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Introduccion

Esta obra recopila algunos estudios desarrollados en la linea
de investigacion de la tecnologia aplicada a los recursos naturales,
esperando puedan contribuir al desarrollo y manejo de herra-
mientas técnicas que permitan aprovechar estos recursos, siempre
dentro de un margen de desarrollo sostenible, que pueda generar
un aumento de procesos productivos y productos fabricados en
las diferentes ramas de la industria bien sea farmacéutica, alimen-
ticia o cosmética; sin poner en riesgo el aprovechamiento de estos
recursos a las futuras generaciones.

El objetivo principal de este documento es fundamentar el
uso de los diferentes materiales vegetales, uso que nace del saber
ancestral, en el que el hombre no necesit6 de los modernos méto-
dos de investigacion para encontrarle aplicabilidad a lo que le
ofrecia la naturaleza y mejorar su calidad de vida, de una forma
u otra; pero que hoy en dia con un conocimiento mas amplio de
diversas areas, permiten que este saber ancestral sea respaldado
por la ciencia médica o ciencia cosmética.

La tendencia hacia una cosmética natural y la falta de
estudios de ingredientes naturales que puedan ser incorporados
en formulaciones cosméticas, son los principales argumentos que
han motivado a las investigaciones que se presentan.






CAPITULO I

Cosmetica natural

Antecedentes

La cosmética natural representa todavia un segmento
minoritario de consumo en comparacioén con la cosmética con-
vencional. Sin embargo, los estudios de mercado confirman una
gran tendencia de crecimiento en los proximos afios; en esta
categoria, se estima un crecimiento del 15% frente al 5% global
de los restantes productos de cuidado personal (Alcalde, 2010).
Tendencia que fundamenta la necesidad de aumentar la investi-
gacion de materias primas vegetales, que podrian ser considera-
das alternativas en formulaciones cosméticas.

Esta nueva tendencia ha dado origen a una cosmética
natural, categorizada bajo diferentes denominaciones: cosmética
verde, biocosmética, cosmética organica, cosmética natural o
fitocosmética; todas ellas con diferentes definiciones, cada una
con mayores 0 menores exigencias, pero con un objetivo comun,
el retorno hacia lo natural.

“La proclamacion de natural ha sido fuertemente orienta-
da hacia formulaciones libres de aditivos o con fitoingredientes o
materias primas vegetales, recogiendo las percepciones de segu-
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ridad y pureza que son criticas en los productos para la salud”
(Nadinic, 2009).
Y todo esto ha sido promovido:

Gracias al conocimiento quimico de los componentes de las
plantas, y al avance de las investigaciones clinicas que han
demostrado su eficacia y fiabilidad y, en general, al mayor
conocimiento de la fisiologia de la piel, esto ha permitido el auge
de la fitocosmética, de tal manera que hoy en dia la industria
cosmética, tiene la posibilidad de incorporar principios activos
vegetales sea puros o como extractos (Lopez, 2009).

En el siglo XXI, los desafios para las industrias que utilizan
procesos quimicos, entre las cuales se encuentran los fabricantes
de productos para el cuidado personal, son tan grandes como
los enfrentados por casi todas las areas industriales. Los propul-
sores de los cambios afectan todos los aspectos de la produccion,
especialmente las materias primas, los procesos de fabricacion y
la seleccion de las caracteristicas claves de los productos (Clark &
Summerton, 2010).

Dentro de este crecimiento, en el campo de los productos
naturales, cualquiera que sea la denominacion utilizada (bio, eco,
natural, etc.), es importante analizar cual es el comportamiento
del mercado, en este analisis estudios realizados en Estados Uni-
dos, uno de los paises con mayor producciéon y consumo de cos-
méticos, se encuentra un estudio de Kline & Company importan-
te empresa de investigacion de mercado, que resalta una alta tasa
de crecimiento en mercados bien establecidos como el de Europa
Occidental y América del Norte, “se estima que la demanda de
productos naturales crezca hasta el 10% mas al ano 2016” (Kline
& Company, 2012).

Estudios realizados por Euromonitor, empresa internacio-
nal de inteligencia de mercado dedicada al consumo masivo; evi-
dencian que Latinoamérica ha experimentado un incremento de
la demanda del mercado cosmético en un 3,8% anual, aumento
relacionado a la creciente demanda de productos en la categoria
de cuidado para el cabello, piel y fragancias, cifras que corrobo-
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ran a los Estados Unidos como lider en el sector cosmético, sin
embargo Latinoamérica se visualiza como un mercado también
en crecimiento, dentro de Latinoamérica, Colombia es un pais
con importantes avances e innovaciéon en productos naturales,
relacionado sin duda con la riqueza natural de Colombia, que
lo ubica como el segundo pais del mundo, después de Brasil,
con mayor numero de plantas existentes y, ademas, es el cuarto
pais de Latinoamérica con mas areas protegidas en relacién a su
area total después de: Venezuela, Bolivia y Ecuador (Proexport
Colombia, 2008).

En cuanto a la realidad del mercado en nuestro pais en el
tema de cosméticos organicos, no se cuenta con datos exactos de
esta tendencia, aunque existe presencia de algunas marcas interna-
cionales de cosméticos organicos y naturales; por ejemplo: Orifla-
me con la linea Ecobeauty®, Zuii® con una linea de maquillaje
100% organico certificado, y, Plante System® Dermocosmética
Organica by Arkopharma con una linea certificada para el cui-
dado de la piel, no hay aun, una soélida presencia de mercado
nacional, existen cifras programadas como resultado de estrategias
gubernamentales en el cambio en la matriz productiva, del Minis-
terio de Industrias y Productividad y el sector de los Cosméticos,
en incrementar la produccion en el ano 2015 a USD 64 millones
902 mil (Ministerio de Industrias y Productividad, 2014), este
aumento de la produccién nacional puede incrementar la presen-
cia de productos dentro de la categoria natural, ya que es claro que
tanto para empresas cosméticas internacionales y nacionales existe
el interés por la fabricacién de cosméticos organicos y naturales,
considerandose oportunidades de desarrollo. También es claro que
esta oportunidad de desarrollo generar4 nuevos desafios a los cua-
les se enfrentaran los formuladores cosméticos, en la investigacion
y desarrollo de productos con activos naturales, que se puedan
incorporar en esta creciente industria cosmética

El crecimiento en el campo de la cosmética natural es el
resultado de un consumidor mas exigente. Los nuevos consumi-
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dores de productos cosméticos estan muy bien informados, tienen
conocimiento de qué cuidarse, y como hacerlo, este tipo de con-
sumidor no esta segmentado por clases sociales, grupos politicos
y/0 edades. Un estudio de este segmento de mercado indica que
entre el 9 al 50% de consumidores escogen el producto ampara-
dos en el criterio de “formulacion ecolégica” del 25 al 72% de
consumidores resaltan no la importancia no solo que se mencione
como natural sino que se certifique como ecoldégicamente susten-
table, un 80% de consumidores probablemente dejarian de com-
prar una marca si no aplica practicas de ética medioambiental
en la elaboracion de productos y el manejo de los residuos (Kline
& Company, 2008). Es muy claro que es un consumidor no sélo
informado sino responsable preocupado por el medio ambiente,
amante de conceptos como “natural” u “organico”, interesado
por la sustentabilidad. Son estos conceptos lo que ha dado apo-
geo a esta categoria “Cosmética Natural”, que busca satisfacer
consumidores exigentes, que desean no solo productos naturales
sino que funcionen mejor que cualquier otro. Conceptos que
fueron tomados como contradictorios algunos afos atras, pero se
han desarrollado activos botanicos totalmente funcionales, lo que
ha generado cambios radicales en la formulaciones que hoy en
dia permite conjugar bajos riesgos con mayor eficacia. Los desa-
rrollos realizados demuestran que los activos botanicos no son
vistos como inferiores en cuanto a su desempeno, si se compara
con un producto cosmético convencional.

Las plantas utilizadas en la cosmética

Ecuador tiene un 10% de todas las especies de plantas que
hay en el planeta. De este porcentaje, la mayor cantidad crece en la
cordillera de los Andes, en la zona noroccidental, donde se calcula
que hay aproximadamente 10 mil especies (China, 2012). La her-
bolaria ecuatoriana y latinoamericana han realizado importantes
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contribuciones al desarrollo de la medicina cientifica y por ende a
la salud humana, puesto que en nuestro pais existen alrededor de
35 000 especies que tienen interés médico y potencial terapéutico
para elaboracion de nuevos productos; cerca del 30% de la pobla-
ci6n ecuatoriana esta desprotegida de medicina, por esta razon la
Asamblea Mundial de Salud recomend6 aprovechar lo positivo y
beneficioso de la medicina tradicional (Naranjo P, 2010).

En el Ecuador, dada su alta biodiversidad, a numerosas
plantas se les ha otorgado la categoria de “medicinales”, siendo
parte del patrimonio natural inmaterial, por lo que se plantea
aprovechar el saber ancestral en el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos. El conocimiento actual de las plantas medicinales
tiene dos objetivos fundamentales, una vez validado su valor tera-
péutico, el primero radica en descubrir la estructura molecular de
los principios activos, el segundo es sentar bases cientificas para el
empleo directo de las plantas por parte de grandes sectores de la
poblacién (Chiriboga, 2010), el cumplimiento de estos objetivos
permitird la estandarizacion de su uso dentro de la industria ali-
menticia, farmacéutica y/o cosmética.

Asi como se ha descubierto el valor alimenticio de ciertos
productos vegetales a lo largo de los anos, el hombre también ha
ido descubriendo el valor curativo o analgésico de muchas plantas,
la extincion de las plantas y la pérdida del saber cultural pone
en riesgo nuevas aplicaciones aun no desarrolladas por la ciencia
moderna, que puedan ser validas, seguras y eficaces (Naranjo P,
2010). La investigacion orientada por este saber ancestral podra
dirigir la utilizacion de biodiversidad tan variada en nuestro pais.

Relacionando lo que ha ocurrido en el campo de medica-
mentos, las drogas de sintesis ofrecen indiscutibles ventajas, sin
embargo se ha descubierto que se puede producir efectos inde-
seables y hasta graves, esto ha motivado el retorno al estudio de
los vegetales en el intento de encontrar drogas naturales de mejor
valor terapéutico y menor riesgo patologico y aunque el conoci-
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miento empirico es valioso, no es suficientemente confiable, es
necesaria la confirmacion cientifica, lo mismo ocurre en el campo
de la cosmética. Importante considerar que una vez encontrado y
confirmado el valor terapéutico de las drogas vegetales, se plan-
tea la necesidad de estimular su uso y la explotacion racional de
las plantas medicinales cultivables, beneficiando de esta manera
tanto al sector agricola como a la poblacién en general ofreciendo
alternativas naturales que permitan cuidar su salud y bienestar,
siempre dentro de propuestas que permitan la sostenibilidad del
recurso natural.

Ecuador cuenta con una alta gama de plantas que no han
sido estudiadas y que son usadas por los grupos étnicos, el aval
cientifico de su uso, enfoca el camino hacia el aprovechamien-
to racional y sustentable de los recursos vegetales y los saberes
ancestrales.

Ecuador cuenta con 62 empresas relacionadas con varias
etapas de la industrializaciéon de las plantas medicinales en la
region andina, de los cuales 42% se concentra en la produccion
de medicamentos a base de plantas, el otro 42% en la agricultura,
la recoleccion y procesamiento, el resto de las empresas se dedi-
can a produccion de cosméticos o especias (Grupta, 2006).

Muchas plantas han sido identificadas para tratar varias
enfermedades que han afectado a las poblaciones desde la anti-
giiedad, entre las que se destacan alergias, dolores, infecciones
y enfermedades cutaneas. 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, aceites esenciales o extractos naturales obte-
nidos de las mismas presentan relacién con dichas enfermedades
ya que poseen actividad curativa sobre estas patologias (Centro
Nacional de Investigaciones para la Agroindusrializacion de
Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales, 2008).

Alrededor del tema existen un sin nimero de investigacio-
nes, actividad cientifica que se evidencia, en un estudio realizado
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en el 2008 por el Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medici-
nales y tropicales, Centro (CENIVAM). El estudio sintetiza con
la ayuda de un programa Vantage Point, las investigaciones rea-
lizadas con componentes vegetales registradas en Scopus, encon-
trando 1 600 registros de trabajos de investigacion, orientados
a la determinaciéon de la composicién quimica y/o la actividad
biologica de estos componentes. Dentro del estudio de actividad
biologica la que se evaltia con mas frecuencia es la antimicro-
biana (69%). La confirmacién de una actividad biologica en
un componente vegetal, orienta su potencial uso dentro de una
industria, es decir todas estas investigaciones se convierten en el
fundamento para el aprovechamiento de estos recursos naturales.

Grafico 1.
Actividad biolégica identificada en investigaciones
con aceites esenciales

ESTUDIOS CIENTIFICO-SCOPUS

B ANTIBACTERIANA

H ANTIOXIDANTE

H ANTIINFLAMATORIA
& OTRAS

Fuente: CENIVAM 2008

Existen especies de plantas muy estudiadas, con un gran
numero de investigaciones que confirman la actividad biologica
que presentan; actividad biologica que genera un alto potencial
de aplicaciéon en cualquier tipo de industria bien sea cosmética,
farmacéutica o alimenticia.
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Grafico 2.
Distribucion de las plantas medicinales identificadas
con su nombre cientifico de acuerdo a la actividad
biologica reportada en la base de datos Scopus
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Fuente: CENIVAM, 2008

De acuerdo a la recopilacion bibliografica realizada por
CENIVAM, es claro que la actividad biolégica mas importante es
la Antibacterial. Las plantas en su medio tienen un poder de auto
conservacion, pues a pesar de estar rodeadas de un ambiente que
predispone a sufrir infestaciones de toda clase de microorganis-
mos: bacterias, mohos, levaduras; resisten a estas fuerzas natura-
les de desintegracion, gracias a las sustancias quimicas presentes
en las partes de la planta, que le permiten llevar acabo eficiente-
mente este mecanismo natural. Y son estas evidencias lo que ha
generado que plantas sean utilizadas para diferentes patologias,
dentro de la medicina tradicional, siendo esta a la vez; la base
en la que se han fundamentado investigaciones, con el objeto de
determinar los componentes responsables de las diferentes activi-
dades atribuidas, he incorporarles como ingredientes activos en
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productos cosméticos, farmacéuticos e incluso alimenticios, con-
siderandose como ingredientes a toda la planta, partes especificas
de ellas, o sus extractos.

Refiriéndome a esta actividad antibacteriana como las
mas resaltada en investigaciones, existen muchos estudios que
demuestran la capacidad antibacteriana i vitro de plantas, “los
resultados no son directamente comparables debido a las diferen-
cias metodologicas, tales como la eleccion de la planta, extracto
(s), microorganismo (s) de prueba y métodos antimicrobianos”
(Janssen, 1987), todos estos resultados fundamentan cientifica-
mente el uso de estos materiales vegetales como ingredientes
activos en la industria.

Otra de las propiedades que son atribuidas a las plantas
es su poder antioxidante. Las plantas sufren de estrés oxidativo
inducido por la radiacién UV, de igual forma como los animales
y los humanos, pero no pueden protegerse a si mismos como lo
hacen los humanos por medio exbégenos, por lo tanto, han desa-
rrollado multiples estrategias y moléculas altamente eficaces para
defenderse contra el estrés ambiental. Por ejemplo, los liquenes
contienen sustancias naturales que absorben los rayos UVB vy
actian como una “pantalla”. Las plantas contienen multiples
antioxidantes eficaces en combinaciones ideales, los llamados
“fitoantioxidantes”, capaces tanto de la proteccion de sus propias
células contra el estrés oxidativo inducido por la radiacion UV,
asi como de conferir protecciéon a otros organismos, mediante la
ingestion o aplicacion topica.

Los antioxidantes naturales provenientes de un sin nimero
de plantas, propiedad que esta siendo aprovechada en los dife-
rentes campos de la industria como preservantes en alimentos,
en medicinas y anti edad en cosméticos; compuestos como la
quercetina, tocoferol y carotenos, entre otros, estan sustituyendo
a los antioxidantes sintéticos de mayor uso como la vitamina Ay
C, el 2-terbutil-hidroxitolueno (BHT) y el 2-terbutil-hidroxianisol
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(BHA), debido a que estos presentan una actividad comparable a

los sintéticos y con la gran ventaja de no ser toxicos (Mesa, Quin-
to - Quinto, & Blair, 2013).

La cosmeética natural

Antes de realizar una definiciéon de las diferentes categorias
existentes en la Cosmética Natural, es interesante contraponer
algunos aspectos de la cosmética natural con la cosmética con-
vencional, abordar estas dos tendencias diferentes en el consumo
de cosméticos, que conlleva el desarrollo de dos tipos de produc-
ci6n cosmética, por un lado la cosmética convencional o de sinte-
sis y por otro una cosmética en crecimiento, la cosmética natural.

La cosmética convencional es una industria quimica que
ha venido produciendo cosméticos con un gran nimero de ingre-
dientes, en su mayoria materias primas de bajo costo extraidas del
petroleo, produccién que hoy en dia se encuentra: cuestionada
y presionada a cambiar su orientacioén, por la nueva tendencia
de los consumidores de cosméticos, hacia una cosmética mas
natural. Esta fuerte corriente, que al parecer esta arrasando con
los cosméticos convencionales, engloba un concepto “de lujo mas
abstracto, con privilegio en las sensaciones, y esta representada
por los objetos sencillos, artesanales (y originales), oriundos de
comunidades distantes, productos rusticos, relacionados con la
naturaleza, el medio ambiente y la tranquilidad hacia lo natural”
(Franquilino, 2011).

Algunos podrian decir que los cosméticos naturales u
organicos no ofrecen beneficios mayores que los cosméticos con-
vencionales, pero los motivos por los que se prefieren este tipo
de productos pueden nombrarse segin la percepcion del consu-
midor ya que proveen salud, bienestar, seguridad avalada por su
uso tradicional, armonia entre cuerpo y mente, acercamiento a
la naturaleza, y ofrecen gran tolerancia dermatologica, debido a
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que contienen una base de aceites vegetales y extractos de plantas
que estimulan las funciones vitales de la piel y son libres de com-
puestos sintéticos. Todos éstos beneficios, algunos subjetivos, otros
empiricamente demostrables, avalan la tendencia en el aumento
del interés por la salud y el medio ambiente. Un producto natural
u organico da seguridad, genera confianza al estar relacionado
con la ausencia de componentes sintéticos. Los consumidores
explican que: “lo organico, lo natural es mas sano”; “funciona
mejor”; “por alguna razon es utilizado desde hace siglos™; “va de
la mano con el medio ambiente”; y “son productos biodegrada-
bles” (Hermida, 2011) .

Con este precedente, es importante acotar que desde el
punto de vista técnico surge una nueva interrogante ;Qué tan
seguros y confiables son los cosméticos naturales?, al respecto es
bastante clara la conclusiéon a la que llega la investigacion reali-
zada por Tolosa, en la que se expresan algunos de los inconve-
nientes de la cosmética natural, entre ellos: “la implementacion
del marketing ético, los problemas técnicos y de formulacion, la
diversidad de eco-sellos, y la incompatibilidad entre las normas
existentes que generan desconcierto y confusion, no solo al con-
sumidor sino también al productor”.

Los productos naturales legitimos, que han obtenido una cer-
tificacion, estan compitiendo contra los cosméticos convencionales
que han sido etiquetados como “naturales” los cuales muchas veces
no poseen una certificacion que verifique su autenticidad. Lo que
se pone en tela de juicio en este caso es la veracidad de los produc-
tos cosméticos de estas caracteristicas, lo que confiere al consumi-
dor cierta desconfianza e inseguridad (Tolosa, 2011).

Uno de los argumentos mas utilizados en favor de lo natu-
ral es que no hace dano, como si lo hacen los productos indus-
trializados. La naturaleza representa la fuerza vital, lo que anima
a los vivientes, la creaciéon suprema, de tal manera que el adjetivo
“natural” se ha convertido en superlativo de lo sano, benéfico,
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recomendable y, por supuesto, inocuo. En oposicién, lo que no es
bueno es lo artificial, lo quimico, lo sintético; st un medicamento o
un alimento es producto de la quimica, si tiene aditivos artificiales
resulta que no es bueno. Para los fanaticos de lo natural, el adje-
tivo mas peyorativo es que algo contiene quimicos. Al margen de
la ignorancia que traduce el decir que algo no es quimico, o que
la quimica no es una ciencia natural, tal tendencia no resulta del
todo favorable a la salud.

Es verdad que muchos productos sintéticos pueden repre-
sentar el riesgo de efectos colaterales, pero no lo es menos a partir
de los productos naturales. En otras palabras, lo natural no es
garantia de efectividad o inocuidad e igual puede ser dafino lo
totalmente natural (Lifshitz, 2003). Consideraciéon que debe ser
analizada no s6lo por consumidores, sino mucho mas por los
desarrolladores y productores de esta categoria de productos.

Es claro que esta reflexion de Lifshitz, lleva a pensar que uno
de los mas grandes inconvenientes que tiene la Cosmética Natural,
es la falta de estudios que permitan utilizar un ingrediente natural
con total seguridad, conscientes tanto de sus potencialidades y sus
riesgos. “No se debe limitar a la sabiduria popular la seguridad
y la eficacia porque cada parte de una planta tiene numerosas
sustancias con actividad biolégica y potencialmente capaces de
producir cualquier efecto indeseable” (Garcia, 2009). En el estudio
de Garcia se concluye que durante los anos estudiados 2003-2007,
se report6 un total de 332 reacciones adversas en 2003 y de 359
en 2007. Especies como el Ajo (Allum satiwum L.), Aloe (Aloe vera
L.), fango medicinal y propoéleos fueron los que acumularon mayor
cantidad de reportes de sospechas de reacciones adversas, estas se
evidenciaron mas en el sistema digestivo y en la piel. En contra de
lo que se piensa sobre la seguridad de los productos naturales, éstos
si producen reacciones adversas, y aunque en el mencionado estu-
dio no se reportaron reacciones adversas graves, si hay un elevado
numero de reacciones moderadas. Esto constituye una alerta para
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la poblacion que consume productos naturales por auto prescrip-
ci6n, para el profesional de la salud y para el sistema sanitario que
deben advertir al consumidor de los riesgos a los que esta sometido
cuando emplea estos productos.

Con estos fundamentos, lo que se quiere recalcar es que
las especies vegetales utilizadas en una formulaciéon cosmética,
no son ajenas al riesgo de producir una reaccién adversa, con-
cienciar que los productos naturales no ofrecen una completa
seguridad de uso, siempre existiran riesgos inherentes a la diversi-
dad de componentes quimicos que posee un ingrediente natural.
Argumentos que deben ser considerados dentro del crecimiento
de la industria cosmética en la categoria de Cosmética Natural, el
estudio cientifico de los ingredientes, las evaluaciones m vitro e in
vwo, la estabilidad de la formulacion, son aspectos que deben ser
considerarse dentro del desarrollo del producto.

Se ha podido sintetizar las principales corrientes tedricas,
sus posiciones y debates, destacando los aspectos o problematicas
principales en cada una de las categorias cosméticas, dejando
claro que tanto ingredientes naturales como sintéticos tienen ven-
tajas y desventajas y el reto de un formulador es equilibrar con
conocimiento, las potencialidades y limitaciones para conseguir
una formulacién cosmética segura.

Ante la creciente demanda de cosméticos naturales, los
consumidores de esta clase de productos se enfrentan principal-
mente con las siguientes dificultades:

1. Distinguir los auténticos productos naturales y/u orga-
nicos de los que no los son y que se publicitan como tales, y, 2.
Conocer las diferencias entre la denominacion natural y organi-
ca, y los requisitos de cada una de ellas en lo que respecta a la
formulacion, el etiquetado, etc.

Uno de los inconvenientes que se habia definido dentro de la
categoria de la cosmética natural, es la variedad de denominacio-
nes que terminan confundiendo a los consumidores. Al respecto es
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importante realizar una aclaracion: el cosmético natural no es un
cosmético organico.

A continuacion se presentan algunas definiciones relaciona-
das a la Cosmética Natural.

Definiciones

Fitocosmética

Un fitocosmético es el término que define al producto
cosmético (de higiene o tocador) que incluye casi exclusivamente
materias primas de origen vegetal (fitoingredientes) en su for-
mulaciéon con el objetivo de ejercer una acciéon determinada.
Entendiéndose como fitoingrediente a cualquier materia prima
vegetal que ha sido procesada convenientemente para ser inclui-
da en formulaciones cosméticas y farmacéuticas. Puede provenir
de plantas frescas o desecadas, enteras o en partes, extractos,
secreciones, aceites, etc. o puede ser un producto aislado de las
mismas por metodologias especiales, de composicion heterogénea
(Nadinic, 2009).

Cosmético organico y cosmético natural

Todo producto de cosmética organica, si es verdaderamen-
te organico, debe llevar un certificado de un organismo regulador
que lo acredite como tal. En este aspecto existen algunas empre-
sas que confieren el certificado de acreditaciéon y no existe un
certificado comun, ni en el mercado Europeo y mucho menos en
América, en donde esta categoria tiene menos anos de desarrollo.

Las principales entidades regulatorias son: Ecocert y Cos-
mebio (ambas de Francia), BDIH (Alemania), Soil Association
(UK), USDA (USA) y OFC (Australia).Otras certificaciones tam-
bién conocidas son: Bioforum (Bélgica), ICEA (Italia), Demeter
(Alemania). En la actualidad, estas asociaciones europeas estan
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trabajando para establecer unos estandares comunes en el pro-
yecto COSMOS-standard. También han creado un sello stan-
dard llamado Natrue.

Los requisitos para certificacion de un cosmético organico
difieren de acuerdo a las certificadoras, la revision de los mas
importantes son:

+ ECOCERT (Francia)

Desde 2003, Ecocert impone los principios fundamenta-
les del estandar Ecocert, que permiten garantizar un producto
cosmético respetuoso con el medio ambiente. El sistema de
referencia de Ecocert ha evolucionado en funcion de los avances
cientificos y de las modificaciones legislativas, pero siempre esta
basado en: la calidad, la legitimidad de los ingredientes, el respeto
al medio ambiente y el respeto hacia el consumidor.

Ecocert certifica dos categorias de productos cosméticos:

1. Cosmético natural: Es el que retne las siguientes condiciones:
Un minimo del 95% del total de los ingredientes (incluyendo
el agua) debe ser natural o de origen natural. Maximo el 5%
restante pueden ser ingredientes de sintesis, que forman parte
de una corta lista restrictiva que incluye algunos conservantes
y sustancias auxiliares indispensables.

Minimo el 5% del total de los ingredientes procede de agri-
cultura organica, que representa como minimo el 50% de los
ingredientes vegetales.

2. Cosmético natural y organico: Debe estar libre de moléculas
que se definen “no permitidas” como por ejemplo siliconas,
parabenos, colorantes y perfumes sintéticos. Su producciéon
debe guardar total respeto por la naturaleza y el medio
ambiente. Deben estar libres de la experimentaciéon con ani-
males para probar su eficacia.

Ademas debe cumplir las siguientes exigencias: Minimo
el 95% del total de los ingredientes es natural o de origen
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natural. Maximo el 5% restante pueden ser ingredientes de
sintesis indispensables que forman parte de la lista restrictiva
que consta en su norma de referencia. Minimo del 10% del
total de los ingredientes procede de agricultura organica, que
representa como minimo el 95% de los ingredientes vegetales

(ECOCERT GROUP)
+  COSMEBIO (Francia)

Esta certificacion es solo para marcas francesas. Los requi-
sitos de la etiqueta BIO son:

El 95%, como minimo, de los ingredientes deben ser de
origen natural y haber sido transformados segiin procedimientos
aprobados.

El 5% restante proceden de una lista muy restringida de
ingredientes autorizados.

El 95%, como minimo del total de los ingredientes vegeta-
les deben ser ingredientes vegetales certificados BIO.

El 10%, como minimo, de los ingredientes totales del pro-
ducto acabado deben ser biologicos.

Asimismo, los productos certificados por Cosmebio no
pueden contener ingredientes derivados de la petroquimica, ni
materias primas animales, excepto la cera de abeja y la lanolina,
tampoco contendran aceites minerales (paraffinum), aceites sin-
téticos (siliconas), ni perfumes ni colorantes sintéticos. Ademas,
limita el uso de tensioactivos de sintesis y el uso de conservantes
sintéticos (parabenos, fenoxietanol) a una lista restrictiva de con-
servantes naturales, los productos no pueden ser ensayados sobre

animales y los envases y embalajes deben ser biodegradables o
reciclables (COSMEBIO, 2002).

*  SOIL ASSOCIATION (Reino Unido)

Es una asociacion sin animo de lucro que desde 1973 ins-
pecciona y certifica granjas organicas, negocios y productos que
cumplen sus estandares. Es el sello mayoritario en las islas brita-
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nicas. Actualmente dedican su actividad a certificar, ademas de
alimentos, productos cosméticos.

Para la certificaciéon organica de Soil Association, un pro-
ducto debe tener un 95% de composiciéon organica.

Para la declaracion “elaborado con X organico” debe tener
un minimo del 70% de su composicién organica.

Ademas, debe tener un uso restringido de aditivos no orga-
nicos, que en ningin caso deben provenir de alteraciones gené-
ticas. En su procesado debe respetar los niveles de ruido ecolégi-
cos. Este método excluye la utilizacién de aguas organicas para
aumentar el porcentaje organico de su formula (Soil Association).

* BDIH (Alemania)

Creador de la primera certificaciéon organica de “personal
care”, sus requisitos son los siguientes:

Ingredientes autorizados a elegir entre una lista de 700
compuestos (entre ellos algunos conservantes de sintesis autoriza-
dos, que se deben indicar explicitamente en el embalaje).

No se impone un minimo de productos biologicos, pero
ciertos componentes deben proceder de la agricultura biologica.

Fabricados a partir de materias primas naturales (reino
animal y vegetal).

Prioridad a los vegetales de cultivo biologico.

Pruebas sobre personas voluntarias o cultivos de células.

Prohibe la petroquimica, colorantes, perfumes de sintesis,
OMGs (Organismos Genéticamente Modificados), carne de
ballena o coldgeno animal y las pruebas en animales (BHID).

. USDA (USA)

La USDA regula el término “organico” que se aplica a los
productos agricolas a través de su Programa Nacional Organi-
co (NOP). Si un producto cosmético contiene o esta compuesto
por ingredientes de origen organico debe ser certificado por un
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agente de la USDA. Una vez certificado, puede optar a una de las
cuatro categorias ecologicas en funciéon de su contenido organico
y otros factores:

100 por ciento organico: El producto debe contener (exclu-
yendo agua y sal) s6lo ingredientes producidos organicamente.

Organico: El producto debe contener por lo menos 95%
de sus ingredientes de produccion ecologica (excluyendo agua
y sal). Los ingredientes restantes deben consistir en sustancias
no agricolas aprobadas en la Lista Nacional o de producciones
agricolas organicas.

Hecho con ingredientes organicos: El producto contiene al
menos un 70% de ingredientes organicos y la etiqueta del pro-
ducto puede incluir hasta tres de los ingredientes organicos en la
etiqueta principal.

Menos del 70 por ciento de ingredientes organicos: El
producto no puede utilizar el término “organico” en cualquier
parte de la etiqueta principal. Sin embargo, pueden identificar los
ingredientes que la USDA ha certificado como siendo producidos
organicamente en la declaraciéon de ingredientes en la etiqueta
(USDA United States Department of Agriculture)

Regulacion de los cosméticos naturales y organicos

A pesar de que no existe una normativa oficial para cos-
méticos organicos y naturales en cuanto a sustancias permitidas,
relacion entre los ingredientes de origen natural y organico
dentro de una formulacién cosmética, etc., existen organismos
privados de certificacion alrededor del mundo que han estableci-
do sus propias normativas en pro de establecer parametros para
garantizar el origen de los mismos (Alcalde, 2010).

Los requerimientos que debe cumplir este tipo de cosméticos
y los organismos que velan por su control varian segiin la region del
mundo en la que se desee comercializar el producto, asi:
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Ameérica del Norte

En los Estados Unidos no existe una normativa especifica
para productos cosméticos organicos, por lo que las empresas
cosméticas estan utilizando los estandares establecidos para ali-
mentacion. Segin el Programa Orgéanico Nacional (NOP) del
Departamento de Agricultura (USDA), el sello USDA Organic pue-
de aparecer en ciertas condiciones en el etiquetado del producto,
en concreto; cuando el 95% como minimo de sus ingredientes
procedan de agricultura ecologica. Si el porcentaje es inferior, la
denominaciéon USDA Organic no puede aparecer en el embalaje.
Respecto al término “natural”, no esta regulado por la FDA para
productos cosméticos, por lo que cosméticos que se publicitan
como “completamente naturales” o “derivados de plantas” pue-
den incluir otro tipo de ingredientes (De la Fuente, 2011).

Otra certificadora importante en América del Norte es
la Fundacién Nacional de Ciencia (NSF), la cual expide certi-
ficaciones para los productos que tienen menos contenido de
materia organica, o para las empresas que no desean certificar
sus productos bajo el sello del USDA. Este sello es una introduc-
ci6n relativamente reciente, desarrollado para proporcionar una
distincién para los productos que contienen niveles mas bajos de
ingredientes organicos (Dubber - Smith, 2013).

Union Europea

En la Unién Europea se dispone de una legislacion muy
clara que define y regula los alimentos “organico, ecologico y bio-
l6gico” (alimentos producidos sin la utlizacion de productos qui-
micos en todas las fases de su elaboracion), su uso esta regulado y
protegido por Reglamentos Comunitarios 834/2007 y 889/2008;
pero no ocurre lo mismo con los productos cosméticos. En la
actualidad, no existe ninguna normativa europea oficial que
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detalle los requisitos que deben cumplir los cosméticos organicos
y naturales en cuanto a las sustancias permitidas y prohibidas,
la proporcién de ingredientes de origen natural y organico, las
normas del etiquetado, etc. Ante la ausencia de legislacion, los
fabricantes de cosméticos y materias primas se someten a los
criterios de empresas privadas de certificacién, que garantizan
el caracter natural y/u organico de los cosméticos y materias
primas. Esto significa que los organismos certificadores sirven
como aval o garantia al consumidor para diferenciar un producto
supuestamente natural de un auténtico producto natural o de un
auténtico producto organico. Cada organismo certificador tiene
establecidos sus propios criterios de exigencia para los productos
cosméticos y en consecuencia, algunos organismos tienen crite-
rios mas estrictos que otros. Un cosmético certificado muestra en
su material de acondicionamiento el sello o logo del organismo
certificador. Es posible obtener mas de una certificacion, y por
tanto, varios sellos pueden aparecer en el mismo cosmético.

Los principales organismos certificadores europeos son:
ECOCERT (marca registrada) de Francia, Federaciéon de Indus-
tria y Comercio (BDIH, por sus siglas en aleman) de Alemania,
Asociacion de la Tierra (Soil Association) del Reino Unido y el
Instituto para la Certificacién Etica y Ambiental (ICEA) de Italia.

Se ha realizado un avance importante en el tema de los cos-
méticos organicos y naturales en Europa, ya que se han armoni-
zado los criterios de los diferentes entes certificadores en cuanto a
la certificacion de estos productos, con el fin de evitar la confusion
entre los consumidores y en la propia industria cosmética. Para
ello, representantes de los principales organismos certificadores
europeos, han creado un estandar europeo llamado COSMOS
(marca registrada) con el fin de definir los requisitos y definiciones
comunes para los cosméticos organicos y/o naturales.

Con esta norma bien establecida, el mercado europeo tiene
un medio para asegurar la legitimidad de los productos que se
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proclaman como organicos y naturales. A medida que mas y mas
organismos de certificacién estan aplicando para convertirse en
parte de la organizacion COSMOS, estas normas pueden ayudar
a establecer una definicion unificada y criterio para el etiquetado
de productos cosméticos organicos y naturales (Pawel & Ross-Fi-
chtner, 2014).

Una de las certificadoras con mayor renombre a nivel
mundial es ECOCERT, empresa que ha categorizado a dos de
las mas importantes corrientes de Cosmética Natural, y que ade-
mas avala y define a los productos como cosméticos naturales y
cosméticos organicos.

El sistema de referencia para los cosméticos naturales y
organicos de Ecocert, garantiza el respeto al medio ambien-
te en toda la cadena de fabricacion del cosmético, incluida la
distribucion.

Ecocert es un organismo que desarrolla operaciones de con-
trol y certificaciéon en 85 paises del mundo. Ante la dificultad de los
consumidores para diferenciar los verdaderos cosméticos naturales
y organicos, ha elaborado un sistema de referencia propio con el
que se han certificado mas de 80 000 productos en todo el mundo.

El sistema de referencia para cosméticos naturales y orga-
nicos de Ecocert, implica un nivel de exigencia superior al de la
reglamentacion convencional de los productos cosméticos por-
que garantiza un verdadero respeto al medio ambiente en toda
la cadena de fabricacién del cosmético, incluida la distribucién
(ECOCERT; 2012).

Los elementos controlados por Ecocert son:

1.- El producto terminado: El origen de sus ingredientes,
procedimientos utilizados, porcentajes minimos de ingredientes
de origen natural y organico, el compromiso de los proveedores
sobre las materias primas entregadas, la verificaciéon del embalaje
utilizado y el control del etiquetado.

2.- El fabricante: Se realiza seguimiento al fabricante del
producto cosmético certificado puesto que hay un control del
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transporte y almacenamiento de las materias primas y de los pro-
ductos terminados. Hay un estricto control a las Buenas Practicas
de Manufactura y normativa ambiental asi como la evaluacion
del sistema de calidad para garantizar la trazabilidad del produc-
to y de los controles internos que realice el fabricante.

Ecocert comprueba que se respetan las exigencias de su
sistema de referencia a través de un inspector, el cual realiza dos
auditorias al afio al fabricante. Luego de la auditoria si el fabricante
satisface los requerimientos del sistema de referencia de Ecocert,
se le entrega una licencia relativa a la empresa autorizandolos a
fabricar y/o distribuir los cosméticos certificados por Ecocert.

Latinoameérica

En Latinoamérica todavia no hay normas para la certifica-
ci6n de cosméticos organicos. El Instituto Biodinamica (IBD), una
de las mayores certificadores de América Latina con sede en Brasil,
tiene su propia norma para el mercado de los paises del Merco-
sur, que, segun la certificadora, sigue las normas mas avanzadas
del exterior para cosméticos organicos. El fabricante que utilice
minimo el 95% de ingredientes organicos puede tener el sello IBD
Organico y si contiene del 70 al 95%, el producto es certificado
como EcoSocial. Quien utiliza menos que el 70% de ingredientes
organicos, puede tener el sello “Ingredientes Naturales” y atn ser
certificado con el sello ““ Integra” (Neves, 2010).

El mercado de cosméticos en el Ecuador

El aumento en los ingresos de los consumidores ecuatoria-
nos, asi como un cambio en sus estilos de vida, han provocado
que los cosméticos dejen de ser bienes suntuarios y se hayan
convertido en articulos basicos. Segin datos de Euromonitor, la
venta de cosméticos ascendi6 en 2012 a USD 1 014,9 millones,
lo que representd un crecimiento promedio anual de 8,6% desde
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el 2007. Las fragancias encabezan la lista de las principales cate-
gorias de cosméticos vendidos en Ecuador, con una participaciéon
de 21,6%, ademas fue la segunda de mayor crecimiento, con un
11,2% promedio anual entre 2007 y 2012. Productos para el cui-
dado de la piel, el cabello y maquillaje contintian en la lista de los
mas vendidos. Los productos para depilar, aunque son los que tie-
nen una menor participacion en el mercado, presentaron la tasa
de crecimiento promedio anual mas alta en el periodo analizado,
cast 15%. Las categorias de productos para la piel, maquillaje y
desodorantes, tuvieron una tasa de crecimiento promedio anual
mayor a la del sector en total.

Aunque estos crecimientos ya estan siendo aprovechados
por grandes laboratorios en el caso de la industria farmacéutica e
importantes transnacionales productoras de cosméticos, en ambos
sectores, los empresarios ecuatorianos se encuentran en la busque-
da de productos diferenciados, sin descartar potenciales oportu-
nidades en la venta de bienes convencionales, como es el caso de
los medicamentos genéricos, nicho que sigue creciendo gracias a
esfuerzos gubernamentales por promoverlos. En la btasqueda de
productos diferenciados cobran un papel relevante aquellos natu-
rales en cualquiera de las categorias medicamento natural o cosmé-
tico natural, ambos impulsados por tendencias guiadas por la salud
y el bienestar que ofrecen y buscan aquellas sociedades que ganan
sofisticacion paralelamente a su nivel de ingresos.

Los productos naturales ademas tienen la particularidad de
no estar sometidos al control de precios, lo que sin duda flexibili-
za las oportunidades en el mercado y podria representar mayores
ganancias (Calderon, 2014).

Formulaciones cosméticas

Tanto dentro de la Cosmética Convencional como en la
categoria de Cosmética Natural, los productos se pueden presen-
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tar en diferentes formas cosméticas. La clasificacion presentada a

continuacion esta basada el estado fisico de las mismas.

a.

Soluciones: Son sistemas homogéneos, monotfasicos, liquidos,
por dispersiéon molecular de uno o mas componentes en otro,
llamandose al/los primeros soluto/s y al Gltimo solvente, lo
que exige una cierta afinidad, dependiente de los caracteres
de ambos.

Geles : Son soluciones monofasicas soélidas que se distinguen
de los solidos y de los liquidos por su permanente rigidez elas-
tica y su alto contenido de liquidos, hidréfilos o lipéfilos, que
les confiere un caracter blando, facilmente deformable, pero
no derramable, generalmente transparentes.

Suspensiones: Son sistemas heterogéneos bifasicos, en los que
una fase monofasica liquida o semiliquida externa, dispersa
una fase interna sélida insoluble, cuyo reducido tamafio de
particulas condiciona la eficacia cosmética.

Emulsiones: Son sistemas heterogéneos de dos (simples) o mas
fases liquidas (multiples), constituidas por una fase continua
hidroéfila 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 pequena posible. Cuando se agi-
tan se obtiene una mezcla inestable de gotitas (fase dispersa,
discontinua o interna) en el seno de una fase continua (fase
dispersante o externa) con la intercapa que tiende a reducirse
progresivamente, lo que explica la inestabilidad del estado.
Polvos: Son solidos organicos o inorganicos, reducidos a par-
ticulas mintsculas. Cuando los polvos se someten a presion
pueden hacerse compactos, permitiendo una estructura per-
manente que facilita la utilizacion en localizaciones precisas y
en cantidades determinadas.

Pastas: Son formas bifasicas, semisolidas, formadas por un
sistema monofasico liquido en el que se dispersa un sélido inso-
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luble, es decir polvos, que suelen estar micronizados y segtn la
cantidad puede ser pasta oleosa o acuosa (Olmos, 2005).

Estos seis tipos de formas cosméticas, se pueden reclasificar
en tres categorias consideradas por (Martini, 2005), como: pro-
ductos totalmente anhidros que representan el 20% del total de
productos cosméticos presentes en el mercado, productos total-
mente acuosos que representan un 20% del mercado y emulsio-
nes o dispersiones que representan el 60% restante.
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Capituro 11

Determinacion in vitro de
actividad biologica de
ingredientes naturales

Se habia mencionado que las plantas en su medio tienen
un poder de auto conservacion, que les permite resistir a fuerzas
naturales de desintegracion, esta capacidad de la planta su rela-
ci6n con el ecosistema ha sido el argumento para su uso dentro de
la medicina tradicional en diferentes patologias, y a la vez este uso
ancestral ha despertado el interés de la ciencia para identificar las
sustancias quimicas y mecanismos responsables de llevar acabo
eficientemente este mecanismo natural.

Muchas plantas han sido consideradas como una alternati-
va interesante de compuestos antibacterianos, que no solo puede
reducir riesgos a la salud, sino por la diversidad de componentes,
incluso otorgarle beneficios adicionales a un producto. Y aunque
existen muchas investigaciones que prueban la capacidad anti-
bacteriana i vitro de plantas, “los resultados no son directamente
comparables debido a las diferencias metodolégicas tales como:
la eleccion de la planta, extracto (s), microorganismo (s) de prue-
ba y métodos antimicrobianos” (Janssen, 1987).
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Estudios de eficacia in vitro

Determinacion de actividad antibacteriana

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para
determinar m witro la susceptibilidad de bacterias ante agentes
antimicrobianos, pero estos no son igualmente sensibles o no se
basan en los mismos principios, provocando que los resultados sean
influenciados por el método seleccionado, los microorganismos
usados y el grado de solubilidad de cada compuesto evaluado. Los
problemas generales inherentes a los ensayos antimicrobianos han
sido discutidos por varios autores (Vanden Berghe & Vlietinck,
1991), de alli la importancia de conocer algunos de los métodos
existentes para la determinacion de actividad biologica i vitro.

De los procedimientos conocidos, algunos han sido adap-
tados para evaluar la eficacia antibacteriana en compuestos
vegetales. En el trabajo de Ramirez & Marin, 2009 se presentan
algunas metodologias utilizadas, esta revision presenta los crite-
rios mas relevantes que deberian considerarse para estandarizar
los procesos en la evaluacion de la actividad antibacteriana, crite-
rios que también podrian permitir una selecciéon adecuada de la
metodologia, considerando la naturaleza del activo a evaluar, si es
extracto o aceite, las caracteristicas de polaridad o no polaridad,
e incluso los microorganismos de ensayo. La revision de Ramirez
& Marin menciona algunos métodos que podrian considerarse
como una alternativa para la evaluacién, entre ellos:

*  Me¢étodo de difusion en disco: el fundamento de esta deter-
minacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de
un conjunto de sustancias ensayadas individualmente sobre
las cepas bacterianas que tiene una cantidad especifica de
antimicrobiano. El disco es aplicado a una superficie de agar
inoculado con un microorganismo, el antimicrobiano difunde
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desde el disco al medio de cultivo produciendo una zona de
inhibicién en la cual una concentracién critica de antimicro-
biano inhibe el crecimiento bacteriano. La zona de inhibi-
cion es medida y se relaciona con la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) definida como la minima concentraciéon de
activo que ejerce accion antibacteriana.

Método de diluciéon: Se colocan diferentes concentraciones
del agente antimicrobiano diluidas en caldo o en agar y se
anade un indculo conocido de la cepa bacteriana. En este
caso la CMI hace referencia a la menor concentracion de una
dilucion seriada de un agente antimicrobiano que inhibe el
crecimiento visible de una bacteria, son interpretadas como:
susceptible, intermedio o resistente. Esta interpretacion se
realiza una vez que se confirma el crecimiento en tubos, con
las concentraciones presumiblemente mas eficientes.

Método de microdilucion. Se utilizan placas que tienen
96 pocillos (12 mm x 8mm), en los que se coloca el mismo
microorganismo, pero con diferentes caracteristicas del antimi-
crobiano, 8 antimicrobianos y 11 diluciones (la Gltima columna
se suele utilizar como control de crecimiento) o viceversa. Las
placas de microdilucion deben sellarse con adhesivo para evitar
la evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben. Tras
la incubacion se observa la turbidez o se procede a la adicion
del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT). Las células vivas y metabdlicamente activas son capa-
ces de reducir el M'TT; a 1, 3,5-trifenilformazan, o simplemen-
te formazan, reaccién redox que se evidencia con un cambio
de color de amarillo a rojo, evidenciando de esta forma su
actividad metabolica, el pozo que contenga la menor concen-
tracion del agente que inhibe completamente el crecimiento
define la CMI (Ramirez & Marin, 2009).

Bioautografia: Es una variacion de los métodos de difusion
en agar, donde el analito es absorbido dentro de una placa
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de cromatografia de capa fina TLC. El método consiste en
colocar las muestras a evaluar en placas de TLC, seleccionar
la fase movil que dé mejor separacion y posteriormente esta
placa es llevada y colocada en forma invertida sobre una caja
de petri previamente inoculada con el microorganismo a
evaluar, se deja de 8 a 12 horas en la nevera para facilitar la
difusién de los extractos en el medio, luego se retira la placa
y se lleva la caja a incubacion segin los requerimientos del
microorganismo; luego se observa el halo de inhibicién donde
esta el compuesto activo. Para visualizar mejor los resultados
se puede utilizar alguna sal de tetrazolium (Colorado, Galea-
no, & Martinez, 2007).

A parte de los métodos descritos también se puede utilizar:
analisis conductimétrico, que detecta el crecimiento microbiano
como un cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del
medio de cultivo (Ramirez & Marin, 2009), y sistemas automa-
tizados, utilizando como método de deteccion la fluorometria,
turbidimetria y colorimetria, se han fabricado equipos que per-
miten detectar el desarrollo bacteriano en una suspension, con y
sin antimicrobianos, mediante la medida de turbidez que tenga
la suspension (Garcia, 2009).

El método elegido en la mayoria de investigaciones, es el
método de difusion en disco, considerando tanto las ventajas como
las desventajas del método. Entre las ventajas se puede mencionar
que sus resultados son altamente reproducibles (Barry, Amsterdam,
Coyle, Gerlach, & Thornsberry, 1979). La técnica esta basada en el
método originalmente descrito por Bauer et al., (método de Kirby-
Bauer). Este método de difusion en disco o en pozo fue estandari-
zado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos
de Susceptibilidad, National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), de Estados Unidos. “El fundamento de esta
determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de
un conjunto de sustancias, ensayadas individualmente, sobre las

cepas” (Bauer, Kirby, Sherris, & Turck, 1966).
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Una de las desventajas del método, constituye la compo-
sicion del papel filtro Whatman que se utiliza en los discos de
sensibilidad , estos estan compuestos de celulosa (uniones [31-4 de
monomeros de glucosa), los cuales tienen muchos grupos hidroxi-
los libres presentes en cada glucosa, haciendo que la superficie
del disco sea hidrofilica. Esto provoca que exista interferencia
directamente con algunos compuestos catiéonicos de los productos
naturales absorbiéndolos en la superficie del disco e impidiendo
la difusion de estos en el agar. Los compuestos apolares pueden
no ser influenciados por dichos grupos hidroxilos y difundir
facilmente en el agar; por lo que es muy importante conocer
exactamente cual es la caracteristica quimica del compuesto res-
ponsable de la actividad (Grant Burgess, Jordan, Migena Bregu,
Mearns-Spragg, & Boyd, 1999). Siendo esta la razén de utiliza-
cion de la técnica al menos cuando se trata de evaluar la eficien-
cia antibacteriana de aceites esenciales, su caracteristica apolar.

Otra desventaja es que hay muchas variables que afectan
el diametro del halo de inhibicion, entre ellas, las relacionadas
con el agar Mueller- Hinton (espesor, pH, contenido de cationes
timina y timidina). Los resultados también varian segtn el opera-
dor que haga la lectura del halo de inhibicién siendo importante
la necesidad de que estas pruebas sean realizadas por personas
con un alto grado de experiencia en microbiologia. Otras varia-
bles que afectan los resultados estan relacionadas al método de
analisis como: forma de hisopado, temperatura y tiempo de incu-
bacion, preparacion del inoéculo bacteriano entre otras (Clinical
Laboratory Standards Insitute, 2003).

Estudios realizados en el 2008, determinaron el efecto
del pH en el didmetro del halo de inhibicién, concluyendo que
¢éste depende mas del antimicrobiano ensayado que de la cepa
estudiada. Un pH fuera del rango aceptable (7,2 a 7,4) altera el
resultado dependiendo del antimicrobiano ensayado; en cambio
el efecto del espesor del agar, afecta siempre independientemente
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del agente antimicrobiano o la cepa analizada, generando un
diametro de halo de inhibicién menor, mientras mas espeso esta
el agar y un didmetro de halo de inhibicion mayor, mientras
menos espesor tenga el agar. (Riera, Chamorro, Zarate, Falcon,
& Franco, 2008).

A pesar de estas desventajas, priman las ventajas del méto-
do, consciente que cualquier variacion de estos factores puede
afectar el resultado de la prueba, sin embargo, al emplear un
procedimiento estandar, controlando las variables presentadas
anteriormente, es posible obtener resultados confiables.

FEvaluacion de la actividad antibacteriana in vitro del

aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus
(DC) STAPF), POACEAE en una formulacion cosmética

* Antecedentes y justificacion

El uso del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus
(DC) STAPF) como una opcién de agente antibacteriano natural
que permita inhibir el crecimiento de £ acnes, principal bacteria
causante del acné. El estudio se desarrolld i vitro mediante el
método de difusiéon en medio solido.

El aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus) es rico en
compuestos aromaticos con propiedades bactericidas. La principal
accion del aceite esencial es sobre el aparato digestivo, por lo que
puede aplicarse en casos de colitis, gastroenteritis y otras afecciones
como la gastritis causada por la bacteria Helicobacter pylori, como
se demuestra en un estudio realizado en Kyoto donde se inhibi6
totalmente el crecimiento de la bacteria mediante administracion
oral del aceite (Ohno, 2003).

Es también util en afecciones de la piel como acné, pie de
atleta, para desbloquear los poros y sarna, ya que en ensayos
vitro el aceite esencial inhibe el 80% de las cepas de dermatofitos
como es el caso de M. camis (Kishore, 1993), mientras que, otros
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ensayos demuestran actividad en algunas especies del genero
Aspergillus (Mishra & Dubey, 1994).

El acné es un padecimiento inflamatorio habitual que esta
asociado con la proliferaciéon anormal de las bacterias que con-
forman la flora normal del foliculo sebaceo, se identifica por la
aparicion de comedones, papulas, pustulas y quistes purulentos
superficiales o profundos y en unos casos por presentar descama-
ci6n e hiperpigmentacion (Gémez & Molina, 2012).

El acné es la dermatosis mas frecuente, pues afecta al
80-85% de la poblacion mundial en algin momento de su vida.
En la mayoria de los casos se inicia entre los 11 y 12 anos. Las
estadisticas senalan que un 40% de las mujeres entre 14 y 17 afos
y un 35% de los hombres entre 16 y 19 anos son afectados por el
acné (Gomez C., 2003).

En el 10% de los casos el acné persiste después de los 25
anos, después de los 35 anos es del 3% pero en estos pacientes otros
factores como el hiperandrogenismo, precipitan la patologia der-
matologica. En la adultez, en algunas personas contintia aparecien-
do erupciones menores en el periodo premenstrual o en situaciones
estresantes. Es mas severo en varones que en mujeres (Coello, De
la Torre, & Iglesias, 2012).

Esta patologia cutanea se presenta en el rostro, frente, meji-
llas, espalda, y puede provocar baja autoestima, mayoritariamen-
te en los adolescentes su bienestar e imagen corporal es critica,
por lo que debe tener un tratamiento adecuado para mejorar su
aspecto, controlarlo y dar lugar a una mejor calidad de vida.

El acné es una patologia cutanea, que puede controlarse
con el correcto uso de las formulaciones cosméticas tanto para
tratarlo como para prevenirlo, disminuirlo y mejorar el estado
fisico y psiquico del paciente.

Una formulaciéon cosmética debe tener caracteristicas muy
concretas para que sea inocua y eficaz, debe ser libre de grasa, no
comedogénica, no acnegénica, no irritante, no fotosensibilizante
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y uno de los ingredientes importantes en ésta es la presencia de
una sustancia con actividad antibacteriana; en este caso la incor-
poracion de un activo natural con probada accién sobre algunos
microorganismos el aceite de hierba luisa (Cymbopogon citratus) se
prueba la eficiencia i vitro sobre uno de los patogenos responsable
de la patologia el Propionibacterium acnes ( P acnes).

La resistencia de Pacnes a los antibioticos constituye un pro-
blema muy importante en el tratamiento del acné; por ello, se han
realizado diversos estudios para esclarecer esta situacion. Uno es
la correlaciéon entre la disminucion de la poblacion de P acnes y la
mejoria clinica y otro la falta de respuesta clinica a los antibioticos
topicos y orales, utiles en el tratamiento del acné, en especial la eri-
tromicina. A comienzos de 1980, muy pocas cepas de P acnes eran
resistentes a los antibioticos utilizados contra el acné. En los tltimos
anos se encontr6 un aumento considerable que llegd a un 60% en
los pacientes tratados con eritromicina y clindamicina y a un 22%
en los que usaron tetraciclinas. Para reducir esta resistencia debe
limitarse el uso de antibioticos a periodos cortos; emplear terapias
combinadas, en especial con perdxido de benzoilo y antibiéticos
topicos (Kaminsky & Lago, 2004).

Expertos del Centro de Investigaciéon sobre Fitoterapia
(INFITO) y la Sociedad Espafola de Quimioterapia (SEQ) afir-
man que las plantas medicinales pueden convertirse en una alter-
nativa valida a los antibioticos sintéticos en infecciones producidas
por bacterias o virus resistentes a los tratamientos tradicionales
(Medicina Tradicional China, 2005).

Investigadores de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas
de la Universidad Khon Kaen Thailand confirman el uso de
siete aceites esenciales, entre ellos el aceite esencial de hierba
luisa (Gymbopogon citratus DC), con propiedades antibacterianas,
antiinflamatorias y antioxidantes. Este aceite posee actividad
pronunciada frente a £ acnes, tiene muy buena actividad de elimi-
nacion de radicales libres e inhibe la enzima 5-lipoxigenasa, que
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podria ser responsable de la formacion de queloides mediante la
supresion de la sintesis de colageno de los fibroblastos. (Lertsatti-
thanakorna, Taweechaisupapong, & Aromdee, 2006).

El aceite esencial de hierba luisa Gymbopogon citratus (DC),
quimicamente present6 entre un 70-80 % de citral, exhibi6
actividad antimicrobiana cuando se ensay6é contra cuarenta y
dos microorganismos (veinte bacterias, siete levaduras y quince
hongos), las bacterias aisladas presentan una superior susceptibi-
lidad en comparacién con los hongos, y es muy eficaz contra los
mosquitos Anopheles culcifacies y Anopheles quinquefasciatus (Negrelle
& Gomez, 2007).

La investigacién de Luangnarumitchai, presenta que dieci-
nueve aceites esenciales pueden inhibir el crecimiento del Pacnes
siendo el aceite esencial Gymbogogon citratus (DC), uno de mayor
actividad antibacteriana con zona de inhibiciéon de mas de 20
mm, y que la concentraciéon minima inhibitoria MIC fue de 0,125
% v/v. Los aceites que contienen como componente principal el
citral muestran actividad contra los microorganismos tales como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, y Candida albicans
(Luangnarumitchai, Lamlerthon, & Tiyaboomchai, 2007).

Guerra en su investigacion del Aceite esencial y Crema
de Cymbopogon citratus (DC), utilizando el método de diluciones
en medio liquido, frente a ocho bacterias: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus sub-
tlis ATCC 7001, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10033, Serratia sp, y
Salmonella typhimurium; cuatro hongos Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Epidermophyton floccosun y una
levadura: Candida albicans, muestra el potencial antibacteriano del
aceite y la crema con valores de CMI que oscilaron en un rango
de 0,1 a 5,00 mg/mL. La accién resultéd ser bactericida excepto
para S. aureus para la cual fue bacteriostatica y los microorganis-
mos mas sensibles fueron los Gram positivos. La crema produjo
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dano letal sobre las especies bacterianas usadas y la especie mas
sensible fue B. stubtilis y P aeruginosa. Para el caso de los hongos
fue mas sensible a las concentraciones del producto evaluado,
particularmente Trichophyton y Epidermophyton. Los valores de CMI
oscilaron entre 0,04y 2,50 mg/mL. La accién resulto ser fungici-
da, salvo para la levadura C. albicans, para la cual fue fungistatica.
Aunque la crema mostré menor actividad, se mantuvo la accion
que sobre la célula microbiana ejercio el aceite esencial (Guerra,
Rodriguez, & Garcia, 2004).

En cada una de estas investigaciones se puede evidenciar
la actividad antimicrobiana que resulta el fundamento para la
incorporacion del aceite esencial de hierba luisa en una formula-
cion que puede ser eficaz frente a P acnes, principal responsable
de la patologia dérmica acné.

Entre las ventajas de utilizar antibi6ticos naturales, se ha
resaltado la probabilidad de no generar resistencia por parte de
las bacterias, ademas de favorecer el proceso de regeneracion
epitelial, estimular los mecanismos naturales de eliminacion,
favorecer el funcionamiento de los 6rganos en general, inhibir el
crecimiento de patégenos y aumentar las defensas del organismo
(Cabrera, 2005).

Por esta razon, esta investigacion tuvo como objetivo
demostrar el poder antibacteriano del aceite esencial de hierba
luisa, incorporado en una formulacién cosmética basica (locion
topica) que permita demostrar la eficiencia del aceite i vitro en
la patologia cutanea, considerandola como una alternativa en el
tratamiento de esta dermatosis y un excelente representante de la
cosmética natural.

o Resultados y discusion

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) que define la eficiencia antibacteriana del aceite esencial
de Hierba Luisa contra P acnes se utilizo el método de difusion en

50



Determinacion in vitro de actividad bioldgica de ingredientes naturales

agar, mencionado en este documento, que consiste en enfrentar a
la bacteria en estudio en este caso /2 acnes responsable de la patolo-
gia dérmica acné, a diferentes concentraciones de aceite esencial,
un rango amplio de concentraciones desde 0,02% concentraciéon
que resultaria muy eficiente en la aplicacion de una férmula hasta
5% maxima concentracién permitida en formulaciones topicas
(5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%, 0,05% y 0,02%), estas concen-
traciones fueron diluidas en Dimetilsulfoxido (DMSO).

Tabla 1.
Determinacion in vitro de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de hierba luisa
(Cymbopogon citratus).

Concentracion de Halos de inhibicion (mm)
aceite
esencial (%) 1 2 3 4
5 16.8 17.3 17.8 17.1
2 14.9 13.8 14.1 13.9
1 11.8 12.1 11.1 12.8
0.5 9.5 9.7 8.9 9.3
0.2 8.2 8.5 8.1 7.9
0.1 7.4 7.9 7.2 7.1
0.05 6.9 7.1 6.3 6.5
0.02 6.0 6.0 6.0 6.0
(Tetr::Ii’clina) 36.2 35.8 33.8 33.4
(Dimeti:;szlféxido) 60 60 60 6.0

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Meza, & Vargas, Evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (dc)

stapf), poaceae en una formulacion cosmética con finalidad antiacneica, 2013)
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En la Tabla 1 se muestran los resultados de la CMI del
aceite esencial de hierba luisa para P acnes. Una vez que la bac-
teria fue sembrada en las ocho concentraciones preestablecidas
de aceite esencial, se observé la existencia de inhibicién en con-
centraciones de aceite esencial superiores a 0,02 %, por tanto la
CMLI, es la minima concentracion de aceite esencial que presento
halo de inhibicién, es decir, 0,05 pg/ml.

Ademas, se puede evidenciar que el Blanco Positivo (Tetra-
ciclina), posee una actividad antibacteriana notablemente alta
con respecto al aceite esencial; su valor promedio de inhibicion
es de 34, 8 mm. En contraste con esto, el blanco negativo (disco
vacio) muestra ausencia de inhibicion.

* Analisis estadistico de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de hierba luisa
Cymbopogon citratus

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en la
determinacion i vitro de la CMI del aceite esencial se realizo
mediante el Software Statistix 8.0. Los datos fueron analizados y
se 1identificaron como normales, por lo tanto se utiliz6 la prueba
estadistica paramétrica Analisis de Varianza de una via.

e Analisis de varianza de una via contrastando los
halos de inhibicién generados por las ocho concen-
traciones de aceite esencial

Para este analisis se plantearon las siguientes hipotesis:

* Hipotesis nula: Las ocho concentraciones de aceite esencial
de hierba luisa utilizadas en la determinacion m vitro de la
CMLI, tienen promedios del didmetro de los halos de inhibi-
cion estadisticamente similares.

* Hipotesis alternativa: Al menos una concentracion de aceite
esencial genera un promedio del diametro del halo de inhibi-
ci6n diferente al de las otras concentraciones de aceite.

* Nivel de significancia (alfa): 0,05
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Los resultados presentados por Statistix 8.0 concluyen que,
al menos una de las concentraciones de aceite esencial esta gene-
rando un halo de inhibicién mucho mas fuerte que los otros.

Para determinar cual de las concentraciones de aceite esen-
cial esta generando tal halo de inhibicion, se realiz6 una prueba a
posteriori (Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test), la cual al
comparar los promedios de todos los pares posibles de concentra-
ciones de aceite esencial, permite discriminar cual o cuales grupos
son diferentes entre si.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 2.
Analisis estadistico: Test de Tukey Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de hierba
luisa (Cymbopogon citratus)

TEST DE TUKEY
CONCENTRACION | PROMEDIO DE LOS DIA- GRUPOS
DE ACEITE ESENCIAL | METROS DE LOS HALOS | [, = 0ol oo
(Variable) DE INHIBICION (mm)
BP (Tetraciclina) 34,8 A
5% 17,25 B
2% 14,18 C
1% 11,95 D
0,50% 9,35 E
0,20% 8,18 EF
0,10% 7,4 FG
0,05% 6,7 G
0,02% 6,0 H
BN (DMS) 6,0 H

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Meza, & Vargas, Evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (dc)
stapf), poaceae en una formulacién cosmética con finalidad antiacneica, 2013)
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Como se observa hay ocho grupos de concentraciones de

aceite esencial estadisticamente afines entre si, por tanto, también

afines en su eficacia antibacteriana i vitro contra P acnes.

Sin duda, el Blanco Positivo (Tetraciclina) tiene mayor efica-
cla antibacteriana que el resto de sustancias.

La concentracion mas eficaz de aceite esencial es al 5%,
seguido de la concentracion al 2% y al 1%.

La concentraciéon al 0,5% vy al 0,2% tienen eficacias muy
similares entre si.

Las concentraciones al 0,2% y 0,1% tienen eficacias muy
similares entre si.

Las concentraciones al 0,1% y 0,05% tienen eficacias muy
similares entre si.

La concentraciéon de aceite al 0,02% vy el Blanco Negativo
(Disco vacio) tienen valores iguales entre si, ya que no gene-
raron inhibicion.

Actividad antibacteriana de la locion cosmeética ela-
borada con aceite esencial de hierba luisa Cymbopo-
gon citratus

Tabla 3.
Actividad antibacteriana de la locién con

Aceite Esencial (AE) de hierba luisa (Cymbopogon citratus)

Halos de inhibicion (mm)
Indicadores
1 2 3 4
BP: Aceite esencial 5% 17.0 15.4 14.8 15.5
BN: Locion .sm aceite 6.0 6.0 6.0 6.0
esencial
Lociéon formulada 16.2 13.8 14.1 15.2

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Meza, & Vargas, Evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (dc)
stapf), poaceae en una formulacion cosmética con finalidad antiacneica, 2013)
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En la tabla 3, se muestran los resultados de los halos de
inhibicién (mm) que present6 la lociéon elaborada, el Blanco Posi-
tivo (BP: Aceite esencial al 5%) y el Blanco Negativo (BN: Locion
sin aceite esencial). La locion y el Blanco Positivo presentan
halos de inhibicién similares, un valor promedio de 14,83 mm y
15,68 mm, respectivamente. En contraste, el Blanco Negativo no
presenta ningun halo de inhibicién, esto debido a que no posee
ningun excipiente con actividad antibacteriana; lo que demuestra
evidentemente que el aceite esencial de hierba luisa es la sustan-
cia que inhibe el crecimiento de la bacteria.

¢ Analisis estadistico de la actividad antibacteriana
de la locion

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en la
determinacion de la actividad antibacteriana de la locién se rea-
liz6 de la misma manera que con el aceite esencial, utilizando el
Software Statistix 8.0. Los datos analizados demostraron ser nor-
males y por tanto se utiliz6 la prueba Analisis de Varianza de una
via.Esta prueba fue realizada para determinar diferencias entre
las medias de los halos de inhibicién que presentan las siguientes
muestras: Blanco positivo (aceite esencial 5%), Blanco negativo
(Locién sin aceite esencial) y la Locion formulada. Para ello se
plantearon las siguientes hipotesis:

* Hipotesis nula: Las muestras utilizadas en la determinacion
de la actividad antibacteriana, tienen promedios del didametro
de los halos de inhibicion estadisticamente similares.

* Hipotesis alternativa: Al menos una de las muestras tiene un
promedio del diametro del halo de inhibicion diferente al de
la otra locion.

* Nivel de significancia (alfa): 0,05

Con estos resultados obtenidos por Statistix 8.0 se puede
concluir que, al menos una muestra esta generando un halo de
inhibiciéon mucho mas fuerte que la otra.
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Para determinar qué muestra esta generando tal halo de
inhibicion, se realizé la prueba a posteriori (Tukey HSD All —
Pairwise Comparisons Test), los resultados se muestran en la
siguiente tabla.

Tabla 4.
Analisis estadistico: Test de Tukey de la
locion con Aceite Esencial (AE) de hierba luisa
(Cymbopogon citratus)

TEST DE TUKEY
PROMEDIO DE
CONCENTRACIONES DE LOS DIAMETROS GRUPOS

ACEITE ESENCIAL (Variable) | DE LOS HALOS DE | HOMOGENEOS
INHIBICION (mm)

BP(5%de aceite esencial) 15,68
Locion con 5% de aceite esencial 14,83
BN (Locién sin aceite) 6,00 B

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Meza, & Vargas, Evaluacién de la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (dc)
stapf), poaceae en una formulacion cosmética con finalidad antiacneica, 2013)

Existen dos grupos en los cuales sus promedios son simila-
res; el primer grupo esta conformado por el Blanco Positivo y la
locion formulada, mientras que el segundo grupo de datos perte-
nece al Blanco negativo. Entonces, se concluye que:

1. La locién formulada y el Blanco Positivo (Aceite esencial al
5%) tienen eficacias antibacterianas i vitro contra Pacnes. muy
similares entre si.

2. El Blanco negativo (Locion elaborada sin aceite esencial) evi-
dentemente refleja que no produjo inhibicion.

o Conclusién

1. Al realizar la evaluacion de la actividad antibacteriana
vitro del aceite esencial de hierba luisa contra Propionibacterium

56



Determinacion in vitro de actividad bioldgica de ingredientes naturales

acnes, utilizando concentraciones desde 0.02% a 5% de aceite
se determin6 que existe inhibicién desde la concentracion de
0.05% hasta la concentracion del 5%. Por tanto, la concen-
traciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial es 0.05
ug/ml.

2. De acuerdo con el analisis estadistico realizado mediante el
analisis de varianza de una via y test de Tukey, la concentra-
cion de aceite esencial que posee mayor eficacia antibacteria-
na es al 5%, pues presenta un halo de inhibicién superior al
de las demas concentraciones. Por tal motivo, seria la concen-
tracion ideal para una formulaciéon cosmética, sin descartar
porcentajes ligeramente menores como 3% o 4% que aun-
que con una actividad bacteriana reducida, podrian ofrecer
mayor seguridad cutanea, es decir la concentraciéon adecuada
solo podra determinarse con estudios i viwo, partiendo desde
un test de irritabilidad cutanea de la formula hasta un test de
eficacia cosmética con un estudio de estabilidad de la férmula.

Eficacia in vitro de un colutorio elaborado con aceite
esencial de la hoja de ishpingo Ocotea quixos (LAM.)
Kostern. Ex O.C.Schmidt y clavo de olor Syzygium aro-
maticum (L.) Merr. & L.M. Perry

* Antecedentes y justificacién

Las caries, asi como las infecciones de garganta, son de las
enfermedades mas comunes en el mundo. Los microorganismos
presentes en la placa dental o placa bacteriana estan intimamente
relacionados a estas patologias, siendo Streptococcus mutans y Strep-
tococcus pyogenes los agentes etiolégicos que causan la caries y las
infecciones de garganta respectivamente; por lo cual, el control
de estos microorganismos es de mucha importancia para evitar
la enfermedad y en la actualidad se lo realiza mediante el uso
de productos topicos o locales (enjuagues bucales y colutorios)
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que contienen sustancias antimicrobianas para eliminar la flora
bacteriana de la placa dental. En los tltimos afios, el uso de las
plantas como fuente de principios activos antimicrobianos es
de gran interés para los investigadores puesto que las ventajas
son diversas: facil acceso, bajo costo y sobre todo, pocos efectos
colaterales indeseables. La especie Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.
Ex O.C.Schmidt, pertenece a la familia Lauraceae y es conocida
en Ecuador con diferentes nombres: ishpink, ispingu, ishpingo
o canelon. El habitat natural de este arbol es el bosque himedo
tropical de la Amazonia ecuatoriana, crece entre los 310 y 1.250
msnm, destaca por ser endémico de este lugar. Por otro lado, la
especie Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry, pertenece a la
familia Myrtaceae y es conocida con diferentes nombres vernacu-
los como: clavo de olor, arbol del clavo, clavo, clavero.

Existen investigaciones previas que demuestran el elevado
poder antibacteriano de los aceites esenciales de las hojas de ish-
pingo y clavo de olor (Noriega & Dacarro, 2008).

* Resultados y discusion

La determinacion wm-vitro de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales de la hoja de ishpingo
y de clavo de olor sobre Streptococcus mutans y Streptococcus pyogenes
se realizd6 mediante técnica de dilucién en medio liquido, que
contempla enfrentar a los microorganismos mencionados a dife-
rentes concentraciones de los aceites. El procedimiento se realizo
segin la metodologia general propuesta por el Manual de Micro-
biologia de Gamazo (Gamazo, Diaz, & Lopez, 2000).

Los resultados de la CMI del AE. Ocolea quixos y AE.
Syzygium aromaticum frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Streptoccocus pyogenes ATCC 19615. Se evidencian una vez que se
sembraron alicuotas de cada tubo en cajas petri con BHIA (Brain
and Heart Infusion Agar), realizandose diluciones desde el 100%
de AE hasta 0,07%, de este ensayo con 20 diluciones, se conclu-
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ye que el AE Ocotea quixos es mas eficaz para Streptoccocus pyogenes
ATCC 19615 ya que logra una inhibicién en concentraciones
mayores de 0,097%, mientras que para Streptococcus mutans ATCC
25175 la concentraciéon deberia ser mayor a 0,13%, consideran-
do el valor mayor a esta dilucion como la concentraciéon minima
que podria tener la formulacién para que ejerza efecto sobre los
dos patogenos, es decir se define la CMI del aceite del AE. Ocotea
quixos frente Streptoccocus pyogenes ATCC 19615 y Streptococcus mutans
ATCC 25175 en 0,26%.

De igual forma se identifico la CMI con el AE Syzygium
aromaticum sobre Streptoccocus pyogenes ATCC 19615 y Streptococcus
mutans ATCC 25175. Se utiliz6 una serie de diluciones desde
100% hasta 0,07% .Una vez que se sembraron alicuotas de cada
tubo en cajas petri con BHIA se observo crecimiento de Streptoc-
cocus pyogenes ATCC 19615 en concentraciones del AE Syzygium
aromaticum < 0,78%, en el caso de Streptococcus mutans ATCC 25175
en concentraciones < 0,13%. Con estos datos, se define como
la CMI del AE Syzygium aromaticum frente a los dos patégenos la
concentraciéon mayor a la dilucion en la que se observa el creci-
miento en este caso la CMI es = 0,78%, la dilucién siguiente a
este valor es 1,56%.

Tomando en cuenta la CMI de los aceites esenciales y
habiendo establecido un prototipo de preferencia sensorial (enjua-
gue bucal comercial), se procedié a formular el colutorio. Dentro
de la formula se consideraron las materias primas mas importantes:
un tensioactivo o detergente (lauril éter sulfato de sodio), sustancias
humectantes (sorbitol y glicerina), un saborizante (sabor menta),
un edulcorante (sacarina sodica), y como componentes activos (AE
Syzygium aromaticum y AE Ocotea quixos). Las concentraciones utiliza-
das de cada materia prima estan dentro de los rangos sugeridos por
la ficha técnica de cada ingrediente. Se elaboraron dos formulacio-
nes, una con mayor y otra con menor contenido alcohoélico con el
objeto de evaluar si el alcohol ejerce algtin efecto bactericida en la
férmula, la presentacion de la formula es de 80 ml
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Tabla 5.
Férmula Unitaria Colutorio A

Ingrediente (INCI) Porcentaje

Lauril éter sulfato de sodio 3,75

Glicerina 18,38

Sorbitol 5,63

Sabor Menta 4

Sacarina Sodica 0,04

Alcohol 96% 12,5

AE. Ocolea quixos 0,26

AE. Syzygium aromaticum 1,56

Agua 33,88

Fuente: La autora Tesis (Mosquera & Veloz, Eficacia in-vitro de un colutorio elaborado
con aceite esencial de la hoja de ishpingo Ocotea quixos (Lam) Kosterm. ex OC Schmidt
yclavo de olor Syzygium aromaticum (L.) Merr. & LM Perry, 2011)

Tabla 6.
Foérmula Unitaria Colutorio B
Ingrediente (INCI) Porcentaje
Lauril éter sulfato de sodio 3.75
Glicerina 18.38
Sorbitol 5.63
Sabor Menta 4
Sacarina sodica 0.04
Alcohol 96° 6.25
AE. Ocotea quixos 0.26
AE. Syzyguum aromaticum 1.56
Agua 33.88

Fuente: La autora Tesis (Mosquera & Veloz, Eficacia in-vitro de un colutorio elaborado
con aceite esencial de la hoja de ishpingo Ocotea quixos (Lam) Kosterm. ex OC Schmidt
y clavo de olor Syzygium aromaticum (L.) Merr. & LM Perry, 2011)

60



Determinacion in vitro de actividad bioldgica de ingredientes naturales

Los dos Colutorios elaborados se compararon con cuatro
enjuagues bucales comerciales identificados como Muestras. C,
D, E, I. Los resultados obtenidos indican que la Muestra C no
es capaz de inhibir el crecimiento de S. mutans ni de S. pyogenes,
ya que no se observa ningin halo de inhibicién. Estos datos con-
cuerdan con la investigacion realizada por Valentina Camejo y
publicada en la revista Acta Odontolégica Venezolana, Volumen
37, N°? 2, Venezuela, 1999.

Tanto el Colutorio A como el B, presentan un halo de
inhibicién promedio de 7,06 mm frente a S. mutans. EI Colutorio
A muestra un halo de inhibicion promedio de 7 mm frente a S.
pyogenes mientras que el Colutorio B, para este mismo microorga-
nismo muestra un halo de inhibiciéon promedio de 7.02 mm. La
Muestra D presenta un halo de inhibicién promedio de 9,86 mm
frente a S. mutans, y 10.88 mm frente a S. pyogenes. Estos halos,
son superiores frente a los presentados por los Colutorios A y B;
y la Muestra E presenta un halo de inhibiciéon promedio de 6,3
mm frente a S. mutans y 6.36 mm frente a S. pyogenes. Los halos de
inhibicién de los Colutorios A y B son superiores a estos.

La Muestra I exhibe un halo de inhibiciéon promedio de 6.2
mm frente a S. mutans y 20.68 mm frente a S. pyogenes. Los Colu-
torios A y B presentan un halo superior frente a S. mutans pero al
mismo tiempo inferior para S. pyogenes.

El blanco negativo (Férmula del Colutorio A sin A. E)
no presenta ningin halo de inhibicién lo que demuestra que
efectivamente los aceites esenciales de la hoja de ishpingo y cla-
vo de olor son las sustancias que inhiben el crecimiento de los
microorganismos.
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Tabla 7.
Actividad antibacteriana de Colutorios
determinada en Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI)

Diametro del halo de inhibiccion (mm)
Faq <« -]
- | Microorga- U@ a mge ® £ e o S
N . ;- a P 2 3 = ]
nismo - ° i i ) © =]
- - <
5 F F g £ 2 | g¢
s & 5§ 5 Z 3 z
1 S. mutans 6 10 6,3 6,2 7 7 6
2 S. mutans 6 9,7 6,4 6,3 7 7 6
3 S. mutans 6 10 6,3 6,2 7,2 7 6
4 S. mutans 6 10 6,3 6,2 7 7 6
5 S. mutans 6 9,6 6,2 6,1 7,1 7,3 6
Promedio 6 9,66 6,3 6,2 7,06 7,06 6
1 | S.pyogenes 6 11 6,4 21 7 7 6
2 | S. pyogenes 6 11 6,4 19,6 7 7 6
3 | S. pyogenes 6 10,4 6,3 20,8 7 7,1 6
4 | S.pyogenes 6 11 6,3 21 7 7 6
5 | S.pyogenes 6 11 6,4 21 7 7 6
Promedio 6 10,88 6,36 20,86 7 7,02 6

Fuente: La autora Tesis (Mosquera & Veloz, Eficacia in-vitro de un colutorio elaborado
con aceite esencial de la hoja de ishpingo Ocotea quixos (Lam) Kosterm. ex OC Schmidt
y clavo de olor Syzygium aromaticum (L.) Merr. & LM Perry, 2011)

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en el estu-
dio de la actividad antibacteriana de los colutorios elaborados y
los enjuagues bucales comerciales se realizé6 mediante el Software
Statistix 8.0. Frecuentemente para este tipo de casos se realiza
la prueba estadistica paramétrica del Analisis de Varianza de
una Via sin embargo, esta prueba es util siempre y cuando los

62



Determinacion in vitro de actividad bioldgica de ingredientes naturales

datos obtenidos sean normales. En esta investigacion, los datos
obtenidos no cumplen con esta premisa por tal razon, se proce-
di6 a realizar la prueba de Kruskal Wallis ya que reemplaza a la
paramétrica Analisis de Varianza de una Via.

La primera prueba de Kruskal Wallis contrarresta los dia-
metros del halo de inhibicién generados por los enjuagues buca-
les frente a Streptococcus mutans. En esta prueba se plantea como
hipétesis nula (HO) que los seis enjuagues bucales utilizados en el
estudio de la actividad antibacteriana tienen medianas del diame-
tro de los halos de inhibicién estadisticamente similares. Por otra
parte, la hipotesis alternativa (Ha) sera que el valor de la mediana
del diametro del halo de inhibicién generado por al menos de
uno de estos enjuagues bucales es diferente a los generados por
los otros enjuagues. Se trabajé con un nivel de significancia (alfa)
del 0.05. Los datos ingresados al programa Statistix 8.0 son los
valores netos del didmetro inhibitorio es decir restando el valor
del disco de prueba (6mm) y los resultados son los siguientes:

Tabla 8.
Analisis de Varianza No Paramétrico de una Via
de Kruskal-Wallis (Enjuagues bucales frente a
Streptococcus mutans)

En.l(;:f?:b]l);cal Mean Rank (Tamasiiz:)n:ll:l:as:::estra)

Colutorio A 20.8 5
Colutorio B 20.2 5
MUESTRA C 3.0 5
MUESTRA D 28.0 5
MUESTRA E 12.2 5
MUESTRA F 8.8 5
Total 15.5 30

Fuente: La autora
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Se hall6 un valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) de
27.61 y un valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) de
0.00 (cero) por tal razén, se concluye que al menos uno de los
enjuagues bucales esta generando un halo de inhibicién mucho
mas fuerte que los otros frente a Streptococcus mutans

Para determinar cual de los enjuagues esta generando tal
halo de inhibicién se realiz6 una prueba extra de comparaciones
entre las medianas de todos los pares posibles de enjuagues (Krus-
kal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test, Statistic 8.0), de la cual
se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 9.
Test Kruskal-Wallis All Pairwise
(Enjuagues bucales frente a Streptococcus mutans)

Enjuague bucal Perteneciente o afin al
grupo

MUESTRA D A

Colutorio A AB

Colutorio B AB
MUESTRA E ABC
MUESTRAF BC
MUESTRA C C

Fuente: La autora

Por tanto, hay tres grupos de enjuagues estadisticamente
afines entre si (por consiguiente también afines en su eficacia
inhibitoria i vitro frente a Streptococcus mutans) y son: grupo A:
Muestra D, el Colutorio A, el Colutorio B y Muestra E; grupo B:
El Colutorio A, el Colutorio B, Muestra E y Muestra F; grupo C:
Muestra E, Muestra F y Muestra C.

En otras palabras, separandose, por tanto, nitidamente la
eficacia de los siguientes enjuagues: se obtiene que entre Muestra
D y Muestra F: el primero es absolutamente mejor que el segundo.
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Entre Muestra D y Muestra C: el primero es absolutamente mejor.
Mientras que entre el Colutorio A con Muestra C: el primero es
mejor, y entre el Colutorio B con Muestra C: el primero es mejor.

El mismo analisis se realiza contrastando los diametros del
halo de inhibicién generados por los enjuagues bucales frente a
Streptococcus pyogenes. En esta prueba se plantea como hipdtesis
nula (HO) que los seis enjuagues bucales utilizados en el estudio
de la actividad antibacteriana tienen medianas del diametro de
los halos de inhibicion estadisticamente similares. Por otra parte
la hipotesis alternativa (Ha) sera que el valor de la mediana del
diametro del halo de inhibicion generado por al menos de uno de
estos enjuagues bucales es diferente a los generados por los otros
enjuagues. Se trabajé con un nivel de significancia (alfa) del 0.05.
Los resultados emitidos por Statistix 8.0 son los siguientes:

Tabla 10.
Analisis de Varianza No Parameétrico de una
Via de Kruskal-Wallis (Enjuagues bucales
frente a Streptococcus pyogenes)

Enjuague bucal (Variable) Mean Rank (Tamasiia::ilt)alrasli::estra)

Colutorio A 15.0 5
Colutorio B 16.0 5

Muestra C 3.0 5
MUESTRA D 23.0 5
MUESTRA E 8.0 5
MUESTRAF 28.0 5

Total 15.5 30

Fuente: La autora

Se hall6 un valor del estadistico de Kruskal-Wallis (H) de
28.46 y un valor de la probabilidad asociada al estadistico (P) de
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0.00 (cero) por tal razén, se concluye que al menos uno de los
enjuagues bucales esta generando un halo de inhibicién mucho
mas fuerte que los otros.

Para determinar cual de los enjuagues esta generando tal
halo de inhibicién, se realiz6 una prueba extra de comparaciones
entre las medianas de todos los pares posibles de enjuagues (Krus-
kal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test, Statistic 8.0), de la cual
se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 11.
Test Kruskal-Wallis All Pairwise (Enjuagues bucales
frente a Streptococcus pyogenes)

Enjuague bucal Perteneciente o afin al grupo
MUESTRAF A
MUESTRA D AB
Colutorio B ABC
Colutorio A ABC
MUESTRA E BC
MUESTRA C C

Fuente: La autora

Por tanto, hay tres grupos de enjuagues estadisticamente
afines entre si (por consiguiente también afines en su eficacia
inhibitoria m vitro frente a Streptococcus pyogenes) y son: grupo A:
Muestra F, Muestra D, el Colutorio A y el Colutorio B; grupo B:
Muestra D, el Colutorio B, el Colutorio A y Muestra E; grupo C:
Colutorio B, Colutorio A, Muestra E y Muestra C.

En otras palabras, separandose, por tanto, nitidamente la
eficacia de los siguientes enjuagues: se obtiene que entre Muestra
F y Muestra E: el primero es absolutamente mejor que el segun-
do. Entre Muestra F y Muestra C: el primero es absolutamente

66



Determinacion in vitro de actividad bioldgica de ingredientes naturales

mejor. Mientras que entre Muestra D y Muestra C: el primero
€s mejor.

e Conclusiones

Tanto Streptococcus mutans como Streptococcus pyogenes mostra-
ron susceptibilidad frente al colutorio elaborado con AE Ocotea
quixos y AE Syzygium aromaticum. El colutorio elaborado es mas
eficaz que Muestra C y Muestra E en el control del crecimiento
de S. mutans y S. pyogenes.

El enjuague bucal Muestra D es mas eficiente que el colu-
torio elaborado en el control del crecimiento de S. mutans y S.
pyogenes.

El enjuague bucal Muestra F es mas eficiente que el coluto-
rio elaborado en el control del crecimiento de S. pyogenes pero es
menos eficiente en el control de S. mutans.

Determinacion de actividad antifangica

¢ Definiciéon antifingico

Antifingico es una sustancia que elimina o detiene el cre-
cimiento de hongos. Agente antifingico o antimicético engloba
cualquier sustancia capaz de producir una alteracion tal, de las
estructuras de una célula fingica que consiga inhibir su desarro-
llo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien
directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los
sistemas de defensa del huésped.

* Pruebas de sensibilidad de antifingicos

Las pruebas de sensibilidad tienen como objetivo conocer
si los hongos patégenos ensayados son sensibles o resistentes a los
antifingicos. Los procedimientos de prueba w vitro con agentes
antifingicos son de diseno similar a los empleados con agentes
antibacterianos, pero existen diferencias que hacen mas dificiles
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las pruebas con agentes antifingicos, como por ejemplo: creci-
miento lento, temperaturas especificas, tiempo de incubacion y
medio de cultivo, estas pruebas se hacen para obtener datos con-
fiables que permitan elegir el agente mas activo para usarlo en el
tratamiento de infecciones humanas (Murray, Jorgensen, Landry,

& Pfaller, 2007).
* Me¢étodo de Barry

En este método, el medio de cultivo se mezcla con el in6-
culo, al solidificar las colonias crecen en diferentes niveles, los
cuales serviran para contaje. Para ello, en el medio de cultivo
previamente fundido (de 20 a 25 ml de medio a una temperatura
de 45 a 50°C) en el tubo, se adicionara la cantidad de indculo
que oscila entre 0,1 a 0,4 ml y se homogenizara la muestra en
el tubo mediante el vibrador. Una vez, constituida la muestra, se
vierte ésta en la placa petri estéril y se dejara solidificar, la mezcla
también se podria realizar en la misma placa petri, aunque la
homogenizacion en este caso es mas dificil. Esta técnica es uti-
lizada, por ejemplo, para la determinaciéon de CMI (concentra-
ci6n minima inhibitoria) de un antibiético frente a determinados
microorganismos (Garcia, Fernandez, & Paredes, 1997).

*  M¢étodo de Kirby-Bauer

La prueba de Kirby-Bauer, conocido como el método de
difusién del disco, es la prueba de susceptibilidad a los anti-
bi6ticos mas utilizada en el tratamiento de una infeccion. Este
método se basa en la inhibiciéon del crecimiento bacteriano
medido en condiciones estandar. Para esta prueba, un medio de
cultivo, especificamente el agar de Mueller-Hinton, se inocula
uniformemente y de forma aséptica con el organismo de ensayo
y después se coloca en el medio discos de papel impregnados
con una concentracion especifica de un antibiético particular. El
organismo crece en la placa de agar mientras que el antibiético

68



Determinacion in vitro de actividad bioldgica de ingredientes naturales

inhibe el crecimiento. Si el organismo es susceptible a un anti-
bidtico especifico, no habra crecimiento alrededor del disco que
contiene el antibiotico. Por lo tanto, se puede observar una “zona
de inhibicién” y se mide para determinar la susceptibilidad de un
antibidtico para un microorganismo en particular. (Bauer, Kirby,

Sherris, & Turck, 1966).
* M¢étodo modificado de Kirby-Bauer

La técnica esta basada en el método originalmente descrito
por Bauer et al., este método de difusion en disco o en pozo fue
estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité
de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos. El
fundamento de esta determinacién es establecer, en forma cuan-
titativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados indivi-
dualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de procesos
infecciosos. El método se basa en la relaciéon entre la concentra-
ci6n de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana
y el halo de inhibiciéon de crecimiento en la superficie de una
placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha
depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o se ha
sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la
sustancia (National for Clinical Laboratory Standards, 1998).

Evaluacion de la actividad antifungica in vitro del Marco
(Ambrosia arborescens Mill.) y Matico (Aristeguietia
glutinosa Lam.) sobre hongos patogenos causantes de la
dermatomicosis

* Antecedentes y justificacion

Los hongos productores de micosis superficiales son opor-
tunistas, siendo mayormente susceptibles los pacientes diabéticos,
pacientes con SIDA, pacientes con cancer o cualquier otra afec-
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cion debilitante o crénica. A nivel mundial, se indica una preva-
lencia de 5% a 10% de micosis producida por Candida en los
servicios de dermatologia, sin embargo existen otras afecciones
también comunes como: tinea corporis y tinea capitis, con preva-
lencia de los siguientes hongos: Microsporum cans (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 dermato-
micosis especialmente en pacientes diabéticos (Villares, 2012).

El medicamento mas utilizado para este tipo de lesiones es
Clotrimazol (compuesto derivado de la familia de los imidazoles)
comunmente usado para el tratamiento de infecciones por leva-
duras, candidiasis oral, y dermatofitosis (tifia); también se utiliza
para tratar el pie de atleta y tinea corporis. Es un agente antifin-
gico de amplio espectro. In vitro el Clotrimazol exhibe actividad
fungistatica y fungicida contra especies aisladas de 7richophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum y Micros-
porum camis. Entre los efectos secundarios del uso de este medica-
mento estan: el eritema, picazéon, ampollas, peladuras, edema,
prurito, urticaria y en general irritacién de la piel; sensacion de
quemadura, irritacion, sequedad, picazén, foliculitis, erupciones
acneiformes, hipopigmentacion, dermatitis perioral, dermatitis
de contacto alérgica, maceracion de la piel, infeccién secundaria,
atrofia de la piel, estrias y miliaria. No se recomienda su aplica-
ci6n durante el embarazo, por lo que lo que se busca es dar una
alternativa para evitar estas lesiones (Food Drog Administration
FDA, 2011).

No se ha probado su efectividad y seguridad en nifios
menores de 12 anos de edad (OMS, 1999).

Afortunadamente en los ultimos afios ha resurgido el inte-
rés por el regreso a la naturaleza, por lo tanto es necesario cons-
truir una nueva relaciéon con nuestro ambiente, llevando una vida
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menos artificial y recurriendo a las plantas no s6lo para incluirlas
en nuestra alimentacién sino también para aliviar nuestras afec-
ciones, con un mayor interés por los productos naturales, organi-
cos y ecoldgicos Las propiedades antimicrobianas o antifungicas
de plantas medicinales pueden ser aprovechadas para tratar afec-
ciones de la piel como tinea, pie de atleta, candidiasis, entre otras.

Ambrosia arborescens (Marco) y Aristeguietia glutinosa (Matico)
pertenecen a la familia de las Asteraceae, que se caracterizan
por ser plantas aromaticas, con propiedades medicinales. Marco
es una especie muy difundida entre los pobladores de nuestra
region para mitigar dolores de cabeza y migrana, reumatismos,
banos vaginales, fiebre, estrenimiento, desérdenes de prostata,
fracturas y lesiones (Vera, 2008); dentro de la agricultura utilizada
como control biologico de plagas, relacionado a la proteccion o
defensa respecto ataques de microorganismo e insectos. Mientras
que Aristeguietia glutinosa (Matico) es una especie nativa del callejon
interandino y se encuentra solamente en el Ecuador, se le atri-
buye propiedades antiinflamatorias, expectorantes, antitusigena,
cicatrizante, desinfectante, ademas es utilizada como emoliente y
protector de la piel (Varela, 2011) .

Estas dos especies reportan varios estudios sobre su acti-
vidad, Marco (Ambrosia arborescens Mill.) es una planta medicinal
andina mas reconocida en el Ecuador, la etnofarmacia atribuye
algunas propiedades como: las hojas se usan para propiciar la
labor de parto y aliviar los dolores en el parto y postparto, se
emplean en bebida, emplastos para aumentar el flujo menstrual,
dolor de higado, evitan la formacién de lesiones internas produci-
das por golpes, llagas ulcerosas, verrugas, regular presion arterial
y combate la formacién de abscesos. La planta macerada se usa
como: antimicotico, anestésico, para sarampion tratar granos,
sarpullidos, caries, hemorroides y sarna, en Ecuador se le atribu-
yen efectos emenagogos, asi como antisépticos y antiparasitarios
intestinales. Es toxico para otros microorganismos, razén por la
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cual las hojas y ramas se usan como insecticidas, para eliminar
principalmente pulgas, piojos, moscos y chinches, al ambiente la
planta se aprovecha en sistemas agroforestales, como cerca viva
(De la Torre, Navarrete, Muriel, Marcia, & Balslev, 2008).

Investigaciones  vitro demuestran la actividad antibac-
teriana del componente vegetal, estudios como el de Naranjo
2010, concluye que el Marco presenta acciéon bactericida frente
a Staphylococcus aureus y sobre Candida albicans y mas hongos de
tipo patdgeno gracias a la presencia de flavonoides y fenoles y sus
derivados mencionados anteriormente. L.a marcha fitoquimica
y cromatografica de extracto de Ambrosia arborescens tue evaluada
por Alvarado, 2007 demostrando la presencia de antraquinonas,
azucares reductores, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas, tani-
nos, alcaloides, aminoacidos libres.

De igual forma, Arsteguietia glutinosa Lam. (Matico), reporta
algunos usos etnomédicos, se recomienda infusiéon de hojas para
tratar afecciones renales, inflamaciones, heridas, fracturas, mal
de orina, dolor de higado, dolencias reumaticas, ulceras, golpes,
dolor de estomago, lavados vaginales, diarreas.

Las hojas maceradas o en emplasto son usadas para tratar
heridas de la piel, granos, sarna, como cicatrizante y desinfectan-
te, contra la gonorrea (De la Torre, Navarrete, Muriel, Marcia,
& Balslev, 2008) se le atribuye efecto antiséptico (Grupta, 1995).

Estudios realizados en el laboratorio, han confirmado la
accion cicatrizante, antiinflamatoria, antiséptica del matico e
inhibitoria de las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli
y los hongos Cryptococcus neoformans (Buestan & Guaraca, 2013) .
En ensayos i vitro se ha encontrado que la planta tiene actividad
antibacteriana contra gram-positivos (Grupta, 1993). La inves-
tigacién de Varela, 2011 sobre el fraccionamiento bioguiado de
extracto hidro-etanolico de esta especie y la elucion estructural de
los principios activos anti- Irypanosoma cruzi, demostro la presencia
de diterpenos tipo copalanos; Yanez y Velastegui, en la Investi-
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gacion de la actividad antimicrobiana y fitoquimica de extracto
de plantas medicinales frente a los microorganismos patégenos
Escherichia coli y Candida albicans determinan la presencia de acti-
vidad antimicrobiana a concentraciones de 5000 ppm (Yanez &
Velastegui, 2014).

* Resultados y discusion

Se utilizaron para la evaluacién cepas Microbiologics-
KWIK-STIK™  Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, Tri-
chophyton rubrum ATCC 28188, Maucrosporum canis ATCC 36299,
Candida albicans ATCC 10231, se realizé una activacion de las
cepas liofilizadas y un cultivo posterior. En los tres primeros
microorganismos se prepar6 una suspension de esporas evaluan-
do la concentracion de las mismas con la cdmara de recuento de
Neubauer; el valor de siembra o in6culo para los tres microor-
ganismos fue 10° UFC/ml. En el caso de Candida albicans ATCC.
10231 la preparacion del inéculo se realizé mediante el Método
para la cuantificaciéon del crecimiento de poblaciones micro-
bianas en base a la masa celular por tubidimetria mediante un
Espectrofotometro UV marca Shimadzu modelo mini 1240, las
condiciones referenciadas bibliograficamente determinan que la
longitud de onda de 625 nm un valor de absorbancia de 0,08 a
0,11 es equivalente a 1- 2x10°UFC/ml para bacterias, y a una
longitud de onda de 530 nm un valor de absorbancia de 0,13 a
0,16 es equivalente a 1-5 x 10° células para hongos y levaduras
(Rosato, 2013).

Se realizaron siete diluciones sucesivas de extracto de
Ambrosia arborescens (Marco), en concentraciones de 100ppm,
200ppm, 300ppm, 400ppm, 500ppm, 600ppm y 700ppm
(partes por millon) utilizando como diluyente Dimetilsulféxido
(DMSO) liquido polar miscible y sin actividad antifingica. Se
realizaron 10 diluciones de Aceite esencial de Aristeguietia glu-
tinosa (Matico), en porcentajes de 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%,
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3%, 3,5%, 4%, 4,5%, 5% y 100% utilizando como diluyente
Dimetilsulféxido (DMSO).

La siembra se realizé en placa por homogenizacion en masa
para Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis;
se deposité 1 ml de in6culo del hongo y se afiadié 19 ml de medio
de cultivo Sabouraud Dextrose Agar (SDA) fundido, temperado
aproximadamente a 45°C y estéril. Se mezclaron ambos por rota-
cion suave de las placas. De esta forma los microorganismos se
distribuyeron de forma homogénea en el medio de cultivo permi-
tiendo el crecimiento por todo el agar (Quiroz, 2012).

Una vez sembrados los in6culos se procedié a colocar los
extractos naturales en las concentraciones indicadas siguiendo
la metodologia de Kirby-Bauer, método modificado por difu-
sion en pozo de agar. Se realizaron los pozos sobre la superficie
de los agares con ayuda de un sacabocados estéril de 6 mm de
didmetro y en cada uno de ellos se verti6 50 pl de concentracio-
nes diferentes de extracto, concentraciones diferentes de aceite,
blanco positivo (clotrimazol) y blanco negativo (Dimetilsulfoxi-
do-DMSO). Las placas se incubaron de 2 a 5 dias a 25°C para
permitir el crecimiento fingico confluente. Todas las pruebas se
realizaron por triplicado. Se midieron los halos de inhibiciéon con
un calibrador o pie de rey (mm) considerado desde el punto de
completa inhibicién segin se aprecie a simple vista. Se realizo
la lectura por el reverso de la placa con un fondo negro con luz
reflejada. 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 inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de agar
(Ramirez & Marin, 2009).

El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de
dos vias y el Test de Tukey (HSD) con la utilizaciéon del Programa
Statistix 10.0 General AOV/ AOCV y Programa Statistix 10.0
Tukey HSD All- Pairwise Comparisons Test
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Tabla 12.
Promedio de diametro de halos de inhibicion del
extracto de marco (Ambrosia arborescens)

Diametros de los halos de inhibicién (mm)
“
$ 53 3 3
-~ -~
g 25 25 § 3 3
£ £ &2 &% &E 3 3
a8 & Q' 5y o' @ 3 S 'S
v & < 8 =3 ] )
g £ 3 £ 8 8 (SIS
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100 13,7 13,5 17,5 11,2
200 14,7 99,0 19,4 11,1
300 99,5 949 98,2 10,8
400 25,9 27,6 29,1 10,9
500 26,9 99,7 40,1 113
600 30,8 39,9 435 13,1
700 32,1 35,6 40,6 10,4
Clz (+) 488 53,2 30,6 94.9
DMSO (-) 6,0 6,0 6,0 6,0

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Ayala, & Vasquez, Evaluacién de la actividad
antifngica in vitro del marco (Ambrosia arborescens Mill) y matico (Aristeguietia
glutinosa Lam.) sobre hongos patdgenos causantes de la dermatomicosis, 2014)

En la tabla 12 se muestra el resultado de un promedio de
tres determinaciones cuyo limite de desviacion esta entre el 95%.
Los resultados evidencian actividad antifingica en cada una de
las concentraciones y el blanco positivo (Clz) empleadas sobre
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canus,
Candida albicans.
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Tabla 13.
Promedios de diametro de halos de inhibicion del
aceite esencial de matico (Aristeguietia glutinosa)

Diametros de los halos de inhibicién (mm)
Concentracion Trichophyton Trichophyton| Micros- Candida
(%) mentagro- rubrum  |porum canis| albicans
phytes

0,5 6,0 6,0 6,0 9,2

1 6,1 10,7 6,9 10,2

1,5 9,1 12,3 11,5 10,5

9 9,9 12,6 13,8 11,9

92,5 11,3 14,0 13,8 10,7

3 12,3 13,7 17,9 10,9

35 14,2 15,6 30,7 10,7

4 11,3 15,2 33,5 10,4

45 12,7 17,7 37,0 10,9

5 13,2 19,0 378 10,7

100 16,4 22,0 15,7 6,0

Clz (+) 499 52,0 37,5 94.5

DMSO () 6,0 6,0 6,0 6,0

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Ayala, & Vasquez, Evaluacién de la actividad
antifungica in vitro del marco (Ambrosia arborescens Mill) y matico (Aristeguietia
glutinosa Lam.) sobre hongos patdgenos causantes de la dermatomicosis, 2014)

En la Tabla 13 se muestra el resultado de un promedio
de tres determinaciones cuyo limite de desviacion esta entre el
95%. El resultado evidencié actividad antifungica en cada una
de las concentraciones y el blanco positivo (Clz) empleadas sobre
Trichophyton mentagrophytes, “Irichophyton rubrum, Microsporum canis,
Candida albicans.

El analisis estadistico ANOVA de dos factores dio como
resultado un probabilistico de p= 0,0004 que es menor al a (0,05) y
el estadistico de la prueba F es de 8,23 mayor al I't de 5,41 valores
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que permiten aceptar la hipotesis alternativa, es decir, el AE de
Matico (Aristeguietia glutinosa Lam.), presenta actividad antifingi-
ca. Una vez aceptada la hipotesis alternativa se realizo el Test de
Tukey a posteriori para demostrar si existe o no, una diferencia
significativa entre los halos de inhibicién.

Tabla 14.
Test Tukey a posteriori (Aristeguietia glutinosa)
Concentraciéon |Promedio de halos |Perteneciente o a fin .

(%) (mm) al grupo Sample size

0,5 6,800 B 3

1 9,663 B 3

1,5 9,663 B 3

2 12,250 AB 3

2,5 12,250 AB 3

3 13,750 AB 3

3.5 13,750 AB 3

4 18,588 A 3

45 18,588 A 3

5 90,175 A 3
Cepas de estudio Mean.rank Perteneciente o a fin Sample size

(promedio halos) al grupo
Microsporum canis 20,813 A 3
Trichophyton rubrum 13,603 B 3
Trichophyton menta-
; ; s 10,533 B 3
Candida albicans 10,533 B 3

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Ayala, & Vasquez, Evaluacién de la actividad
antifungica in vitro del marco (Ambrosia arborescens Mill) y matico (Aristeguietia
glutinosa Lam.) sobre hongos patdgenos causantes de la dermatomicosis, 2014)

El test evidenci6 la existencia de dos grupos: A y B. El

grupo A conformado Microsporum canis, el grupo B conformado
por Candida albicans, Trichophyton rubrum y Trichopyton mentagrophytes.
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El promedio de inhibicién mas evidente se vio sobre Microsporum
canis con un promedio de 20,81 mm.

El analisis estadistico ANOVA de dos factores dio como
resultado un probabilistico de p= 0,000 que es menor al a (0,05)
y el estadistico de la prueba F es de 24, 16 mayor al It de 4,76 de
los valores de F valores que permiten aceptar la hipotesis alter-
nativa, el extracto de Marco (Ambrosia arborescens Mill.), presenta
actividad antifingica.

Una vez aceptada la hipotesis alternativa se realizo el Test
de Tukey a posterior: para demostrar si existe o no una diferencia
significativa entre los halos de inhibicion

Tabla 15.
Test Tukey a posteriori (Aristeguietia glutinosa)
Concentracién | Mean rank (pro- |Sample size (tama-| Perteneciente o
PpPm medio halos)mm | fio de la muestra) afin al grupo
700 29.675 3 A
600 30,075 3 A
500 27,000 3 AB
400 23,375 3 ABC
300 21,600 3 ABC
200 16,800 3 BC
100 13,975 3 C
Cepas de Mean rank Sample size (tama-| Perteneciente o
estudio (promedio halos) | fio de la muestra) afin al grupo
Microsporum canis 31,200 3 A
Trichophyton 96,600 3 AB
rubrum
Trichophyton 93,800 3 B
mentagrophytes
Candida albicans 11,257 3 C

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Ayala, & Vasquez, Evaluacién de la actividad
antifungica in vitro del marco (Ambrosia arborescens Mill) y matico (Aristeguietia
glutinosa Lam.) sobre hongos patdgenos causantes de la dermatomicosis, 2014)
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El test evidenci6 la existencia de tres grupos: A, B y C.
El grupo A conformado por Microsporum canis y ‘Irichophyton
rubrum, el grapo B Trichophyton rubrum y Trichopyton mentagrophytes
y el grupo C conformado por Candida albicans. El promedio de
inhibicion mas evidente se vio sobre Microsporum canis con un
promedio de 31,20 mm.

e (Conclusion

La evaluacion de la actividad antifingica del extracto
Ambrosia arborescens demostréd inhibicion en los dermatofitos de
estudio, en cada una de las concentraciones planteadas (100 a
700 ppm), la discriminacion de datos del test de Tukey, posterior
al Anova de una via, demostr6 que las concentraciones mas efec-
tivas fueron a 700 ppm para Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum, y de 600 ppm para Microsporum camis y Candida albicans. El
analisis estadistico Anova de dos vias probo que el extracto pre-
sent6 una mayor homogeneidad a concentraciones de 300 y 400
ppm sobre los dermatofitos de estudio respecto a las otras con-
centraciones obteniéndose un promedio de halos de 23,37 mm.

La evaluacion de la actividad antifingica del AE de Ariste-
guietia glutinosa demostré inhibicion en los dermatofitos de estudio,
en cada una de las concentraciones planteadas (0,5 a 5%), la
discriminacion de datos del test de Tukey, posterior al Anova de
una via, demostré que las concentraciones mas efectivas fueron
a 5% para Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, de 4,5y
5% para Microsporum canis y de 2°% para Candida albicans. El ana-
lisis de varianza Anova de dos vias prob6 que el AE posee mayor
uniformidad de inhibicion a 2; 2,5 y 3 % en relacion a las demas
concentraciones, por lo que se determin6é un promedio de halos
de 15,75 mm sobre los dermatofitos estudiados.
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Capituro 111

Evaluaciones in vitro
en formulaciones
cosmeticas

Los tipos de pruebas que deben superar un producto cos-

mético, en funciéon de su naturaleza y antes de ser comercializa-
do, son:

Estudios clinicos de tolerancia: Utilizados para el estudio
de la compatibilidad cutanea del cosmético, de irritaciéon o
sensibilizacion, tanto en condiciones extremas o en condicio-
nes normales, asi como para valorar otros aspectos como la
comedogenia, fotosensibilizacion, fotoirritacion, etc. (POR-
TALFARMA, 2012).

Perfil toxicolégico de los ingredientes: Esto significa que los
ingredientes se deben incorporar a la férmula del producto
cosmético en un nivel de concentraciéon que presente un mar-
gen de seguridad adecuado (ANVISA, 2003).

Estudios clinicos de eficacia: Tienen como objetivo evaluar la
eficacia y seguridad de un producto cuando es administrado
bajo una dosis y una indicacién terapéutica determinada,
bajo condiciones reales de campo. Dicha evaluacion puede
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realizarse a través de test i vitro, in vivo y técnicas no invasivas
(Sabate, 2003).

* Estudios de complacencia/sensoriales: Para conocer la opi-
nién del consumidor sobre el cosmético (PORTALFARMA,
2012).

* Con el fin de evaluar estos controles los test se podrian rea-
lizar de tres modos diferentes: con animales de experimen-
tacion, m vitro e i vivo con voluntarios humanos bajo control
dermatolégico u otro especialista en funciéon del tipo de
cosmético. Sin embargo, los productos cosméticos necesitan
ensayos clinicos en humanos, para que las empresas puedan
ofrecer a los consumidores el maximo de seguridad con el
menor riesgo, garantizando las mejores condiciones de uso

del producto (ANVISA, 2003).

Estudios de eficacia cosmeética in vivo

Tras la valoracion de la seguridad del producto cosmético,
se puede proceder a la evaluaciéon de sus propiedades cosméti-
cas mediante estudios de su eficacia con ensayos en voluntarios
humanos seleccionados segun determinados criterios de inclu-
sion. Se pueden diseiar protocolos experimentales especificos
segiin la tipologia de producto, sus propiedades y claims (un
claim se define como la informacién publica de la naturaleza, las
propiedades y estudios de eficacia de un producto (CDC de Bio
Basic Europe S.rl., 2002).

La eficacia se apoya en tres enfoques: sensorial, clinico e
instrumental. La investigacion de tipo instrumental, generalmen-
te utiliza métodos no invasivos, que estan destinados a la explo-
racion de las propiedades de la piel y a medir de manera objetiva
el efecto de un producto cosmético. Los métodos de exploracion
no invasivos (MENI), no afecten a la integridad de la piel y son
reproducibles y fiables, se emplean para explorar las propiedades
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de la piel mediante la medicién de caracteristicas como: pérdida
de agua, secrecion de sebo, flujo sanguineo, entre otras caracte-
risticas que permiten evaluar de manera objetiva el efecto de un
cosmético (Del Canizo, 2005).

Ultimamente estan aumentando los test clinicos que valo-
ran la eficacia de los cosméticos empleando como “punto final”
los resultados de dispositivos de bioingenieria, conocidos como
MENI (Métodos de exploracion no invasivos). Con el avance de
la tecnologia en bioingenieria, se han desarrollado varios méto-
dos para medir de modo no invasivo las propiedades fisicas y
fisiologicas de la piel.

Las determinaciones van desde propiedades fisicas cuta-
neas, como las propiedades mecanicas, eléctricas, térmicas, 6pti-
cas y ultrasonograficas, hasta propiedades fisiologicas, como la
pérdida transepidérmica de agua, sudoracion, secrecion de sebo
y flujo sanguineo.

La bioingenieria de la piel permite determinar entre otras
muchas propiedades cutaneas la topografia de la superficie cuta-
nea, la hidratacion cutanea, la funcién barrera cutanea, el tiempo
de recambio del estrato corneo, la presencia de paraqueratosis,
los aminoacidos libres en el estrato corneo, iméagenes ultrasono-
graficas de la piel o la microscopia confocal de la misma.

Con la determinacion de estas propiedades se puede eva-
luar la utilidad de los cosméticos empleados.

Entre los numerosos MENI descritos para estudiar las
diversas condiciones de la piel, se conocen los siguientes: vision
directa o con lupa, epiluminiscencia directa o con lupa, réplicas,
fotografias, digitalizacion de imagen, pHmetro, colorimetria, ter-
mografia, sonometria con ultrasonidos, resonancia magnética de
imagen, flujometria, corneometria, sebometria, evaporimetria y
elastometria (Olmos, 2005)

Algunas de las evaluaciones mas cominmente analizadas se
describen a continuacion
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Capacidad antibacteriana

¢ Eficiencia antiacné

Se lo realiza mediante una camara analoga no invasiva que
debe estar conectada a una computadora con el hardware de uno
de los siguientes dispositivos (video digitalizador VD 300, Visio-
meter SV 600, Dual de Imagenes, el Analizador de belleza CM
2010 o Multidermacsope. Esta camara es utilizada para detectar
lesiones de acné ya que determina porfirinas generadas por la
bacteria Propionibacterium acnes, la cual promueve la inflamacion de
las lesiones de acné a través de la produccion de mediadores infla-
matorios, acidos grasos libres y las porfirinas propiamente dichas.
La presencia de porfirinas se puede demostrar por fluorescencia
de naranja a rojo en las aberturas de los foliculos mediante el
examen de la piel con luz ultravioleta. Por tltimo, es importante
recalcar que la intensidad de la fluorescencia folicular y la medida
de la participacion de la cara son proporcionales a la densidad de
poblaciéon de P acnes y el contenido de porfirinas en la superficie
de la piel (CK electronic, 2012).

Este método puede revelar de modo prematuro lesiones
invisibles, visualizar pequenas lesiones, demostrar la eficacia de
productos antibacterianos y farmacos contra P acnes y determinar
la actividad comedogénica y comedolitica de productos de aplica-
cion topica (Microcaya, 2012).

Evaluacion de la actividad antibacteriana in vivo del
aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus

(DC) STAPF), POACEAE

Una vez realizada la determinacion de la actividad biolo-
gica del aceite esencial de hierba luisa explicada anteriormente,
las formulaciones son sometidas primeramente a una prueba de
Irritaciéon Primaria Cutanea para garantizar la seguridad de uso
de la locion en voluntarios.
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Test de irritabilidad de las lociones formuladas

Las pruebas epicutaneas o “Patch test simple y tinico” cons-

tituyen un método sencillo y accesible para averiguar o confirmar

la inocuidad de un producto en la piel (Salazar, 2006). Consiste
en la aplicacion oclusiva de un producto sobre una zona de la piel

generalmente el brazo, durante 48 horas que permite verificar,
en 10 a 20 sujetos, la buena compatibilidad cutanea después de

una sola aplicacion, seguida de un examen macroscopico realiza-

do seglin una escala numérica establecida (Instituto Espanol de
Experimentacion Clinica, 2007).

A.

En la prueba se consideran algunos aspectos:

Criterios de inclusion

Hombres y mujeres de 19 a 25 afios de edad.

Fototipos de la piel de I a IV.

Ausencia de cualquier enfermedad visible en la piel que pue-
da ser confundida con una reacciéon cutanea causada por el
producto estudiado.

Firma y entendimiento de la aceptacion de la Carta de
Consentimiento.

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

Criterio de exclusion

Cualquier marca en la piel en el sitio de prueba que pueda
interferir con la evaluacion de posibles reacciones cutaneas
(desérdenes de pigmentaciéon, malformaciones vasculares,
escaras, pilosidad aumentada, quemaduras solares).
Dermatosis activa (local o diseminada) que pueda interferir
con los resultados del estudio.

Sujetos con trasplante de rinén, corazén o higado.
Embarazadas y madres lactantes.

Panelistas con auto-reconocimiento de piel sensible.
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*  Personas que hayan usado esteroides topicos o sistémicos y/o
antihistaminicos por al menos 7 dias antes del inicio del estu-
dio o si se esta aplicando cualquier medicamento en el sitio
de aplicacion del parche.

* St presenta diabetes y esta tomando insulina.

* Si presenta asma severa o algun tipo de alergia respiratoria
que requiere de una terapia crénica o frecuente con adminis-
traciéon de medicamentos.

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

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

* Cualquier otra condicién que el investigador considere pueda
comprometer la evaluacion del estudio.

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

C Lectura

* Se evaltian los resultados de acuerdo a las siguientes escalas
utilizadas por el Instituto Espafiol de Experimentacion clinica

2007.

Tabla 16.
Escala de evaluacion de eritema para test de irritabilidad
Eritema
Ausencia de eritema 0

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

Eritema bien visible, repartido de manera uniforme en al menos las

S 2
3/4 partes de la zona de aplicaciéon
Eritema importante (rojo oscuro) 3
Eritema purpurico 4

Fuente: Instituto Espafol de Experimentacion Clinica, 2007
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Tabla 17.
Escala de evaluacion de edema para test de
irritabilidad
Edema
Ausencia de edema 0

Edema muy ligero y palpable en al menos las 3/4 de la zona de apli-
cacion, o bien visible en una superficie inferior

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

N 2
la zona de aplicacion
Edema importante (espesor de un minimo de 1 mm) en una superficie 3
mas grande que la zona de aplicacion
Fuente: Instituto Espafol de Experimentacion Clinica, 2007
Tabla 18.
Escala de evaluacion de ampollas para test de
irritabilidad
Papulas/vesiculas/ampollas/pustulas

Ausencia de papulas, vesiculas, ampollas, puastulas 0
Papulas, o pequenias vesiculas (menos de 1 mm aproximadamente de |
diametro)
Vesiculas de 1 a 2 mm de didametro 2
Puastulas 3
Ampollas con liquido claro 4

Fuente: Instituto Espaiol de Experimentacion Clinica, 2007
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Tabla 19.
Escala de evaluacion de descamacion para test de
irritabilidad

Sequedad/descamacién

Ausencia de sequedad y de descamacion 0

Ligera sequedad = aspecto mate, en al menos las 3/4 de la zona de
aplicacion.

Sequedad neta = aspecto pulverulento en al menos las 3/4 de la zona

de aplicacion. 2
Descamacion moderada = aspecto de escamas en al menos 3/4 de la 3
zona de aplicacion.
Descamacion importante = presencia de escamas espesas en al menos 4
las 3/4 de la zona de aplicacion.
Fuente: Instituto Espafol de Experimentacién Clinica, 2007
Tabla 20.
Escala de evaluacion de detergente para test de
irritabilidad

Efecto detergente

Ausencia de rugosidad

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

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

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

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

zona de aplicacion.

Fuente: Instituto Espafiol de Experimentacién Clinica, 2007
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Tabla 21.
Escala de evaluacion de reflectividad para test de
irritabilidad
Reflectividad
Ausencia de reflectividad 0

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

Reflectividad neta = aspecto brillante en al menos las 3/4 de la zona de aplica-

cién, o aspecto barniz en una superficie inferior a los 3/4 de la zona de aplicacién
Reflectividad moderada = aspecto barniz en al menos las 3/4 de la zona de aplica- 3
cién, o aspecto “helado” en una superficie inferior a los 3/4 de la zona de aplicaciéon
Reflectividad importante = aspecto helado, fuertemente reluciente, en al menos 4

las 3/4 de la zona de aplicaciéon

Fuente: Instituto Espaiol de Experimentacion Clinica, 2007

Estos datos permiten evaluar el indice de Irritacion Prima-
ria Cutanea (LPC.), que es la media de la suma ponderada de las
valoraciones obtenidas en el conjunto de (eritema “E”, del edema
“0”, de la presencia de papulas/vesiculas/ampollas/ puastulas “P”,
de la sequedad/descamacion “S”, del efecto detergente “D” y de
la reflectividad “R”):

I.P.C
_ 1xwvaloracién E + 2 x valoracién (0 + P) + 0.5 x valoracién (S + D + R)

Numero de panelistas

El indice de Irritaciéon Primaria Cutanea (I.LPC.) permite
clasificar al producto del modo siguiente:
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Tabla 22.
Clasificacion del Indice de Irritacion
Primaria Cutanea

IL.P.C Aplicaciéon

0 Muy bien tolerado
>0y <0,5 Bien Tolerado
> 0,5 Mal tolerado

Fuente: Instituto Espanol de Experimentacion Clinica, 2007

e Resultados

Después de la aplicaciéon tnica de tres lociones con dife-
rentes concentraciones de aceite esencial (3%, 4% y 5%) bajo
parches oclusivos sobre la piel del antebrazo, durante 48 horas
consecutivas en 50 voluntarios adultos, se procedi6 con la eva-
luacion macroscopica de las siguientes reacciones: eritema (E),
edema (O), reflectividad (R), papulas/vesiculas/ampollas/ pus-
tulas (P), sequedad/descamacion (S) y detergencia (D), cada una
con su respectiva escala de evaluacion. Los resultados fueron los
siguientes:

Tabla 23.
Valores de los Indices de Irritacion Primaria cutanea
de las lociones de hierba luisa (Cymbopogon citratus)

Locién L.P.C Aplicaciéon
A 0.49 Bien tolerado
B 0.46 Bien tolerado
C 0.47 Bien tolerado

b. Disminucion del porcentaje de porfirinas generadas por P. acnes
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Tabla 24.
Disminucion del porcentaje de porfirinas generadas

por P. acnes después de la aplicacion de la locion

Disminucién de porfirinas (N° /7 %)
Voll{n- Evz;tlflacién Evaluacion Evalua’cién a Di.s’nlinu- Porcentaje de
tario | Inicial (N° |a las 24h (N°|los 7 dias (N°| ci6n de Disminucién
N° |Porfirinas) | Porfirinas) | Porfirinas) |Porfirinas
1 7 5 9 5 71,4
2 8 3 1 7 87,5
3 4 2 0 4 100,0
4 5 2 0 4 80,0
5 4 0 0 4 100,0
6 1 0 0 1 100,0
7 10 3 3 7 70,0
8 12 7 3 9 75,0
9 4 7 3 9 75,0
10 1 0 0 1 100,0
11 1 0 0 1 100,0
12 1 0 0 1 100,0
13 20 0 0 20 100,0
14 15 0 0 15 100,0
15 1 1 0 1 100,0
16 1 1 0 1 100,0
17 2 0 0 2 100,0
18 14 10 4 10 71,4
19 9 7 5 4 444
20 3 0 0 3 100,0

Fuente: La autora Tesis (Mosquera, Meza, & Vargas, Evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (dc)
stapf), poaceae en una formulacion cosmética con finalidad antiacneica, 2013)
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Tras la aplicacién puntual de la locién con una concentra-
cion de 5% de aceite esencial de Hierba Luisa en las lesiones de
acné en una zona especifica de la cara (frente) durante 7 dias con-
secutivos, se cuantifico la cantidad de porfirinas al inicio, 24 horas
después y al final del estudio en voluntarios adolescentes con la
ayuda del equipo Visiopor PP34N®. En la Tabla 27 se observa
una notable disminucién de porfirinas desde la primera aplica-
cion de la lociéon formulada, teniendo como maximo porcentaje
de disminucién el 100%, un minimo de 44,4%. Estos datos reve-
lan la efectividad antibacteriana de la misma contra de P acnes.

Capacidad antioxidante

Este tipo de determinacion emplea el Cutometer MPA
580® (Courage & Khazaka), Alemania, un equipo que permite
visualizar las modificaciones en la elasticidad y firmeza cutanea.

Las evaluaciones se realizan en funcion del siguiente
protocolo:

Atributos a analizar:

En la evaluacion clinica se analizan los siguientes atributos:
* Luminosidad: Resultado de la evaluacion del tono o color de

la piel y la forma como se reflejan los rayos luminosos sobre
la superficie de la piel (tono y resplandor).

* Suavidad: Piel lisa y agradable al tacto.

En la evaluaciéon instrumental se analizan los siguientes
atributos:

* Firmeza de la piel: Estabilidad en el mantenimiento de sus
caracteristicas que le permiten mantener su resistencia y
estructura.

* Elasticidad de la piel: Parametro viscoelastico que varia en
gran medida a lo largo del proceso del envejecimiento o por
el efecto de diversas dolencias cutaneas.
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FEvaluacion in vivo de la actividad cosmética de una

crema elaborada con aceite de Plukenetia volubilis
(sacha inchi)

e Antecedente

Utilizando como fundamento cientifico investigaciones
anteriores que demuestran la actividad antioxidante del acei-
te de Plukenetia volubilis (Sacha inchi), se realizd una crema de
aplicaciéon cosmética, emulsion basica, evitando que el uso de
demasiados ingredientes puedan interferir en lo que se considera
activo dentro de la formulacion cosmética (aceite con potencial
antioxidante).

La muestra fue evaluada en un estudio  viwo no invasivo,
utilizando como muestra 30 mujeres que presentaban cierto gra-
do de fotoenvejecimiento; se realizéo una evaluaciéon clinica der-
matologica y una evaluacion instrumental utilizando el Cutome-
ter MPA 580, equipo que permite visualizar las modificaciones
en la elasticidad y firmeza cutanea; se evalto al inicio (tiempo= 0
dias) y luego de cuatro semanas de utilizar el producto (tiempo=
28 dias), los datos fueron sometidos a analisis de varianza.

* Resultados y discusion

* Evaluacion clinica

Se realiz6 una evaluacion clinica dermatolégica del estado
de la piel del rostro de las voluntarias en la condicién inicial, es
decir, antes del inicio del tratamiento y luego de 28 dias.

En la evaluacion clinica realizada antes de comenzar el tra-
tamiento, la dermato6loga evalud los siguientes atributos de la piel
del rostro de las voluntarias: luminosidad y suavidad.

Los atributos se evaluaron utilizando una escala estructu-
rada de 5 puntos denominada Impresion General del Paciente
(PGI). En la escala utilizada los puntajes corresponden a las
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siguientes descripciones: 1 - ausente, 2 — leve, 3 — moderada, 4 —
severa y ) - extrema.

En la Tabla 25 se presenta la distribucion de puntajes otor-
gados por la dermatdloga a los atributos evaluados en la piel del
rostro de las voluntarias antes del comienzo del tratamiento con
la crema TMOOI, considerando que la luminosidad de la piel
del rostro en todas las voluntarias era leve, calificandola con el
puntaje 2.

Por su parte, la dermato6loga considerd que en la condicion
inicial el 80% de las voluntarias present6é una suavidad de la piel
de su rostro leve (puntaje 2), el 13% una suavidad moderada
(puntaje 3), mientras que para el restante 7% la suavidad fue cali-
ficada con el minimo puntaje de la escala, descrito como ausente.
El puntaje promedio de este atributo fue cercano al puntaje 2,
correspondiente a la descripcion leve.

Considerando los resultados anteriores puede afirmarse
que antes de comenzar el tratamiento con la crema TMOOI, la
piel del rostro de la mayoria de las voluntarias se caracterizoé por
presentar una luminosidad y suavidad leves.

Tabla 25.
Evaluacion dermatologica antes del tratamiento
con la crema de Plukenetia volubilis (Sacha inchi)

Puntaje
Atributo Promedio
1 2 3 4 5
Luminosidad 0% 100% 0% 0% 0% 2,0
Suavidad 7% 80% 13% 0% 0% 2.1

Fuente: Informe CLAIM 2011
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Luego de 28 dias de tratamiento, la dermatdloga evaluo6
cambios en estado de la piel del rostro de las voluntarias respecto al
estado inicial. En esta instancia, la dermatéloga evalu6 los siguien-
tes atributos: Mejoria en la luminosidad y Mejoria en la suavidad.

Para la evaluacion de estos atributos se utilizo la Escala de
Mejoramiento Estético Global — GAIS (Global Aesthetic Impro-
vement Scale). Esta escala corresponde a una escala nominal de
5 puntos (0-4) con la siguiente descripcion: 4= Totalmente mejo-
rado, 3= Muy mejorado, 2= Mejorado, 1= Sin cambios, 0= Peor.

Utilizando dicha escala se considera que un atributo mejoré
respecto al comienzo del tratamiento si el puntaje otorgado por
la dermatologa es mayor o igual a 2. Sobre los datos obtenidos se
aplico el test del signo para determinar si las mejorias identifica-
das por la dermatéloga luego de 28 dias de tratamiento, fueron
significativas respecto a la evaluacion realizada en la condicion
inicial para cada uno de los atributos evaluados.

En la Tabla 26 se presenta la distribuciéon de puntajes asig-
nados por la dermatéloga a la mejoria de los dos atributos de la
piel del rostro de las voluntarias evaluados luego de 28 dias de
tratamiento con la crema elaborada con aceite de sacha inchi.

Para un nivel de confianza del 99,9% puede concluirse
que luego de 28 dias de tratamiento con la crema se registr6 una
mejoria significativa en los dos atributos evaluados. En esta ins-
tancia de evaluacion, todas las voluntarias experimentaron mejo-
ria en la luminosidad y suavidad de la piel de su rostro (Tabla 26).

Como se observa en la Tabla 26, luego de 28 dias de trata-
miento la mejoria en la luminosidad de la piel del rostro del 60%
de las voluntarias fue calificada por la dermatéloga con el maxi-
mo puntaje de la escala (4), descrito como totalmente mejorado
y correspondiente a un resultado cosmético déptimo. Mientras
tanto, la mejoria del restante 40% fue calificada con el puntaje
3, descrito como muy mejorado y correspondiente a una mejoria
marcada respecto a la condicion inicial.
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Tabla 26.

Evaluacion dermatologica luego de 28 dias
del tratamiento con la crema de Plukenetia volubilis

(Sacha inchi)
Puntaje Porcentaje de
Atributo voluntarias | Promedio
0 1 2 3 4 con mejoria
LUMINOSIDAD 0% | 0% | 0% | 40% | 60% 100 % 3,6
SUAVIDAD 0% | 0% | 0% | 67% | 33% 100 % 3,3

Fuente: Informe CLAIM 2011

En lo que respecta a la mejoria de la suavidad de la piel del
rostro de las voluntarias, luego de 28 dias de tratamiento con la
crema, la dermatéloga consideré que ésta correspondia mayori-
tariamente a una mejoria marcada respecto a la condicién inicial.
Como se muestra en la Tabla 29, la dermatoéloga consider6 que la
mejoria de la suavidad de la piel del rostro del 67% correspondia
a una mejoria marcada respecto a la condicién inicial (puntaje 3),
mientras que para el restante 33% la mejoria fue calificada como
correspondiente a un resultado cosmético 6ptimo (puntaje 4).

Estos resultados permiten concluir que luego de 28 dias de
tratamiento la crema elaborada con Aceite de Sacha Inchi, provoco
una mejoria significativa de la luminosidad y suavidad de la piel del
rostro de las voluntarias. La mejoria en la luminosidad fue califica-
da mayoritariamente como correspondiente a un resultado cosmé-
tico 6ptimo, mientras que la mejoria en la suavidad fue calificada
mayoritariamente como marcada respecto a la condicion inicial.

Evaluacion instrumental

Se realizaron medidas instrumentales con un cutometer en
la piel del antebrazo de las voluntarias al inicio del tratamiento y
luego de 28 dias de tratamiento con la crema.
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Se realizé una caracterizacion de la firmeza y la elasticidad
de la piel a través de los parametros RO, R2 y R5. El parametro
RO mide la firmeza de la piel, mientras que los parametros R2 y
R5 miden la elasticidad de la piel. Para evaluar la influencia del
tratamiento en estos parametros, se realiz6 un analisis de varian-
za sobre los datos obtenidos, considerando tiempo y voluntaria
como factores de variacion.

Como se observa en la Tabla 30, en la evaluacion realizada
luego de 28 dias de tratamiento se registré6 una disminucién sig-
nificativa en el parametro RO y un aumento significativo en los
parametros R2 y R5. Estos resultados indican que luego de 28
dias de tratamiento la crema provocéd un aumento significativo de
la firmeza y de la elasticidad de la piel de las voluntarias.

Como se muestra en la Tabla 31, luego de 28 dias de trata-
miento la disminucién promedio en el parametro R0 alcanzé un
29,8% respecto a la condicion inicial, lo que corresponde a un
aumento en la firmeza de la piel.

Mientras tanto, luego de 28 dias de tratamiento los parame-
tros R2 y R5 aumentaron significativamente un 20,4% y 22,0%
respecto a la condicién inicial, correspondiendo a un aumento de
la elasticidad de la piel.

Tabla 27.
Evaluacion instrumental (Cutometer) en voluntarias
tratadas con crema de Plukenetia volubilis

(Sacha inchi)

Instancia de evaluacién
Parametro —
Inicial 28 dias después
RO 0,29b 0.20a
R2 % 0.75a 0.91b
R5 * 0.78a 0.96b

Fuente: Informe CLAIM 2011
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Parametros indicados con *** corresponden a aquellos en
los cuales el tratamiento ocasioné cambios significativos para un
nivel de confianza del 99,9%. Parametros indicados con * corres-
ponden a aquellos en los cuales el tratamiento ocasioné cambios
significativos para un nivel de confianza del 95%.

Valores promedio para un parametro con letras diferentes
corresponden a valores que son significativamente diferentes de
acuerdo al test de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

En la Tabla 28 se presenta el porcentaje de voluntarias que
presentd mejoria con respecto a la evaluacion inicial en cada uno
de los tres atributos evaluados con el cutometer, luego de 28 dias
de tratamiento con la crema TMOOI. Se considera mejoria una
disminucién en el parametro RO y un aumento en los parame-
tros R2 y R5, lo que corresponde con un aumento de firmeza y
elasticidad de la piel de las voluntarias respecto al comienzo del
tratamiento.

Como se observa, todas las voluntarias experimentaron
mejoria en el parametro RO, es decir que luego de 28 dias de
tratamiento con la crema, todas las voluntarias experimentaron
un aumento en la firmeza de su piel.

En lo que respecta a los parametros R2 y R5, luego de 28
dias el porcentaje de voluntarias que experiment6 mejoria luego
de 28 dias de tratamiento fue de 93% y 80% respectivamente.
Esto indica que luego de 28 dias de tratamiento con la crema, la
gran mayoria de las voluntarias experimentaron un aumento en
la elasticidad de su piel.
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Tabla 28.

Mejoria promedio del tratamiento con
crema de Plukenetia volubilis (Sacha inchi)

Instancia de evaluaciéon

Mejoria promedio

Porcentaje de voluntarias
con mejoria (%)

RO 29,8 % 100 %
R2 20,4 % 93 %
R5 22,0 % 80 %

Fuente: Informe CLAIM 2011

Estos resultados permiten concluir que luego de 28 dias de

tratamiento la crema elaborada con aceite de Sacha Inchi, logroé
aumentar significativamente la firmeza y elasticidad de la piel de

las voluntarias.
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Cuando el consumidor comienza a marcar una tendencia en el
mercado obliga a los productores a buscar informacion que
permita cubrir el producto demandado. En el campo de la cosmé-
tica natural hay mucho por definirse, y esta publicacion pretende
incentivar la curiosidad del personal técnico que se encuentra
enfrentando retos de investigacion y desarrollo.

Uno de los mayores retos que se debe considerar frente al creci-
miento de esta categoria de cosméticos, es que su produccion
implica mayor responsabilidad en el drea de investigacion, pues
las especies vegetales utilizadas en una formulacion no son
ajenas al riesgo de producir reacciones adversas. Los productos
naturales no ofrecen una completa seguridad de uso, siempre
existirdn riesgos inherentes a la diversidad de componentes
quimicos que posee un ingrediente natural.

Entre los aspectos que deben ser considerados en el proceso de
desarrollo se destacan: la confirmacién cientifica de la actividad
de los ingredientes, estudios clinicos de tolerancia a las formula-
ciones, evaluaciones de eficacia del producto in vitro e in vivo, la
estabilidad de la formulacion. Algunos de estos aspectos son
desarrollados en esta publicacién.
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