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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetiesatrollar formulaciones cosméticas a
base de extractos hidrofilicos de hojasJdg@i molinaeTurczMurtilla) enriquecidos
con triterpenos de la especiegn efecto reductor del fibroedema geloide mucoso

subcutaneopjel de naranjagrado 3.

Se realizdé un analisis taxondmico a la planta, en la droga cruda se identificaron
cuantitativanente los compuestos quimicos de la especie botanica ejecutando un
tamizaje fitoquimico a los extractos obtenidos por maceracién. El presente proyecto
es innovador e interesante pueste los extractos se fraccionanpor cromatografia

en contracorrientgerdadergTrue Moving Bed, TMB)para extraer los compuestos
triterpénicos presuntos responsables del efecto dermocosmétiage kinglugar a
dudas crea un valor agregad@m el producto. Los extractos originales fueron
enriquecidos con diferentes portagas de la fraccion triterpénica obtenida por TMB
con el fin de potenciar su efecto, ademas dichos extractos también fuégae@dos

con extractos de otra fuente vegetal que ydemaostrado su efecto para disminuir el
FGMS. Estos extractos fueroncinidos en bases cosméticéss que fueron
caracterizadas fisicoquimicamentesometidas a estudios biolégicos vitro y en
humanos para evaluar su efectividad y seguridad. Finalpfaeten seleccionados

los extractos y formulaciones mas activas y segur
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Capitulo 1.

Introduccion y marco tedrico



1.1. INTRODUCCION

El término "celulitis" fue utilizado por primera vez en la década de 1920,
para describir un cambio estético de la superficie cutanea. Desde entonces
algunos términos se uiln para designarla, en el intento de adecuar el
nombre a las caracteristicas histomorfologicas encontradas: lipodistrofia
localizada, fibroedema geloide, hidrolipodistrofia gingival, paniculopatia
edematefibroesclerética y  paniculosa, lipoesclerosis radu
lipodistrofia gynoide entre otras. Sin embargo, la denominacion
fiboroedema geloide (FG) se ha demostrado como el canom@is
adecuado para describirlgPires, Arrieiro, & Xaier, 2004) (Rosales

Ricardo, 2014)

En la actualidad existe una gran variedad de tratamientos del FGMS entre
ellos formulaciones topicas. Muchos de los compuestos activos utilizados
en estas formulaciones son de origen vegetal, teniendo accion sobre

inflamacion, edema y/o acumulacién de gsaGhsefina de Pefia, 2005)



Entre los activos utilizados se encuentran también extractbejae de

Ugni molinae Turcz (Murtilla o Murtg, que pertenece a la familia
Myrtaceae Es un arbusto siempre verde nativo de Chile que se distribuye
desde el suraTalca (VI Regidn) a Rio Palena (XI Regién). La medicina
popular le atribuye diversas propiedades tales como aromatica,
astringente, estimulante, alivia dolencias de la via urinaria, entre otras. Los
usos tradicionales de esta especie se basan endaadihih de infusiones

de hojas para el tratamiento de infecciones urinarias y enfermedades de la
garganta y los frutos, por su poder astringente. (Fredes, 2@8&do

Sandoval, 2008)

Las hojas dé&Jgni molinaeson utilizadas por la industria dermocosiceti

como regeneradora de la piel y neutralizadora del estrés oxidativo.
Estudios previos realizados en los laboratorios de la Universidad de Chile
han demostraron que las hojas de esta especie son una rica fuente de
triterpenoides pentaciclicos derivadosla® nldcleos ursano, oleanano y
lupano, a los cuales tanto en la literatura como estudios realizados en el
laboratorio han establecido que poseen propiedades analgésicas,
antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, cicatrizantes e

hipoglicemiantesSe demostré que estas propiedades farmacoldgicas se



deben a la presencia de triterpenos (saponinas) y de flavonoides. Entre los
triterpenos figura el &cido asiatico, el acido corosolico, y el &cido
alfitdlico. (Goity, 2012) (Peredo Sandoval, 200@Ahumada Ortega,

Chito, & Benitez, 2016)L{6pezLuengo, 2001)

Nuestro interés se centra @ncorporar extractos ddJ. molinae
enriquecidos con triterpenos y otros activos lipoliticos en formulaciones
cosmeticas, estandarizarlos y evaluar la capacidad de $msomipara
disminuir el FGMS por medio de estudimsvitro y en humanagspara

garantizar su seguridad y eficacia.



1.2. FIBROEDEMA GELOIDE MUCOSO SUBCUTANEO (FGMS)

1.2.1.Resumen

En este capitulaon respecto al fibroedema geloide mucoso daneo,

se muestra la conceptualizacion, etiologia y clasificacion desde varios

puntos de vista del fiboroedema mucoso geloide subcutaneo cominmente

conocido como FGMS. Ademése incluya posibles tratamientos que se

utilizan hoy en el mercado para controfanitigar esta problematica. En

la figura 11 se evidencia como se presenta a nivel cutaneo el FGMS.
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1.2.2. Generalidades

El FGMS es un problema estético principalmente femenine98%346 de

las mujeres tiene algun grado de W& después de la pubertasin
embargo son mas evidentes en mujeres mayores de 30 afos;
independientemente de su peso, pues la produccion de estrogenos y un
tejido conjuntivo mas blando y flexible que en el hombre, facilita una
predisposicion a acumular tejido adiposo y liquidos en los muslos vy
caderas que dan el aspecto«Beel de naranpa También ocurre en otros

dos momentos importantes de cambios hormonaesieinopausia y el
embarazo.(Pires, Arrieiro, & Xavier, 2004YRosales Ricardo, 2014)

(Sandoval, 2003)

Los homlves rara vez presentan FGMfgbido a que sus depdsitos
adiposos se estructuran diferente como se aprecia en lafiguen las
mujeres los depositos deaga estan localizados por debajo de la piel en
compartimentos separados por tejido conjuntivo, cuando las células grasas
crecen debido al incremento en los depositos de lipidos, los

compartimentos crecen mientras que los tabiques de tejido conectivo



permarmecen igual, causando #pariencia caracteristica del fiboroedema

geloide mucoso subcutanddosefina de Pefia, 2005)

R e

Mujeres Hombres
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1.2.3. Etiologia

En la etiologia del fiboroedema geloide mucoso subcutaneo intervienen

varios factores tales como:
- Factores genéticos
Existe una predisposicion & obesidady a FGMS en personas con

antecedentes familiares de trastornos de ese tipo. Sin embargo, no se

puedeechar la culpa Unicamente a los genes. La forma de vida y los



habitos alimenticios tienen mucho mas que ver con el desarrollo del

problema.

- Factores endocrinos

En la formacion de la FGMi&fluyenlashormonasexualesque son las
gue determinan el repto diferente de células grasas entre hombres y
mujeres; a ellos les aportan mas cantidad de masculo, y a las mujeres,

lamentablemente, de grasa.

También es significativo el hecho de que la frecuencia de la aparicidn
del probl ema esh8rimbgatesa: inpambr o

menopausia, ingestion de anticonceptivos.

Por otra parte, es conocida la intervencion déntasmonas sexualen

la distribucion de la grasa corporal: los andrégenos son responsables de
la disminucién del numero y volumele los adipocitos en el hombre y

los estrégenos tienen una accion favorecedora del aumento del nimero

y volumen de losdipocitos en la mujer



Todos estos hechos constituyen indicios claros de la participaciéon
hormonal ena FGMS Sin embargo, cuando s&pdora el equilibrio
hormonal de las mujeres que la poseen, raramente se encuentran

anomalias significativas.

Esto hace pensar que, probablemente, la causa no radica en
unaproduccion alterada de hormonas sexyade® que se trata de una
alteracion peferica a consecuencia de la cual se produce una desviacion
de lashormonas sexualdsmeninasespecto a sus receptores habituales
(ovarios, uteroyagina,entre otros), lo que originaria una respuesta

anormal a nivel del tejido conjuntivo y de los adipos.

- Factoresneurodegenerativos

El cuerpo humano responde al estrés liberando determinados productos
quimicos (hormonales del estrés o catecolaminas) en la corriente
sanguinea. Es frecuente la asociaciofr@G&1S con la existencia de un
trasfondo de ansiedad, estrés y depresién. Ademas, las catecolaminas
intervienen en el metabolismo lipidico, en la distribucion del tejido

adiposo y, lo que es mas importante, en la regulacion dell@iuitiel



agua en el cuerpo. Por eso, en situaciones de estrés se retienen liquidos,
y la retencion de liquidos conduce a la primera fase de la FGMS, que es

el edema.

- Factores toxicos

Existe una relacién entre la existencia de habitos toxicos (alcohol,
café,tabacq entre otrog y elFGMS. Porque el alcohol tiene una accion
muy directa sobre los vasos al ser un agente dilatador por excelencia. Y
algo que se quiere evitar es, justamente, la salida de liquidos, que

provocaria vasodilatacion, agravandodanfiacion del edema.

Fumar consumir alcohol en exceso, la cafeina, el estréely

estrefiimient@umentan la carga corporal de sustancias oxidantes.

Las dietas ricas en grasa contribuyen a la acumulacicada=les libres

en el cuerpo. §os se formarconstantemente como un coproducto

natural de nuestra actividad quimica.
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Los radicales libres atacan generalmente al coldgeno, componente
principal del tejido conectivo y estructura del apoyo basico de la piel,
provocando la degeneracion y, por tanto,relegecimiento prematuro.
Pero algo tan aparentemente simple como tomar el sol también provoca

un aumento de los radicales libres.

- Factores de alimentacion y modo de vida

Los habitos desordenados de alimentacion y otros abusos en la dieta crean,
con el pao del tiempo, desequilibrios a nivel celular y se establece una
cadena de reacciones gu@itiouyen a la aparicion delGMS. El exceso

de sal, por ejemplo, contribuye al aumento del edema.

Por otro lado, Idalta de ejercicio fisicéavorece, sin duda, la aparicion
dela FGMS pues, cuando los musculos no se ejercitan con regularidad,
se vuelven flacidosGeneralmentegl FGMS se desarrolla en las areas
en gue los musculos estan infrautilitos, como es el caso de las caderas

y los gluteos.

11
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Las proteinas proporcionan los materiales que sirven para la formacién
y reparacién de los tejidos del organismo. Constituyen la base de todos
nuestros tejidos, 6rganos y musculos. Una dieta pobre dnimae
provoca unaetencion de liquidog favorece la formacion de edemas.
Las proteinas, en cantidad suficiente, impiden la acumulacién de agua
en los tejidos. Ademas, el aporte de frutas y vegetales es inestimable,

pues ayudan a limpiar, desintoxicareyitalizar el organismo.

Esta demostrado que la sal contribuye a la retencion de liquidos, por
ende el exceso de la misma favorece la formacion de FGMS. La
cantidad de sal necesaria para el buen funcionamiento del organismo
esta contenida en proporcidaficiente en los alimentos que ingerimos
habitualmente. Ademas, una alimentacion rica en potasio ayuda a que
las células capten oxigeno y nutrientes, eliminen los desechos y hasta se
reparen. La calidad de la linfa depende en gran medida del potasio. Los
vegetales ricos en potasio aumentan su concentracion cociéndolos al

vapor.

12



- Factores mecanicos

Hay asociacion de FGMS con determinadas alteraciones del esqueleto
como, por ejemplo, pies planos, hiperlordosis lumbar (que es una
alteracion de la dinamma de la columna vertebral) y genu valgus o piernas

en equis, debido a que las rodillas se juntan y los pies se separan.

- Factores vasculares

El empleo de ropa muy cefida puede ser otra causa de problemas
circulatorios gie favorezcan la aparicion dEGMS. La ropa cefida
comprime la parte superior del muslo, frenando la circulacién venosa

pelviana.(Sanchez, 201Madrigal, 1995)
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1.2.4. Fases de formacion del fibroedema geloide mucoso subcutaneo

Hay cinco fases en la formacion d&bEMS, 0 mas bien en las etapas en
gue se produce la desestructuracion deldesubcutaneo que da lugar a

la formacion de la FGMS.

- Primera fase o grado 1

No tiene una manifestacion clinica, por lo que es practicamente imposible
diagnosticarla. Se caracteriza por una desaceleracion de la
microcirculacion venosa Yy linfatica. Losasos se dilatan y la sangre
permanece en ellos mas tiempo de lo habitual. Practicamente no es visible,

se debe apretar mucho la zona para que se vean los hoyuelos.

- Segunda fase o grado 2

Debido a la persistencia de la estasis sanguinea y de la vizsndiiala
pared de los pequefios vasos venosos Yy linfaticos se hace mas permeable,

y deja salir liquido al exterior. Es lo que se denomina edematizacion del
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tejido conjuntivo. Este liquido es muy rico en electrolitos
(fundamentalmente sodio) y en mucopatidridos. El fibroedema geloide

Mucoso subcutaneo es visible a simple vista si aprietas la zona afectada.

- Tercera fase o grado 3

Esta inundacion conlleva una serie de reacciones quimicas, ya que estas
sustancias extrafias crean un compromiso de presanesupar un
espacio que no es el apropiado, y dificultan todavia mas la nutricion
correcta de las células grasas que hay a su alrededor. Es lo que se
denomina fendmeno de hiperpolimerizacién de los mucopolisacéaridos, en
el que se da una transformacion dguido seroso en una sustancia
geloide, mas densa, que entorpece mas los intercambios de nutrientes
entre los vasos y las células adipocitarias. Estas células, al no poder verter
sus metabolitos al torrente microcirculatorio, se hipertrofian y aumentan
considerablemente de tamafo. Pueden llegar, incluso, a romperse y verter
al exterior su contenido graso y toxico. Para verla no es necesario apretar
la zona, se percibe estando parada frente a un espejo. Sin embargo si estas

acogada sin apretar no se pérei
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- Cuarta fase o grado 4

Después de algunos meses se produce un fendmeno de proliferacion
fibrosa en el que la sustancia fibrosa de la dermis y la hipodermis se
organiza en fibrillas translicidas, hinchadas y turgentes. Forman
auténticas redes que dolgan a todos los elementos: células grasas, vasos
venosos, linfaticos y nervios, y dificultan todavia mas los intercambios
nutricionales entre los vasos y las células. La compresion de las
terminaciones nerviosas se manifestara en forma de dolor, miguér&s
compresion de los adipocitos da lugar a la apariencia de acolchado tipica.
En algunos casos doloroso y siempre esta acompafiada de excesiva
retencion de liquidos y edemas. El fiboroedema geloide mucoso subcutaneo
se percibe incluso estando acostadasntraer la musculatura ni apretar

la zona.

- Quinta fase o grado 5

La evolucion de la fase anterior se traduce en una auténtica fibrosis o

esclerosis cicatricial que comprime las células, los vasos venosos, los

16



linfaticos y los nervios, y se organiza torma de micronddulos que, al
unirse entre si, da lugar a los macronédulos que a veces podemos palpar
en las zonasfectadasParte de estas mallas forman las ondulaciones

caracter2sticas que denominamos nFC

Est4 totalmente demostrado que el priaciproblema de la génesis del
fibroedema geloide mucoso subcutaneo es la alteracion microcirculatoria,
por lo que el tratamiento no se tendra que dirigir solamente a actuar sobre

el componente gras@Gandoval, 2003)

1.2.5. Formas clinicas del fibroedema geloide mucosobcutaneo

- Fibroedema geloide duro o limitado

La piel presenta un engrosamiento muy acentuado y un aumento de los
tejidos superficiales. Por ser dura, esta limitada, ocupa menos espacio y la
mayoria de las veces no lleva consigo grandes transformaaenias

region afectada, de modo que en general esta forma es bien tolerada

estéticamente.
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- Fibroedema geloide blando o difuso

Es la forma de fibroedema geloide mas frecuente, lleva consigo problemas
psicoldgicos mas acentuados por razones estéticagodela forma de
presentacion. Este tipo afecta al cuerpo en general. El diagndstico
generalmente se hace por inspeccion visual. Modifica la anatomia normal
provocando una gran deformacion de la region pélvica, la piel llega a tener
un espesor de 5 a 8 ¢anetros. En posicion erecta se observan las clasicas
«almohadillas», aunque a la palpacion ademas de confirmarse la blandura
del tejido, se nota también bajo los dedos la presencia de pequefios

noédulos duros.

- Fibroedema geloide edematoso

Esta forma es as grave pero menos frecuente. Generalmente este tipo es
acompafado de obesidad. Se observa piel lustrosa y fenbmenos atroéficos
gue muestran sufrimiento de las capas dermoepidérmicas, el infiltrado es
mas duro; esta caracteristica se debe a la compodigoétiquido
intersticial que es viscoso y con proteinas de alto peso molecular, lo que
determina la aparicion de linfedema, astenia, fatiga, disnea de medianos
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esfuerzos e hipotonia muscular son los sintomas referidos. Las
perturbaciones de caracter psiguim son por la estética tanto como por

los problemas de orden somatico que acarrea.

El hecho de clasificar el fiboroedema gédmien 3 tipos no significa que

estas se presenten de forma uUnica en los pacientes y separadamente, por el
contrario, es muy fiiente encontrar asociaciones de fibroedema geloide
blando y duro. Es posible encontrar un fiboroedema geloide duro en las
piernas asociada a aiblando en la cintura pélvica, asi como también a
nivel de un solo miembro (fiboroedema geloide duro sobre ta paterna

de muslos y blando sobre la parte interna de los mismos).

Clinicamente no es dificil reconocer una zona afectada, ya que concurren
una serie de signos que son perfectamente identificables y caracteristicos:
incremento de su espesor, aumentsuleonsistencia, mayor sensibilidad,
disminucion de su movilidad y menor capacidad de desplazamiento de los
distintos planos de la piel por la adherencia a planos cutaneos profundos,
y palpacion de los granulos subcutaneos que corresponden a los
microndédubs y macronodulos caracteristicos del fibroedema geloide

mucoso subcutaneo. Todas estas anomalias constituyen el fendmeno bien
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conocido de | a AFGMSO, gue define

enfermedad en la zona afectaddosefina de Pefa, 2005)

1.2.6. Tratamientos

Al ser la FGMS unaalteracion multifactorial, su tratamiento debe

contemplar diferentes aspectos y cumplir con los siguientes principios

Accion lipolitica: Reductora de las grasakas sales minerales y

oligoelementos ayudan al drenaje tido adiposo.

Alisamiento: Bloguear los azucares e inhibir su fijacién en las proteinas
del colageno, esto disminuye la rigidez del colageno responsable de la
aparicion de la FGMS. Estimular también la sintesis del colageno, de esta

manera se combateaivejecimiento y se mejora la elasticidad de la piel.

Drenaje: Al aumentar la resistencia capilar, disminuir su permeabilidad y
activar la circulacion, se favorece el drenaje de las sustancias toxicas y del

agua.
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Accion reafirmante sobre el tejido conjuntivo: Estimular la biosintesis
del colageno para conseguir la accion reafirmamgpleando preparados

y técnicas diversas.

Por lo tanto, el tratamiento debe comprender medidas generales y medidas

especificagSandoval, 2003)

No se puede acabar con ella por complstio reducirla empleando
tratamientos estéticos tales como los que se describen a continuacion y al

final de cada uno de ellos se especifica el efecto sobre el FGMS:

- Mesoterapia

La mesoterapia es un tratamiento para eliminar el fiboroedema geloide
muco® subcutaneo que consiste en inyectar pequefas dosis de ssstancia
homeopéticas en la primera eaple la dermis. Estos componentes,
personalizados para cada paciente, ayudan a disolver el exceso de grasa y
toxinas en la zona tratada, activando la circolaganguinea y linfatica

para expulsar estas grasas y toxinas de nuestro cuerpo. (Drenante)
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- Carboxiterapia

Los tratamientos de carboxiterapia consisten en realizar microinyecciones
de dioxido de carbono (GPen la zona a tratar. Este gas consigue ieduc

las células adiposas, y de este modo eliminar el fiboroedema geloide
mucoso subcutaneo. Es fundamental que estas microinyecciones,de CO
sean administradas y controladas por especialista en carboxiterapia.

(Lipolitica)

- Presoterapia

La presoterapia ean tratamiento que utiliza la presion del aire para
realizar un drenaje linfatico. La paciente se introduce en una funda que
cubre las zonas a tratar, y mediante un equipo compresor se llena de aire.
La presion del aire, a modo de masaje, activa la coidndinfatica, para
expulsar toxinas y grasas acumuladas y eliminar el fiboroedema geloide

mucoso subcutaneo. (Drenante)
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- Cavitacion

Los aparatos de cavitacion logran eliminar el fibroedema geloide mucoso
subcutaneo mediante la generacion controlada epetida de
microburbujas de aire en el interior del tejido graso con la ayuda de un
rodillo especifico. Estas microburbujas rompen las células de grasas para
su posterior eliminacion mediante el sistema linfatico. Ademas, los
aparatos de cavitacion tienam efecto reafirmante y moldeador.

(Lipolitica)

- Radiofrecuencia

La radiofrecuencia es una técnica que consigue regenerar el colageno y
mejorar la elasticidad de la piel, estimulando el sistema linfatico mediante
calor intradérmico provocado por vibracgm Esta activacion del sistema
linfatico consigue reducir los liquidos y toxinas que se encuentran en el
tejido adiposo, reduciendo asi el fibroedema geloide mucoso subcutaneo.

(Alisante y reafirmante)
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- Ultrasonidos

Los tratamientos con ultrasonidos smten en emitir un haz de
ultrasonidos de baja frecuencia que rompe las células de grasa del tejido
adiposo. De este modo son eliminadas por el sistema linfatico, la orina y

el sudor. (Lipolitica)

- Electroestimulacion

La electroestimulacion es una téanique aplica corrientes eléctricas

mediante electrodos, de forma que se contraen los muUscutoardga

controlada. El masculo trabaja de forma inducida, consiguiendo eliminar

grasa localizada. (Drenante)

- Ozonoterapia

La ozonoterapia consiste en oxigerlas tejidos afectados por el

fiboroedema geloide mucoso subcutaneo mediante ozono inyectado. De
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este modo, se activa la circulacién y se elimina la grasa depositada.

(Drenante y reafirmante)

- Intralipoterapia

La intralipoteraja, también conocida como lipoescultura sin cirugia,
consiste en aplicar inyecciones de acido desoxicolico Aqualix, un
componente presente en el organismo que elimina para siempre los

pequefos cumulos de grasa localizada. (Drenante)

- Liposuccién

En los casos mas graves puede ssgesario recurrir a tratamientos
quirargicos como la liposuccion para eliminar el fioroedema geloide
mucoso subcutaneo mediante una pequefia canula que se introduce, por
pequefias incisiones se succiona la grasa acumulada de la zona tratada,
reduciendo tamin los depdsitos de grasa que se encuentran en el tejido

adiposo. (Drenante)
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- Lipoescultura

La lipoescultura es un tratamiento quirdrgico que consiste en introducir
mediante pequefias incisiones una sonda de radiofrecuencia. El calor
generado favorece gua grasa acumulada se licue, para que pueda ser

eliminada y extraida mas facilmente. (Alisante y drenante)

Los tratamientos con laser, radiofrecuencia y masajes se usan hace afos
para mejorar la apariencia de la piel. Los resultados son efectivosopero n
permanentes, y requieren tiempo y dinero ya que se necesitan entre 10 y
15 sesiones para ver los primeros resultados. En los casos mas graves
puede ser necesario emplear métodos quirdrgicos. Sin embargo
mayoria de tratamientaslo consigue un resatio temporakiendo la

mejor medidaadoptarlos en forma preventiva o en etapas iniciales, cabe
resaltar que los métodos que logran aplacarla e incluso eliminarla como
los quirdrgicos anteriormente mencionadoson demasiado invasivos,
requieren cuidadosspeciales y resultan muy costosos por lo que no estan

al alcance de toda la poblacid&ol, 2005)(Carvallo & Mejia, 2014)

(Pires et al., 2004)
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- Productos cosméticos

En la actualidad existe una gran variedad de literatura médica enfocada en
el tratamiento del fibroedema geloide mucoso subcutaneo,
desgraciadamente al m® tiempo en muchas revistas cosmeéticas
comerciales se pretende promover una serie de productos que en la
mayoria de los casos no cuentan con validacion cientifica y son de costos

elevados.

En la industria cosmética se considera como un desafio d&sarrol

productos efectivos, seguros, de bajo costo y no invasfisante,

lipolitico, reafirmante)
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1.3.Ugni molinaeTurcz (MURTILLA )

Resumen

Este capitulpcon respecto a la especie vegetal, muestra las generalidades,
taxonomia, estructuras dles compuestos y propiedades estudiadas de
Ugni molinaeTurcz. Asi comdambién las formulaciones desarrolladas
base de este vegetal para tratar afecciones cutaneas. En lalfigsea

aprecia la especie vegetal.

Figura 13 U. molina€eTurcz (INIA, 2016)
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1.3.1.Clasificacion taxonomicgPeredo Sandoval, 2008)

Nombre cientificolUgni molinaeTurcz.

Sinonimias: Myrtus ugni Mol., Eugenia ugni Hook.et Arn.

Nombres vulgares: mwat murtilla, ufii o UAG (voz mapuche), chilean
guava (inglés), chilean cranberry (inglés).

Familia: Myrtaceae

Orden: Myrtales.

Clase: Magnoliopsida.

Division: Magnoliophyta.

1.3.2. Generalidades

Ugni molinaeTurcz es un arbusto que crece de mandwasie en las
regiones australes de Chile (35° a 42° LS) y que puede alcanzar hasta 2 m
de altura. Sus hojas son ovaladas, lanceoladas o elipticas d&@.)40,8
I 2 cm de tamanfo, glabras o con algunos pocos pelos dispersos, de agudas

a acuminadas covena media prominente sobre el envés de lamina; sus
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peciolos son superficialmente canalizados ded 2nm; pétalos
suborbiculares, carnosos dé B mm, rosados; 40 a 60 estambreside 2
mm. Frutos subglobosos de alrededor de 1 cm de didmetro, rojo oscuros.

(Goity, 2012)

U. molinae es conocida principalmente por sus frutos comestibles. La
medicina popular le atribuye diversas propiedades tales como aromatica,
astringente, estimulante, alivia dolencias de la via urinaria, entre atsas. S
hojas son utilizadas por la industria dermocosmeética como regeneradoras
de la piel y neutralizadoras del estrés oxidativo. Estudios previos
realizados en los laboratorios de la Universidad de Chile han demostrado
gue las hojas de esta especie son uoa fiiente de triterpenoides
pentaciclicos derivados de los nucleos ursano, oleanano y lupano, a los
cuales tanto en la literatura como estudios realizados en el laboratorio han
establecido que poseen propiedades analgésicas, antiinflamatorias,

antioxidants e hipoglicemiante$Queupil Carrasco, 2011)

30



1.3.3.Estudios previos

En los Ultinos cinco afos los estudios previos con mas relevancia,

realizados a las hojas te molinag son los descritos a continuacion:

- Propiedades quimicas y valoracion de la capacidad antioxidante de los
extractos de hojas deégni molinaede poblaciones queexen en Chile

continental y en Juan archipiélago de Fernan@ezllo et al., 2014)

- Compuestos fendlicos y actividad antioxidante @&tractos
hidroalcohdlicos déJgni molinaesilvestre y cultivada(Augusto et al.,

2014)

-Compogion fendlica y capacidad antioxidante de hojaslgei molinae

de diferentes genotipgPefiaCerda et al., 2017)

- Desarrollo de una pelicula de envasado activo basada en un
revestimiento de metilcelulosa que contiene extracto de hojdgde

molinae (Hauser et al., 2016)
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- Estudio comparativo dealactividad antiinflamatoria yotnposicion
cualitativacuantitativa de los triterpenoides a partir de diez genotipos de

Ugni molinae (ArancibiaRadich et al., 2016)

- Composicion fenkica y capaidad antioxidante de hojas dégni

molinaede diferentes genotipgPenaCerda et al., 2017)

Las actividades biologicas que presenta este arbusto estan relacionados
directamente a su compo®n rica en saponinas triteméas
pentaciclicas, responsables de gran parte de las actividades bioldgicas,
estos cpuestos también se encuentran presentes en especies altamente
reconocidas en la industria cosmética para el tratamiento MSRE&

como la centella asiatica.

La actividad antioxidante atribuida a los compuestos fendlicos seria un

coadyuvante al trataento de esta condicion dérmica.

En el presente proyecto se pretende evaluar el efecto reductorM8l FG
mediante varias formulaciones a base de extractos obtenidos de las hojas

deU. molinaey de otre activos lipoliticos.
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1.3.4. Productos cortdgni molinae

En el mercado actualmente se ofertan productos que contienasiinae
en sus formulaciones, para el tratamiento del fibroedema geloide mucoso

subcutaneo mismos que son descritos en la Tabla 1.

El presente proyecto pretende obtener productosdiiexen de los
mismos al tener un factor adicional, que es el enriquecimiento del extracto
con la fraccion triterpénica de la misma especie; principal responsable del

efecto reductor del FGMS.

Tablal.1. Algunas formulacionetdpicas presentes en el mercado Chileno a baseUdai molinaepara

tratamiento del Fibroedema Geloide Mucoso Subcutaneo.

Nombre producto Tipo de | Principio(s) activo(s)
formulacién
Murt -Actic ® Crema Ugni molinae (Triterpenos

equivalentes a acido asidt)c

Pack anticelulitis® Cépsulas Alga Fucus
Te blanco

Ugni molinae (Triterpenos

equivalentes a acido asiatico
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Murta. ®

Yeso Terapia Criogeno D¢

Yeso 1 Kilo mas

Gasa

Ugni molinae (Triterpenos

equivalentes a acido asiatico

Redumodel®

Ampolla

Ugni molinge (Triterpenos
equivalentes a acido asiatico
Yodo

Silanoles

Cafeina

Celumodel®

Crema

Ugni molinae (Triterpenos
equivalentes a acido asiatico
Elastina hidrolizada
Tocoferol

Silanoles

Crema

reafirmante®

reductora

Crema

Ugni molinae (Triterpenos
equivalenes a acido asiatico)
Centella asiética

Yodo

Cafeina

1.3.5. Fitoguimica y actividad bioldgica

En dltimos estudios se descubrid, en las hojat)glei molinag una

inusual presencia de triterpenos, especialmente, de acido asiatico. Esto
llamé mucho la atecion de los investigadores, ya que el &cido asiatico no

se encuentra en plantas del continente americano. Este acido es excelente

para los tratamientos di#broedema geloide mucoso subcutarneo
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cosmeética y cicatrizacion en dermatologia. Su nombre pewdenuna
planta asiatica, muy apreciada por la dermocosmética y que se conoce

comunmente como centella asiatica.

Los estudios indican quggni molinaetendria en sus hojas mas del doble
de &cido asiatico que la centella asiatica (2,33% frente a 1%),
convirtiendola en un preciado recurso farmacologico. De esta forma se
transforma en un excelente aliado a la hora de combdibreedema

geloide mucoso subcutangdavorecer la cicatrizacion.

Los triterpenos de esta especie tienen estructura pentacédickecir,
tienen actividad analgésica y antiinflamatoria. Los triterpenos y los
compuestos fendlicos tienen propiedades reguladoras de la

microcirculacion, y son cicatrizantes y astringentes.

El contenido de acido asiético le da propiedades regulad®tasthtesis
de colageno involucrado en la cicatrizacion de heridas y de inhibidor de
la fase inflamatoria de cicatrices y queloides hipertréficas, ayuda a

combatir la flacidez, tonifica, energiza y favorece la hidratacion cutanea,
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0 sea, es antiarrugdsn la figural.4 se encuentran las estructuras de dos

triterpenos presentes en las hojat)denolinae

Acido Asidtico Acido Madecasico

Figural.4. Triterpenos representativos dégni molinae (Queupil Carrasco, 2011)

Los triterpenos presentes Enmolinae pueden encontrarse en el viede
a manera de geninas, bidesid®s y monodesasidos, estos ultimos
preentan una mayor capacidad lipimié al desestabilizar mayormente la

membrana celular.

Aplicados intradermicamente los constituyentes de la fradagtérpénica
de la centella asiatica que posee compuestos similatésnaolinae
actian normalizando la producciéon de colageno al nivel de los
fibroblastos, promoviendo el restablecimiento de una trama colagena

normal y flexible y como consecuencia leracion de las ceélulas
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adiposas, permitiendo la liberacion de la grasa localizada gracias a la
posibilidad de penetracion de las enzimas lipoliticas. Proporciona por lo
tanto, la normalizacion de los cambios metabdlicos. Esta funcion es aun
auxiliada porla mejora de la circulacion venosa de retorno (accién
venotrofica), que combate los procesos degenerativos del tejido venoso.
También controla la fijacion de la prolina y lisina, elementos
fundamentales en la formacion de colageno mejorando la estrdetesa
proteina. Su accionobre los edemas de origen venoscenta el
tratamiento del fibroedema geloide mucoso subcutaneo localizado.
Favorece el proceso de cicatrizacion y actla sobre fibrosis de varios
origenes. El asiaticosido tiene accion antibédgi@ctia como cicatrizante

de heridas en la pielBiodet y Contorno estetico, s.f.)

Esta planta contiene también una gran cantidad de compuestos
polifendlicos como taninos y flavonoides. Tienen una gran importancia en
dernmocosmética por sus efectos correctivos y neutralizantes del estrés

oxidativo y la fatiga hormonal, lo cual disminuye el estrés cutaneo.
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1.3.6. Mecanismo de accion

Se ha comprobado que el asiaticésido incrementa la fosforilacion de las
proteinas SMM®-2 y SMAD-3, y se fija a las proteinas SMADy
SMAD-4, encargadas de la regulacion de la sintesis de colageno | por un
mecanismo en el que no parece intervenir la agtivadel receptor del
factor de crecimiento transformarffte ( HGF Si n embar go
ha comprobado que este compuesto es capaz de limitar la formacion de
gueloides que se originan por hiperproliferacion de fibroblastos y
sobreproduccion de la matriextracelular, citocinas y factores de
crecimiento, mediante un mecanismo en el que también participan estas
proteinas SMAD (SMABY inhibidora de la proliferacién). Por ello se
considera que este compuesto podria tener una actividad normalizadora
de la ciatrizacion, promoviendo la proliferacion en el caso de la
cicatrizacion de heridas e inhibiendo la hiperproliferacion en el caso de
cicatrices queloides. Los ensayos realizados con animalestambién

han confirmado los efectos cicatrizantdonso, 2009)
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Por otro lado las saponinas presentes en el vegetal son heterdsidos de
esteroles (sapondsidos esteroidicos) o de triterpenos (saponésidos
triterpénicos). Tienen accion hemolitica, al interaccionar con el colesterol
de kb membrana de los eritrocitos, sobre todo las saponinas con nucleo
esteroidal (via oral esta incidencia es minima debido a su pequefa
absorcion por el tubo digestivo, al contrario de lo que ocurre via
endovenosa). Son irritantes celulares, aprovechandase dasis
medicinales como expectorantes y diuréticos pero, por via oral, en dosis
altas irritan la mucosa bucofaringea y digestiva, causando dolor
abdominal, vomitos y diarrea. Son amargas y forman espuma, incluso a
concentraciones bajas, estando ampliamafistribuidas en el reino

vegetal(othopux, 2007)

Los adipocitos y glébulos rojos son modelos biolégicos parecidos, ambos
poseen una membrana celular que por accion de los triterpenos es
desestabilizada. Por lo tantd resultado de la accidon hemolitica de estos
compuestos es un modelo predictor de la lipolisis. En la presente tesis se
realizoel ensayo de interaccién con memntas de glébulos rojos; ya que
estos poseen una membrana que ha sido ampliamente estudiada, mism

gue no tienerganulognternos, lo que los convierte en un sistema celular
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ideal para estudiar las interacciones béasicas entre medicamentos y
membranas. Por otro lado aunque menos especializados que muchas otras
membranas celulares, tienen suficient@sciones en comun con ellas,
como el transporte activo y pasivo, y la produccion de gradientes ibnicos

y eléctricos, para ser considerados representativos de la membrana
plasmatica en general. Finalmente es un modelo econdémico, de facil
obtencion y manipalcion convirtiendose en un modelo idoneo para su

estudio(ManriqueMoreno et al., 2014)
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Capitulo 2

Hipotesis y objetivos
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2.1. HIPOTESIS

Las hojas deUgni molinae Turcz (Murtilla) contienen compuestos
triterpénicos hidrofilicos que favorecen la circulacidon sanguinea, con
efecto lipolitico y ayudan a drenar depdsitos de gtasde la hipodermis.

Por lo tantoextractoshidrofilicosde hojas dé&Jgni molinaeenriquecidos

con triterpenos de la especie y productos cosmeticos que los contengan
podrian mitigar el desarrollo y apariencia del fiboroedema geloide mucoso

subcutanegrado 3.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1.General

Desarrollar formulaciones cosméticas a base de extractos hidrofilicos de
hojas ddJgni molinaeTurcz (Murtilla) enriquecidos con triterpenos de la
especiecon efecto reductor del fibroedema geloide asacsubcutaneo

grado 3

2.2.2.Especificos

1 Desarrollar métodos de extraccion de hojasUdgi molinaepara
obtener extractdsidrofilicosenriquecidos con fracciones triterpénicas

de la especie.

1 Seleccionar los mejores extractos segun criterios quémigo

bioldgicos.
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Formular y estandarizar formulaciones cosméticas en base a extractos

hidrofilicosde hojas dé&Jgni molinaeenriquecidos con triterpenos de

la especie y con activos lipoliticos de otras especies vegetales.

Seleccionar las mejores formuilaices segun efectividad vitro

Caracterizar las formulaciones seleccionadas a través de controles

tecnoldgicos.

Evaluar la efectividad y seguridad de las formulaciones en grupos de

mujeres con fibroedema geloide mucoso subcutgresto 3.
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Capitulo 3

Metodologia
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3.1. OBTENCION MATERIAL VEGETAL

Se recolectdnaterial vegetal dé&Jgni molinag de 3 regiones de Chile:
Biobio, Araucania y los LagodJn ejemplar de especimenes fue
depositado en el herbario de la Escuela de Baateda Universidad de
Concepcion, colectado en Cantun, Fundo Santa Rosa, XIX.2017 por

Jorge Sanhueza SN y coimero de registro CONC 187547.

Las hojas se someten a un estudio organoléptico antes y después de

obtener el material vegetal seco.
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3.2. OBTENCION DE EXTRACTOS

Las hojas ddJ. molinaeson extendidas en un mesén para su secado a
temperatura ambientea/la sombraPosteriormentese muele el material
vegetal seco en molino de cuchillas almacena en recipientes plasticos
rotulados ysellados, resguardados de la luz, mediante el uso de cajas de

carton forrado.

Los extractos se obtienen por maceracion, utilizando los siguientes
solventes en las proporciones especificadas (Estudio preliminar con un

volumen de 30mL por muestra):

Etarol, agua (50:50)

Propanodiol, agua (50:50)

Etanol, propanodiol, agua (15:35:50)

Se utilizan 3 proporciones de relacion biomasa: solvente al 1%, 5% y

10% de polvo seco. La maceracion es realizada durante 2 semanas a
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temperatura ambientg con agitacion constante. (Cada una de las

muestras tiene un duplicado, teniendo un total de 54 muestras)

Los extractos se filtran por algodon y los solventes se retiran por diferentes

métodos de secado, segun corresponda (rota vaporacion vy liofilizacion).

Las condiciones que proporcionen mejores rendimientos de triterpenos

son seleccionadas para la elaboracion de extractos polares.

Los extractos son almacenados en un lugar seco y protegido de la luz.
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3.3. ANALISIS QUIMICO

3.3.1. ldentificaciin y cuantificacion de Terpenos por HPLC

Los extractos obtenidos con las condiciones antes mencionadas se
someten a la cuantificacion de triterpenos por medio de HPLC con
deteccion UV a 201nm, usando como estandar el acido asiatico; la
ecuacion obtenal fue y = 30442x + 1269,2 con un r2 =9933. Se
seleccionan los extractos con mayor rendimiento y concentracion de

triterpenos.

Las muestras se filtran utilizando un filtro de 0,22 um antes del analisis
Para la separacion por HPLse utilizaron 0,5 mg /mtle extracto en
MeOH, unacolumna Kromasil 106-C-18 (46 x 250 mm) Part/Serial
(MO5CLA25/E130704) AksoNobel a 25°C de temperatura; con soluciéon
acuosa con acido férmico al 0,1% (A) y acetonitrilo con acido férmico al
0,1% (B) como fases maviles con els@nte programa:-@0 min 60%

B, 4041 min 6697% B y 41 60 min 97% B a una velocidad de flujo de

0,6 ml / min y deteccion UV a 20in.
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Segun bibliografia los picos de los triterpenoides se observan con mejor
definicion al usar acetonitrdagua (60:40) drante los primeros 40

minutos de funcionamiento antes de cambiar inmediatamente a
acetonitrilcagua (90:10) para observar la presencia de compuestos menos
polares. Usando acido formico al 0,1% en el agua como promotor de

ionizacion. (Goity et al., 2013)
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3.4.ENSAYOSin vitro

3.4.1. Evaluacién de la actividad sobre membranas de glébulos rojos

de los extractos déJgni molinae

Para evaluar la interaccion de los extractos sobre membranas de glébulos

rojos se procedera como sigue:

Se lee laabsorbancia a 540 nm del sobrenadante que resulta de la
incubacién de eritrocitos humanos con concentraciones crecientes de los
extractos de modo que se evalla indirectamente la hemoglobina libre

producida en los eritrocitos humanos.

Se obtiene 10 mL desangre de un dador sano sin tratamiento
medicamentoso recolectado en tubos heparinizados de 4 mL (V&guette
Se centrifuga y se elimina el sobrenadante. Posteriorreantava tres
veces con PBS pH# mediante centrifugacion a®0 rpm (Arquimet)

por 10 minutos. Luego se resuspende i@aeces su volumen en PBS pH

7,4. De esta suspension base de globulos rojos humanos al 10% v/v se
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di stribuyen 140 €L en tubos eppend

de actividad sobre las membranas de los glébulos rojos con agua destilada
y un blanco para & las muestras con PBS 1K 4. Se incuban en
agitador rotatorio durante 30 minutos a 37°C y luego se agregan alicuotas
del(os) extract(s). Se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente
en el agitador rotatorio. Luego se procede a centrifug&O® 3pm por 5
minutos y sdee el sobrenadante a 540 nm (Bausch&Lomb SP2000UV,

USA). (German Téllez, Lily Johanna, Diana Henao, Juan Rivera, 2017)

Los extractos con mayor interaccion sobre membranagleecionan
para ser incorporadoa las bases cosméticaglemas,se les adiciona
extracto deCapsicum sppl que se leealizan pruebas de interaccién con
los globulos rojos por si solo y en conjunto con el extractd.drolinae

enriquecido con triterpenos, usando la metodologia ya descrita.
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3.5. OBTENCION DE LA FRACCION TRITERPENICA DEL
EXTRACTO SELECCIONADO POR TRUE MOVING BED

(TMB)

Para obtener la fraccién triterpénica de hojadJdenolinaese usa el
equipo TMB500 (Armen, Francia). Una serie de mezclas de solventes
inmiscibles se ensayan previamente usando TLC y HPLC con el objeto de
estimar los coeficiees de particion (KDs) de cada terpemwomo se
observa en la tabla 3.Como criterio de seleccidn se usa aquella mezcla
gue permita obtener KDs entréb{1,5. Los parametros a estudiar en el
TMB son el flujo de elucién fase ascendente, flujo de eluci&e fa
descendente, flujo de inyecciébn ascendente, flujo de inyeccion
descendente, rotacion de las columnas y concentracion de la muestra que
se inyectard. Las fracciones obtenidas se analizan por HPLC para

cuantificar los triterpenos presentes.
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Tabla3.1 Sistemas de solventes utilizados para correr placa de TLC de extracto acuoso de U. molinae Fuente:

Elaboracién propia.

SOLVENTES HEXANO | ACETATO DE ETILO | METANOL | AGUA

N 1 1 1 1
P 6 5 6 5
S 5 2 5 2

La TMB es una version rséavanzada de la cromatografia de particion
centrifuga (CPC) y que basicamente utiliza dos columnas de CPC inter
conectadas y rotando en forma simultanea. Una de ellas se usa en modo
ascendente y la otra en modo desnte, por lo que ambas fases
diferencia de la CPC convencionak estdn moviendo en forma continua,

pero opuesta, constituyendo un lecho maovil verdadero (TMB), el cual al
ser liguido no dafia o desgasta los componentes de las bombas. La muestra
se inyecta "entre" las dos columnas de CP@ule permite que en una
direccion se separen los productos polares y en la otra los apolares. La
técnica es util en mezclas complejas y separacion de enantiomeros y en

operacion continua puede producir varios gramos dadiigos al dia.

En la figura3.1 se muestra un sistema TMB. Segun se puede observar, el
lecho est& dividido en dos zonas, cada una de las cuales desempefia un

papel especifico en la separacion de la mezcla de los componentes. El
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compuesto mas retenido (A) se denomina extracto, y el @stpmenos
retenido (B), refinado. Si se realiza una inyeccion, por la parte central del
sistema, de una mezcla (A+B), la separacion se llevara a cabo en las zonas
centrales. El componente A, al ser mas retenido, seguira el sentido del
desplazamiento de fase estacionaria, mientras que el componente B, al

estar menos retenido, seguira el sentido de la fase movil.

n Ascending
—P
r XXX -

n + 1 Descending

Rotor 2

Rotor 1

Upper Extract FEED Raffinate Lower
Phase Phase

Figura3.1 Sistema de cromatografia en contracorriente en lecho mévil verdadero (True Moving Bed, TMB) para

laseparacion de dos componentes AYWRY ! £ LIKF / NEYZE yORDO

Por tanto, respecto a las técnicas cromatograficas preparativas clasicas, la
configuracion TMB tiene la ventaja de posibilitar la continuidad del
proceso y de aumentar el rendimiento de la separacion, debido al
movimiento a contracorriente de los flujos de fase movil y fase

estacionaria.
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3.6. OBTENCION DE EXTRACTO ENRIQUECIDO CON LA

FRACCION TRIT ERPENICA

Al extracto con mayor rendimiento y concentracién de triterpenos se le
adiciona diferentes porcentajes de la fraccion triterpénica, se evalla su

actividad hemolitica y se determina la concentracion mas activa.

Ademas, al extracto enriquecido clanfraccion triterpénica con mayor
rendimiento y concentracidie triterpenosse le adimnaotro activo que
hademostrado efectividad en el tratamiento para disminuir el fibroedema
geloide mucoso subcutaneo en estudios anteriores en la Universidad de

Concepcion Chile, comes el extractos déapsicum spp

La cantidad deCapsicum sppafiadida fue de 8% (eqq a 0,15%
capsaicina) de extracto y para determinar la concentracion de este, se
realizé un analisis por espectrofotometria UV a 280nm, utilizand® com
estandar la capsaicina, cuya curva de calibracién se realizd con un
intervalo de concentraciéon de 100ppm600ppm, obteniendo urt de
0,9942 y una concentracion de 57,02mg/mL de capsaicina, en la muestra

del extracto del material vegetal.
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3.6.1.Estandarizacion de extractos enriquecidos

Los extractos seleccionados segun rendimiento, concentracion de
triterpenos y capacidad hemolitica, se estandarizan en base a triterpenos

totales segun la metodologia ya descrita en el punto 3.3.1.
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3.7. ELABORACION DE FORMULACIONES

3.7.1. Materias primas para la elaboracion de formulacion tépica

Los extractos seleccionados se incorporan en formulaciones tipo gel, que

son proporcionados por la empresédtive.

La composicion déormula Baselel gel(CsP % 10pes:

Glicerina
Carbome® 980
Propandiol

TEA

Benzoato de sodio

Sorbato de potasio

3,00%
0,50%
1,50%
0,40%
0,20%

0,20%

La composicion de las formulacioneslizadas se expone a continuacion
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Formulacion 1
Formula base de gel enntelades suficientes con 10% de incorporacion

de solventes (Etanol/Agua).

Formulacion 2
* Extracto deUgni molinael %, enriquecido con triterpenos 0,25%

Formula base de gel en cantidades suficientes

Formulacion 3
* Extracto Ugni molinae 1% enriquecidocon triterpenos 0,25% vy
Capsicum spp 2,8% (Eqq 0,15% @gpsaicina

Formula base de gel en cantidades suficientes

*Concentracion efinida posterior a la prueba vitro sobre membranas

en globulos rojos

A continuaciéren la figura3.2se presenta ursquema del procedimiento

empleado para la elaboracion de las formulaciones:
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ELABORACION DE
FORMULACIONES

Valores estimados para
preparar 100g

Se pesan 10 g de una mez
Etanol/Agua (50:50).

propia

a

N\

A esta base, se le adicion
gradualmente la mezcla de
los extractos disueltos.

Por otro lado se pesan 90
de la base de gel.

Ve

N

En esta mezcla se disuelve

los activos de la formulacié

a prepararse, con ayuda dd
ultrasonido (10 minutos.

J

60

=]

N\

Se agita constantemente
hasta la homogenizacién
total de la formulacion.

~N

Se utilizan recipientes de
plastico PET con 180 g dé
capacidad. Se almacenan
resguardados de la luz y 3
temperatura ambiente.

J

Figura3.2 Esquema de procedimiento empleado para la elaboracién de las formuladiarege:Elaboracion



3.8 ENSAYO in vitro DE LAS FORMULACIONES

3.8.1. Evaluacién de la actividad sobre membranas de gldbulos rojos

in vitro de las formulaciones

Se evalua la actividad sobre membranas de globulos rojos de las

formulaciones desarrolladas segun lo antes desaritd punto 3.4.1
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3.9. CONTROLES Y ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Con el fin de determinar el tiempo durante el cual las formulaciones
mantienen sus especificaciones de calidad, se realizan los siguientes
controles tecnologicos en diferentes condiciones de atraatento,
variando la temperatura, humedad y los periodos de tiempo en que se

analizan las muestras:

3.9.1. Caracteristicas organolépticas

Se realiza una inspeccién visual y sensorial de las siguientes
caracteristicas: color, olor y aspecto. Para tacila comparaciéon de la
evolucién de las caracteristicas organolépticas en el tiempo, se toman
fotografias de los diferentes preparados y se establece una escala arbitraria
para indicar la magnitud del cambio en una determinada caracteristica, por
ejempla NH: no hay cambios, + cambios leves, ++ cambios apreciables,

+++ cambios significativos.
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3.9.2. Control de pH

El pH se determina con un peachimetro. Para la medida, se preparara una
dispersion de la formulacion al 10% en agua destilada. Se consitena

rango optimo de pH entre 4,5 hasta 6,5.

3.9.3. Control de viscosidad

Para medir la viscosidad aparente se utilizard un viscosimetro digital
Brookfield, modelo DVE, con el set de spindles RV (se trabaja con el
spindle 6). Se toman muestras dedmaio y se adicionan a un vaso
especialmente acondicionado para este uso, se mide la viscosidad
sometiendo a las formulaciones a diferentes revoluciones por minuto: 5,

10, 20 y 50 ppm, las mediciones se realizan por triplicado.
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3.9.4. Control de creeimiento microbiano

Con el proposito de garantizar la seguridad del producto se realizan los
analisis de control microbioldgico previos a la salida del producto al
mercado. Cuando se lanza un nuevo producto cosmeético al mercado hay
gue ser muy meticulossn cuanto a los factores de riesgo. Para corregirlos
es imprescindible la inclusion en las formulacionescdeservantes.
Comprobar que los conservantes afiadidos en las formulaciones son
efectivos es un paso imprescindible para garantizar la seguridad en

CcCOSmeticos.

3.9.5. Recuento en placa

Esta metodologia se lleva a cabo para cuantificar el nimero de bacterias
mesofilas y hongos filamentosos que se pueden desarrollar en condiciones
aerobicas. Las pruebas disefiadas en la farmacopea americana (USP),
sirven para determinar si un compuesto o producto terminado cumple con

las especificaciones de calidad microbiologica establecidas
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(USP38/NF33, <61> Examen microbiolégico de productos no estériles,

2015).

El método utilizado es una siembra normal engdate agar para recuento
total. Los tiempos considerados saampo 0, 15, 30, 90 y 120 dias de
preparada la formulacion. El tratamiento de la muestra es el siguiente: se
toma un gramo del gel y se lleva a un volumen de 10mL con suero
fisiolégico, se meza hasta la total homogeneidad y 100uL de esta
solucién se depositan en una placa petri con agar y se realiza una siembra
estriada para aislamiento de colonias, en este recuento no se realiza
ninguna diluciébn y se hace con todas las formulaciones. Todos los

recuentos se realizaran 2 dias después de la incubacidnha235°C.

Durante el procedimiento se lleva a cabo un control negativo de cada
medio y del suero fisioldégico. En este medio se esperaba que no hubiera
ningun tipo de proliferacidon microbiansi, esto sucede la prueba queda

anulada. Se espera que ningun control negativo presente proliferacion.

Los estudios se realizaron en ekfdartamento de Farmacia de la

Universidad de Concepcion
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3.9.6. Marcadores quimicos

Los marcadores quimicos sonseaciales para estandarizar las
formulaciones cosméticas que contienen los extractos en base a los
compuestos representativos del vegetal a quienes se les aduce en mayor
medida el efecto terapéutico, en este caso son los triterpenos. Las
especificaciones @ la cuantificacion de los mismos se detallan en el

presente documento en el puntc.B.

3.9.7. Estudio de estabilidad acelerado

Una vez que el gel esta envasado en su recipiente final se procede a
realizar estudios de estabilidad acelerado denwoestufa en 2
condiciones a 40 £ 2°C a 75% HR y a£3@°C a 60% HR. Este proceso

se lleva a cabo para obtener resultados aplicables a 6 meses (Alfonso R.,

2003).

Se colocan por duplicado muestras para evaluar estabilidad a tiempo cero,

30 dias, 60 y 90 d& correspondientes a 6 meses. Cumplido el plazo, se
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procede a cuantificar la concentracién de triterpenos como marcadores
quimicos, se realizan controles tecnoldgicos y se evalla el crecimiento

microbiano.

3.9.8. Estudio de estabilidad a tiempo real

Seprocede a almacenar los frascos con el gehgeératura ambiente y
protegidos de la luzSe realizan mediciones mensuales agrupandose en
una tabla los datos obtenidos para medir los parametros ya descritos
(Alfonso R., 2003). De igual manera cumplidopéhzo, se procede a
cuantificar la concentracion de triterpenos presentes y se evalla el

crecimiento microbiano.
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3.10. ESTUDIO DE CESION DE LA FORMULACION

El estudian vitro se realizautilizando celdade Franz, usando membrana
de dialisisde 1200014000 Dalton. El medio reptoressuero fisioldgico
(NaCl 0,9%), y el medio donador correspondiente al ¢el/smL). El
estudio se realizaor duplicado, acondicionando el sistema a 37°C + 2°C,

para simular las condiciones fisiologicas (Kenneth2A02).

Una vez estabilizado el sistemaesérae de cada medio receptdd finL

y serepone con D, mL de suero fisiolégico. Cada muestra se recibe en
tubos Eppendorf previamente rotulados. Se toman muestras en 8
oportunidades, cada hora, completandoedia forma el estudio por 8

horas.

Para cuantificar la cesion de triterpenos del medio receptor, se confecciona

una nueva curva de calibraciéon por el rango de concentraciones obtenidas.
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3.11. ESTUDIO PILOTO DE LA FORMULACION

3.111. Reclutamientode voluntarias y evaluacion de los productos

Se realiza un estudio piloto en voluntarias para poder recabar informacién
sobre efectividad y seguridad del producto. Para ello se reclutan
voluntarias de edades entre los 20 y 50 afios, sin régimen diesético
restriccion de peso, no embarazadas y con fibroedema geloide mucoso

subcutaneo grado 3.

Para reclutar voluntarias se les idvit una charla informativdonde se
dio a conocer los objetivos del estudio; caracteristicas de la formulacion,

sus propieddes y la posibilidad de ser seleccionadas para su aplicacion.

Las voluntarias recibieroel consentimiento informadoel protocolo del
estudio (anexo N°1) donde se les explica detalladamente el
procedimiento. Ademas, sB0 una reunion individual par poder

fotografiar la zona &fictada por el FSy, a través de la participacion de
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un especialista (cosmetdloga), evaluar el grado de la alteracién y descartar

a las personas que eventualmente hayan confundido su condicién dérmica.

Luego de la ealuacidn fotogréfica, se seleccionéoluntarias segun

criterios de inclusion mencionados inicialmente.

La zona escogida es la parte de los muslosisiderandosg3 personas

por formulacion, siendo en totalf8rmulaciones por er@39voluntarias.

El tratamieito consistio en una medicion inicial dessparametros
antropomeétricos @la y peso) y una sesion fotdfjica. Las voluntarias
utilizaronpor 28 dias el tratamiento correspondiente, aplicandolo 2 veces
al diay realizando los masajes necesarios parauara absorciétyego

de este periodo se realindevamente el registro fotografich.los tres

meses del tratamiense realiz&l altimo registro fotografico.

Se les proporciond calzones de microfibra para las fotografias y

mediciones durante el estadademase le realizarorencuestas sobre el

grado de aceptacion y percepcion del producto al mes del tratamiento.
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3.11.2. Pruebas de reacciones alérgicas

En las voluntarias seleccionadas se procede a realizar la prueba de
reaccion retardada paraatuar la aparicion de algun tipo de dermatitis de
contacto (alérgica, irritativa). La determinacion de la naturaleza y de su
intensidad puede ser utilizada como un parametro de toxicidad que
presenta el fpducto. Para ello, se utilizl test de la alergi en el cual

cada voluntaria, se coloca antes de dormir aproximadamente 0,25mL del
producto en el muslo y para evitar que se pierda se cubre la zona expuesta
con un parche, al dia siguiente se retira el parche y se procede a observar
si ocurre alguna reaion desfavorable. Asi se puedseleccionatas

voluntarias que no presenten sensibilidad a las formulaciones.

3.113. Aplicacion del gel con los extractos en voluntarias

seleccionadas

Realizado el estudio de sensibilidad, se comienza con la apficiaria

del gel, en la zona de los muslos. La aplicacion del gel se realiza dos veces
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al dia por 3 meses consecutivos. Se obtiene un registro fotografico a
tiempo 0, a los 28 dias y a los 3 meses del estudio, de cada voluntaria; a
fin de poder evaluaredforma visual la disminucién de la apariencia de la
FGMS en las zonas donde se aplica el producto. Se determina el(0s)
producto(s) mas efectivos, mediante la comparaciéon del grado de
vascularizacion de las pacientes previo y posterior al tratamiento. Los
valores se evalluan estadisticamente mediante una prstldent de

datos parados.

3.11.4. Analisis de percepcion de voluntarias

Para evaluar la efectividad del gel y su aceptabilidad en las voluntarias,
paralelo al tratamiento se le entrega a cadanafia una encuestanexo
N°2) para dejar registro de su percepcién tanto de la formulacién como de

la aceptabilidad del producto.
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Capitulo 4

Resultados
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4.1. OBTENCION DE EXTRACTOS

Se trabajé con hojas dé& molinaede las regionedel Biobio, Araucania
y Los lagos, todas estas fueron secadas y pulverizadas como se describe

en B metodologia. En la figura N° 4de aprecia el procedimiento

realizado para la obtencion de los extractos.

Figurad.1. Proceso de obtencion de extractos demolinaede las regiones Biobio, Araucania y Los Lagos. n=2.

Los extractos se obtuvieron con diferentes proporciones de solventes que
se describen mas adelante, y el rendimiento global obtenido fue @e 18,2

+ 1,03% de extracto.
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4.2. ANALISIS POR TLC Y HPLC

Los extractos obtenidos por maceracion en diferentes proporciones de
polvo vegetal y mezclas de solventes, se sometieron a un analisis por
HPLC para cuantificar la concentracion de triterpenos que pogeiamn,

antes de esto se realizdé una corrida en TLC para corroborar la presencia

de triterpenosdichos resultados se evidencian en la Figuré R1°

Figura4.2. TLC ddas fracciones obtenidas por TMi 2 sistemas de solventl. Butanol, Acetato de Etilo,
Amoniaco y agua (6:4:0,5:1), 2. Hexano, Acetato de etilo, Metanol y agua (5:2:5:2), revelador paranisaldehido

sulfdrico.

Para el analisis HPLC con deteccldv a 201nm se utiliz6 como estandar
el &cido asiatico, cuya curde calibraciérse realizd con un intervalo de
concentraciérentre50ppm- 1000ppm obteniendo ur‘de 0,9933Enla

tablad4.1.y en las figuras N4.3 4.4,4.5y 4.6se evidencian los resultados

obtenidos.
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Tablad.1. Areas hjo la curva de los distintos extractos de las tres regiones

CALCULO DE
REGION PROPORCI® % DE | AREA BAJO LA (E:(%NACAE’E‘n:SﬁI:_I)ON TERPENOS}
SOLVENTES VEGETAL CURVA _ 30442 + 1269.2
x= (y-1269,2)/30422
1% 17185,76 0,52
ETANOL:H,0 5% 29325,24 0,92
10% 30420,71 0,96
1% 1735,96 0,02
Biobio PROPANODIOL: HO 5% 3272,90 0,07
10% 4453,50 0,10
1% 4858,66 0,12
ETSSS%PROPANO 5% 5338,90 0,13
Hab
10% 5634,48 0,14
1% 19267,20 0,59
ETANOL:H,0 5% 21182,67 0,65
10% 2441173 0,76
1% 2667,52 0,05
Araucania PROPANODIOL: HO 5% 3624,70 0,08
10% 3856,36 0,09
1% 3019,28 0,06
ETS‘S:_?%PROPANO 5% 3447,71 0,07
Hab
10% 3329,03 0,07
1% 12472,69 0,37
ETANOL:H,0 5% 20014,90 0,62
10% 22959,84 0,71
1% 1736,06 0,02
Los Lagos PROPANODIOL: HO 5% 1652,68 0,01
10% 2074,25 0,03
1% 2004,70 0,02
E-IFOAS?'(;PROPANO 5% 1984,69 0,02
JF2
10% 3411,00 0,07

76



En la tabla4.1 se evidencia cu los extractos de las tres regiones
macerados en etanol: agua 50:50 tienen una mayor capacidad de
extraccion de terpenos con respecto a los macerados con Propanodiol:
Agua 50:50 y Etanol: Propanodiol: Agua 15:35:50, por lo que este fue el
solvente de elxion. Ademas las concentraciones obtenidas de
triterpenos son mayores en la region del Biobio. Con respecto a la cantidad

de material vegetal adicionado; el 5% fue el seleccionado, puesto que la
concentracion de triterpenos obtenida no presenta difarsiggiificativa
entre este porcentaje y el 1% con

figura 4.7
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Figurad.3. Cromatrograma de estandar de Acido asiatico
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Figurad.4. Cromatrograma de extréx hidroalcohdlico de la region del Biobio
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Figura4.6. Cromatograma de extracto hidroalcohdlico de la ragié Los Lagos



En las figuras N° 4.4, 4.5 y 44 evidencias los cromatogramas de los
extractos hidroalcohdlicos del Biobio, Araucania y los Lagos
respectivamente, aqui se puede evidenciar que los extractos obtenidos del
Biobio poseen una mayor concentéa de triterpenos en relacion a los

extractos de las otras dos regiones, situacion que se denota claramente en

la figura 4.8.
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Figurad.7 Concentracion de terpenos en extractos con diferente %ndterial vegetal equivalentes a mg/mL de

Acido Asiatico. Los valores se expresan como media + SEM. n = 3.
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Figura4.8 Concentracion de terpenos en extractos por regiones, con diferente % de at@ggetal equivalentes
a mg/mL de Acido Asiatico. Los valores se expresan como media + SENDande382 corresponde a la region

del Biobio, % a la region de la Araucania y™@ la region de los Lagos.
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4.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD SOBRE ME MBRANAS

DE GLOBULOS ROJOS

Para evaluar la actividad bioldgica de los extractos hidroalcohélicos 50:50
de las tres regiones, se mide por espectrofotometria UV a 540nm la
interaccion con las membranas de globulos rojos, dichos resultados se
exponeren latibla 4.2 y en la figura 4,9onde se evidencia la capacidad
hemolitica de estos, presentando una mayor hemdlisis los extractos de la
region de la Araucania en relaciéon a los extractos obtenidos del Biobio y
Los Lagos, por lo que se decide trabajar cornena vegetal de la

Araucania.

Tablad.2. Porcentaje de hemodlisis de los extractos de las distintas regiones

Muestra Concentracion Extractg A1l A2 A3 %Al | %A2 A3% | % Hemolisis
Blanco PBS - 0,092| 0,092| 0,092 4,61 4,62 4,60 4,61
Blanco H20 - 2 2 2| 10000| 10000( 10000 10000
Biobio 3% 0832 0,844| 0884| 4168| 4220 4418 42,69
Araucania 3% 1,072| 1,068 1,088 5350| 5336| 5434 5373
Los Lagos 3% 0956| 0,972| 0972| 4770| 4864| 4864 4833

81



1001

50 A

% Hemodlisis

| e |
0 1 T T T T
. > C)
'\'+ 'I/O Q\O o o
5 Q> o e )
< 4 Q > Y
Q K4 oc_,
@ v N

Hgura4.9 Porcentaje de hemodlisis de los extractos de las distintas regiones. Los valores se expresan como

media £ SEM. n = 3.

Si bien la mayor concentracion de saponinas triterpénicas la posee la
region del Biobio como se mria enla figura4.8, los extractos de la
Araucania demostraron tener una mayor capacidad hemolitica,
evidenciada en la figura M99, esto podria deberse a que las saponinas de
la region del Biobio se encuentren en forma de geninas o de bidesmésidos
mientras que las saponinas de la Araucania podrian estar como
monodesmdsidos que son las mas activas. La caracteristica diferenciadora
radica en la facilidad que tienen las saponinas monoglicosiladas para
formar micelas y producir la lisis celular, mientrag das saponinas di y
triglicosiladas pueden provocar un menor impacto, debido principalmente
a un impedimento estérico. Siendo la presencia de terpenos activos
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directamente proporcional al porcentaje de interaccion con membranas
bioldgicas.(Ahumada, Ortega, Chito, & Benitez, 20(&)pez Luengo,

2001)
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4.4. OBTENCION DE LA FRACCION TERPENICA DEL
EXTRACTO SELECCIONADO POR TRUE MOVING BED

(TMB)

Al ser elextracto de la Araucania, el que presenta mayor interaccion con
los glébulos rojos, el aislamiento de la fraccion triterpénica se realiza a
partir de este; para el mismo se utilizé una seriengzclas de solventes
inmiscibles por TLC como se aprecia lantabla3.1 en la seccion de
metodologia. Se observo que el vegetal poseia una mejor distribucion de
sus KDs en la fase S, apreciandose una distribucion uniforme de los
terpenos tanto en la fase superior como en la inferior como se demuestra
en lafigura 4.1Q por lo que fue elegida para realizar la separacion por
TMB. El sistema de solvente elegido fue entonces: Hexano, acetato de
etilo, metanol y agua (5:2:5:2) respectivamente. El rendimiento de
fraccion triterpénica en relacion al extracto empleadtzes 5,21% (0,92

+ 0,04 respecto al extracto total).
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Figura4.10. Placa de TLC con diferentes proporciones de solventes descritos en la.1atidaeXtracto de U.

molinae, (revelado con paranisaldehido sulfurico).
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4.5. SELECCION DE EXTRACTO ENRIQUECIDO CON LA
FRACCION TRITERPENICA, SEGUN ACTIVIDAD EN ENSAYO

in vitro

Teniendo la fraccion triterpénica aislada y ya con una base de extracto. Se
procedio adicionar diferentes porcentajes de esta, peshuae su
actividad hemolitica. Los porcentajes de adiciéon: 0,256 - 0,75 % de

fraccion triterpénica. Teniendo como base un 1% de extracto.

En todos los casos se obtuvo un aumento de la capacidad hemolitica en
relacion al extracto solo. Pero en vittde la cantidad de triterpenos
obtenida y en base a que todos presentaron mejoria, se determino trabajar

con la concentracion minima de 0,25% de adicion.

Teniendo establecida la base de extracto con la respectiva fraccion
triterpénica, se procedié aden@gnriquecer a los mismos, cespecie
vegetal Capsicumspp (2,8%, Eqq 0,15 de capsaicingue deberia

disminuir el fibroedema geloide mucoso subcutaneo.

86



Por otro lado se realizé el ensayo de hemdlisis a cada una de los extractos
de las especies vegks individualmente y en mezclas con el extracto
enriquecido con triterpenos obteniendo un porcentaje hemolitico superior
en este ultimo caso; como se observédadigura4.11 La comparadn
realizada por ANOV/Aevidencia cambios significatigen todosds casos

con u000lp O,
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Figurad4.11 Porcentaje de hemdlisis de los extractosldlemolinaecon la adicion de distintas especies vegetales.

Los valores se expresan como media + SEM. Dertle B= Extracto d&J. molinag EET= Extracto d& molinae

enriquecido con triterpenos, EC=Extracto@&psicum spp
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Todos los extractos presentaron un grado de hemodlisis, siendo superior en

el extracto EET + EGeguido deEET, EM y EC respectivamente.

Serealizo el ensayo de hemalisis para seleccionar los extractos con mayor

actividad biologica para incorporarlos en la base cosmética. Se espera

obtener resultados similares en el estudio piloto.
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4.6. ESTANDARIZACION DE EXTRACTOS

Los extracts se estandarizaron en base a la concentracion de triterpenos,
realizada por HPLC con detector UV a 201nm teniendo como estandar el
acido asiatico, y las concentraciones obtenidas del extracto seleccionado

correspondiente a la region de la écania se olesvan en la tabla 4.3

Tablad.3. Concentraciones de los triterpenos presentesemolinaede la region de la Araucania, n=2

Tiempo de Concentracién mg Eqq
N° | retencion (min) | Area (mV.s) Area (%) | mg/mL Eqq AA | AA'100g Ext
1 9,004 8493.03 26,40 0,24 237,45
2 25,568 1575.07 4,90 0,01 10,05
3 28,352 6061.8 18,9 0,16 157,53
4 31,692 2052.96 6,40 0,03 25,76
5 51,596 1482.68 4,60 0,01 7,02
6 60,868 3364.13 10,50 0,07 68,86

Los extractos son estandarizados en base aauwrador quimico, en este
caso se eligi6 el acido asiatico por ser representativo del extracto,
facilmente cuantificable y estable quimicameria. el cromatograma
expuesto en lagura 4.3el tiempo de retencigpara el estanddwme 8,864

min. Estos datoservirdn como uno de los controles en los estudios de
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estudios de estdlllad. Ademases parte importanidentro del etiquetado

del producto final para obtener un producto homogéneo
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4.7. ELABORACION DE FORMULACIONES

Las formulaabnes fueron elaboradas con la base de gel proporcionada por
N-active con los porcentajes de extracto descritos en la metodologia en el
punto 3.8.1. Ademas en la figuhl2 se observan imagenes de las

formulaciones finales

Figura4.12. Formulaciones con extractos dé. molinaecon la adicién de distintas especies vegetalnde P
corresponde a la Formulacion Placebo, EET: Formulacién de extradtonutglinaeenriquecida con triterpenos

y EETC: Formulacion de de extradd). molinaeenriquecida con triterpenos y extracto @apsicum spp

El gel obtenido en todas lasrifoulaciones con activos preseniga

coloracién café oscura uniforme, un olor agradable y caracteristico en
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cada formulacion. Todas las especificacionasaolépticas obtenidas

son expuestas en el punto 4.9.1.

Algo muy importante que resaltar es que al tratarse de una formulacion
topica, proporciona una comodidad de administracién y una baja o nula
repercusion a nivel sistémico, aspecto importante &rt@ de terapias

gue se deben utilizar por largos periodos de tiempo.
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4.8. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD SOBRE MEMBRANAS

DE GLOBULOS ROJOS in vitro DE LAS FORMULACIONES

Se evalla la actividad sobre membranas de globulos rojos de las
formulaciones desarrolladas, obteniendo/&leres observados en la tabla

4.4, evidenciandose la capacidad hemolitica de todas las formulaciones.

Tabla4.4. Porcentaje de hemolisis de las diferentes formulaciones con extractts melinaede la Araucania.
Los valores se expresan como media + SEM. n = 3. Donde P= Placelixti2Eb-deJ. molinaeenriquecido

con triterpenosEETC= Extracto de tdolinaeenriquecido con triterpenos y extracto dgapsicum spp

Muestra gg:‘nfﬁgé?;r']” Al A2 A3 % Al % A2 A3% Hen:/glisis
Blanco PBS - 018 017 017 11,08 1057 10,60 108
E'zagco 1,60 1,62 1,64 10000 100,00 10000 1000
P - 1,33 1,33 1,36 8313 82,10 82,93 82,7
EET 10% 1,53 153 1,61 9563 94,44 98,17 96,1
ETC 10% 1,45 1,49 1,46 90,63 91,98 89,02 905

El porcentaje de hertisis es importante en todas las formulaciones
incluyendo el placebo, esto se debe a que entre los componentes de la base
de gel, se encuentra el propanodiol que ha demostrado tener propiedade
hemoliticas. Sin embargaal adicionarle a esta base los extractos

seleccionados, el grado de hdisié aumenta.
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La base utilizada para este tipo de esigivitro no es la mas adecuada
puesto que sus componentes presentan interaccion directa con el

pardmetro a ser evaluado.
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4.9. CONTROLES Y ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Los resultados de los controles tecnologicos se describen a continuacion:

4.9.1. Caracteristicas organolépticas

Los resultados de la inspeccion visual y sensorial desisentes
caracteristicas: color, olor y@ecto se presentan en la tabla 4&gun la
escala arbitraria para indicar la magnitud del cambio en una determinada
caracteristica, por ejemplo: NH: no hay cambios, + cambios leves, ++

cambios apreciables, +«eambios significativos.
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Tabla4.5 Seguimientos de caracteristicas organolépticas de las formulaciones en las diferentes condiciones,

segun el transcurso del tiempdonde P= Placebo, EET= ExtractdJdenolinaeenriquecidocon triterpenos,

EETC= Extracto dg. molinaeenriquecido con triterpenos y extracto déapsicum sppEEN= Estudio de

estabilidad en condiciones normales, EE1= Estudio de estabilidad acelerada en condiciones de T=30° HR=60% y

EE2= Estudio de estabilidackterada en condiciones de T24HR=75%.

MUESTRAS

EEMEMPO MES 0 APARIENCIA | MES 1 APARIENCIA | MES 2 APARIENCIA | MES 3 APARIENCIA
P TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH
EEN EET | CAFE NH CAFE NH CAFE NH CAFE NH
EETC | CAFE NH CAFE NH CAFE NH CAFE NH
P TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH
COLOR | EE1 EET | CAFE NH CAFE NH CAFE NH CAFE NH
EETC | CAFE NH CAFE NH CAFE NH CAFE NH
P TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH TRASLUCIDO | NH
EE2 EET | CAFE NH CAFE NH CAFE NH CAFE NH
EETC | CAFE NH CAFE NH CAFE NH CAFE NH
P LIG. LIG. LIG. - LIG. -
ALCOHOLICO ALCOHOLICO ALCOHOLICO ALCOHOLICO
EEN EET | HERBAL PLANTA PLANTA ) PLANTA )
EETC | PICANTE PICANTE PICANTE ) PICANTE )
P LIG. LIG. LIG. - LIG. -
ALCOHOLICO ALCOHOLICO ALCOHOLICO ALCOHOLICO
OLOR | EE1 EET | HERBAL PLANTA PLANTA ) PLANTA )
EETC | PICANTE PICANTE PICANTE ) PICANTE )
P ,I&ILGC'OHOLICO ,I&ILGéOHOLlco Ilel_GéOHO|_|co ) ,I;IIE;(‘;OHOLICO )
EE2 EET | HERBAL PLANTA PLANTA ) PLANTA
EETC | PICANTE PICANTE PICANTE . PICANTE

Las caracteristicas organolépticas estudiadas,

transcurso del tiempo en todas las condiciones.
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4.9.2. Control de pH

Los resultados obtenidake pH se observan en la talfld en la seccion
anexos ademas se realizO una comparacion por ANOVA para ver si
existieron cambios significativos en el transcurso del tiempo como se

observa ends figuras 4.134.14y 4.15

EEN
6.5
- P
- ET
A
6.0 =+ ETC
T
o
5.5
5.0 T T T 1
0 1 2 3 4
MES

Figurad.13Variacion de pH de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones normalBanes.
P= PlacebdzET= Extracto d¢. molinaeenriquecido con triterpenosEETC= Extracto de U. molinae enriquecido

con triterpenos y extracto d€apsiom spp EEN= Estudio de estabilidad en condiciones normales.
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EE1

6.5
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-+ ETC

5.0 T T T

Figura4.14 Variacion de pH de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones aceleradas T= 30°
HR= 60%. n=Blonde P= Ptzbo, EET= Extracto te molirae enriquecido con triterpengsEETC= Extracto te
molinae enriquecido con triterpenos y extracto deapsicum sppy EE1= Estudio de estabilidad acelerada en

condiciones de T=30° HR=60%

EE2
6.5
- P
- ET
6.0
=% ETC
T -
Q5.5
5.0 1
4.5 T T T 1
0 1 2 3 4
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Figura4.15 Variacion de pH de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones aceleradas T= 40
HR= 75%. n=Ronde P= Placebo, EET= Extractt) deolinaeenriquecido con triterpenos, EETC= ExtracttJde
molinae enriquecido con triterpenos y extracto déapsicum sppy EE2= Estudio de estabilidad acelerada en

condiciones de T HR=75%.
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El andisis estadistico indica guway variacion significativa del pH en el
transcurso del 06 ieretodas las condicionesad p * 0,
variaciones son mas pronunciadas en condiciones aceleradas, pero se
mantiene dentro de los margene¢erablespara la piel, ademas no

interfiere enlas caracteristicas organolépticas.

4.9.3. Control de viscosidad

Para medir la viscosidad de las formulaciones se utilizé el viscosimetro
con un spindle N°6, se realizaron las mediciones por triplicado y a
diferertes rpncomo se muestra desde la tabRlvasta la 7.4n la seccion

anexos

Los resultados obtenidos de viscosidad difieren segun los extractos

presentes en las fortagiones siendo superior en éhgebo, seguido por

el extracto enriquecido con triterpenoBnalmente la formulaciOiETC;

eda variacion se ve reflejada en todas las condiciones de almacenamiento,
como también en las diferentes revoluciones por minuto a las que son
sometidas las formulaciones. Conforme pasa el tiempo la viscosidad

disminuye. Tendencia que se repite en todas.
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Desde la figurd.16hasta lat.23se aprecian las variaciones de viscosidad
en el transcurso del tiempo en las diferentes condiciones, siendo evidente

el descenso de esta. Dichos resultados se encuentran en unidades de Pa. S.

EE1 5rpm
100000
- p
80000 & ET
- ETC
60000
c
40000
% L |
20000 =
0= T T T 1
0 1 2 3 4
MES

Figura4.16 Variacion de viscosidad de las formulaciones en el transcurso del tiempo eniooed aceleradas a
5rpm T= 30HR= 60%. Los valores se expresan como media + SEMDord8.P= Placebo, EET= Extractt/de
molinae enriquecido con triterpenos, EETC= ExtractdJdenolinaeenriquecido con triterpenos y extracto de

Capsicum spy EE1= Estudio de estabilidad acelerada en condiciones de T=30° HR=60%
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EE1 10rpm
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Figurad.17 Variacion de viscosidade las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones aceleradas a

10 rpm T= 30° HR= 60%. Los valores se expresan como media + SENdonde3®= Placebo, EET= Extracto de

U. molinaeenriquecido con triterpenos, EETC= ExtractdJdenolinaeenriquecido con triterpenos y extracto de

Capsicum spjy EE1= Estudio de estabilidad acelerada en condiciones de T=30° HR=60%.

EE1 20rpm
40000 A
-~ P
- ET
30000 ¢ —_—
\ P ETC
20000 A
10000
—
0= T T 1
0 2 3 4

Figura4.18 Variacion de viscosidad de las formulaciones en el trassalel tiempo en condiciones aceleradas a

20 rpm T= 30° HR= 60%. Los valores se expresan como media + SENdonde®= Placebo, EET= Extracto de

U. molinaeenriquecido con triterpenos, EETC= ExtractdJdenolinaeenriquecido con triterpenos y extracide

Capsicum spy EE1= Estudio de estabilidad acelerada en condiciones de T=30° HR=60%.
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EE1 50rpm
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Figura4.19 Variacion de viscosidad de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condicioneslaselera
50 rpm T= 30° HR= 60%. Los valores se expresan como media + SEBlomde 8= Placebo, EET= Extracto de
U. molinaeenriquecido con triterpenos, EETC= ExtractdéJdenolinaeenriquecido con triterpenos y extracto de

Capsicum sppy EE1= Estudio detabilidad acelerada en condiciones de T=30° HR=60%.
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Figurad.20 Variacion de viscosidad de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones aceleradas a
5 rpm T= 40° HR= 75%. Los vadose expresan como media + SEM. nBoBde P= Placebo, EET= Extractt/de
molinae enriquecido con triterpenos, EETC= ExtractdJdenolinaeenriquecido con triterpenos y extracto de
Capsicum spy EE2= Estudio de estabilidacklerada en condicioneed=40 HR=75%.
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EE2
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Figura4.21 Variacion de viscosidad de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones aceleradas a

10 rpm T=40° HR= 75%. Los valores se expresan como media + SElbresse expresan como media + SEM.

n = 3.Donde P= Placebo, EET= Extractt)dsolinaesnriquecido con triterpenos, EETC= Extract®&Jdeolinae

enriquecido con triterpenos y extracto dgapsicum sppy EE2= Estudio de estabilidad acelerada en candisi

de T=4° HR=75%.
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Figurad.22 Variacion de viscosidad de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones aceleradas a

20 rpm T= 40° HR= 75%. Los valores se expresan como medih & SB.Donde P= Placebo, EET= Extracto de

U. molinaeenriquecido con triterpenos, EETC= ExtracttJdmolinaeenriquecido con triterpenos y extracto de

Capsicum spy EE2= Estudio de estabilidad acelerada en condiciones @& FIR&75%.
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EE2 50rpm

15000
- p
- ET

10000 - — EBTC
5000
—a
—a
O T ) ] 1
0 1 2 3 4
MES

Figura4.23. Variacién de viscosidad de las formulaciones en el transcurso del tiempo en condiciones aceleradas
a 50 rpm T=40° HR= 75%. Los valores se expresan como media + SEDbmde B= Placebo, EE&tr&cto de
U. molinaeenriquecido con triterpenos, EETC= Extract®Jdenolinaeenriquecido con triterpenos y extracto de

Capsicum spyy EE2= Estudio de estabilidad acelerada en condiciones 6@ FIR&75%.

El analisis estadistico indicque hay variacié significativa de la

vi scosidad en el transcurso del
condicionesLa tendencia al descenso en todas las formulaciones, podria
ser consecuencia de la recaptacion de humedad por parte de las saponinas,
puesto que estas sdmngroscopicas. Por lo tant@se sugiere que las

condiciones de almacenamiento sean lo mas herméticas posibles.
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4.9.4. Control de crecimiento microbiano

Se realizd un recuento en placa para verificar si existe crecimiento

microbiano en las formulacioegComo se observa en la figura 4.24

Figurad.24. Recuento en placa de aerobios mesdfilos de las diferentes formulaciones.

- Recuento en placa

Los resulados se exponen desde la tabla HaSta 1a4.8, donde se
evidenca la existencia 0 ausencia de crecimiento microbiano, transcurrido

diferente tiempo de preparacion de la formulacion.
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Tabla4.6 Control microbioldgico de formulaciones en condiciones normales ambientzdesle EEN= Estudie d
estabilidad en condiciones normales, P= Placebo, EET= Extradtb nu@inaeenriquecido con triterpenos y

EETC= Extracto dle molinaeenriquecido con triterpenos €apsicunspp.

EEN
(DiAS)/FgIII?EI\,\/fSI?ACIONES P EET EETC
0 + + +
15 + + +
30 + + +
90 - - -
120 - - -

Tabla4.7 Control microbiol6gico de formulaciones en condicisrazeleradas T=30° y HR=6@6énde EE1=
Estudio de estabilidad en condiciones de T=30° y HR= 60%, P= Placebo, EET= Extracwmlirdesenriquecido

con triterpenos YEETC= Extracto tle molinaeenriquecido con triterpenos €apsicunspp

EE1l
TIEMPO (DIAS)/FORMULACION P EET EETC
0 + + +
15 + + +
30 + + +
90 - - -
120 - - -

Tabla4.8 Control microbiologco de formulaciones en condicioneceleradas T=40° y HR=7%6nde EE2=
Estudio de estabilidad en condiciones de T=40° y HR= 75%, P= Placebo, EET= Exiratilirdesenriquecido

con triterpenos YEETC= Extracto tle molinaeenriquecido con triterpaos yCapsicunspp

EE2
TIEMPO (DIAS)/ FORMULACION P EET EETC
0 + + +
15 + + +
30 + + +
90 - - -
120 - - -

106



Los resultados no se condicen, ya que no hay un comportamiento l6gico
en el crecimiento microbiano. Esto podria deberse a una contaminacié
cruzada enlenomento de realizar la siembra, ya que hay una disminucion
de carga microbiana tanto en la formulacion placebo como en las que

poseen activos.

4.9.5. MARCADORES QUIMICOS

El marcador quimico utilizado fue el acido asiatico. Mismo que fue
monitoriado para corroborar su presencia en las formulaciones empleadas.
Cada formulacion fue analizada por HPLC para corroborar la estabilidad
de los triterpenos presentes en cada una de estas conforme pasaba el

tiempo, los redtados se aprecian en ldla 4.9

Tablad.9 Variacion de la concentracion de los triterpenos presentes en la formulaciones en condiciones de
estabilidad aceleradas T=40° y HR= MBéftde P= Placebo, EET= Extracttdmolinaeenriquecido con

triterpenos, EETC= Extracto demolinaeenriquecido con triterpenos y extracto d&apsicum spp

mg Eqq AA/100g Extracto
TIEMPO DE RETEMNEI | FORMULACION | FORMULACION EE FORMULACION EE
(min) MES1| MES3| MES1 | MES3 | MES1| MES3
4,37 £ 0,33 15,32 13,67 163,46 | 158,65 | 172,63 | 168,35
56,55 * 3,14 - - 28,34 29,62 27,40 25,32
57,92 + 2,27 - - 75,35 73,45 78,23 78,35
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Al no identificarlos mismogiempos de retencidogue en el extracto puro,

se sugiere que la base de gel presenta interaccién con estos, formando
puentes de hidrogeno eatrel polialcohol (gel) y los arares del
triterpeno, ocasionando que s®puedan liberamptimamentale la matriz
parasu analisis quimigoaunque los resultados obtenidos se mantienen

congantes en el tiempo por lo gas quimicamente estable.
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4.10. ESTUDIO DE CESION DE LA FORMULACION

Los resultados obtenidos para cuantificar la cesionritegpenos del

medio receptor, luego de la confeccion de una nueva curva de calibracion
no pudieron ser expresados en las figuras; debido a que la cantidad de
muestra que logra atravesar la membrana de celulosa en el transcurso de
las 8 horas evaluadas &nsuficiente para ser cuantificada, en todos los
casos los puntos obtenidos estuvieron por debajo de los valores de la curva
de calibraciénEsto podria deberse a que la concentracion liberada en el
transcurso del tiempastipuladofue insuficiente paraer cuantificadaSe
recomienda utilizar cantidades de gel mayores y realizar el estudio por un

tiempomasprolongado.
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4.11. ESTUDIO PILOTO

Los resultados expuestos en esta seccidn denotan la evolucion de tres
meses de administracion de las formigdaes: P (Base de gel o placebo),
EET (extracto d&J. molinag(1%) enriquecido con triterpenos 25%) de

la especie), EETC (extracto enriquecido de molinae (1%) con
triterpenos (25%) de la especie y extracto @apsicum sp2,8%, Eqq

0,15% de capsaina).

4.11.1. Evaluacion de la aplicacion del gel por medio de esion

fotogréafica

A continuacion se muestran las figuras correspondientes a las fotografias
de la evolucion del tratamientd/ale aclarar que nguna de las

voluntarias present@accion argica a las formulaciones.
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- Formulacid P

Los resultados de las sesiones fotograficas de las voluntarias de la

formulacion placeb (P) se presentan en la tabla 4.46gun la escala

arbitraria para indicar intensidad del cambio registrado (aumento

disminucion de la piel de naranja), por ejemplo: + cambios leves, ++

cambios apreciables, +++ cambios importantes. En caso de no existir

variaci - n

tratamiento de cada una de las voluntagagesreflejada de manera visual

S e mar C a C

desde la figurd.25 hasta la 4.34

on +

en

Tablad4.10 Resultado de 3 meses de tratamiento de voluntarias con la formulacién placebo.

FORMULACION PLACEBO
SE
VOLUNTARIA | AUMENTA | DISMUYE | MANTIENE

1 +
2 +
3 +
4 +

5 +

6 +
7 +

8 +
9 +

10 +

TOTAL 6 0 4
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FOTOGRAFIAS VOLUNTARIAS

VOLUNTARIA 1

MES 0 MES 1 MES 3

Figura4.25. Evolucion del tratamiento de la formulani® del mes 0 al 3 de la voluntaria 1.

VOLUNTARIA 2

MES 0 MES 1 MES 3

Figurad.26. Evolucion del tratamiento de la formulacion P del mes 0 al 3 de la voluntaria 2.
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