micosis dermatofiticas
Micosis no dermatofiticas

Las micosis producidas por dermatofitos se caracterizan por afectar la piel y sus anexos (pelo,
ufia). En este caso los dermatofitos cuentan con una enzima denominada queratinasa, la cual
permite al hongo mayor invasividad del tejido. Las dermatofitosis son producidas por hongos
dermatofitos pertenecientes a tres géneros hasta ahora conocidos como son Trichophyton,
Microsporum, o Epidermophyton, los cuales segin su ecologia pueden ser antropofilicos
cuando tienen al hombre como su huésped principal, los zoofilicos pueden infectar a animales
inferiores, y también infectar a los humanos, los geofilicos viven en la tierra como saprofitos

pero pueden infectar a animales inferiores y a humanos.

Las lesiones producidas por dermatofitos son denominadas Tineas o Tifias, se caracterizan por
producir prurito, descamacion, borde eritematoso cuando se trata de la piel, en el caso de las
ufias provoca cambios en la lamina ungueal, con engrosamiento, opacidad, y puede llegar al
desprendimiento completo sin provocar dolor, y en el caso del cuero cabelludo se puede
observar descamacion y afectar al foliculo piloso tanto externamente (ataque ectotrix) como
internamente (ataque endotrix).(GONZALEZ, 2005)
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En nuestro medio los dermatofitos frecuentemente aislados pertenecen a los géneros
Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton, cada género con sus respectivas especies,

COMo Se muestra a continuacion:
Epidermophyton: Epidermophyton floccosum
Microsporum: Microsporum canis
Microsporum gypseum
Trichophyton: Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans

Los dermatofitos son hongos que caracteristicamente producen lesiones superficiales
aprovechando situaciones como traumatismo, maceracion que van a favorecer la
contaminacion con el agente, la incubacion (alrededor de cuatro dias), luego expansion y
diseminacion de las lesiones que varia desde algunas semanas a tres o cuatro meses, las
manifestaciones se comienzan a observar cuando la velocidad de crecimiento del hongo iguala

0 sobrepasa la renovacion de las estructuras afectadas. (GONZALEZ, 2005)

Las lesiones producidas por dermatofitos pueden afectar tanto la piel como sus anexos, (pelo y
ufia), ocasionando dafio en los tejidos queratinizados, en la estructura normal de las mismas
provocando la descamacidon de ese tejido superficial, y toma el nombre segun el area
anatémica que se encuentra afectando, por ejemplo tifia de la cabeza, de la barba, del cuerpo,
de las manos, inguinal o crural, del pie, de las ufias. Asi entonces en la piel la lesién se
caracteriza por comenzar muy pequefa y progresivamente se va extendiendo desde el punto de
inicio presentando borde eritematoso, elevado, pruriginoso, a nivel del pelo del cuero
cabelludo, puede afectar tanto externa como internamente, afectando la cuticula del mismo
con posterior fractura, por lo que macroscopicamente se observa una zona de pseudo alopecia
(caida parcial del pelo)(BELENO, 2013)
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Existe otro grupo de micosis superficiales que pueden afectar al hombre que se encuentran
fuera de esta clasificacion de dermatofiticas y no dermatofiticas como son las micosis
oportunistas, causadas por agentes que generalmente son saprofitos ya sea en el ambiente o en
la flora normal pero aprovechan condiciones de labilidad del sistema inmunoldgico del

paciente para provocar su lesion.

A continuacion se muestra una tabla que representa la clasificacion de las micosis, los agentes
que las producen y los tipos de lesion:

Tabla 3 Clasificacion de las Micosis.

Micosis Agentes etioldgicos Area que puede Tipo de lesion
superficiales afectar
Dermatofiticas
Tinea o tifia Epidermophyton Avreas de piel En piel se caracteriza por lesion
floccosum desprovistas de descamativa, pruriginosa, borde bien
vello, pies, ufias. definido eritematoso. En el pelo puede
Microsporum canis Cuero cabelludo, producir ataque ectotrix o endotrix, con
cabello, ufias, piel fragmentacion del cabello, y en las ufias
desprovistas de vello pueden presentar cambio de sus
Microsporum gypseum Piel desprovistas de caracteristicas normales, pierde su brillo,
vello. su textura y se van desprendiendo del
Trichophyton Cuero cabelludo, piel lecho ungueal.
mentagrophytes de la barba, piel
desprovista de vello,
pies ufas.

Trichophyton rubrum Piel de la barba, piel
desprovista de vello,

pies ufias.
Trichophyton tonsurans Cuero cabelludo,
cabello.
No Dermatofitica
Pitiriasis Malassezia furfur, Piel de cara, cuello, Manchas de hipo o hipercrémicas en las
versicolor Malassezia ovalis térax, miembros zonas descritas.
superiores.
Tifia negra Cladosporium werneckii Palmas Mancha hipercrémica en palma de manos
Pilonodosis Trichosporum beigelli Avreas con vello Nodulo color claro alrededor del vello
(Piedra blanca, como axila, pubis.
Piedra negra) Piedraia hortae Pelo del cuero El cabello presenta nédulo de color
cabelludo. 0scuro
Oportunistas
Candidiasis Candida albicans y Mucosa oral, tracto | Lesiones en la mucosa denominadas aftas,
otras especies digestivo, piel, tracto | redondeadas tipo Ulcera, muy dolorosa, en
vaginal. la piel se caracteriza por lesiones
himedas, dolorosas.
Otomicosis Aspergillus y sus Oidos Lesiones descamativas, pruriginosas en
especies conducto auditivo externo
Queratomicosis Fusarium y sus especies Epitelio corneal Lesion ulcerativa que progresivamente va

opacando la cornea
Fuente:Dra. M Allevato. (ALLEVATO M, 2007)
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2.7.2 Caracteristicas de los Hongos Dermatofitos estudiados

2.7.2.1 Microsporum canis
Son hongos filamentosos que afectan a la epidermis y anejos cutaneos. Su principal

caracteristica es que invaden las capas superficiales de la piel, pelos y ufas.

Producen manifestaciones clinicas muy variables, desde sintomas leves hasta lesiones

supuradas e inflamatorias intensas que reciben el nombre de dermatofitosis o tifias.

Afecta en el 90% de los casos a nifios de 1 a 10 afios, a un 3% de menores de 1 afio, y 3% de

personas entre 11 y 20 afos.

Estas tifias se caracterizan por una placa escamosa que puede alcanzar varios centimetros de
diametro.(BENEKE, 1980)

Causa de tifia en gatos, perros y monos. Puede no causar sintomatologia y ser colonizados del
pelaje de animales. Cuando se transmite al ser humano es una especie muy contagiosa que da
lugar a brotes epidémicos familiares o escolares. Provoca tifia capitis, tifias corporis

principalmente en nifios. Raramente es causa de onicomicosis.

Macroscépicamente son colonias con anverso lanoso o algodonoso blanco o de color gamuza

amarillento parduzco en el centro.
Manifestaciones clinicas:

a) Tifa capitis: en el 90% de los casos afecta a nifios de 1 a 10 afios. Se caracteriza por
una placa escamosa que puede alcanzar varios centimetros de diametro.

b) Tifa corporis: es una dermatofitosis de la piel lampifia con parasitacion de la capa
cdrnea y en ocasiones del pelo terminal

c) Tifa facial: es la infeccion de la cara por dermatofitos en nifios mujeres y varones.

2.7.2.2 Tricophyton mentagrophytes
Producen dermatofitosis de la piel cabelluda. Puede manifestarse por placas pseudoalopécicas
pequefias caracterizadas por una descamacion, pelos cortos, gruesos y quebradizos alternos

con pelos sanos, o bien por placas pseudoalopécicas (sin pelo) grandes, con multiples pustulas,
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formacion de abscesos, salida de exudado purulento. Se acompafia de adenopatia regional y
dolor.(BARAN, 2011)

2.7.2.3 Tricophyton rubrum

Hongo filamentoso con microconidios piriformes (de 3-5,5 x 2-3,5 um), sésiles sobre las hifas
formando racimos. Macroconidios muy escasos (de 40-55 x 6- 7,5 um), con varios tabiques,
de formas irregulares, de pared fina y lisa, al final de la hifa. Abundan las clamidosporas
intercalares, presencia de hifas en raqueta y ausencia de filamentos espirales. Crece bien en la
mayoria de los medios de cultivo comunes. Suele formar dos tipos de colonias: unas rojizas en
anverso y reverso y las otras blancas con el reverso de color rojizo (pigmento rojo frecuente).
Crecimiento rapido, aspecto finamente velloso, que va tomando un aspecto aterciopelado. La
superficie presenta surcos radiales poco profundos. Los bordes suelen ser netos y las
prolongaciones radiales le dan aspecto desflecado. Cuando las colonias son blancas presentan
mayor micelio aéreo que les da un aspecto algodonoso. El reverso se tifie del pigmento rojo
que se difunde hasta los bordes formando una franja roja que rodea la masa blanca central.
(ARISTEGUI, 2013)

Es la causa mas frecuente de enfermedades de la piel como el pie de atleta, prurito de Jockey y
tifa y enfermedades de las ufias. Causa el 80 % de las dermatofitosis que afecta piel y ufias y

su distribucion es mundial.
Tiene las siguientes formas clinicas:

1) Dermatofitosis de piel cabelluda: puede presentarse como placas pseudoalopécicas
pequefias, caracterizadas por descamacion, pelos cortos, gruesos y quebradizos alternos
con pelos sanos, 0 zonas pseudoaopécicas grandes con abscesos. Se acomparia de
adenopatia regional y dolor a la digito presion

2) Dermatofitosis del cuerpo: se presentan placas escamosas, rodeadas por un borde
levantado eritematosos con pustulas y/ o vesiculas. Ocasionan prurito.

3) Dermatofitosis inguinal: predomina en el sexo masculino. Se inicia en el pliegue
inguinal y se extiende hacia la cara anterior del muslo y posteriormente al pubis,

abdomen y pliegues intergluteos.
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4) Dermatofitosis de la mano: afecta principalmente la cara palmar de la mano, es
unilateral y se caracteriza por descamacion difusa con aumento de lineas de la piel.
Prurito inconstante.

5) Dermatofitosis de los pies: puede presentarse en tres formas clinicas: a) vesiculosa, que
es la méas frecuente en las &reas de no apoyo del pié, b) interdigital y c)
hiperqueratdsica.

6) Dermatofitosis de las ufias: la forma clinica de la distrofia ungueal es la onicomicosis
subungueal distal lateral, ufias engrosadas y formacion de lineas longitudinales
blanquecino amarillentas, cambio de coloracion de las wufas y ufias
pulverulentas.(NAVARRETE, 2008)

2.7.2.4 Candida albicans

Es un hongo levaduriforme que comunmente infecta la piel. Es bastante comin y puede
comprometer casi cualquier area de la piel en el cuerpo. Casi siempre se presenta en areas

hamedas, calientes y con pliegues como las axilas y la ingle.(MEDLINEPLUS, 2012)

Las infecciones causadas por levaduras, sobre todo la Candida albicans, afectan a la boca,
donde se forman aftas o llagas blancas, acompafiadas de picor, inflamacion y malestar al
comer, Yy a la zona vulvovaginal, ocasionando secreciones vaginales anormales, escozor y

malestar durante las relaciones sexuales y la miccion.

Candida albicans suele presentarse como una célula oval con un tamafio medio de 2 a 4
micras; sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado formas filamentosas

cuyos extremos presentan diametros de 3 a 5 micras.

El hombre es el principal reservorio de este tipo de hongo. Podemos encontrarlo de forma
habitual en piel, estomago, colon, recto, boca y garganta de individuos sanos, en principio no
es patogeno, ya que la flora bacteriana beneficiosa y el sistema inmunitario limitan su

crecimiento y frenan su excesiva proliferacion, manteniendo asi un equilibrio.

Ahora bien, si el equilibrio existente se rompe Candida albicans empieza a proliferar y puede

dar lugar a un conjunto de enfermedades denominadas Candidiasis o micosis candidiasica, que
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pueden consistir en leves infecciones de mucosas y piel o desencadenar diseminaciones

sistémicas graves, pudiendo afectar 6rganos vitales.(CASTRO, 2011)

2.8 ANTIMICOTICOS

Antifungicos es una sustancia que elimina o detiene el crecimiento de hongos. Agente
antifangico o antimicotico engloba cualquier sustancia capaz de producir una alteracion tal de
las estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad
0 capacidad de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento
de los sistemas de defensa del huésped (Stuttman y Fishbein, 1967)(CRUZ, 2009)

2.8.1 Clasificacién

Los antimicdticos pueden clasificarse segun criterios convencionales que atienden con el
grupo quimico al que pertenecen en: polienos, azoles, alilaminas, entre otros; de acuerdo con
su origen en sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimica; de
acuerdo con su espectro de accién en: amplio o restringido y de acuerdo con el sitio de accion
(ALLEVATO M, 2007)

Tabla 4Clasificacion de los antifingicos por su estructura

POLIENOS Nistatina, natamicina, anfotericina B

AZOLES Imidazol:  miconazol, clotrimazol, ketoconazol.
Triazoles: fluconazol, itraconazol, (ketoconazol).
Triazoles de segunda generacién: voriconazol,
ravuconazol, posaconazol

ALILAMINAS Terbinafina, naftifina

LIPOPEPTIDOS Papulacandinas. Triterpenosglicosilados.
Equinocandinas:  caspofungina,  anidulofungina,
micafungina.
PIRIMIDINAS Flucitosina.

OTROS loduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin.
Fuente:Prof. Dra. M. Allevato y col.Antifingicos (ALLEVATO M, 2007)

34



CAPITULO 3

3 AREA DE ESTUDIO Y METODOLOGIA

3.1 TIPO DE INVESTIGACION
El tipo de investigacion de este trabajo es de indole experimental.
3.2 POBLACIONY MUESTRA

Se tiene una poblacién de microorganismos causantes de dermatomicosis, la cual ha sido
detallada en el capitulo 2 y de esa poblacion se tiene una muestra que son los microorganismos

seleccionados para el estudio de la actividad antifungica.
3.3 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio de experimentos y andlisis posterior de datos, fueron llevados a cabo con la

plataforma estadistica del programa Minitab 15 (Minitab, 2006).
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3.3.1 Disefo Placket-Burmann

El Disefio Plackett-Burman es un tipo de disefio fraccional, que se caracteriza por producir
experimentos mas eficientes, pues cada observacion proporciona informacion sobre todos los
factores, y es factible ver las respuestas de un factor en diferentes niveles de otro factor en el
mismo experimento. La respuesta a cualquier factor observado en diferentes condiciones
indica si los factores actian en las unidades experimentales de manera independiente. La
interaccion entre factores ocurre cuando su interaccion no es independiente. Este disefio es
recomendable cuando se manejan muchos factores que influyen en un proceso, en espera que

solo unos cuantos sean importantes, los cuales son seleccionados en base a este tipo de disefio.

El objetivo de este disefio es determinar por medio de la estabilidad preliminar las

formulaciones adecuadas previa la evaluacion in vitro de la actividad antifingica.

Estableciéndose en base a los esquemas de formulacion un disefio experimental factorial

fraccionado Plackett-Burman:
3.3.1.1 Variable dependiente:

e Volumen de coalescencia
3.3.1.2 Variables independientes:

e Concentracion de la fase oleosa
La composicion de la fase oleosa corresponde a la mezcla de lanolina (35%), &cido
estearico (5%) y aceite de vaselina (60%).
En el presente estudio se realizaron formulaciones variando el contenido de la fase
oleosa en la formulacion, estableciéndose dos concentraciones de prueba: 20% y 40%.
e Concentracion de principio activo
Baséandose en el estudio anterior (AYALA & VASQUEZ, 2014)en donde se hacen
estudios de los rangos de concentracion Optimos para tener efecto antifingico. Se

establecen dos niveles de concentracion, para las formulaciones que contienen
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Ambrosia arborescensMill (Marco) de 500 y 700ppm; mientras que para las
formulaciones que contienen Aristeguietia glutinosa Lam (Matico) de 3 y 5%.

e Tipo de emulsificantes
Son establecidas las parejas de emulsificantes en funcion del valor de HLB 8.4, estas
parejas de emulsificantes son: steareth2 (64%) y tween80 (36%); steareth2 (67%) y
steareth21 (33%); steareth2 (64%) y alcohol cetilico (36%); steareth2 (57%) y alcohol
estearilico (43%).

e Concentracion de emulsificante
Se establecen dos niveles de la concentracion de la mezcla de emulsificantes de
acuerdo a las proporciones establecidas anteriormente, las cuales corresponden al 2% y
5% en la formulacion final.

e Concentracion de quitosano
Se establecen dos niveles de concentracion del quitosano en la formulacion, estos son
de 0y 2%.

Para poder establecer el disefio experimental debido a que se tienen cuatro niveles en “Tipo de
emulsificantes” el disefio se subdivide en dos disefios parciales: uno que contiene los tipos de
emulsificantes steareth2+tween80, steareth2+steareth21; y otro que contiene steareth2+alcohol
cetilico y steareth2+alcohol estearilico, para cada disefio parcial se establecen 14 corridas que
incluyen dos puntos centrales por bloque y dos réplicas, teniéndose un total de 28
formulaciones basadas en aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam y 28

formulaciones basadas en extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill).

3.3.2 Disefio Factorial

Se contempla ensayar también con otras formas cosméticas que contemplan geles con
carbémero y lociones basadas en quitosano, para evaluar la influencia que el tipo de forma
cosmeética tiene en la actividad antiflngica in vitro. Se trata de un disefio de dos factores para
formulas basadas en extracto blando de Marco(Ambrosia arborescens Mill) y otro similar
para aceite esencial de Matico(Aristeguietia glutinosa Lam), esta diferenciacion es realizada
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debido a que tienen rangos de concentracion diferentes para su aplicacion (Ayala & Vasquez,
2014), con dos niveles, es decir un factorial 2° teniéndose un total de 4 férmulas para el aceite
y 4 formulas para el extracto, con una réplica. Se considera un disefio factorial completo
debido a que se desea probar a mas de la estabilidad la accién antifingica y descartar que

exista problema con el tipo de formulacion por el vehiculo que lleva el principio activo.
3.3.2.1 Variable dependiente:

e Variacion de pH (ApH)
3.3.2.2 Variables independientes:

e Tipo de formulacién
Se considera una formula en gel y una formula en locion.
e Concentracion de principio activo
o Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam): 600-1200ppm

o Extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill): 4-8%

3.3.3 Evaluacion antifungica
3.3.3.1 Variable dependiente

e Inhibicion del crecimiento (halos) de especies de hongos Trichophyton mentagrophytes
ATCC 9533, Trichophyton rubrum ATCC 28188, Microsporum canis ATCC 36299,
Candida albicans ATCC 10231.

3.3.3.2 Variables dependientes

e Concentracion de aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) en la
formulacion propuesta
e Concentracion de extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) en la formulacion

propuesta
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3.3.3.3 Indicadores

e Factores fisicos: Temperatura en °C, tiempo de incubacién en horas, volumen del
medio de cultivo en mililitros.
e Factores quimicos: pH, volumen de disolvente en mililitros.

e Factores bioldgicos: didmetros de halos de inhibicion en milimetros

3.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

3.4.1 Descripcion del proceso de obtencion de activos naturales

A continuacion se describe brevemente la obtencion de los activos naturales guiados por los
estudios de Ayala, Vasquez en 2014 (AYALA & VASQUEZ, 2014):

3.4.1.1 Desinfeccion, limpieza y secado del material vegetal

El material vegetal debe ser acondicionado previo los diferentes métodos de extraccion, para
ello deben ser separadas las hojas de los tallos, procurando que estas no se encuentren
deterioradas, manchadas ni con evidencia de ataque de microorganismos. Posteriormente,
estas deben ser sumergidas en una solucion de hipoclorito de sodio al 1% en agua durante 10

minutos para reducir la carga bacteriana, enjuagar y secar a temperatura ambiental.

Para la extraccion del aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) se prefiere la
metodologia de destilacion por arrastre de vapor del material fresco, en el caso de Marco
(Ambrosia arborescens Mill) se prefiere la maceracion del material previamente secado, el

proceso de secado de este no debe exceder los 50°C.
3.4.1.2 Obtencion de extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Debe ser colocadas las hojas secas y trituradas en alcohol etilico en relacion 1:4, el recipiente
debe ser oscuro y de cierre hermético, ademéas debe asegurarse que el alcohol cubra
completamente el material vegetal, el tiempo de maceracion es de aproximadamente 72h con

agitacion ocasional.
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Transcurrido el tiempo de maceracion, el material es filtrado en papel filtro; el filtrado
obtenido se somete a extraccion del solvente por medio de un rotavapor al vacio, cuyas
condiciones de operacion no deben sobrepasar los 35°C, de este modo se obtiene una pasta

pegajosa y semiliquida.
3.4.1.3 Obtencion del aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

El material vegetal se coloca en un reactor de acero inoxidable hermético para destilacion,
suministrandose a este vapor de agua a una temperatura de 92°C. El vapor condensa a través
del refrigerante durante 45minutos hasta obtener la separacion del aceite esencial y agua.
Posteriormente, el aceite esencial debe ser separado por medio de un embudo de separacion y
el producto obtenido debe ser filtrado a través de un filtro de celulosa/sulfato de sodio

anhidro/celulosa a fin de eliminar cualquier material extrafio y el resto de humedad asociada.

3.4.2 Descripcion del proceso de obtencion de quitosano

3.4.2.1 Extraccion de quitina a partir de caparazones de camaron.

3.4.2.1.1 Acondicionamiento de la materia prima

Materiales: vasos de precipitacion de 1000mL, solucién hidréxido de sodio 0.1N

Equipos: Estufa MEMMERT modelo BE-400

Procedimiento:

Se llevo a cabo mediante el lavado de los caparazones con agua en donde fueron separados
parcialmente los residuos adheridos a ellos, siendo utilizada una solucién de NaOH 0.1N en la
cual fueron sumergidos los caparazones y puestos a reposar durante 24 horas. Posteriormente,
el material fue secado a 50°C durante 6 horas.

3.4.2.1.2 Desmineralizacion (Parada, Crespin, Miranda, & Katime, 2004)

Materiales: vasos de precipitacion de 1000mL, solucién éacido clorhidrico 1N, agua destilada
Procedimiento:

El principal componente inorganico de los caparazones de los crustaceos es el CaCOs, el cual

fue eliminado empleando una solucion de HCI 1IN en donde fueron sumergidos los
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caparazones por 3 horas a temperatura ambiente, la relacibn masa-volumen entre los
caparazones Y la solucion HCI 1N utilizada fue de 1:10. Luego, fueron lavados con abundante

agua destilada hasta neutralizacion de las aguas de filtrado (pH entre 6 y 7).

3.4.2.1.3 Desproteinizacién (Parada, Crespin, Miranda, & Katime, 2004)

Materiales: Solucion hidroxido de sodio 1N

Equipos: Equipo de destilacion (balones 1000mL y refrigerantes), plancha de calentamiento
con agitador magnético PC-Corning 420, Estufa MEMMERT modelo BE-400
Procedimiento:

El procedimiento utilizado consistié en tratar los caparazones de los crusticeos con una
solucion acuosa de NaOH 1N por medio de un reflujo durante 3 horas, con el fin de disolver la
proteina. Tomando en cuenta que tratamientos por largo tiempo o a temperaturas muy altas
pueden provocar ruptura de las cadenas y la despolimerizacién parcial de la quitina. La
relacion masa-volumen entre los caparazones y la solucion NaOH 1N utilizado fue de 1:15.
Posteriormente, se procedié a lavar con abundante agua destilada hasta neutralizacion de las

aguas de filtrado, para luego ser secado a 50°C

3.4.2.2 Obtencion de quitosano
3.4.2.2.1 Desacetilacion

Materiales: Solucién hidréxido de potasio 70%

Equipos: Equipo de destilacion (balones 1000mL y refrigerantes), plancha de calentamiento
con agitador magnético PC-Corning 420, Estufa MEMMERT modelo BE-200
Procedimiento:

Consiste en una hidrolisis fuertemente alcalina bajo las condiciones de tiempo de reaccién de
4 horas a una temperatura de 105°C utilizando KOH 70%. La relacion utilizada entre la
cantidad de quitina y el volumen ocupado de KOH 70% es de 1:20. Posteriormente fue lavado
el quitosano obtenido con abundante agua destilada hasta neutralizacion de las aguas de
filtrado. (DAVILA, 2010)
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3.4.2.2.2 Determinacion del grado de desacetilacion del quitosano obtenido

Materiales: Solucion &cido clorhidrico 0.3N, solucion hidroxido de sodio 0.1N

Equipos: Potenciémetro Jenway 3510, balanza analitica Mettler Toledo modelo ML204/01,
Procedimiento:

Se utilizd el método potenciométrico(Hidalgo, Suarez, & Ferndndez, 2008) para la
determinacion del grado de desacetilacion, para ello fueron solubilizados 0.5g de quitosano en
20mL de una solucion HCI 0.3N con ayuda de agitacion y calentamiento de 55°C durante 1
hora. Transcurrido este tiempo se procedié a realizar la titulacion con el potenciémetro Jenway
3510, utilizando una solucion NaOH 0.1N previamente valorada, con los datos obtenidos se
construy6 una curva pH vs Vnaon, e€n donde se visualizan los puntos de inflexion necesarios
para el célculo del grado de desacetilacion, los cuales son corroborados por medio de la
construccién de una curva dpH/dVnaon, con el valor de los puntos de inflexion obtenidos y

mediante la ecuacion 1, se determino el grado de desacetilacion de quitosano.

%NH2 — 16.1 X (Pto-inflexi()n mayor Pto-inﬂexién menor) X NNaOH

rrlasaquitosano

Ecuacion 1Formula de determinacion del grado de desacetilacién del quitosano

3.4.3 Acondicionamiento del extracto blando de Marco (Ambrosia arborescensMill)

Se realiza la dilucién de 2000mg del extracto blando de Ambrosia arborescens Mill (Marco)
en 20mL del diluyente Dimetilsulféxido (DMSO), obteniéndose asi una concentracion de
1000000ppm. Posteriormente se toman 0.3mL de esta solucion y se lleva a volumen de 30mL
utilizando propilenglicol, de este modo se tienen una solucion de 10000ppm, la cual sera la
solucién madre de partida para preparar las diluciones necesarias de principio activo en las
formulaciones.La solucion madre debe ser almacenada en refrigeracion (temperatura menor a
8°C). Las concentraciones utilizadas en la investigacion se definieron luego de la revision

bibliografica del estudio de Ayala, Vasquez 2014.
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CVy =GV,
Ecuacién 2F6rmula de calculo para realizar las diferentes diluciones

Siendo

C4: concentracion final en ppm

V;: volumen final en ml

C,: concentracion inicial, 10000ppm

V,: volumen de solucién de 10000ppm que debe ser afiadido para obtener la concentracion C,

3.4.4 Formulacion de emulsiones o/w

3.4.4.1 Disefo experimental para cremas

Debido a que se tratan de emulsiones o/w, se realizd un balance tanto para la fase lipofilica
como para las parejas de emulsificante, asegurando que el valor de su HLB sea de 8.4,

considerando que las emulsiones o/w tienen HLB con valores en el orden de 8 a 18.(VEGA &

MIRANDA, 2009)

El valor del HLB es calculado conociendo los valores individuales de HLB cada uno de los

componentes, los cuales son aditivos.

Siendo el valor de HLB de las materias primas utilizadas en este estudio las siguientes:

Tabla 5Valores de HLB para las diferentes materias primas utilizadas en el presente estudio

Materia Prima Valor de HLB
Lanolin 10
Stearic acid 15
Parafinum Liquidum 7
Steareth-2 4.9
Steareth-21 15.5
Polysorbate-80 15.0
Cetyl alcohol 15.0
Stearyl alcohol 14.0

Fuente:(FERNANDEZ, 2008) , (THE HERBARIE, 2004), (UNIDEMA, 2004)

Para calcular la composicion que deben tener la pareja de emulsificantes, se utilizan las

siguientes ecuaciones(CRODA, 2010):
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(X — HLBg) x 100

%A =

HLB, — HLBg

Ecuacion 3Calculo del componente A de la pareja de emulsificantes (CRODA, 2010)

Donde:

%A porcentaje del emulsificante A presente en la pareja de emulsificantes.

%B = 100 — %A

HLBg: corresponde al valor de HLB tetrico del componente B

HLBA: corresponde al valor de HLB teorico del componente A

Ecuacion 4Célculo del componente B de la pareja de emulsificantes (CRODA, 2010)

Donde:

%B: porcentaje del emulsificante B presente en la pareja de emulsificantes

Tabla 6F6rmula basada en la pareja de emulsificantes Steareth 2 y Steareth 21

Descripcion Porcentaje En Componentes
Formulacion
35% Lanolin -
. Factor variable 5% Stearic acid it
Fase Lipofilica 20%: 40% A
’ 60% Paraffinum liquidum _I—__'
67% Steareth- 2
0 - <
Emulsificante Factor variable 33% Steareth-21 o
2%;5% ﬂ
I

Principio Activo

Caso 1
Factor variable 3% y 5%

Aceite esencial deMatico
(Aristeguietia glutinosa Lam)

Caso 2
Factor variable 500 y
700ppm

Extracto de Marco (Ambrosia
arborescensMill)

Modificador Reoldgico

Factor variable 0 y 2%

Chitosan

Fase Hidrofilica

Csp para 100%

Water

Elaboracion: Las autoras

X: corresponde al valor objetivo de HLB que se desea obtener, para este estudio corresponde a
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Tabla 7Férmula basada en la pareja de emulsificantes Steareth 2 y Tween 80

Descripcion

Porcentaje En

Componentes

Formulacién
35% Lanolin <
— Factor variable 5% Stearic acid e
Fase Lipofilica 20%; 40% _ - ﬁ
60% Paraffinum liquidum T
64% Steareth 2
<
- Factor variable 5 ]
Emulsificante 296:5% 36% Polysorbate-80 %
I
Principio Activo Caso 1 Aceite esencial deMatico
Factor variable 3% y 5% (Aristeguietia glutinosa Lam)
Caso 2 Extracto de Marco (Ambrosia
Factor variable 500 y arborescensMill)
700ppm
Modificador Reoldgico Factor variable 0y 2% Chitosan
Fase Hidrofilica Csp para 100% Water
Elaboracion: Las autoras
Tabla 8Férmula basada en la pareja de emulsificantes Steareth 2 y Alcohol cetilico
Descripcion Porcentaje En Componentes
Formulacién
35% Lanolin -
o Factor variable 5% Stearic acid it
Fase Lipofilica 0% 40% A
' 60% Paraffinum liquidum T
64% Steareth 2
<
e Factor variable 5 ]
Emulsificante 206:5% 36% Cetyl alcohol %
I

Principio Activo

Caso 1
Factor variable 3% y 5%

Aceite esencial deMatico
(Aristeguietia glutinosa Lam)

Caso 2
Factor variable 500 y
700ppm

Extracto de Marco (Ambrosia
arborescensMill)

Modificador Reoldgico

Factor variable 0y 2%

Chitosan

Fase Hidrofilica

Csp para 100%

Agua

Elaboracion: Las autoras
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Tabla 9Férmula basada en la pareja de emulsificantes Steareth 2 y Alcohol estearilico

Descripcion Porcentaje En Componentes
Formulacién
35% Lanolin <
. Factor variable 5% Stearic acid it
Fase Lipofilica 20%: 40% m
’ 60% Paraffinum liquidum T
57% Steareth 2

<
- Factor variable 5 0
Emulsificante 206:5% 43% Stearyl alcohol %
T

Principio Activo Caso 1 Aceite esencial deMatico

Factor variable 3% y 5% (Aristeguietia glutinosa Lam)

Caso 2 Extracto de Marco (Ambrosia
Factor variable 500 y arborescensMill)
700ppm
Modificador Reoldgico Factor variable 0y 2% Chitosan
Fase Hidrofilica Csp para 100% Water

Elaboracion: Las autoras

3.4.4.2 Proceso de preparacion de emulsiones o/w

Materiales: vasos de precipitacion de 100mL, micropipeta Boeco 250-5000uL

Equipos: balanza analitica Mettler Toledo modelo ML204/01, plancha de calentamiento con
agitador magnético PC-Corning 420

Procedimiento:

Debido a que se cuentan con cantidades pequefias de activos, se establecio la preparacion de
25¢g de cada una de las cremas.

El método de preparacion de emulsiones o/w en caliente es llevado a cabo de acuerdo a las
siguientes fases:

FASE 1 (lipofilica u oleosa): A una temperatura de aproximadamente 70°C se funden los
componentes de la fase lipofilica junto a los emulsificantes hasta que se encuentren

completamente homogéneos.

FASE 2 (acuosa): Segun corresponda en el disefio experimental, las formulas que contengan
quitosano deberan ser solubilizadas en agua que contenga una cantidad de acido lactico en ella
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que le brinde una concentracion del 0.2%, posteriormente esta muestra es calentada hasta
70°C para poder ser mezclada con la fase lipofilica(ALBUQUERQUE, 2010). En el caso de
que sean formulaciones sin contenido de quitosano, el agua es calentada directamente a la

temperatura de 70°C.

FASE 3 (emulsificacion): Por medio de agitacion a velocidad elevada (100-200rpm)
incorporar la fase oleosa sobre la fase acuosa hasta conseguir homogenizacion completa. Dejar

reposar hasta que alcance temperatura inferior a los 35°C.

FASE 4 (incorporacion de principios activos): Debido a la termolabilidad de los componentes
es necesario que la emulsion se encuentre en temperatura inferior a los 35°C, para incorporar
con agitacion bien sea el extracto blando de Ambrosia arborescensMill (Marco) en dilucién de
acuerdo a 3.4.1 y para el caso de aceite esencial de Aristeguietia glutinosaLam (Matico) su

incorporacion directa.

Se establece de manera visual la homogenizacién de los activos en las diferentes bases de

crema, asegurando que las muestras mantengan coloracion uniforme de los activos en ellas.
3.4.5 Formulacién de geles y lociones

A continuacion se detallan los principales componentes de las formulaciones propuestas para
gel y locion:

Tabla 10Formulacién de geles con los principios activos objetos de estudio

Descripcion Porcentaje En Componentes
Formulacién
Modificador Reoldgico Factz?;ofuo Carbomer
. Factor fijo Dimethicone
Emoliente
1%

Principio Activo Caso 1l Aceite esencial deMatico
Factor variable 4% y 8% (Aristeguietia glutinosa Lam)
Caso 2 Extracto de Marco (Ambrosia
Factor variable 600 y arborescens Mill)
1200ppm

Fase Hidrofilica Csp para 100% Water

Elaboracion: Las autoras
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Tabla 11Formulacion de lociones con los principios activos objetos de estudio

Factor variable 4% y 8%

Descripcion Porcentaje En Componentes
Formulacién
Modificador Reoldgico 2% Chitosan
Principio Activo Caso 1 Aceite esencial deMatico

(Aristeguietia glutinosa Lam)

Caso 2
Factor variable 600 y
1200ppm

Extracto de Marco (Ambrosia
arborescensMill)

Fase Hidrofilica

Csp para 100%

Solucion acido lactico 2% en agua

Elaboracion: Las autoras

3.4.5.1 Proceso de preparacion de geles y lociones

3.45.1.1 Geles

Materiales: vasos de precipitacién de 100mL, micropipeta Boeco 250-5000uL

Equipos: balanza analitica Mettler Toledo modelo ML204/01, plancha de calentamiento con

agitador magnético PC-Corning 420

Procedimiento:

e Incorporar el carbopol 980 (carbomer) en el agua de formulacion y agitar hasta

asegurar la dispersion del mismo en esta fase.

e Afadir la dimeticona (dimethicone) agitacion.

e Adicionar trietanolamina (triethanolamine) con movimiento lento, procurando no

incorporar aire hasta que adquiera consistencia de gel esta solucién, aproximadamente

apH6.5

Incorporar el principio activo con agitacién, se establece de manera visual la

homogenizacion de los activos, asegurando que las muestras mantengan coloracion

uniforme de los activos en las formulaciones.
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3.4.5.1.2 Lociones

Materiales: vasos de precipitacion de 100mL, micropipeta Boeco 250-5000uL

Equipos: balanza analitica Mettler Toledo modelo ML204/01, plancha de calentamiento con
agitador magneético PC-Corning 420

Procedimiento:

o Dispersar el quitosano en la solucion de acido lactico 2%, con agitacion.
Incorporar el principio activo con agitacion, se establece de manera visual la
homogenizacion de los activos, asegurando que las muestras mantengan coloracion

uniforme de los activos en las formulaciones.

3.4.6 Estudio de estabilidad preliminar

Se recomienda que las muestras para evaluacion de la estabilidad sean almacenadas en frascos
de vidrio neutro, transparente, con tapa que garantice cierre hermético, para evitar
contaminacion. Tener precaucion para evitar la incorporacion de aire en el producto, durante
el envasado en el recipiente de prueba. Es importante no completar el volumen total del
recipiente permitiendo un espacio vacio (head space) de aproximadamente un tercio de la

capacidad del frasco para posibles intercambios gaseosos.(ANVISA, 2005)

La duracion del estudio es generalmente de quince dias y permite seleccionar las
formulaciones id6neas, para lo cual estas son sometidas a condiciones de estrés buscando
acelerar el surgimiento de posibles sefiales de inestabilidad, para lo cual las muestras deben ser
sometidas a calentamiento en estufas a temperatura controlada (T = 40 + 2°C). Se determinan
como parametros de evaluacién, las caracteristicas fisicoquimicas para este estudio fueron
considerados el volumen de coalescencia y pH.(ANVISA, 2005). No se considera el volumen
de coalescencia para el analisis de estabilidad de lociones y geles, debido a que se considerd
dentro del disefio experimental el tipo de formulacion como variable, por lo tanto se
selecciona pH como idoneo que permite cualificar la variacion que tiene este parametro tanto
para geles como para lociones, lo que no permitiria el volumen de coalescencia en el caso de

geles.
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3.4.6.1 Determinacién del volumen de coalescencia

La estabilidad a pesar de estar estrictamente definida enreferencia a la variacion de la cantidad
y del tamafio delas gotas, en la practica se prefiere utilizar el volumen delas fases separadas
por ser facilmente medible(ANTON & SALAGER, 1986). Cuando seobserva la estabilidad en
referencia al volumen de fasecontinua separado, se le llama clarificacion; en referenciaal
volumen de fase dispersa separado, se le llamacoalescencia. Se puede reportar este valor como
el tiempoque tarda en separarse un volumen fijo, o como el volumenseparado en un tiempo
fijo. Los mecanismos que actlanson variados y van a determinar la cinética de
separacion.(SALAGER, 1999)

Materiales: Tubos de ensayo de 20mL
Equipos: Incubadora MEMMERT modelo BE-400
Procedimiento:

El método esta basado en Reyes & Di Scipio, una vez obtenidas las diferentes formulaciones
en funcion del disefio experimental obtenido, son colocadas en tubos de ensayo de 20mL de
capacidad y son colocados en una estufa a una temperatura de 40°C. Estas muestras son
observadas diariamente por un periodo de 15 dias para registrar el comportamiento de las
fases, como volumenes de clarificado de agua o coalescido de aceite (\V/c) respecto al volumen
original registrado de cada una de las fases en el equilibrio (V1).(REYES & DI SCIPIO,
2012).

e Al finalizar los 15 dias, observar cada uno de los tubos con las diferentes
formulaciones, aquellos en los cuales se hayan separado las fases deben ser medidos.

e Con ayuda de una regla de graduacién +0.1cm determinar la altura de la fase
clarificada de agua y compararlo respecto a la altura original. Esta relacion equivale a
la relacion Vc/V+, para transformar las alturas en volimenes utilizar la siguiente
ecuacion:

V=2nr?xh
Ecuacién 5F6rmula para célculo del volumen en funcion de la altura
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Donde:
r: corresponde al radio en cm del tubo de ensayo.

h: altura de la formulacion contenida en el tubo de ensayo (calculo de volumen original) o

altura de la fase clarificada (calculo del volumen clarificado o coalescido de aceite)

3.4.6.2 Determinacion de pH
Equipos: potenciometro Mettler Toledo

Procedimiento:

e Enun vaso de precipitacion se coloca una muestra significativa del gel o locion.
o Se coloca el electrodo del potenciémetro, considerando que este debe estar calibrado
previamente en un rango de 4 a 7. Agitar levemente.

e Dejar estético el electrodo en la muestra hasta que se estabilice la lectura

3.4.7 Evaluacion de la actividad antifungica de las formulaciones de Marco (Ambrosia

arborescens Mill) y Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Este estudio fue llevado a cabo para determinar la influencia del extracto blando de Ambrosia
arborescens Mill y AE de Aristeguietia glutinosa Lam sobre hongos dermatofitos causantes de
dermatomicosis. Algunos de los factores que se consideran de gran influencia en estos ensayos
son: la cantidad del inéculo, la composicién del medio de cultivo, pH del medio, formato de
la prueba, temperatura y humedad de incubacion(AYALA & VASQUEZ, 2014).

3.4.7.1 Revitalizacion de las cepas bacterianas

El procedimiento de activacién de las cepas de hongos dermatofitos utilizados en esta
investigaciéon: Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, Trichophyton rubrum ATCC
28188, Microsporum canis ATCC 36299, Candida albicans ATCC 10231 sigue los
lineamientos  establecidos por el proveedor Microbiologics- KWIK-STIK™
(MICROBIOLOGICS, 2011)

Materiales: Medio de cultivo Sabouraud Dextrose Agar, Caldo nutritivo Tripticase Soy Broth
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Equipos:Camara de Flujo laminar FORMA SCIENTIFIC modelo 1845, Incubadora
MEMMERT modelo BE-400

Procedimiento:

ElI método de activacion depende del material biologico, el proveedor establece lo
siguiente(MICROBIOLOGICS, 2011):

Abrir el embalaje

Quitar la etiqueta y pegar sobre la placa Petri o ficha de seguimiento.

e Romper la ampolla para liberar el liquido de hidratacion.

e Facilitar la bajada del liquido hasta la pastilla.

e Aplastar la pastilla y mezclarla con el liquido.

e Saturar el hisopo.

e Realizar movimientos con el hisopo en espiral desde el centro hasta las paredes de la
caja Petri que contiene el medio de cultivo Sabouraud Dextrose Agar (SAB), el hisopo
debe ser colocado en un tubo de ensayo con Tryptic Soy Broth (TSB), para su
conservacion. (AYALA & VASQUEZ, 2014)

e Incubar las placas a 25°C en una atmosfera aérobia de 2 a 7 dias.

Una vez activadas las cepas deben ser colocadas en Cryobank para su conservacion.

3.4.7.2 Preparacion indculo(AYALA & VASQUEZ, 2014)

3.4.7.2.1 Trichopyton rubrum, Trychopyton mentagrophytes, Microsporum canis

Materiales: Camara de Neubauer MARIENFELD, Vortex Mixer GEMMY modelo VM-300,
Micropipeta automatica GLASSCO de 10- 100

Equipos: Microscopio MICROS AUSTRIA modelo MCX 100 LCD

Procedimiento:

De acuerdo al Manual de Laboratorio para el Manejo deHongos Entomopatogenos descrito
por Cadefio y Ames(CANEDO & AMES, 2004) se establece lo siguiente:

Se prepard una suspension de esporas en agua destilada con Tween 80 al 1%, se homogenizé
con el Vortex durante 10 min. Se limpia la cAmara de Neubauer con alcohol para desinfectar,
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se secO y colocd el cubreobjetos. Con una micropipeta automatica, se llena la camara con 10
pL de la suspension de esporas. Observar al microscopio utilizando el aumento conveniente
deacuerdo al tamafio de la estructura. Contar las esporas presentes en los cuadrados
elegidos(generalmente se cuentan en los cuadrados de los cuatro angulos y el centro). También
deben ser contadas las esporas queestdn ubicadas tocando la primera de las tres lineas que
seencuentran circundando el cuadrado, las que se encuentran en laparte superior y la derecha
del cuadrado. Teniéndose un total 10cuadrados, cinco en cada camara (cinco arriba y cinco
abajo), desinfectar inmediatamente la camara con alcohol. (AYALA & VASQUEZ, 2014)

El valor obtenido del recuento debe aproximarse a 10° para garantizar una cantidad semejante
de microorganismo en cada siembra, el calculo se basa en la siguiente ecuacion

(ROUSSOS, AQUIAHUATLI, BRIZUELA, OLMOS, RODRIGUEZ, & Viniegra, 1989):

Esporas

= Nesporas contadasX25000x factor de dilucion

Ecuacion 6Determinacién del nimero de esporas por mL
Do6nde:
Nesporas contadas: NUMEro de esporas contadas en la camara de Neubauer

factor de dilucién: Concentracion Tween 80 (1%)

Esporas
Esporas totales = —IXVsuspensién
m

Ecuacion 7Determinacién del nimero total de esporas

Donde:

Vsuspensisn: VOlumen de la suspension original de esporas (10 ml)

3.4.7.2.2 Candida albicans

Estudios teoricos y experimentales han mostrado que soluciones diluidas de diferentes tipos de

bacterias, independientemente del tamario celular, tienen casi la misma absorbancia por unidad
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de concentracion de peso. Esto quiere decir que, en soluciones diluidas, la absorbancia es
directamente proporcional al peso, independientemente del tamafio celular del
microorganismo. Tales mediciones se hacen normalmente con un espectrofotométro UV-
VIS.Determinandose que a una longitud de onda de 655 nm, se deben hacer diluciones
sucesivas que permitan obtener un valor de absorbancia de 0,20 aprox. Lo cual es equivalente
a 10°células para hongos y levaduras. (AYALA & VASQUEZ, 2014)

Equipos: Centrifuga SELECTA modelo Centro 8/7001356, Vortex MixerGEMMY
modeloVM-300, Espectrofotometro UV SHIMADZU modelo mini 1240, Autoclave vertical
PHOENIX modelo AV50

Procedimiento(AYALA & VASQUEZ, 2014)

Para el cultivo overnight tomar una porcién de la cepa activa e inocular en un tubo de ensayo
con 8ml de Tryptic Soy Broth (TSB ). Incubar a 25°C durante 18horas.

Transcurrido este periodo de incubacién, mediante centrifugacion por 20 minutos a 3000 rpm
separar el pellet, para lo cual se descarta el caldo y se afiade la cantidad suficiente de suero
fisioldgico estéril con agitacion, hasta obtener una dilucion cuya absorbancia correspondan

aproximadamente a 0.200 a una longitud de onda de 655nm.

3.4.7.3 Meétodos de siembra
3.4.7.3.1 Siembra en placa por homogenizacion en masa Trichophyton mentagrophytes,

Trichophyton rubrum, Microsporum canis

Materiales: Sabouraud Dextrose Agar, placas Petri desechables, Micropipeta automatica
GLASSCOde 100-1000 pl

Equipos: Autoclave vertical PHOENIX modeloAV50, Camara de Flujo laminar FORMA
SCIENTIFIC modelo 1845, Balanza analitica DENVER SCIENTIFIC modelo TR204,
Plancha calefactora THERMO SCIENTIFIC modelo SP131015

Procedimiento:
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[ INICIO }

!

Depositar 1ImL de inoculo en placas Petri
estériles desechables (A)

!

Anadir 19mL de medio de cultivo SDA
temperado a 45°C en (A)

.

Mezclar por rotaciéon suave de las placas

.

[~ ]

Figura N° 4Procedimiento de siembra en placa por homogenizacion

Elaboracion: Las autoras

La mezcla de movimiento suave entre inoculo y medio de cultivo asegura la distribucion
homogénea de ambos, permitiendo el crecimiento de la cepa por todo el agar.(QUIROZ, 2012)
Las placas deben ser incubadas por al menos 7 dias a una temperatura de 25°C, este tiempo es
variable y se encuentra en funcion de cada cepa, tratando de obtener un crecimiento fangico
confluente.(ALVAREZ, E., & M., 1990)

3.4.7.3.2 Siembra en placa por estriado Candida albicans

Materiales: Placas Petri estériles desechables, Micropipeta automatica GLASSCOde 100-
1000 pl

Equipos: Autoclave vertical PHOENIX modelo AV50, Camara de Flujo laminar FORMA
SCIENTIFIC modelo 1845, Balanza analitica DENVER SCIENTIFIC modelo TR204,
Plancha calefactora THERMO SCIENTIFIC modelo SP131015

Procedimiento:
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INICIO

Verter 20mL de medio de cultivo SDA en las
placas Petri. Enfriar y dejar solidifcar

:

Dispensar sobre el medio solido 200uL de
inoculo de Candida albicans

I

Estriar homogéneamente utilizando un asa de
Disgralsky

I

FIN

Figura N° 5Procedimiento de siembra en placa por estriado

Elaboracion: Las autoras

Incubar a 25°C durante 5 dias.
3.4.7.4 Método modificado de Kirby-Bauer

En general, el método de Kirby-Bauer(método de difusion en agar) es empleado para

determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibiético.

Para lo cual, sobre la superficie de una placa con un medio de cultivo enriquecido, se inocula
una cantidad estandarizada de bacterias, sembrandolas para obtener crecimiento uniforme. A
continuacion se colocan discos de papel filtro impregnado con concentraciones conocidas de
los diferentes antibioticos. En principio, el antibidtico difundira desde el papel filtro al agar de
forma radial. Las placas de prueba son incubadas de acuerdo a las condiciones de crecimiento
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del microorganismo y luego se miden los halos de inhibicion para evaluar la sensibilidad o
resistencia del microorganismo frente al antibiético. (PEDRIQUE, 2002)

Para el presente estudio, fue tomado el Método modificado de Kirby-Bauer que consiste en
reemplazar los discos embebidos del activo por la realizacion de pozos en agar y la colocacion
de una cantidad de activo en contacto directo. Técnica que fue tomada por Ayala y Vasquez
para la evaluacion de la actividad antifingica, debido a que el crecimiento de los hongos al
presentar hifas impide que se tengan resultados confiables al usar el método clasico. (AYALA
& VASQUEZ, 2014)

Ademas, de acuerdo al estudio de Rojas, 2005, se establece que al comparar ambos métodos
Kirby-Bauer y Kirby-Bauer modificado, el sequndo método tiene mayor sensibilidad. (ROJAS
& GARCIA, 2005), corroborando la seleccion de esta metodologia por Ayala, Vasquez al
probar la actividad antifungica de las materias primas utilizadas en las formulaciones objetos

de este estudio.

Equipos: Autoclave vertical PHOENIX modelo AV50, Camara de Flujo laminar FORMA
SCIENTIFIC modelo 1845, Micropipeta automatica GLASSCO de 100-1000 pl, Incubadora
MEMMERT modelo BE-400, Pie de rey digital STANLEY

Materiales: Sacabocados y/o tubos de vidrio fusible de didmetro 5mm

Procedimiento:

Una vez realizados los procedimientos de método de siembra descritos anteriormente,
asegurando que el agar se encuentre completamente solidificado. Se realizan pozos en la
superficie de las placas con agar, utilizando un sacabocados de 5mm de didmetro, en cada
pozo son colocados 100uL segun corresponda a las diferentes formulaciones, un blanco
positivo que corresponde a clotrimazol en crema y un blanco negativo el cual tiene la misma

base de las formulaciones planteadas pero sin la adicidn de los principios activos.
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Control positivo

Siguiendo los lineamientos de la investigacion de Ayala-Vasquez que antecedio a este estudio,
se utiliza como control positivo una crema comercial de clotrimazol de concentracion 1% del
activo, la cual es colocada directamente en cantidad similar a las cremas de estudio. Se
comparan la liberacion y difusion de un activo como el clotrimazol, con los activos objetos de

este estudio en emulsion (crema o locion) y geles.
Control negativo

Para el caso de las cremas, se utilizan como referencia las matrices mostradas en las Tablas 12,
y 14 sin colocar ninguno de los activos son preparadas de acuerdo al procedimiento detallado
en 3.4.2.2.

El control negativo para las lociones es preparado de acuerdo al procedimiento 3.4.3.1.2 sin

colocar ninguno de los activos.

Para los geles, se sigue el procedimiento descrito en 3.4.3.1.1, debiendo ser preparado el

control negativo sin adicién de los activos de este estudio.

Las placas son incubadas durante 7 a 14 dias a 25°C para permitir el crecimiento flngico

confluente.
Se realizan por triplicado todas las placas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procede a realizar la medicion de los halos de
inhibicién formados con un calibrador o pie de rey (mm) considerando desde el punto de
completa inhibicion segln se aprecie a simple vista. Se realiza la lectura por el reverso de la
placa con un fondo negro y luz reflejada.(AYALA & VASQUEZ, 2014)

La interpretacion de la lectura esta fundamentada en el método Kirby- Bauer, que relaciona

la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana con el halo de
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inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de agar.(RAMIREZ & CASTANO,
2009)
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSION

41 DESARROLLO Y ESTABILIDAD PRELIMINAR DE FORMULACIONES DE
ACUERDO AL DISENO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN

4.1.1 Formulacion de cremas de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

De acuerdo al disefio experimental se realizaron 28 formulaciones para la forma cosmética
“crema” con las variantes mencionadas anteriormente, estas formulaciones fueron sometidas a
una estabilidad preliminar que considera el almacenamiento de las mismas a una temperatura
de 40°C durante 15 dias, teniéndose como respuesta de medida la relacion del volumen
coalescido y el volumen total de la emulsién (Vc/Vt). Aquellas formulas cuyo valor de Vc/V+
sea cero, son consideradas como estables e idoneas para las siguientes fases del estudio.

4.1.1.1 Disefio Steareth-2+Tween80 y Steareth-2+Steareth-21Marco (Ambrosia
arborescens Mill)
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Tablal2Matriz experimental de Disefio Plackett-Burman de pareja de emulsificantes Steareth2+Tween 80 y

Steraeth2+Steareth 21Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Concentracion | Conc. Conc. Fase
Orden extracto Marco | emulsif. | Quitosano | Tipo de emulsificantes lipofilica | Vc/V+
Corrida | (PPmM) (%) (%) (%)
1 700 5 0 steareth2-+tween80 20 0,61
2 700 2 2 steareth 2+steareth 21 20 0,00
3 700 2 0 steareth 2+steareth 21 40 0.59
4 600 35 1 steareth2-+tween80 30 0,00
5 500 2 0 steareth 2+steareth 21 20 0,00
6 500 5 2 steareth 2+steareth 21 40 0,00
7 700 5 0 steareth2-+tween80 40 0,98
8 500 2 2 steareth2-+tweeng0 40 0,51
9 500 5 0 steareth 2+steareth 21 20 0.98
10 700 2 2 steareth2-+tween80 20 0,00
11 700 5 2 steareth 2+steareth 21 40 0,00
12 600 5 2 steareth2-+tween80 20 0,00
13 500 2 0 steareth2-+tween80 40 0,61
14 600 35 1 steareth 2+steareth 21 30 0,00

Elaboracion: Las autoras

Con el soporte del software estadistico Minitab 15 fue analizada la respuesta Vc/Vt de las

diferentes formulaciones basadas en las parejas de emulsificantes Steareth2+Tween80 y

Steareth2+Steareth21, para lo cual es considerado un andlisis de residuales para evidenciar la

normalidad de los datos obtenidos, los factores que sean considerados como efectos

determinantes en la estabilidad de las formulaciones y anélisis de varianza para verificar los

efectos principales con un nivel de significancia 0=0.05.
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4.1.1.1.1 Interpretacion de grafico de residuos: Normalidad, Histograma, Carta de

Control
Residual Plots for Vc/VT
Normal Probability Plot Versus Fits
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Figura N° 6Analisis de residuos: Normalidad, Histograma y Carta de Control pareja de emulsificantes
Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steaereth21Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Elaboracion: Las autoras

El anélisis de residuos representado en la Figura N°6 permite evidenciar lo siguiente:

e En el diagrama de probabilidad de residuales (Normal Probability Plot), se puede
observar que los datos se distribuyen a lo largo de la linea recta, por lo que se afirma
que estos siguen una distribucion normal.

e En el diagrama de residuos vs valores predichos (Versus Fits), no existe un patron
definido en los puntos por lo que puede concluirse que las varianzas son iguales para
todos los tratamientos.

e EI histograma tiene una distribucion en forma de campana pero presenta una laguna en
el centro que podria deberse a los intervalos definidos. Sin embargo los otros
diagramas, muestran la normalidad de los datos.

e En la prueba de independencia de los errores (Versus Order), se observa que los datos
no siguen ningun patron definido, por lo que se puede afirmar que los errores son

independientes entre si, no existen errores sistematicos.
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Por lo tanto, al verificar el comportamiento normal de los datos, se puede tener con

seguridad que estos son correctos para el analisis estadistico propuesto.

41.1.1.2 Pareto

Half Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)

Effect Type
® Not Significant
W Significant
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Figura N° 7Efectos estandarizados normales en Diagrama de Pareto pareja de emulsificantes
Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steareth21Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Elaboracion: Las autoras

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)
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ppm extracto de marco -

Y%Emulsificante -
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Standardized Effect

Figura N° 8Grafico de efectos estandarizados en diagrama de Pareto Steareth2+Tween80 y
Steareth2+Steareth21Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Elaboracion: Las autoras
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El analisis de variables pareto, permite determinar cuéles de los factores propuestos para la
formulacién de cremas son considerados influyentes en la estabilidad de las diferentes

férmulas.

Teniéndose, de acuerdo a las Figuras N°7 y 8, que la concentracion de quitosano es un factor
determinante en estabilidad de las cremas.

4.1.1.1.3 Ecuacion general y %explicacion (R?)

Tabla 13 Efectos estimados y anélisis de varianza para Vc/VT

Estimated Effects and Coefficients for vc/VT (coded units)

Term Effect Coef SE Coef T P
constant 0,2188 0,09640 2,27 0,057
%Fase Tipofilica 0,4088 0,2044 0,10164 2,01 0,084
ppm extracto de marco 0,1131 0,0565 0,10609 0,53 0,611
%Emulsificante -0,0822 -0,0411 0,10164 -0,40 0,698
% Quitosano -0,5183 -0,2592 0,08737 -2,97 0,021
Tipo emulsificante -0,1648 -0,0824 0,08355 -0,99 0,357
Ct Pt 0,5450 0,32407 1,68 0,137

S = 0,309324 PRESS = 24,7371
R-Sq = 65,91% R-Sq(pred) = 0,00% R-SqCadj) = 36,69%
Analysis of variance for vc/vT (coded units)

Source DF Seq SS Adj SS Adj Ms F P
Main Effects 5 1,02440 1,21573 0,24315 2,54 0,128

%Fase Tipofilica 1 0,15284 0,38703 0,38703 4,04 0,084
ppm extracto de marco 1 0,00948 0,02717 0,02717 0,28 0,611
%Emulsificante 1 0,03942 0,01564 0,01564 0,16 0,698
% Quitosano i 0,70213 0,84179 0,84179 8,80 0,021
Tipo emulsificante 1 0,12051 0,09307 0,09307 0,97 0,357
Curvature 1 0,27058 0,27058 0,27058 2,83 0,137
Residual Error 7 0,66977 0,66977 0,09568

Total 13 1,96474

Estimated Coefficients for vc/VT using data in uncoded units

Term Coef
constant -0,378591
%Fase Tipofilica 0,0204420
ppm extracto de marco 0,00056529
%Emulsificante -0,0273910
% Quitosano -0,259161
Tipo emulsificante -0,0824039
Ct Pt 0,544959

Elaboracion: Las autoras

El analisis de varianza muestra que el estadistico P para la Concentracion de Quitosano es

menor que el nivel de significancia establecido para el analisis a=0.05, por lo que este factor
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es considerado como un efecto principal, siendo corroborado también en el grafico pareto.

Ademas, pese a que %Fase lipofilica tiene el valor de su estadistico mayor, esta muy cercano

al nivel de significancia a, por lo cual también es considerado como un efecto principal en la

estabilidad de las formulas cosméticas en crema cuyas parejas de emulsificantes corresponden

a Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steareth21 en formulaciones de Marco.

4.1.1.2 Disefo Steareth2+Alcohol Cetilico y Steareth2+Alcohol EstearilicoMarco

(Ambrosia arborescens Mill)

Tabla 14Matriz experimental de Disefio Plackett-Burman de pareja de emulsificantes Steareth2+Alcohol cetilico
y Steraeth2+Alcohol estearilico Marco (Ambrosia arborescensMill)

Concentracién | Conc. Conc. Fase
Orden extracto Marco | emulsif. Quitosano | Tipo de emulsificantes lipofilica | Vc/Vt
Corrida | (ppm) (%) (%) (%)

15 700 5 0 steareth2+alcohol cetilico 20 0,00

16 600 5 5 steareth nglcohol 20 0,00
estearilico

17 700 5 0 steareth nglcohol 40 0,40
estearilico

18 600 3,5 1 steareth2+alcohol cetilico 30 0,30

19 500 5 0 steareth ZJ_rqlcohoI 20 0,03
estearilico

20 500 5 5 steareth 2fglcohol 40 0,07
estearilico

21 700 5 0 steareth2+alcohol cetilico 40 0,53

22 500 2 2 steareth2+alcohol cetilico 40 0,68

23 500 5 0 steareth qulcohol 20 0,02
estearilico

24 700 2 2 steareth2+alcohol cetilico 20 0,30

25 700 5 5 steareth 2fglcoho| 40 0,07
estearilico

26 500 5 2 steareth2+alcohol cetilico 20 0,30

27 500 2 0 steareth2+alcohol cetilico 40 0,02

28 600 35 1 steareth 2_+e_1|coho| 30 0,30
estearilico

Elaboracion: Las autoras
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Con el soporte del software estadistico Minitab 15 fue analizada la respuesta Vc/V1 de las
diferentes formulaciones basadas en las parejas de emulsificantes Steareth2+Alcohol cetilico y
Steareth2+Alcohol estearilico, para lo cual es considerado un analisis de residuales para
evidenciar la normalidad de los datos obtenidos, los factores que sean considerados como
efectos determinantes en la estabilidad de las formulaciones y andlisis de varianza para

verificar los efectos principales con un nivel de significancia a=0.05.

4.1.1.2.1 Interpretacion de grafico de residuos: Normalidad, Histograma, Carta de

Control

Residual Plots for Vc/VT
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Figura N° 9Analisis de residuos: Normalidad, Histograma y Carta de Control pareja de emulsificantes
Steareth2+Alcohol cetilico y Steareth2+Alcohol estearilico Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Elaboracion: Las autoras

El anélisis de residuos representado en la Figura N°9 permite evidenciar lo siguiente:

e En el diagrama de probabilidad de residuales (Normal Probability Plot), se puede
observar que los datos se distribuyen a lo largo de la linea recta, por lo que se afirma
que estos siguen una distribucion normal.

e En el diagrama de residuos vs valores predichos (Versus Fits), no existe un patron
definido en los puntos por lo que puede concluirse que las varianzas son iguales para

todos los tratamientos.
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e EI histograma tiene una distribucion en forma de campana pero presenta una laguna en

el centro que podria deberse a los intervalos definidos. Sin embargo los otros

diagramas, muestran la normalidad de los datos.

e En la prueba de independencia de los errores (Versus Order), se observa que los datos

no siguen ningun patron definido, por lo que se puede afirmar que los errores son

independientes entre si, no existen errores sistematicos.

Por lo tanto, al verificar el comportamiento normal de los datos, se puede tener con

seguridad que estos son correctos para el anlisis estadistico propuesto.

4.1.1.2.2 Pareto

Half Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)
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Figura N° 10Efectos estandarizados normales en Diagrama de Pareto pareja de emulsificantes
Steareth2+Alcohol cetilico y Steareth2+Alcohol estearilico Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Elaboracion: Las autoras
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)
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Figura N° 11Grafico de efectos estandarizados en diagrama de Pareto Steareth2+Alcohol cetilico y
Steareth2+Alcohol estearilico Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Elaboracion: Las autoras

El anélisis de variables pareto de las Figuras N° 10 y 11, permite determinar que el Tipo de
emulsificante y el %Fase lipofilica son factores criticos que influyen en la estabilidad de las
cremas cuyas parejas de emulsificantes corresponden a Steareth2+Alcohol cetilico y
Steareth2+Alcohol estearilico.

4.1.1.2.3 Ecuacién general y %explicacion (R?)

Tabla 15Efectos estimados y andlisis de varianza para Vc/VT

Estimated Effects and Coefficients for vc/VT (coded units)

Term Effect Coef SE Coef T P
constant 0,2664 0,04696 5,67 0,001
%Fase Tipofilica 0,2384 0,1192 0,04620 2,58 0,036
ppm extracto de marco -0,0053 -0,0026 0,04966 -0,05 0,959
%Emulsificante -0,1915 -0,0958 0,05159 -1,86 0,106
% Quitosano 0,0183 0,0092 0,04620 0,20 0,849
Tipo emulsificante -0,3075 -0,1537 0,04587 -3,35 0,012
Ct Pt -0,2021 0,13485 -1,50 0,178

S = 0,156579 PRESS = 0,853509
R-Sq = 72,47% R-Sq(pred) = 0,00% R-Sq(adj) = 48,87%

Analysis of variance for vc/vT (coded units)

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Main Effects 5 0,396653 0,444482 0,088896 3,63 0,061
%Fase Tipofilica 0,104533 0,163129 0,163129 6,65 0,036
ppm extracto de marco 0,008431 0,000070 0,000070 0,00 0,959
%Emulsificante 0,018384 0,084462 0,084462 3,45 0,106
% Quitosano 0,017121 0,000963 0,000963 0,04 0,849
Tipo emulsificante 0,248184 0,275369 0,275369 11,23 0,012

RPREPRE
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Curvature 1 0,055072 0,055072 0,055072 2,25 0,178
Residual Error 7 0,171618 0,171618 0,024517
Total 13 0,623343

Estimated Coefficients for vc/VT using data in uncoded units

Term Coef
Constant 0,138967
%Fase Tipofilica 0,0119175
ppm extracto de marco -2,64435E-05
%Emulsificante -0,0638354
% Quitosano 0,0091583
Tipo emulsificante -0,153728
Ct Pt -0,202113

Elaboracion: Las autoras

El anélisis de varianza muestra que el estadistico P para el Tipo de emulsificante y la
Concentracion de la fase lipofilica son menores que el nivel de significancia establecido para
el andlisis a=0.05, siendo considerados como efectos principales corroborados también en el
gréafico de pareto, estos son determinantes en la estabilidad de las féormulas cosméticas en
crema cuyas parejas de emulsificantes corresponden a Steareth2+Alcohol cetilico y

Steareth2+Alcohol estearilico en formulaciones de Marco.

4.1.2 Formulacion de emulsiones o/w de Matico (Aristeguietia glutinosalL.am)

De acuerdo al disefio experimental se realizaron 28 formulaciones para la forma cosmética
“crema” con las variantes mencionadas anteriormente, estas formulaciones fueron sometidas a
una estabilidad preliminar que considera el almacenamiento de las mismas a una temperatura
de 40°C durante 15 dias, teniéndose como respuesta de medida la relacion del volumen
coalescido y el volumen total de la emulsién (Vc/Vt). Aquellas formulas cuyo valor de Vc/V+
sea cero, son consideradas como estables e idoneas para las siguientes fases del estudio.

4.1.2.1 Disefio Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steareth21Matico (Aristeguietia
glutinosa Lam)
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Tabla 16 Matriz experimental de Disefio Plackett-Burman de pareja de emulsificantes Steareth2+Tween 80 y

Steraeth2+Steareth 21 Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Orden Cong:entraqién Conc. Conc. _ N ' Fa§g
Corrida aceite matico | emulsif. | Quitosano | Tipo de emulsificantes lipofilica VeVt
(%) (%) (%) (%)
1 5 5 0 steareth2+tween80 20 0,00
2 5 2 2 steareth 2+steareth 21 20 0,00
3 5 2 0 steareth 2+steareth 21 40 0,54
4 4 3,5 1 steareth2+tween80 30 0,00
5 3 2 0 steareth 2+steareth 21 20 0,72
6 3 5 2 steareth 2+steareth 21 40 0,00
7 5 5 0 steareth2+tween80 40 0,38
8 3 2 2 steareth2+tween80 40 0,42
9 3 5 0 steareth 2+steareth 21 20 0,00
10 5 2 2 steareth2+tween80 20 0,00
1 5 5 2 steareth 2+steareth 21 40 0,00
12 3 5 2 steareth2+tween80 20 0,17
13 3 2 0 steareth2+tween80 40 0,69
14 4 3,5 1 steareth 2+steareth 21 30 0,00

Elaboracion: Las autoras

Con el soporte del software estadistico Minitab 15 fue analizada la respuesta Vc/Vt de las

diferentes formulaciones basadas en las parejas de emulsificantes Steareth2+Tween80 y

Steareth2+Steareth21, para lo cual es considerado un analisis de residuales para evidenciar la

normalidad de los datos obtenidos, los factores que sean considerados como efectos

determinantes en la estabilidad de las formulaciones y anélisis de varianza para verificar los

efectos principales con un nivel de significancia a=0.05.
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4.1.2.1.1 Interpretacion de gréafico de residuos: Normalidad, Histograma, Carta de

Control
Residual Plots for Vc/VT
Normal Probability Plot Versus Fits
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Figura N° 12Analisis de residuos: Normalidad, Histograma y Carta de Control pareja de emulsificantes
Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steaereth21Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Elaboracion: Las autoras

El anélisis de residuos representado en la Figura N°12 permite evidenciar lo siguiente:

e En el diagrama de probabilidad de residuales (Normal Probability Plot), se puede
observar que los datos se distribuyen a lo largo de la linea recta, por lo que se afirma
que estos siguen una distribucion normal.

e En el diagrama de residuos vs valores predichos (Versus Fits), no existe un patron
definido en los puntos por lo que puede concluirse que las varianzas son iguales para
todos los tratamientos.

El histograma tiene una distribucién en forma de campana simétrica y centrada.

e En la prueba de independencia de los errores (Versus Order), se observa que los datos

no siguen ningun patron definido, por lo que se puede afirmar que los errores son

independientes entre si, no existen errores sistematicos.

Por lo tanto, al verificar el comportamiento normal de los datos, se puede tener con

seguridad que estos son correctos para el analisis estadistico propuesto.
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4.1.2.1.2 Pareto

Half Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)
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Figura N° 13Efectos estandarizados normales en Diagrama de Pareto pareja de emulsificantes
Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steareth21Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Elaboracion: Las autoras

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)
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Figura N° 14Graéfico de efectos estandarizados en diagrama de Pareto Steareth2+Tween80 y
Steareth2+Steareth21Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Elaboracion: Las autoras



El andlisis de variables pareto de las Figuras N° 13 y 14, permiten determinar que la
Concentracion de Quitosano es un factor critico que influye en la estabilidad de las cremas

cuyas parejas de emulsificantes corresponden a Steareth2+Tween 80 y Steareth2+Steareth21.

4.1.2.1.3 Ecuacion general y %explicacion (R?)

Tabla 17 Efectos estimados y analisis de varianza para Vc/VT

Estimated Effects and Coefficients for vc/VT (coded units)

Term Effect Coef SE Coef T P
constant 0,2283 0,06275 3,64 0,008
%Fase Tipofilica 0,1795 0,0898 0,06448 1,39 0,207
%AE Matico 0,0599 0,0300 0,04957 0,60 0,565
%Emulsificante -0,2928 -0,1464 0,06448 -2,27 0,057
%Quitosano -0,3504 -0,1752 0,06425 -2,73 0,029
Tipo de emulsificantes -0,0357 -0,0179 0,05768 -0,31 0,766
Ct Pt -0,2128 0,16980 -1,25 0,250

S = 0,205401 PRESS = 1,50672
R-Sq = 71,24% R-Sq(pred) = 0,00% R-SqCadj) = 46,58%

Analysis of variance for vc/VvT (coded units)

Source DF Seq SS Adj SS Adj MsS F P
Main Effects 5 0,66520 0,629940 0,125988 2,99 0,093
%Fase Tipofilica 0,10830 0,081741 0,081741 1,94 0,207
%AE Matico 0,02752 0,015414 0,015414 0,37 0,565
%Emulsificante 0,24859 0,217538 0,217538 5,16 0,057
%Quitosano 0,27700 0,313815 0,313815 7,44 0,029
Tipo de emulsificantes 0,00379 0,004049 0,004049 0,10 0,766
curvature 0,06624 0,066243 0,066243 1,57 0,250
Residual Error 7 0,29533 0,295327 0,042190

Total 13 1,02677

RPRRRRRE

Unusual Observations for vc/vT

Obs stdorder vc/VT Fit SE Fit Residual St Resid
5 7 0,720000 0,412313 0,137637 0,307687 2,02R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Estimated Coefficients for vc/VT using data in uncoded units

Term Coef
constant 0,356007
%Fase Tipofilica 0,00897548
%AE Matico 0,0299650
%Emulsificante -0,0976143
%Quitosano -0,175216
Tipo de emulsificantes -0,0178696
Ct Pt -0,212767

Elaboracion: Las autoras
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El anélisis de varianza muestra que el estadistico P para la Concentracion de Quitosano es

menor que el nivel de significancia establecido para el analisis a=0.05, por lo que este factor

es considerado como un efecto principal, siendo esto corroborado también en el grafico

pareto. Ademas, pese a que el Contenido de Emulsificante tiene el valor de su estadistico

mayor, esta muy cercano al nivel de significancia o, por lo cual también es considerado como

un efecto principal en la estabilidad de las formulas cosméticas en crema cuyas parejas de

emulsificantes corresponden a Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steareth21 en formulaciones

de Matico.

4.1.2.2 Disefo Steareth2+Alcohol Cetilico y Steareth2+Alcohol Estearilico Matico
(Aristeguietia glutinosa Lam)

Tabla 18Matriz experimental de Disefio Plackett-Burman de pareja de emulsificantes Steareth2+Alcohol cetilico
y Steraeth2+Alcohol estearilico Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Orden Concentracion Conc. Conc. Fase
Corrida aceite matico emulsif. | Quitosano | Tipo de emulsificantes lipofilica Vc/V+
(%) (%) (%) (%)
15 5 5 0 steareth2+alcohol cetilico 20 0,56
16 steareth 2+alcohol
5 2 2 estearilico 20 0,00
17 steareth 2+alcohol
5 2 estearilico 40 0,60
18 4 3,5 steareth2+alcohol cetilico 30 0,00
19 steareth 2+alcohol
3 2 0 estearilico 20 0,71
20 steareth 2+alcohol
2 estearilico 40 0,00
21 0 steareth2+alcohol cetilico 40 0,50
22 2 steareth2+alcohol cetilico 40 0,25
23 steareth 2+alcohol
0 estearilico 20 0,00
24 2 steareth2+alcohol cetilico 20 0,08
25 steareth 2+alcohol
estearilico 40 0,00
26 steareth2+alcohol cetilico 20 0,00
27 steareth2+alcohol cetilico 40 0,56
28 steareth 2+alcohol
4 3,5 1 estearilico 30 0,00

Elaboracion: Las autoras
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Con el soporte del software estadistico Minitab 15 fue analizada la respuesta Vc/V1 de las
diferentes formulaciones basadas en las parejas de emulsificantes Steareth2+Alcohol cetilico y
Steareth2+Alcohol estearilico, siendo considerado un andlisis de residuales para evidenciar la
normalidad de los datos obtenidos, los factores que sean considerados como efectos
determinantes en la estabilidad de las formulaciones y anélisis de varianza para verificar los

efectos principales con un nivel de significancia a=0.05.

4.1.2.2.1 Interpretacion de grafico de residuos: Normalidad, Histograma, Carta de

Control
Residual Plots for Vc/VT
Normal Probability Plot Versus Fits
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Figura N° 15Analisis de residuos: Normalidad, Histograma y Carta de Control pareja de emulsificantes
Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steaereth21 Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)
Elaboracion: Las autoras

El anélisis de residuos representado en la Figura N°15 permite evidenciar lo siguiente:
e En el diagrama de probabilidad de residuales (Normal Probability Plot), se puede

observar que los datos se distribuyen a lo largo de la linea recta, por lo que se afirma
que estos siguen una distribucion normal.

e En el diagrama de residuos vs valores predichos (Versus Fits), no existe un patron
definido en los puntos por lo que puede concluirse que las varianzas son iguales para

todos los tratamientos.

e El histograma tiene una distribucion en forma de campana simétrica y centrada.
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e En la prueba de independencia de los errores (Versus Order), se observa que los datos
no siguen ningun patron definido, por lo que se puede afirmar que los errores son

independientes entre si, no existen errores sistematicos.

Por lo tanto, al verificar el comportamiento normal de los datos, se puede tener con

seguridad que estos son correctos para el analisis estadistico propuesto.

4.1.2.2.2 Pareto

Half Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)
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Figura N° 16Efectos estandarizados normales en Diagrama de Pareto pareja de emulsificantes
Steareth2+Tween80 y Steareth2+Steareth21 Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)
Elaboracion: Las autoras

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Vc/VT, Alpha = 0,05)
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Figura N° 17Gréfico de efectos estandarizados en diagrama de Pareto Steareth2+Tween80 y
Steareth2+Steareth21 Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)
Elaboracion: Las autoras
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El andlisis de variables pareto de las Figuras N° 16 y 17, permiten determinar que la
Concentracion de Quitosano es un factor critico que influye en la estabilidad de las cremas
cuyas parejas de emulsificantes corresponden a Steareth2+Alcohol cetilico y

Steareth2+Alcohol estearilico.

4.1.2.2.3 Ecuacion general y %explicacion (R?)

Tabla 19Efectos estimados y andlisis de varianza para Vc/VT

Estimated Effects and Coefficients for vc/VT (coded units)

Term Effect Coef SE cCoef T P
Constant 0,2156 0,06254 3,45 0,011
%Fase Tipofilica 0,0530 0,0265 0,06871 0,39 0,711
%AE Matico 0,0367 0,0183 0,06016 0,30 0,769
%Emulsificante -0,1900 -0,0950 0,06016 -1,58 0,158
%Quitosano -0,4333 -0,2167 0,06016 -3,60 0,009
Tipo de emulsificante -0,1260 -0,0630 0,06254 -1,01 0,347
Ct Pt 0,1209 0,19914 0,61 0,563

S = 0,208405 PRESS = 1,26299
R-Sq = 71,07% R-Sq(pred) = 0,00% R-Sq(adj) = 46,28%

Analysis of variance for vc/VvT (coded units)

Source DF Seq SS Adj SS Adj Ms F P
Main Effects 5 0,73106 0,736539 0,147308 3,39 0,071
%Fase Tipofilica 1 0,02613 0,006471 0,006471 0,15 0,711
%AE Matico 1 0,00403 0,004033 0,004033 0,09 0,769
%Emulsificante 1 0,10830 0,108300 0,108300 2,49 0,158
%Quitosano 1 0,56333 0,563333 0,563333 12,97 0,009
Tipo de emulsificante 1 0,02926 0,044044 0,044044 1,01 0,347
curvature 1 0,01600 0,016001 0,016001 0,37 0,563
Residual Error 7 0,30403 0,304028 0,043433
Total 13 1,05109

Estimated Coefficients for vc/VT using data in uncoded units

Term Coef
Constant 0,501025
%Fase Tipofilica 0,00265217
%AE Matico 0,0183333
%Emulsificante -0,0633333
%Quitosano -0,216667
Tipo de emulsificante -0,0629814
Ct Pt 0,120870

Elaboracion: Las autoras

El analisis de varianza muestra que el estadistico P para la Concentracion de Quitosano es
menor que el nivel de significancia establecido para el analisis a=0.05, por lo que este factor

es considerado como un efecto principal, siendo corroborado también el grafico de pareto,
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como un efecto principal en la estabilidad de las formulas cosméticas en crema cuyas parejas
de emulsificantes corresponden a Steareth2+Alcohol cetilico y Steareth2+Alcohol estearilico

en formulaciones de Matico.

4.1.3 Interpretacion de todos los resultados obtenidos en la estabilidad de

formulaciones del Disefio Plackett-Burman

A continuacién son detalladas las caracteristicas de las formulaciones cuyos resultados
demuestran que son estables, para su identificacion (N° Formula) se ha utilizado un nimero
consecutivo junto a dos letras “MR” y “MT” que permiten discriminar las formulaciones que
corresponden a Marco (Ambrosia arborescens Mill) y Matico (Aristiguieta glutinosa Lam)

respectivamente.
4.1.3.1 Extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

En general, de acuerdo al andlisis estadistico de la estabilidad de cremas de Marco (Ambrosia
arborescens Mill), se demuestra que los factores que afectan la estabilidad preliminar de las
formulaciones son: la concentracion de quitosano, porcentaje de emulsificante y porcentaje de
fase lipofilica presentes en las diferentes formulaciones. Teniendo las siguientes formulas

estables, las cuales serén utilizadas para la evaluacion antifangica in vitro:

Tabla 20Composicion de férmulas estables para extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Concentracion Conc. Conc. Fase
NG extracto Marco | emulsif. | Quitosano | Tipo de emulsificantes lipofilica
Férmula (ppm) (%) (%) (%)
1IMR 700 2 2 steareth 2+steareth 21 20
2 MR 600 3,5 1 steareth2+tween80 30
3 MR 500 2 0 steareth 2+steareth 21 20
4 MR 500 5 2 steareth 2+steareth 21 40
5 MR 700 2 2 steareth2+tween80 20
6 MR 700 5 2 steareth 2+steareth 21 40
7 MR 600 5 2 steareth2+tween80 20
8 MR 600 3,5 1 steareth 2+steareth 21 30
9 MR 700 5 0 steareth2+alcohol cetilico 20
10 MR 600 2 2 steareth 2_+e_1|coh0| 20
estearilico

Elaboracion: Las autoras
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4.1.3.2 Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

De acuerdo al andlisis estadistico de la estabilidad de cremas de Matico (Aristeguietia
glutinosaLam), se demuestra que el factor que afecta la estabilidad preliminar de las

formulaciones es: la concentracion de quitosano.

Considerandose las siguientes formulas estables para la evaluacion antifingica in vitro:

Tabla 21Composicion de formulas estables para Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

NP Concentracion Conc. Conc. Fase
formula aceite matico emulsif. | Quitosano Tipo de emulsificantes lipofilica
(%) (%) (%) (%)
IMT 5 5 0 steareth2+tween80 20
2MT 5 2 2 steareth 2+steareth 21 20
3MT 4 3,5 1 steareth2+tween80 30
4 MT 3 5 2 steareth 2+steareth 21 40
5MT 3 5 0 steareth 2+steareth 21 20
6 MT 5 2 2 steareth2+tween80 20
7MT 5 5 2 steareth 2+steareth 21 40
8 MT 4 3,5 1 steareth 2+steareth 21 30
9MT 5 2 2 steareth 24_-:?1Icohol 20
estearilico
10 MT 4 3,5 1 steareth2+alcohol cetilico 30
11 MT 3 5 2 steareth 24_-:?1Icohol 40
estearilico
12 MT 3 5 0 steareth 24_-:?1Icohol 20
estearilico
13 MT 5 5 2 steareth 24_-:?1Icohol 40
estearilico
14 MT 3 5 2 steareth2+alcohol cetilico 20
15 MT 4 35 1 steareth 24_-:?1Icohol 30
estearilico

Elaboracion: Las autoras

4.2 REFORMULACIONES ADICIONALES DE CREMAS

Debido a que los resultados de la actividad antifingica in vitro de las formulaciones de crema
iniciales no generan respuesta de actividad antifingica, se considera el incremento de las
concentraciones del activo en las proporciones descritas en las tablas a continuacion , el activo

sera colocado en la formula base 16 (Referencia de Orden de corrida en disefio Plackett-
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Burman), se selecciona esta formulacion en comun para extracto blando de marco y aceite

esencial de matico debido a que fue demostrada su estabilidad con ambos activos.

Tabla 22Composicion de formulas estables para extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

i4 Formula de
Concentracion extracto de e
N® Marco (ppm) referencia (“Orden
formula de corrida”)
11IMR 3500 16
12 MR 7000 16

Elaboracion: Las autoras

Tabla 23Composicion de formulas estables para aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam

Concentracion A.E. Matico Formula‘de“
N° (%) referencia (“Orden
formula de corrida”)
16MT 8 16
17MT 10 16

Elaboracion: Las autoras

4.3 DESARROLLO Y ESTABILIDAD PRELIMINAR DE FORMULACIONES DE
ACUERDO AL DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL COMPLETO
De acuerdo a este disefio experimental se realizaron dos formulaciones para la forma
cosmética “locion” y dos formulaciones para la forma cosmética “gel” en un rango de
concentraciones de 600 a 1200ppm en el caso de Marco (Ambrosia arborescens Mill) y 4 a
8% para Matico (Aristeguieta glutinosa Lam), a diferencia de las cremas, en estas
formulaciones se analiza como respuesta la variacion que tiene el pH en tiempo 0 dias (inicial)
y 15 dias (final) cuando las muestras son almacenadas a una temperatura de 40°C. Utilizando
esta respuesta (ApH), se ejecuta un andlisis estadistico que permite evidenciar si la estabilidad

se ve afectada por el tipo de formulacion (gel o locidn) y la concentracion del activo.

4.3.1 Disefio gel y locién de quitosano para extracto de Marco (Ambrosia arborescens
Mill)
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Tabla 24Matriz experimental de Disefio Factorial completo de dos factores para Ambrosia arborescens (Marco)

CE’)rdc_an Concentracion extracto de Tipo de formulacién ApH
orrida Marco (ppm)
1 600 Locién 0,02
2 600 Gel 0,03
3 1200 Locién 0,01
4 1200 Gel 0,02

Elaboracion: Las autoras

4.3.1.1 Pareto

Half Normal Plot of the Effects
(response is ApH, Alpha = 0,05)
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Figura N° 18Efectos estandarizados normales en Diagrama de Pareto para formulaciones en gel y lociones de
quitosanoMarco(Ambrosia arborescens Mill)

Elaboracion: Las autoras

El anélisis de variables pareto de la Figura N° 18, permite determinar que ninguna de las
variables analizadas llegan a ser consideradas como un factor critico, de tal manera que la
estabilidad de las formulaciones en gel y locion no se ven afectadas por el tipo de forma

cosmeética (gel, locion) ni por la concentracion del activo .
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4.3.1.2 Analisis de varianza de formas cosméticas: locion y gel que contienen Marco
(Ambrosia arborescens Mill)

Tabla 25Analisis de varianza para ApH en formulaciones de Marco

Two-way ANOVA: ApH versus Concentracion marco (ppm). Forma cosmética

Source DF SS MS F P
Concentracién marco (ppm 1 0,000025 0,000025 1,00 0,500
Forma cosmética 1 0,000025 0,000025 1,00 0,500
Error 1 0,000025 0,000025

Total 3 0,000075

S =0,005 R-Sq = 66,67% R-Sq(adj) = 0,00%

Elaboracion: Las autoras
El anélisis de varianza muestra que el estadistico P tanto de la forma cosmética como de la
concentracion del activo son mayores al nivel de significancia establecido para el analisis
a=0.05, por lo que estos factores no son considerados criticos en la estabilidad de las
formulaciones en gel y locion para Marco (Ambrosia aborescens Mill), este anélisis también

es corroborado por el grafico pareto.

4.3.2 Disefio gel y locion de quitosano para aceite esencial Matico (Aristeguietia
glutinosalLLam)

Tabla 26Matriz experimental de Disefio Factorial completo de dos factores para Aceite Esencial de Matico
(Aristeguietia glutinosa Lam)

Orden ConcentracEOO);)AE Matico Tipo de formulacién ApH
Corrida
1 8 Locion 0,03
2 4 Gel 0,02
3 4 Locion 0,04
4 8 Gel 0,02

Elaboracion: Las autoras
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4.3.2.1 Pareto

Half Normal Plot of the Effects
(response is ApH, Alpha = 0,05)
Effect Type
98 ® Not Significant
W Significant
95 Factor Name
A Tipo de formulacion
B %AE Matico
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Absolute Effect
Lenth's PSE = 0,0075

Figura N° 19Efectos estandarizados normales en Diagrama de Pareto formulaciones en gel y lociones de
quitosano Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Elaboracion: Las autoras

El andlisis de variables pareto de la Figura N° 19, permite determinar que ninguna de las
variables analizadas llegan a ser consideradas como un factor critico, de tal manera que la
estabilidad de las formulaciones en gel y locion no se ven afectadas por el tipo de forma

cosmeética (gel, locion) ni por la concentracién del activo .

4.3.2.2 Analisis de varianza de formas cosméticas: locion y gel que contienen Marco
(Aristeguietia glutinosa Lam)

Tabla 27Anélisis de varianza para ApH en formulaciones de Matico

Two-way ANOVA: ApH versus Concentracion A.E. Matico (%). Forma cosmética

source DF SS MS F P
Cconcentracion A.E. Matic 1 0,000025 0,000025 1,00 0,500
Forma cosmética 1 0,000225 0,000225 9,00 0,205
Error 1 0,000025 0,000025

Total 3 0,000275

S =0,005 R-Sq = 90,91% R-sSq(adj) = 72,73%

Elaboracion: Las autoras
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El andlisis de varianza muestra que el estadistico P tanto de la forma cosmética como de la
concentracion del activo son mayores al nivel de significancia establecido para el anlisis
a=0.05, por lo que estos factores no son considerados criticos en la estabilidad de las
formulaciones en gel y locion para Matico (Aristeguietia glutinosa Lam), este analisis

también es corroborado por el grafico pareto.

4.3.3 Interpretacion de todos los resultados obtenidos en la estabilidad de
formulaciones del Disefio Factorial Completo

A continuacion son detalladas las caracteristicas de las formulaciones estables, para su
identificacion se sigue la misma abreviacién propuesta desde el primer disefio, manteniendo

el secuencial de acuerdo al namero de formula que corresponda consecutivamente.

El andlisis estadistico, determina que en las formulaciones basadas en geles de carbémero y
lociones de quitosano, no se ve afectada su estabilidad por el tipo de formulacién ni por el
contenido del principio activo, tanto para el extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)y

para el aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Teniéndose las siguientes formulaciones estables para ser utilizadas en la evaluacion de

actividad antifungica in vitro:

Tabla 28Composicion de formulas estables para extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

. Concentracién extracto de Tino de formulacion
) N Marco (ppm) P
formula
13MR 600 Locion de quitosano
14MR 600 Gel carbomero
15MR 1200 Locion de quitosano
16MR 1200 Gel de carb6mero

Elaboracion: Las autoras
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Tabla 29Composicion de férmulas estables para Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

. Concentracion A.E. de Tino de formulacion
) N Matico (%) P
formula
18MT 8 Locion de quitosano
19MT 4 Gel carbémero
20MT 4 Locion de quitosano
21MT 8 Gel de carbémero

Elaboracion: Las autoras

44 REFORMULACIONES ADICIONALES DE LAS FORMAS: CREMA, LOCION
Y GEL

Los resultados de la actividad antiflngica in vitro y el andlisis estadistico realizado determinan

en primera instancia que no hay actividad antifingica con las concentraciones establecidas

inicialmente de los activos, razén por la cual es considerado el incremento de concentracion

del extracto blando de Marco y del aceite esencial de Matico en formulaciones de locién,

cremay gel de la siguiente manera:

Tabla 30Composicion de formulas estables para extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Concentracion extracto de . o

, NE Marco (%) Tipo de formulacién
férmula

17MR 1 Locion de quitosano
18MR 1 Gel carbémero
19MR 3 Locion de quitosano
20MR 3 Gel de carbomero
21MR 1 Crema
22MR 3 Crema

Elaboracion: Las autoras
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Tabla 31Composicion de férmulas estables para Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

Concentracion A.E. de . .

, NG Matico (%) Tipo de formulacion
férmula

22MT 10 Locion de quitosano
23MT 15 Gel carbémero
24MT 15 Locion de quitosano
25MT 10 Gel de carbomero
26MT 10 Crema
27TMT 15 Crema

Elaboracion: Las autoras

45 EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA in vitro

La evaluacién antifangica in vitro de Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533,
Trichophyton rubrum ATCC 28188, Microsporum canis ATCC 36299, Candida albicans
ATCC 10231 fue realizada por triplicado en las férmulas seleccionadas como estables, de la

siguiente manera:

45.1 Extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

Tabla 32Halos de inhibicién de Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 en formulaciones de Marco
(Ambrosia arborescens Mill)

Concentracién Halos de inhibicion (mm) Trichophyton mentagrophytes
fér'?lnoula extra(t;;[ Fc))nl]\;larco Réplica 1 Reéplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
1IMR 700 0 0 0 23,51 0
2MR 600 0 0 0 26,34 0
3MR 500 0 0 0 23,33 0
4MR 500 0 0 0 25,63 0
5MR 700 0 0 0 24,06 0
6MR 700 0 0 0 23,30 0
7TMR 600 0 0 0 25,29 0
8MR 600 0 0 0 26,10 0
9MR 700 0 0 0 25,89 0
10MR 600 0 0 0 24,15 0
11MR 3500 0 0 0 25,62 0
12MR 7000 0 0 0 23,86 0
13MR 600 0 0 0 25,68 0
14MR 600 0 0 0 23,61 0
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Concentracion Halos de inhibicién (mm) Trichophyton mentagrophytes
fér'r\lnoula extra(cpt SNI:;Iarco Réplica 1 Réplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
15MR 1200 0 0 0 24,16 0
16MR 1200 0 0 0 23,63 0
17MR 10000 (1%) 0 0 0 24,43 0
18MR 10000 (1%) 0 0 0 25,20 0
19MR 30000 (3%) 0 0 0 25,04 0
20MR 30000 (3%) 0 0 0 25,85 0
21MR 10000 (1%) 0 0 0 23,95 0
22MR 30000 (3%) 0 0 0 25,04 0

Elaboracion: Las autoras

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que las 22 muestras distribuidas entre cremas,
geles y lociones que contienen extractoblando de marco (Ambrosia arborescens Mill) en un
rango de concentracion de 500 a 30000ppm no presentan actividad antifingica para
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, los resultados del control positivo aseguran que la
técnica fue utilizada de manera adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de

evaluacion in vitro.

Para todos los casos, el control negativo no presenta respuesta lo cual es importante debido a
que las formulaciones que contienen quitosano fueron solubilizadas en solucion de acido
lactico el cual podria tener algun tipo de efecto antiflngico, sin embargo con los resultados se

descarta que puedan generarse falsos positivos con las formulaciones.
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Tabla 33Halos de inhibicion de Trichophyton rubrum ATCC 28188 en formulaciones de Marco (Ambrosia
arborescens Mill)

Concentracién Halos de inhibicion (mm) Trichophyton rubrum
fér’?lnoula extra((;[ gnl:;larco Réplica 1 Réplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
1IMR 700 0 0 0 24,77 0
2MR 600 0 0 0 21,63 0
3MR 500 0 0 0 24,01 0
4MR 500 0 0 0 22,46 0
5MR 700 0 0 0 22,95 0
6MR 700 0 0 0 25,07 0
7MR 600 0 0 0 24,24 0
8MR 600 0 0 0 24,53 0
IMR 700 0 0 0 23,27 0
10MR 600 0 0 0 21,45 0
11MR 3500 0 0 0 24,87 0
12MR 7000 0 0 0 24,81 0
13MR 600 0 0 0 22,33 0
14MR 600 0 0 0 25,26 0
15MR 1200 0 0 0 22,67 0
16MR 1200 0 0 0 22,96 0
17MR 10000 (1%) 0 0 0 24,01 0
18MR 10000 (1%) 0 0 0 24,46 0
19MR 30000 (3%) 0 0 0 25,22 0
20MR 30000 (3%) 0 0 0 22,42 0
21IMR 10000 (1%) 0 0 0 23,30 0
22MR 30000 (3%) 0 0 0 24,28 0

Elaboracion: Las autoras

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que las 22 muestras distribuidas entre cremas,
geles y lociones que contienen extractoblando de marco (Ambrosia arborescens Mill) en un
rango de concentracion de 500 a 30000ppm no presentan actividad antifingica para
Trichophyton rubrum ATCC 28188, los resultados del control positivo aseguran que la técnica
fue utilizada de manera adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de evaluacion in
vitro. Para todos los casos, el control negativo no presenta respuesta lo cual es importante
debido a que las formulaciones que contienen quitosano fueron solubilizadas en solucion de
acido lactico el cual podria tener algin tipo de efecto antifingico, sin embargo con los

resultados se descarta que puedan generarse falsos positivos con las formulaciones.
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Tabla 34Halos de inhibicion de Microsporum canis ATCC 36299 en formulaciones de Marco (Ambrosia
arborescens Mill)

Concentracién Halos de inhibicion (mm)Microsporum canis
fér’?lnoula extra((;[ gnl:;larco Réplica 1 Réplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
1IMR 700 0 0 0 19,80 0
2MR 600 0 0 0 17,82 0
3MR 500 0 0 0 14,10 0
4MR 500 0 0 0 10,11 0
5MR 700 0 0 0 19,50 0
6MR 700 0 0 0 13,03 0
7MR 600 0 0 0 16,94 0
8MR 600 0 0 0 17,76 0
9MR 700 0 0 0 13,59 0
10MR 600 0 0 0 15,94 0
11MR 3500 0 0 0 16,43 0
12MR 7000 0 0 0 9,66 0
13MR 600 0 0 0 11,87 0
14MR 600 0 0 0 9,13 0
15MR 1200 0 0 0 17,20 0
16MR 1200 0 0 0 13,70 0
17MR 10000 (1%) 0 0 0 14,18 0
18MR 10000 (1%) 0 0 0 14,08 0
19MR 30000 (3%) 0 0 0 18,15 0
20MR 30000 (3%) 0 0 0 14,13 0
21IMR 10000 (1%) 0 0 0 9,73 0
22MR 30000 (3%) 20,65 17,15 17,62 15,55 0

Elaboracion: Las autoras

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que 21 de 22 muestras distribuidas entre
cremas, geles y lociones que contienen extracto blando de marco (Ambrosia arborescens Mill)
en un rango de concentracion de 500 a 30000ppm no presentan actividad antifingica para
Microsporum canis ATCC 36299, sin embargo se evidencia que la Formula N°22MR (crema) si
presenta efecto antifungico. Los resultados del control positivo aseguran que la técnica fue
utilizada de manera adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de evaluacion in
vitro. Para todos los casos, el control negativo no presenta respuesta descartando falsos

positivos que puedieran ser generados por las formulaciones sin activos.

89



Tabla 35Halos de inhibicion de Candida albicans ATCC 10231 en formulaciones de Marco (Ambrosia
arborescens Mill)

Concentracién Halos de inhibicion (mm)Candida albicans
fér’?lnoula extra((;[ gnl:;larco Réplica 1 Réplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
1IMR 700 0 0 0 18,34 0
2MR 600 0 0 0 18,14 0
3MR 500 0 0 0 18,43 0
4MR 500 0 0 0 19,84 0
5MR 700 0 0 0 17,95 0
6MR 700 0 0 0 17,11 0
7MR 600 0 0 0 15,60 0
8MR 600 0 0 0 16,89 0
9MR 700 0 0 0 17,23 0
10MR 600 0 0 0 16,55 0
11MR 3500 0 0 0 18,15 0
12MR 7000 0 0 0 17,82 0
13MR 600 0 0 0 16,63 0
14MR 600 0 0 0 17,79 0
15MR 1200 0 0 0 20,46 0
16MR 1200 0 0 0 19,44 0
17MR 10000 (1%) 14,25 16,78 15,91 17,93 0
18MR 10000 (1%) 0 0 0 19,07 0
19MR 30000 (3%) 23,02 22,10 22,87 17,27 0
20MR 30000 (3%) 0 0 0 18,79 0
21IMR 10000 (1%) 16,75 15,48 16,20 18,07 0
22MR 30000 (3%) 22,79 20,98 20,27 17,94 0

Elaboracion: Las autoras

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que 4 formulaciones de las 22 evaluadas, si
presentan actividad antifingica para Candida albicans ATCC 10231, estas formulaciones
corresponden a cremas Yy lociones en rangos de concentracion del 1 al 3% de extractoblando
de marco (Ambrosia arborescens Mill). Los resultados del control positivo aseguran que la
técnica fue utilizada de manera adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de
evaluacion in vitro. Para todos los casos, el control negativo no presenta respuesta descartando

falsos positivos que puedieran ser generados por las formulaciones sin activos.

4.5.2 Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)
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Tabla 36Halos de inhibicion de Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 en formulaciones de Matico
(Aristeguietia glutinosa Lam)

Concentracion Halos de inhibicion (mm) Trichophyton mentagrophytes
fér,?lnoma A_E.((IJ\/f)I)althO Réplica 1 Réplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
LMT S 0 0 0 26,64 0
2MT S 0 0 0 2524 0
SMT 4 0 0 0 22,87 0
AMT 3 0 0 0 23,34 0
SMT 3 0 0 0 24,50 0
oMT S 0 0 0 23,98 0
MT > 0 0 0 25,44 0
SMT 4 0 0 0 22,87 0
sl ° 0 0 0 2433 0
1OMT 4 0 0 0 24,48 0
LIMT 3 0 0 0 26,01 0
12MT 8 0 0 0 24,39 0
13MT ° 0 0 0 24,48 0
LAMT 3 0 0 0 25,00 0
LMT 4 0 0 0 25 42 0
16MT 8 0 0 0 23,65 0
17TMT 10 0 0 0 2551 0
18MT 8 0 0 0 2577 0
LIMT 4 0 0 0 25 45 0
20MT 0 0 0 2581 0
2IMT 8 0 0 0 23,88 0
22MT 10 0 0 0 25,00 0
23MT 15 0 0 0 22,79 0
2AMT 15 0 0 0 2254 0
25MT 10 0 0 0 24,64 0
26MT 10 0 0 0 25,66 0
2TMT 15 0 0 0 27,66 0

Elaboracion: Las autoras

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que las 27 muestras distribuidas entre cremas,
geles y lociones con aceite esencial de matico (Aristeguietia glutinosa Lam) en un rango de
concentracion de 3 a 15% no presentan actividad antifingica para Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, los resultados del control positivo aseguran que la técnica fue

utilizada de manera adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de evaluacion in
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vitro. Para todos los casos, el control negativo no presenta respuesta descartando falsos

positivos que puedieran ser generados por las formulaciones sin activos.

Tabla 37Halos de inhibicion de Trichophyton rubrum ATCC 28188 en formulaciones de Matico (Aristeguietia
glutinosa Lam)

Concentracién Halos de inhibicion (mm) Trichophyton rubrum
fér’?lnoula A'E'(!J\/ﬁ )a tico Réplica 1 Réplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
IMT 5 0 0 0 24,53 0
2MT 5 0 0 0 25,11 0
3MT 4 0 0 0 25,57 0
AMT 3 0 0 0 24,86 0
5MT 3 0 0 0 24,26 0
6MT 5 0 0 0 23,80 0
I™MT 5 0 0 0 21,79 0
8MT 4 0 0 0 23,08 0
oMT 5 0 0 0 23,22 0
10MT 4 0 0 0 23,12 0
11IMT 3 0 0 0 24,26 0
12MT 3 0 0 0 23,52 0
13MT 5 0 0 0 24,15 0
14MT 3 0 0 0 22,64 0
15MT 4 0 0 0 23,92 0
16MT 8 0 0 0 23,28 0
17MT 10 0 0 0 22,54 0
18MT 8 0 0 0 24,57 0
19MT 4 0 0 0 20,97 0
20MT 4 0 0 0 23,31 0
21MT 8 0 0 0 24,30 0
22MT 10 0 0 0 25,04 0
23MT 15 0 0 0 25,36 0
24MT 15 0 0 0 23,28 0
25MT 10 0 0 0 24,47 0
26MT 10 0 0 0 23,30 0
2TMT 15 0 0 0 24,99 0

Elaboracion: Las autoras

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que las 27 muestras distribuidas entre cremas,
geles y lociones con aceite esencial de matico (Aristeguietia glutinosa Lam) en un rango de

concentracion de 3 a 15% no presentan actividad antifungica para Trichophyton rubrum
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ATCC 28188, los resultados del control positivo aseguran que la técnica fue utilizada de
manera adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de evaluacion in vitro. Para todos
los casos, el control negativo no presenta respuesta descartando falsos positivos que puedieran

ser generados por las formulaciones sin activos.

Tabla 38Halos de inhibicion de Microsporum canis ATCC 36299 en formulaciones de Matico (Aristeguietia
glutinosa Lam)

Concentracion Halos de inhibicion (mm)Microsporum canis
fér,?lnoma A_E.((IJ\/f)I)atICO Réplica 1 Réplica 2 Réplica3 | Control (+) | Control (-)
IMT S 0 0 0 13,41 0
2MT ° 0 0 0 14,13 0
SMT 4 0 0 0 10,39 0
AMT 3 0 0 0 16,74 0
SMT 8 0 0 0 10,41 0
oMT ° 0 0 0 13,72 0
MT > 0 0 0 17,12 0
SMT 4 0 0 0 16,75 0
IMT ° 0 0 0 21,04 0
10MT 4 0 0 0 11,20 0
LIMT 3 0 0 0 16,94 0
12MT 8 0 0 0 17,36 0
13MT ° 0 0 0 11,01 0
LAMT 8 0 0 0 15,64 0
LOMT 4 0 0 0 14,79 0
16MT 8 0 0 0 12,64 0
17TMT 10 0 0 0 14,16 0
18MT 8 0 0 0 13,99 0
1IMT 4 0 0 0 15,45 0
20MT 0 0 0 13,23 0
2IMT 8 0 0 0 14,77 0
22MT 10 0 0 0 12,68 0
23MT 15 0 0 0 17,82 0
24MT 15 0 0 0 13,07 0
25MT 10 0 0 0 12,27 0
26MT 10 0 0 0 17,56 0
2TMT 15 0 0 0 15,91 0

Elaboracion: Las autoras
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Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que las 27 muestras distribuidas entre cremas,
geles y lociones con aceite esencial de matico (Aristeguietia glutinosa Lam) en un rango de
concentracion de 3 a 15% no presentan actividad antifingica para Microsporum canis ATCC
36299, los resultados del control positivo aseguran que la técnica fue utilizada de manera
adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de evaluacion in vitro. Para todos los
casos, el control negativo no presenta respuesta descartando falsos positivos que puedieran ser

generados por las formulaciones sin activos.

Tabla 39Halos de inhibicidn de Candida albicans ATCC 10231 en formulaciones de Matico (Aristeguietia
glutinosa Lam)

Concentracion Halos de inhibicion (mm)Candida albicans
fc’)r'?llwoula A'E'((%I;UCO Réplical | Réplica2 | Réplica3 | Control (+) | Control (-)
M7 ° 0 0 0 17,16 0
2MT > 0 0 0 18,73 0
SMT 4 0 0 0 17,59 0
AMT 8 0 0 0 15,43 0
oMT 3 0 0 0 17,98 0
oMT ° 0 0 0 18,14 0
MT > 0 0 0 16,59 0
SMT 4 0 0 0 18,18 0
IMT > 0 0 0 18,27 0
10MT 4 0 0 0 18,38 0
LIMT 8 0 0 0 17,65 0
12MT 3 0 0 0 17,37 0
L3MT > 0 0 0 17,80 0
LAMT 8 0 0 0 17,64 0
LMT 4 0 0 0 18,15 0
1OMT 8 0 0 0 18,06 0
L1M7 10 0 0 0 17,56 0
18MT 8 0 0 0 17,70 0
LIMT 4 0 0 0 19,28 0
20MT 4 0 0 0 18,17 0
2IMT 8 0 0 0 17,97 0
22MT 10 13,90 13,40 13,87 18.76 0
23MT 15 0 0 0 16,85 0
24MT 15 18,99 17,80 18,21 18.22 0
25MT 10 0 0 0 17,82 0
26MT 10 0 0 0 17,61 0
27MT 15 0 0 0 17,06 0

Elaboracion: Las autoras
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Los resultados obtenidos, permiten evidenciar que 2 formulaciones de las 22 evaluadas, si
presentan actividad antifingica para Candida albicans ATCC 10231, estas formulaciones
corresponden a lociones con concentraciones de 10 y 15% del aceite esencial de matico
(Aristeguietia glutinosa Lam). Los resultados del control positivo aseguran que la técnica fue
utilizada de manera adecuada, por lo tanto se descarta error en la técnica de evaluacion in

vitro.

Para todos los casos, el control negativo no presenta respuesta lo cual es importante debido a
que las formulaciones que contienen quitosano fueron solubilizadas en solucién de &cido
lactico el cual podria tener algun tipo de efecto antiflngico, sin embargo con los resultados se

descarta que puedan generarse falsos positivos con las formulaciones.
4.5.3 Anélisis estadistico de resultados

Para el analisis de los resultados de la actividad antifingica, se establece como metodologia el
Test de Kruskal-Wallis, el cual es un estudio no paramétrico que se realizd con el software
estadistico Minitab 15, para lo cual son considerados los datos obtenidos de los halos de
inhibicién de las diferentes formulaciones. Se evalta de forma independiente los resultados

obtenidos segun el tipo de forma cosmética, con un nivel de significancia «=0.05

Se establecen las siguientes hipdtesis:

Hipotesis nula: Ninguna de las concentraciones de principio activo en las formulaciones
poseen medianas estadisticamente diferentes.

Hipdtesis alternativa: Al menos una de las concentraciones de principio activo en las

formulaciones es estadisticamente diferente a las demas.

45.3.1 Test de Kruskal-Wallis para el estudio de la actividad antifungica de las

formulaciones frente a Tricophyton mengagrophytes

45.3.1.1 Extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)
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45.3.1.1.1 Cremas

Tabla 40Test de Kruskal-Wallis para cremas con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Tricophyton mengagrophytes

Kruskal-wallis Test on Halo inhibiciéon (mm)

conc.

principio

activo

(ppm) N Median Ave Rank z
500 3 0,000000000 12,5 0,00
600 3 0,000000000 12,5 0,00
700 3 0,000000000 12,5 0,00
1200 3 0,000000000 12,5 0,00
3500 3 0,000000000 12,5 0,00
7000 3 0,000000000 12,5 0,00

10000 3 0,000000000 12,5 0,00

30000 3 0,000000000 12,5 0,00

overall 24 12,5

H=0,00 DF =7 P =1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe
diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.1.1.2 Lociones

Tabla 41Test de Kruskal-Wallis para lociones con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Tricophyton mengagrophytes

Kruskal-walTlis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank z
10000 3 0,000000000 3,5 0,00
30000 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 DF=1 P = 1,000
Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.
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Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.1.1.3 Geles

Tabla 42Test de Kruskal-Wallis para geles con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Tricophyton mengagrophytes

Kruskal-wallis Test on Halo inhibiciéon (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank z
10000 3 0,000000000 3,5 0,00
30000 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 DF =1 P =1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

4.5.3.1.2 Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

4.5.3.1.2.1 Cremas

Tabla 43Test de Kruskal-Wallis para cremas con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) frente a
Tricophyton mengagrophytes

Kruskal-walTlis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio Ave
activo (%) N Median Rank z
3 3 0,000000000 9,5 0,00
4 3 0,000000000 9,5 0,00
5 3 0,000000000 9,5 0,00
8 3 0,000000000 9,5 0,00
10 3 0,000000000 9,5 0,00
15 3 0,000000000 9,5 0,00

overall 18 9,5

H=0,00 DF =5 P =1,000

Elaboracion: Las autoras
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El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al

estadistico (P) es de 1.000.

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

0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.1.2.2 Lociones

Tabla 44Test de Kruskal-Wallis para lociones con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) frente

a Tricophyton mengagrophytes
Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidon (mm)

conc.
principio
activo (%) N
10 3
15 3
overall 6

H=0,00 DF =1

Elaboracion: Las autoras

V4
0,00
0,00

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al

estadistico (P) es de 1.000.

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

0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.1.2.3 Geles

Tabla 45Test de Kruskal-Wallis para geles con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) frente a

Tricophyton mengagrophytes

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidon (mm)

conc.

principio

activo (%) N

10 3 0,
15 3 0,
overall 6

H=0,00 DF =1

Elaboracion: Las autoras
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El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.2 Test de Kruskal-Wallis para el estudio de la actividad antifingica de las
formulaciones frente a Tricophyton rubrum

4.5.3.2.1 Extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)

45.3.2.1.1 Cremas

Tabla 46Test de Kruskal-Wallis para cremas con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a

Tricophyton rubrum

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidon (mm)

conc.

principio

activo

(ppm) N Median Ave Rank z
500 3 0,000000000 12,5 0,00
600 3 0,000000000 12,5 0,00
700 3 0,000000000 12,5 0,00
1200 3 0,000000000 12,5 0,00
3500 3 0,000000000 12,5 0,00
7000 3 0,000000000 12,5 0,00

10000 3 0,000000000 12,5 0,00

30000 3 0,000000000 12,5 0,00

overall 24 12,5

H=0,00 DF =7 P =1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.
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45.3.2.1.2 Lociones

Tabla 47Test de Kruskal-Wallis para lociones con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Tricophyton rubrum

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank z
10000 3 0,000000000 3,5 0,00
30000 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 bDF=1 P = 1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.2.1.3 Geles

Tabla 48Test de Kruskal-Wallis para geles con extractode Marco (Ambrosia arborescensMill)frente a
Tricophyton rubrum

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidon (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank z
10000 3 0,000000000 3,5 0,00
30000 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 DF =1 P =1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.
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Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

4.5.3.2.2 Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)

45.3.2.2.1 Cremas

Tabla 49Test de Kruskal-Wallis para cremas con aceite esencial de Matico(Aristeguietia glutinosa Lam) frente a
Tricophyton rubrum

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio Ave
activo (%) N Median Rank z
3 3 0,000000000 9,5 0,00
4 3 0,000000000 9,5 0,00
5 3 0,000000000 9,5 0,00
8 3 0,000000000 9,5 0,00
10 3 0,000000000 9,5 0,00
15 3 0,000000000 9,5 0,00

overall 18 9,5

H=0,00 DF =5 P =1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.2.2.2 Lociones

Tabla 50Test de Kruskal-Wallis para lociones con aceite esencial de Matico(Aristeguietia glutinosa Lam) frente
a Tricophyton rubrum

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidon (mm)

Conc.
principio Ave

activo (%) N Median Rank Z
10 3 0,000000000 3,5 0,00
15 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 DF=1 P = 1,000

Elaboracion: Las autoras
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El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.
45.3.2.2.3 Geles
Tabla 51Test de Kruskal-Wallis para geles con aceite esencial de Matico(Aristeguietia glutinosa Lam) frente a

Tricophyton rubrum

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidén (mm)

conc.

principio Ave
activo (%) N Median Rank z
10 3 0,000000000 3,5 0,00
15 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 bDF=1 P = 1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

4.5.3.3 Test de Kruskal-Wallis para el estudio de la actividad antifangica de las

formulaciones frente a Microsporum canis

4.5.3.3.1 Extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)
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45.3.3.1.1 Cremas

Tabla 52Test de Kruskal-Wallis para cremas con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Microsporum canis

Kruskal-wallis Test on Halo inhibiciéon (mm)

conc.

principio

activo (%) N Median Ave Rank Z
500 3 0,000000000 8,0 -0,53
600 3 0,000000000 8,0 -0,53
700 3 0,000000000 8,0 -0,53
1200 3 0,000000000 8,0 -0,53

10000 3 0,000000000 8,0 -0,53

30000 3 1,76200E+01 17,0 2,67

overall 18 9,5

H=16,83 DF =5 P = 0,005 (adjusted for ties)
Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 16.83 y el valor de la probabilidad
asociada al estadistico (P) es de 0.005
Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es menor al alfa escogido

0.05, se concluye que alguna de las concentraciones difiere su respuesta frente a las otras.

45.3.3.1.2 Lociones

Tabla 53Test de Kruskal-Wallis para lociones con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Microsporum canis

Kruskal-walTlis Test on Halo inhibicién (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank Z
10000 3 0,000000000 3,5 0,00
30000 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 DF=1 P = 1,000
Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000. Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P)

es mayor al alfa escogido 0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas
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diferentes, no existe diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones
testeadas.

45.3.3.1.3 Geles

Tabla 54Test de Kruskal-Wallis para geles con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Microsporum canis

Kruskal-wallis Test on Halo inhibiciéon (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank z
10000 3 0,000000000 3,5 0,00
30000 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 DF =1 P =1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

4.5.3.3.2 Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)
45.3.3.2.1 Cremas

Tabla 55Test de Kruskal-Wallis para cremas con aceite esencial de Matico(Aristeguietia glutinosa Lam) frente a

Microsporum canis
Kruskal-walTlis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio Ave
activo (%) N Median Rank z
3 3 0,000000000 9,5 0,00
4 3 0,000000000 9,5 0,00
5 3 0,000000000 9,5 0,00
8 3 0,000000000 9,5 0,00
10 3 0,000000000 9,5 0,00
15 3 0,000000000 9,5 0,00

overall 18 9,5

H=0,00 DF =5 P =1,000

Elaboracion: Las autoras
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El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.3.2.2 Lociones

Tabla 56Test de Kruskal-Wallis para lociones con aceite esencial de Matico(Aristeguietia glutinosa Lam) frente
a Microsporum canis

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidon (mm)

conc.

principio Ave
activo (%) N Median Rank Z
10 3 0,000000000 3,5 0,00
15 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 bDF=1 P = 1,000

Elaboracion: Las autoras
El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al

estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.3.2.3 Geles

Tabla 57Test de Kruskal-Wallis para geles con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) frente a
Microsporum canis

Kruskal-walTlis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio Ave
activo (%) N Median Rank Z
10 3 0,000000000 3,5 0,00
15 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 DF =1 P =1,000

Elaboracion: Las autoras
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El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

4.5.3.4 Test de Kruskal-Wallis para el estudio de la actividad antifungica de las

formulaciones frente a Candida albicans

45.3.4.1 Extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill)
45.3.4.1.1 Cremas

Tabla 58Test de Kruskal-Wallis para cremas con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Candida albicans

Kruskal-walTlis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio

activo N Median Ave Rank Z

500 3 0,000000000 6,5 -1,07
600 3 0,000000000 6,5 -1,07
700 3 0,000000000 6,5 -1,07
1200 3 0,000000000 6,5 -1,07

10000 3 1,62000E+01 14,0 1,60

30000 3 2,09800E+01 17,0 2,67

overall 18 9,5

H=11,84 DF=5 P = 0,037

H=16,80 DF =5 P = 0,005 (adjusted for ties)

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 16.80 y el valor de la probabilidad

asociada al estadistico (P) es de 0.005

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es menor al alfa escogido
0.05, se concluye gque alguna de las concentraciones difiere su respuesta frente a las otras.

Estas concentraciones corresponden a 10000 y 30000ppm (1% y 3%).
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45.3.4.1.2 Lociones

Tabla 59Test de Kruskal-Wallis para lociones con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a
Candida albicans

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank Z
10000 3 15,91 2,0 -1,96
30000 3 22,87 5,0 1,96
overall 6 3,5

H=3,86 DF=1 P = 0,050
Elaboracion: Las autoras
Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es igual al alfa escogido

0.05, se concluye gue alguna de las concentraciones difiere su respuesta frente a la otra.

45.3.4.1.3 Geles

Tabla 60Test de Kruskal-Wallis para geles con extracto de Marco (Ambrosia arborescensMill) frente a Candida
albicans

Kruskal-walTlis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.

principio

activo Ave

(ppm) N Median Rank z
10000 3 0,000000000 3,5 0,00
30000 3 0,000000000 3,5 0,00
overall 6 3,5

H=0,00 bDF=1 P = 1,000
Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.
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4.5.3.4.2 Aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam)
45.3.4.2.1 Cremas

Tabla 61Test de Kruskal-Wallis para cremas con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) frente a

Candida albicans
Kruskal-wallis Test on Halo inhibiciéon (mm)

conc.

principio Ave
activo (%) N Median Rank z
3 3 0,000000000 9,5 0,00
4 3 0,000000000 9,5 0,00
5 3 0,000000000 9,5 0,00
8 3 0,000000000 9,5 0,00
10 3 0,000000000 9,5 0,00
15 3 0,000000000 9,5 0,00

overall 18 9,5

H=0,00 bF =5 P =1,000

Elaboracion: Las autoras

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

Debido a que el valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) es mayor al alfa escogido
0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

45.3.4.2.2 Lociones

Tabla 62Test de Kruskal-Wallis para lociones con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) frente
a Candida albicans

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicidon (mm)

conc.
principio Ave
activo (%) N Median Rank Z
0 3 13,90 2,0 -1,96
15 3 18,21 5,0 1,96
overall 6 3,5
H=3,86 DF=1 P = 0,050
H=23,97 DF=1 P = 0,050 (adjusted for ties)

Elaboracion: Las autoras

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

0.05, se concluye que alguna de las concentraciones difiere su respuesta frente a la otra.
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45.3.4.2.3 Geles

Tabla 63Test de Kruskal-Wallis para geles con aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) frente a

Candida albicans

Kruskal-wallis Test on Halo inhibicion (mm)

conc.
principio
activo (%)
10

15

overall

H=0,00 DF =1

Elaboracion: Las autoras

Ave
N Median Rank
3 0,000000000 3,5 0,00
g 0,000000000 % , g 0,00

P = 1,000

El valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) es de 0 y el valor de la probabilidad asociada al
estadistico (P) es de 1.000.

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

0.05, se concluye que ninguna de las concentraciones tiene medianas diferentes, no existe

diferenciacion del resultado generado para las diferentes concentraciones testeadas.

Tabla 64Resumen del test estadistico de Kruskal-Wallis para las diferentes formulaciones.

Componente activo

Tipo

Tipo de cepas

Conclusion del analisis
estadistico («=0.05)

Extracto de Marco
(Ambrosia arborescens
Mill)

Crema

Trichophyton mentagrophytes
ATCC 9533, Trichophyton rubrum
ATCC 28188,

No hay diferencia
estadisticamente significativa de
las diferentes formulaciones
cosmeéticas en su accion
antiflngica frente a estas cepas.

Microsporum canis ATCC 36299

Al menos una de las
concentraciones del principio
activo es diferente
estadisticamente a las demas con
respecto a la respuesta que
generan los halos de inhibicion.
Esto se puede evidenciar en las
formulaciones cuya concentracion
es del 3% la cual muestra
actividad antifingica.

Candida albicans ATCC 10231

Al menos una de las
concentraciones del principio
activo es diferente
estadisticamente a las demas con
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Conclusion del analisis

Componente activo Tipo Tipo de cepas estadistico (a=0.05)
respecto a la respuesta que
generan los halos de inhibicion.
Esto se puede evidenciar en las
formulaciones cuya concentracién
es del 1y 3% las cuales muestran
actividad antiflingica.

Locion | Trichophyton mentagrophytes No hay diferencia
ATCC 9533, Trichophyton rubrum | estadisticamente significativa de
ATCC 28188, Microsporum canis | las diferentes formulaciones
ATCC 36299 cosméticas en su accion
antifingica frente a estas cepas.
Candida albicans ATCC 10231 Al menos una de las
concentraciones del principio
activo es diferente
estadisticamente a las demas con
respecto a la respuesta que
generan los halos de inhibicién.
Esto se puede evidenciar en las
formulaciones cuya concentracién
es del 1y 3% las cuales muestran
actividad antiflingica.
Gel Trichophyton mentagrophytes No hay diferencia
ATCC 9533, Trichophyton rubrum | estadisticamente significativa de
ATCC 28188, Microsporum canis | las diferentes formulaciones
ATCC 36299, Candida albicans cosméticas en su accion
ATCC 10231 antifungica frente a estas cepas.
Aceite esencial de matico | Crema | Trichophyton mentagrophytes No hay diferencia
(Aristeguietia glutinosa ATCC 9533, Trichophyton rubrum | estadisticamente significativa de
Lam) ATCC 28188, Microsporum canis | las diferentes formulaciones
ATCC 36299, Candida albicans cosméticas en su accion
ATCC 10231 antifungica frente a estas cepas.
Locion | Trichophyton mentagrophytes No hay diferencia
ATCC 9533, Trichophyton rubrum | estadisticamente significativa de
ATCC 28188, Microsporum las diferentes formulaciones
canisATCC 36299 cosméticas en su accion
antifungica frente a estas cepas.
Candida albicans ATCC 10231 Al menos una de las
concentraciones del principio
activo es diferente
estadisticamente a las demas con
respecto a la respuesta que
generan los halos de inhibicién.
Esto se puede evidenciar en las
formulaciones cuya concentracion
es del 10 y 15% las cuales
muestran actividad antifungica.
Gel Trichophyton mentagrophytes No hay diferencia

ATCC 9533, Trichophyton rubrum
ATCC 28188, Microsporum canis
ATCC 36299, Candida albicans
ATCC 10231

estadisticamente significativa de
las diferentes formulaciones
cosméticas en su accion
antiflngica frente a estas cepas.

Elaboracion: Las autoras
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Se evidencia que los resultados obtenidos de la actividad antifungica para Candida albicans en
cremas Yy lociones que contienen extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill), si son
estadisticamente representativos. De tal manera que a continuacion, es realizada una prueba t
de comparacion versus un target, el target corresponde al promedio de las mediciones

obtenidas para el control positivo de Candida albican, una crema de clotrimazol.

Comparacion de los resultados vs control positivo para Candida albicans
en Cremas y Lociones de Marco

Does the mean differ from 17,8? Statistics
0 005 01 >0,5 Sample size 4
Yes_ No Mean 18,95
95% CI (13,264. 24,636)
P =0,566 Standard deviation 3,5735
The mean of Halo de inhiis not significantly different from Target 17,8

the target (p > 0,05).

Distribution of Data
Where are the data relative to the target?

17,8 Comments
T

! - Test: No existe diferencia significativa con la que se

I T L | pueda concluir que los resultados difieran del target

i (17,8mm) a un nivel de significancia de 0.05.

-CI: Cuantificando la incertidumbre asociada con la media
oo | ® ® estimada de la muestra de datos. Se puede tener
seguridad con un nivel de confianza del 95% que la media
verdadera esd entre 13.26 y 24.64

15,0 17,5 20,0 22,5 25,0

Figura N° 20Comparacion de formulaciones de cremas y lociones de Marco (Ambrosia arborescense Mill)
versus clotrimazol

Elaboracion: Las autoras

Mostrandose que el estadistico p (0.566) es mayor que el valor de significancia propuesto
para el estudio, «=0.05. Con lo cual, se demuestra que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las formulaciones de cremas y lociones de Marco en concentraciones del

1% y 3% frente a la referencia antifingica comercial que corresponde a clotrimazol.
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Para el caso de las formulaciones de lociones que contienen Matico, no es llevada a cabo esta
comparacion, debido a que contiene una elevada concentracion del aceite esencial (10% vy
15%) para generar respuesta por lo que no se justifica la comparacion frente a una crema

comercial de clotrimazol.
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CAPITULO 5

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

La presente investigacion permite comprobar la hipétesis alternativa, en la cual se
establecia que al menos una de las formulaciones cosméticas presentaria actividad
antifngica, analisis que fue llevado a cabo con un nivel de significancia «=0.05
utilizando el Test de Kruskal-Wallis. Evidenciandose que las formulaciones de cremas
y lociones que contienen 1% y 3% de extracto blando de Marco tienen actividad
antifungica frente a Candida albicans y Microsporum canis con crema al 3%. Sin
embargo, pese a que fueron utilizadas como concentraciones de partida las analizadas
por Ayala y Vasquez en 2014 no se logra evidenciar la actividad in vitro de estas
cuando estan presentes en formulacion.

e Se esperaba que la presencia de quitosano ademéas de aportar estabilidad en las
formulaciones, repotencie la actividad antifingica de los activos en formulacion, sin
embargo con los resultados obtenidos no se puede evidenciar esta accion, ya que para
obtener respuesta antifingica, fue necesario incrementar la concentracion de los

activos.
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Para el caso de las formulaciones que contienen aceite esencial de Matico, también es
demostrada la hipotesis alternativa, en lociones con 10% y 15% del activo, sin
embargo no es considerada como una propuesta viable de formulacion debido al alto
contenido de principio activo, el cual encareceria costes de produccion que no le harian
competitivo frente a los antimicoticos comerciales como clotrimazol; ademas el tener
altas concentraciones de aceites esenciales en productos podria repercutir en problemas
de sensibilizacion en usuarios.

La utilizacion del disefio de experimentos durante la formulacion de formas cosméticas
o/w estables, permitio definir los factores criticos que afectan la estabilidad de estas
férmulas, basdndose principalmente en la razon del volumen de coalescencia versus el
volumen total y en variaciones de pH durante un estudio de estabilidad preliminar.

El andlisis estadistico con un nivel de significancia «=0.05, realizado para evaluar los
principales factores que influyen en la estabilidad de las formulaciones tipo crema
cuyo principio activo es el extracto blando de Marco (Ambrosia arborescensMill)
determina que la presencia de quitosano en férmulas es un factor que aporta
estabilidad. Pese a que en el anélisis estadistico, no se muestran como efectos
principales el contenido de la fase lipofilica y el contenido de emulsificante, no son
descartados como factores debido a que su estadistico (p) es muy cercano al nivel de
significancia propuesto.

Los resultados obtenidos del disefio experimental para evaluacion de la estabilidad de
las formulaciones en crema de extracto blando de Marco (Ambrosia arborescensMill),
muestran que se tienen formulas mas estables cuando contienen las parejas de
emulsificantes Steareth2+Steareth21 y Steareth2+Tween 80.

Las formulaciones en crema de extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill)
no muestran estabilidad cuando son formuladas con las parejas de emulsificantes
Steareth2+Alcohol cetilico y Steareth2+Alcohol estearilico.

El andlisis estadistico con un nivel de significancia «=0.05, realizado para evaluar los
principales factores que influyen en la estabilidad de las formulaciones tipo crema
cuyo principio activo es el aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam),

determina que la presencia de quitosano en férmulas es un factor que aporta
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estabilidad. El resto de factores analizados: Tipo de emulsificantes, %Fase lipofilica,
%Emulsificante, %AE Matico no son considerados estadisticamente significativos.

Al comparar los disefios experimentales en crema de formulaciones que contienen y
aceite esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam), en las formulaciones tipo
crema que contienenextracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill) y aceite
esencial de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam), se aprecia que la matriz
experimental muestra mayor estabilidad de las formulaciones de Matico que las de
Marco, esto puede evidenciarse en que para cada activo fueron disefiadas 28
formulaciones, presentando estabilidad el 36% de formulaciones de Marco (Ambrosia
arborescensMill). frente al 54% de formulaciones de Matico (Aristeguietia glutinosa
Lam).

Tanto para las formulaciones en crema, locion y gel se demuestra estadisticamente que
la concentracion del activo en ambos casos, no es un factor determinante en la
inestabilidad de las formulaciones, en los intervalos de 500 a 30000ppm para extracto
blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill) y 3% a 15% de Aceite esencial de
Matico (Aristeguietia glutinosa Lam), siendo esto verificado con pruebas de
estabilidad.

En general, para cada activo fueron disefiadas 40 formulaciones entre cremas, geles y
lociones de las cuales presentaron estabilidad el 55% para extracto blando de Marco
(Ambrosia arborescens Mill) y 68% para aceite esencial Matico (Aristeguietia
glutinosa Lam).

Al comparar estadisticamente los resultados generados de las lociones y cremas de
Marco (Ambrosia arborescens Mill) frente al target “Crema comercial de clotrimazol”
en Candida albicansbajo las condiciones experimentales de este estudio, se demuestra
que no existe diferencia significativa entre las respuestas de ambos.

52 RECOMENDACIONES

Durante el desarrollo experimental de esta investigacion se pudo observar que las
cremas que contenian estos activos, pese a que en su formulacion no contenian
prevervantes, no mostraban ningin deterioro apreciable organolépticamente habiendo

estado almacenadas por un periodo de 6 meses, por lo que se sugiere que quizas
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puedan ser utilizados estos activos como preservantes naturales, podrian realizarse
estudios de desafio tipo Challenge Test.

Se recomienda realizar estudios de sinergia entre ambos activos en formulaciones en
crema, con la posibilidad de que la presencia de ambos pueda repotenciar el efecto
antifangico siempre y cuando estos estén en proporciones adecuadas, ensayar con
concentraciones del extracto blando de Marco y aceite esencial de matico hasta
maximo 5%. Por lo que se recomienda hacer un disefio experimental que abarque
andlisis de superficies de respuesta para poder optimizar las concentraciones
necesarias.

Se recomienda analizar el efecto del grado de desacetilacion sobre la respuesta
antifangica que presenta el quitosano y su sinergia frente a activos de propiedades
antifangicas.

Se podrian disefiar formulaciones en gel utilizando quitosano de alto grado de
desacetilacion (mayor al 90%) que contenga extracto blando de Marco y/o aceite
esencial de Matico, de tal manera que al ser aplicados dérmicamente formen un film
(propiedad caracteristica del quitosano) y se pueda evaluar la liberacion controlada de
los activos sobre dermatomicosis. Similar a Katarzyna en su trabajo de investigacion
del 2007, en el cual elabora geles de acido lactico en quitosano para el tratamiento de
candidiasis vaginal (KATARZYNA, 2007)

Durante el periodo de incubacion de las placas de prueba, se evidencia que el control
positivo (clotrimazol) genera halos de inhibicion en un periodo de 3-5 dias, mientras
que las formulaciones objeto de este estudio tardan mas de 7 dias, por lo que es muy
probable que se deba hacer un estudio de la frecuencia con la que debe ser aplicada
determinada dosis de la crema para llegar a tener el mismo tiempo de accién que las
cremas antifungicas existentes en el mercado.

Los antifungicos sintéticos existentes en el mercado como ya se ha mencionado pueden
ocasionar dafios en la piel, por lo que se sugiere hacer un estudio sinérgico entre varios
antifangicos sintéticos junto con extracto blando de Marco y/o aceite esencial de

Matico, para de este modo bajar la concentracion de uso de estos antifungicos,
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repotenciando a su vez los principios activos naturales, con el objeto de reducir
problemas de dafio en la piel.

Realizar un anélisis de mercado, evaluando el costo que tendria producir formulaciones
cosmeticas como las de este estudio versus las cremas antifingicas existentes ya en el
mercado y la aceptacion que tendrian estas por parte del usuario.

Los resultados favorables para Candida albicans, sugieren que podrian ser utilizados
para la formulacion de jabones de uso intimo, por lo que se recomendaria probar las
concentraciones favorables de este estudio en formulas cosméticas de este tipo, las
cuales puedan tener una capacidad coadyuvante en el tratamiento habitual de estas

patologias.
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ANEXOS

Anexo 1Caracteristicas de extracto blando de Marco (Ambrosia arborescens Mill) y aceite esencial de Matico
(Aristeguietia glutinosa Lam) obtenidos por Ayala-Vasquez

Extracto blando de Marco
(Ambrosia arborescens Mill)

Aceite esencial de Matico
(Aristeguietia glutinosa Lam)

" Ubicacion Laguna de Yahuarcocha Loma Alto de Reyes
% Coordenadas 0°22°0”N 78°7°0”W 0°21°46”N 78°07°48”0
S |[msnm 2190 2405

g % Temperatura 15°C 17°C

A & | Humedad 72%HR 68%HR

% Rendimiento 3.94 0.97

Aspecto Liquido viscoso, adherente Liquido fluido

Color Verde petroleo Amarillo claro

Olor acre, penetrante Aromatico

Densidad relativa (g/mL) 1.01 0.86

%S0lidos totales 2.77 No aplica

pH 6.6 5.43

Indice de refraccion No aplica 1.483

Fuente: Ayala-Vésquez 2014

124




Anexo 2Caracteristicas del quitosano obtenido por Davila-Pazos

%Rendimiento obtencién quitina

» Peso caparazones de camaron= 3Kg 7.30
%Rendimiento obtencidn quitosano 70.08

e Peso de quitina= 219g '
%Grado de desacetilacion

e CNaOH=0.1025eq/L

e Mquitosano=0.4318 76.4

e Pto. Inflexién mayor= 45,0
e Pto. Inflexion menor=25,0

Fuente: Las autoras
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Anexo 3Certificado de Herbario Nacional de Marco (Ambrosia arborescens Mill) de la especie utilizada por
Avyala-Vasquez para obtener el activo utilizado en este estudio

Quitn, 22 de Saliar ded 2014
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Anexo 4Certificado de Herbario Nacional de Matico (Aristeguietia glutinosa Lam) de la especie utilizada por
Avyala-Vasquez para obtener el activo utilizado en este estudio

Quan, 12 de Mtk det 2004
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Anexo 5Imagenes de la formulacion de algunas cremas de Marco (Ambrosia arborescens Mill) y Matico
(Aristeguietia glutinosa Lam)

Fuente: Las autoras

Fuente: Las autoras
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Fuente: Las autoras

Fuente: Las autoras
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Fuente: Las autoras

130



Anexo 6lméagenes de algunas placas en las que no se muestra inhibicion

Fuente: Las autoras

Fuente: Las autoras
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Anexo 7Imagenes de placas Petri en las que se muestra inhibicién de Candida albicans y Microsporum canis

Fuente: Las autoras

Fuente: Las autoras
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Fuente: Las autoras

Fuente: Las autoras
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Fuente: Las autoras
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