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Resumen

La resistencia de las cepas bacterianas, involucradas en el desarrollo del acné, a
los antimicrobianos, y la irritacion resultante de algunos medicamentos,
constituyen barreras significativas a la adherencia del paciente a la terapia. En el
presente trabajo se optd por una alternativa adecuada de tratamiento, mediante la
formulacion de una crema cosmecéutica a partir de las hojas de la Jatropha
gossypifolia L. recolectadas en Quemado de Giiines, Villa Clara. Para ello se
obtuvo el extracto hidroalcohdlico de la planta y se le realizé la caracterizacion
fisico-quimica y fitoquimica. Mediante un disefio experimental factorial 23, que
incluyo factores de formulacion y de proceso, se obtuvieron 8 formulaciones. Se
les realizaron ensayos de control de la calidad (caracteristicas organolépticas, tipo
de emulsidén, extensibilidad, densidad aparente, pH) y de estabilidad fisica
acelerada (centrifugacion, ciclos frio-calor y congelacion-descongelacion). Ademas
se evaluo el efecto de la formulacion en la actividad antimicrobiana in vitro del
extracto, frente a Staphylococcus aureus, mediante el método de difusion en
pozos. Se detectaron metabolitos secundarios como: saponinas, alcaloides,
taninos, flavonoides, triterpenos, coumarinas, azucares reductores y aminoacidos
libres, que justifican sus actividades: antimicrobiana, antioxidante, analgésica,
antinflamatoria, entre otras, reportadas en la literatura. La formulacion con mejores
resultados es la que contiene 4 mL de extracto, 5% de polawax, empleando 1500
rom como velocidad de agitacion, pues posee buena calidad tecnoldgica y
estabilidad fisica. Sin embargo el extracto no demostré actividad frente a la
bacteria, atribuible a la influencia de factores medioambientales y a la no

presencia de quinonas en esta planta.

Palabras clave: Crema cosmecéutica, Jatropha gossypifolia L., extracto

hidroalcohdlico, calidad tecnoldgica, estabilidad fisica, actividad antimicrobiana.




Abstract

The resistance of bacterial strains, involved in the development of acne, to
antimicrobials, and the resulting irritation of some medications, constitute
significant barriers to patient adherence to therapy. In the present work we opted
for an adequate treatment alternative, through the formulation of a cosmeceutical
cream from the leaves of Jatropha gossypifolia L. collected in Quemado de
Guines, Villa Clara. For this, the hydroalcoholic extract of the plant was obtained
and the physical-chemical and phytochemical characterization was performed. By
means of a factorial experimental design 23 which included formulation and
process factors, 8 formulations were obtained. Quality control tests (organoleptic
characteristics, emulsion type, extensibility, bulk density, pH) and accelerated
physical stability (centrifugation, cold-heat cycles and freeze-thaw) were
performed. In addition, the effect of the formulation on the in vitro antimicrobial
activity of the extract against Staphylococcus aureus was evaluated by the
diffusion method in wells. Secondary metabolites such as saponins, alkaloids,
tannins, flavonoids, triterpenes, coumarins, reducing sugars and free amino acids
were detected, which justify their activities: antimicrobial, antioxidant, analgesic,
anti-inflammatory, among others, reported in the literature. The formulation with the
best results is the one containing 4 mL of extract, 5% of polawax, using 1500 rpm
as stirring speed, because it has good technological quality and physical stability.
However, the extract showed no activity against the bacteria, attributable to the

influence of environmental factors and the non-presence of quinones in this plant.

Keywords: Cosmeceutical cream, Jatropha gossypifolia L., hydroalcoholic extract,

technological quality, physical stability, antimicrobial activity.
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Introduccién

El acné es una condicidn cutanea que, segun su grado de complejidad, puede ser
considerada una enfermedad, pues no siempre es clara la linea que divide un
acné juvenil, hormonal o por estrés, del que puede y debe tratarse como una
patologia (1). Son varias las causas que se le atribuyen a esta afeccion topica: la
infeccion por Staphylococcus aureus y Propionibacterium acnes, la dieta,

componentes genéticos, cambios hormonales, asi como factores psicolégicos (2).

Los tratamientos fundamentales incluyen agentes como: peroxido de benzoilo,
antibiéticos, retinoides, entre otros, que representan desde décadas una buena
eleccion (3). Sin embargo, actualmente, es una realidad que la resistencia de las
cepas bacterianas involucradas en el desarrollo del acné a los antimicrobianos, y
la irritacion resultante de algunos medicamentos, constituyen barreras
significativas a la adherencia del paciente a la terapia. Se estima que entre un 30-
40% de los pacientes que utilizan formulaciones topicas no cumplen con su
régimen prescrito (1, 4). Se hace necesario, entonces, buscar alternativas
terapéuticas como el empleo de productos naturales con estos fines, formulados
como medicamentos, cosméticos 0 cosmecéuticos que sean capaces de
garantizar la calidad tecnoldgica, eficacia terapéutica e inocuidad de los mismos
(5).

En el Departamento de Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas se vienen realizando estudios farmacoldgicos, toxicologicos vy
farmacognosticos del extracto hidroalcohdlico de las hojas de la planta Jatropha
gossypifolia L., pues en la literatura se reportan actividades farmacolégicas como:
antinflamatoria, antioxidante, analgésica, antimicrobiana; que podrian favorecer el

tratamiento del acné desde varias aristas.

Ademas, se dispone de un cosmeceutico en forma de gel con este extracto, pues
constituye una forma farmacéutica, cosmética y cosmecéutica tradicionalmente
empleada en el tratamiento del acné. Sin embargo, los geles, si no se disefian
adecuadamente, no favorecen la hidratacion, ni contribuyen a reestablecer la
capacidad barrera de la piel; condiciones muy importantes en este tipo de

tratamiento.
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Introduccién

Problema cientifico

No se dispone de una formulacién para uso tépico en el tratamiento del acné, a
partir del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L., que
contribuya favorablemente al funcionamiento normal de la piel, y por tanto,

propicie un mayor ajuste al tratamiento por parte de los pacientes.

Hipotesis

Si se formula el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L.
en forma de emulsibn semisodlida, y se seleccionan adecuadamente los
componentes, es posible obtener un cosmecéutico que combine los efectos
positivos de la planta y de los excipientes, para el tratamiento topico del acné, lo

que debe conducir a una mayor eficacia y ajuste al tratamiento por parte de los

pacientes.

Objetivo general

Obtener una emulsion semisélida del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Jatropha gossypifolia L. para el tratamiento tépico del acné, que satisfaga los
requerimientos de esta afeccién cutanea, los tecnoldgicos y de estabilidad fisica

de esta forma cosmecéutica.

Objetivos especificos

v' Seleccionar los componentes de la emulsién segun los requerimientos del
tratamiento topico del acné, los tecnoldgicos y de estabilidad fisica de esta

forma cosmecéutica.

v' Evaluar la influencia de variables de formulacién y de metodologias de

preparacion en la calidad tecnoldgica y estabilidad fisica de las emulsiones.

v" Valorar la influencia del extracto y sus formulaciones en la actividad

antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L.

Formulacion de una crema antiacné a partir de las hojas de Jatropha gossypifolia L
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Capitulo 1: Revision bibliografica

1.1.Acné

1.1.1 Caracteristicas del acné

El acné es una enfermedad multifactorial y una de las dermatosis mas frecuentes.
Hoy en dia se considera como una enfermedad cronica con episodios de
empeoramiento y remision. Esta entidad afecta principalmente a la gente joven;
tiene una incidencia de 35 a 80% entre los 12 y 24 afios (6). Se caracteriza por
presentar comedones, papulas y pustulas, aunque eventualmente puede haber
abscesos, quistes y cicatrices. En la patogénesis del acné confluyen
fundamentalmente cuatro procesos: incremento en la produccion de sebo,
hiperqueratinizacion perifolicular 'y obstruccion folicular, colonizacion por
Propionibacterium acnes y otras bacterias oportunistas (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis) y liberacién de enzimas. Esto produce un cambio en
el patron de la queratina pilosebacea, que se hace mas densa, bloquea la salida
del sebo formando un tap6on que se denomina comedon, el cual se compone de
queratina, sebo, restos celulares y bacterias, de las cuales la mas importante es P.
acnes. Esta ultima, libera lipasas y proteasas capaces de generar 4cidos grasos
libres irritantes, ademas de mediadores proinflamatorios que afectan a la unidad
pilosebacea, genera una respuesta inflamatoria y de cuerpo extrafio, provoca la
aparicion de las manifestaciones mas comunes del acné: la papula, la pustula y el
nodulo (7) (8).

1.1.2 Tratamiento farmacologico del acné

El tratamiento del acné depende de la extension e intensidad de la enfermedad, de
la produccion de cicatrices, de factores del paciente como su edad, estado
hormonal y caracteristicas de la piel y, por ultimo, de la historia de la respuesta
clinica del paciente a las distintas opciones de tratamiento, asi como de las

secuelas psicoldgicas e impacto en su calidad de vida (6).

La bibliografia en torno al tema es muy abundante y la evidencia cientifica para
cada opcién, suficiente. En ella deben fundamentarse las decisiones terapéuticas

en cualquier proceso. No obstante, hay que tener en cuenta el tipo de lesién

4
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Capitulo 1: Revision bibliografica

predominante, la gravedad, la tendencia a las cicatrices y las posibles
implicaciones etiopatogénicas que se deben corregir; también se necesita la

experiencia adquirida (9).

Los tratamientos mas comunes se basan en antimicrobianos (clindamicina,
eritromicina, nadifloxacino, tetraciclina, etc.), retinoides (tretinoina, isotretinoina,
adapaleno, tazaroteno), y otros (acido azelaico, sulfacetamida sodica, peroxido de
benzoilo, acido salicilico, Alfa hidroxiacidos), utiles en la terapia del acné

inflamatorio (noduloso) y no inflamatorio (comedonico) (7) (9).

Tratamiento combinado

Con el objetivo de evitar o limitar la resistencia microbiana, han surgido
preparaciones combinadas compuestas por principios activos que actdan por
distintos mecanismos. Las asociaciones mas frecuentes son peroxido de benzoilo
con eritromicina 0 con clindamicina, que son mas efectivas que estos
medicamentos por separado. También se utilizan las siguientes combinaciones:
tretinoina y eritromicina, tretinoina y clindamicina, eritromicina y sulfato de cinc,
acido azelaico y acido glicolico, éacido azelaico y peréxido de benzoilo,

sulfacetamida sodica y azufre, entre otras (10) (4) .

No obstante, con la disponibilidad de numerosos productos de sintesis para
enfrentar el acné, se presentan frecuentemente reacciones adversas (irritaciones y
resequedad) a estos tratamientos y resistencia a los antibiéticos empleados,
obligando a la busqueda permanente de nuevos agentes terapéuticos. Muchos
pacientes, por ejemplo, recurren a terapias alternativas mediante el empleo de

productos botanicos y fitoquimicos (7) (11).

1.1.3 Cosméticos para el acné

Los cosméticos juegan un papel importante en el tratamiento del acné. Por una
parte, como coadyuvantes, suprimiendo los factores que puedan empeorarlo como
el exceso de grasa o el sol, y por la otra, mejorando la autoestima del paciente que

encuentra su piel con un mejor aspecto, asi como cierto efecto de camuflaje.
5
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Ademas, los ingredientes de determinados productos de cuidado de la piel
(nicotinamida, &cido lactico, extractos de plantas prebidticas) influyen
moderadamente en diferentes mecanismos de la patogénesis del acné, y por lo

tanto, pueden contribuir a una disminucion de las lesiones (9).

Las condiciones que deben cumplir los productos cosmeéticos destinados al acné

son las que enumeramos a continuacion.

X/

% Libre de grasa (oil free). Dado que la mayoria de pacientes con acné padecen
seborrea, los productos cosméticos deben estar encaminados a impedir su
acumulacion en la piel, no aportando nuevos elementos grasos. El brillo
ocasionado por la excesiva secrecion de lipidos oleosos, se soluciona
mediante la introduccion de sustancias absorbentes del exceso de grasa. Para
este fin se utilizan granulos de polietileno, talco y bentonita. También se
comercializan emulsiones aceite/agua (leches limpiadoras) de bajo contenido
oleoso para pieles grasas.

% No comedogénicos. Los productos comedogénicos inducen la formacién de
comedones abiertos y cerrados a las dos semanas de su uso, que es el tiempo
necesario para su formacion.

% No irritantes. Hay que evitar los vehiculos volatiles (alcoholes) y sustancias
que producen estimulacion cutdnea (mentol, alcanfor), incluidos
vasodilatadores, asi como los solventes que favorezcan la penetracion del
producto (propilenglicol, etanol y otros).

% No fotosensibilizantes. Las sustancias potencialmente fotosensibilizantes

mas frecuentemente contenidas en cosméticos son los salicilatos,

halogenados, tetracloro salicilanilida (TCSA), tribromo salicilanilida (TBSA),
acido p-aminobenzoico (PABA), hexaclorofeno, bitionol, oxibenzona,

cinamatos, avobenzona, musk ambrette, y aceite de bergamota.

Las funciones de los cosmeéticos en el acné se centran en cuatro objetivos:

higiene, hidratacion, fotoproteccion y camuflaje (9).
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1.1.4 Tratamiento cosmecéutico del acné

Los cosméticos se usan desde tiempos inmemorables, sin embargo, este
concepto ha cambiado con el transcurrir del tiempo, pues ya no solo ayudan al
mantenimiento y proteccion de la piel, sino que tratan las imperfecciones estéticas
adquiridas, la pigmentacion, el eritema permanente, el acné e incluso las arrugas
superficiales y profundas. Estos productos se definen como cosmecéuticos porque
incorporan moléculas bioactivas a su formulacion, las cuales son las responsables
de los efectos antes mencionados. La cosmeceéutica se preocupa por no dejar
escapar ningun elemento en la formulacion que pudiera producir un dafio, a corto
o largo plazo y tiende a lograr una mayor especificidad para satisfacer las

expectativas de los consumidores (12).

Actualmente se elaboran productos dirigidos a todas las zonas de la piel, grupos
de edades, razas y sexos. La tendencia es que no existen cosméticos puros,
utilizados con el solo objeto de embellecer la piel, sino que se ubican dentro de la
linea dermatoldgica y cosmiatrica, de proteccion, revitalizacion y rejuvenecimiento
cutaneo. Asi se vinculan productos que proporcionan mayor lozania y presencia
pero que también tienen la necesidad ya no solo de mejorar el aspecto, sino la

composicién y funcionalidad con respaldo cientifico (12).

El aprovechamiento de los recursos naturales para la obtencibn de nuevos
productos es una via de desarrollo para la industria cosmecéutica. En este sentido
la Fitoterapia constituye una herramienta terapéutica mas dentro de todo el

abanico de posibilidades que nos brinda la terapéutica actual (13).

En particular, en el tratamiento del acné se han empleado numerosos ingredientes
herbarios, con notables efectos beneficiosos. Dentro de ellos se describen
aquellos que poseen una o varias de las siguientes actividades: antimicrobiana,
antioxidante y/o antinflamatoria, tales como los extractos de Rawvolfia serpentina,
Curcuma longa, Azadiracta indica, Myristica fragrance, Aloe barbadensis, Berberis

vulgaris, Eucalyptus globulus, Hydrastis canadensis, Medicago sativa, Melaleuca

7
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alternifolia, Ocimum basilicum, Piper longum, Terminalia arjuna, Zingiber officinale,
Withania somnifera y otros (14-16). Otros estudios realizados muestran que los
extractos crudos de Dorema ammoniacum, Sphaeranthus indicus, Dracaena
cinnabari, Mallotus philippinensis, Jatropha gossypifolia L., Aristolochia indica,
Lantana camara, Nardostachys jatamansi, Randia dumetorum and Cassia fistula
presentan una significativa actividad antimicrobiana frente a microorganismos
como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis,

Candida albicans, entre otros (17).

1.2 Jatropha gossypifolia L.

1.2.1 Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae.

Familia: Euphorbiaceae.

Género: Jatropha

Especie: Gossypifolia

Nombre cientifico: Jatropha gossypifolia L. (Linn)
Nombre comun: Tuatla.

Otros nombres comunes: Frailecillo, San Juan del Cobre, higuereta cimarrona,
sibidigua, pifidbn negro, pifidn rojo, etc. (18)

1.2.2 Descripcién boténica

Especie herbacea de arbusto, a veces lefiosa y cuya altura oscila de 1 a 2 m.
Presenta hojas pegajosas, de 7 a 15 cm, de color verde oscuro o mas frecuente
de color rojo violaceo oscuro. Se caracterizan ademas, por ser alternas,
palmeadas y lobuladas (de tres a cinco I6bulos), con un &pice acuminado, base
cordada y margen dentado. Se encuentran unidas al tallo por peciolos

pubescentes. Las flores son pequeiias, unisexuales, moradas, de inflorescencia

8
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cimosa con céliz de cinco pétalos, que en las flores masculinas pueden formar un
tubo petaloide. El fruto es pequefio, capsular con 1 cm de didmetro, consta de tres
surcos. Es carnoso y de color verde cuando es inmaduro, convirtiéndose en
marron oscuro cuando madura. Contiene de una a tres semillas oscuras con

puntos negros y ricas en aceite, por las cuales ocurre la propagacion (18-20).

Fig.1 Jatropha gossypifolia L.
1.2.3 Distribucién y hébitat

Nativa del Nuevo Mundo, probablemente de Sudamérica, aunque ampliamente
distribuida en los tropicos. Crece en terrenos yermos, cultivados y calcareos, de
poca o mediana elevacion. Se observa en las Antillas Mayores y Menores, asi
como en Bahamas. En América tropical continental se distribuye en Estados
Unidos, México, toda Centroamérica y gran parte de Suramérica. Actualmente se
encuentra naturalizada en muchas regiones tropicales del planeta, caso del oeste
de la India. Se multiplica por semillas o por tallos (21).

1.2.4 Partes de la planta empleadas en etnomedicina

El género Jatropha es un taxdn medicinal cuyas hojas, tallos, corteza y latex se

han utilizado en la etnomedicina con diferentes fines.

Posee significativa actividad anticancerigena, hepatoprotectora y pesticida. Los
usos etnobotanicos de Jatropha gossypifolia L. informan, ademas, su eficacia
frente a la diarrea, disenteria, enfermedades de la piel (lepra), artritis, Ulcera,

infecciones de las encias y cicatrizacion de heridas (18, 22).
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Algunas propiedades son atribuidas a partes especificas de la planta, mientras
gue otros se asignan a diferentes partes. Curiosamente, en algunos casos ciertos
usos pueden parecer contradictorios, tales como antidiarreicos y laxantes o su uso

como anticoagulante y antihemorragico (18) (23).

Hojas

En el sur de Nigeria el extracto de las hojas frescas de Jatropha gossypifolia L. se
aplica por los herboristas y la poblacion local, con hojas trituradas, para detener el
sangrado de la piel y la nariz. En Latinoamérica y el Caribe, las hojas se hierven 'y
se utiliza la decoccién para el lavado de heridas. El bafio de las hojas también se

utiliza para los dolores, esguinces, y erupciones cutaneas (18) (24).

En Trinidad y Tobago, los extractos de las hojas de Jatropha gossypifolia L. se han
utilizado para limpiar heridas y en Tanzania para tratar las erupciones cutaneas y
la candidiasis oral. En Malasia e Indonesia las hojas se hierven con aceite de
coco, se calienta sobre fuego abierto y se aplica sobre el abdomen y ayuda a

aliviar el célico abdominal debido al estrefiimiento (18).

Se comprob6 ademas que el extracto acuoso de las hojas de la planta es capaz
de inhibir las actividades enzimaticas y biolégicas inducidas por el veneno de
serpiente (25).

Tallo

La savia del tallo se utiliza para detener el sangrado y el prurito de los cortes y
rasgufios. El tallo joven se utiliza como cepillo de dientes, asi como para limpiar la
lengua (20). Los palos madre se utilizan para fortalecer las encias y para curar los

furinculos (18).

Latex

Tanto el latex como el jugo de la hoja se utilizan para tratar Glceras, enfermedades

de la piel e infecciones de la encia. El latex, ademas, contiene alcaloides con
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propiedades anticancerigenas. En Nicaragua se ha documentado su uso para
sanar y curar quemaduras. Mientras que en Venezuela se emplea en el

tratamiento de Ulceras epiteliales (18) (21).

Semillas

El aceite de semilla de Jatropha gossypifolia L. se utiliza en el reumatismo y las
afecciones paraliticas. Para aliviar el estrefiimiento, las semillas se queman y se
pulverizan, administrandose por via oral. Se utilizan ademas, para curar trastornos

estomacales y fiebre (18).

Raices

Se utilizan tradicionalmente en la diarrea y la disenteria. Se sabe que las raices
contienen un antidoto contra el veneno de la serpiente. El aceite se utiliza como
purgante y se aplica localmente en enfermedades de la piel y artritis. Las raices
también son destinadas a tratar problemas de rifion, enfermedades asociadas a

organos como la vejiga, el higado, y contra la lepra (18, 26).

1.2.5 Estudios fitoquimicos y actividad farmacoldgica

Se ha detectado un amplio espectro de componentes quimicos en extractos de
diferentes partes de Jatropha gossypifolia L., constituyendo un importante
reservorio de fitoquimicos con potencial terapéutico. Los mayores porcientos
extractivos de las hojas de la planta corresponden con los solventes: agua, éter de
petréleo, etanol y metanol, en orden descendente (27). La literatura en general,
demuestra la presencia de &cidos grasos, azUcares, alcaloides, aminoacidos,
coumarinas, esteroides, flavonoides, lignanos, proteinas, saponinas, taninos y
terpenoides (24, 27, 28).

En el extracto alcohdlico de las hojas abundan flavonoides C-glicosidos tales como
vitexina, apigenina e isovitexina; mientras que en extractos no polares son los
lignanos como el jatroideno, jatrofano, gadaina y venkatasina. Este compendio de

metabolitos secundarios, sobre todo los presentes en sus hojas, parece ser el
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responsable de sus propiedades anticoagulantes, purgativas y febrifugas, asi
como de su amplio espectro de accion antibibtica frente a ciertos microorganismos
relacionados con desérdenes estomacales como Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa o Aspergillus
niger. De todos ellos, quiza uno de los mas interesantes sea un complejo
diterpeno macrociclico conocido como jatrofenona, con gran potencial bactericida,
frente a Staphylococcus aureus entre otros, que se ha comparado incluso a la

penicilina (21).

Del latex se han aislado octapéptidos ciclicos novedosos, como la cicloglossina B,
asi como otros heptapétidos (ciclogossina A); en los cuales podrian residir sus
propiedades anticoagulantes. En cualquier caso el latex puede resultar venenoso y

de hecho es toxico por contacto (21).

Entre las principales acciones farmacoldgicas que se han estudiado se hace
referencia a su capacidad como antihipertensivo, antioxidante, anticancerigeno,
antimicrobiano, cicatrizante, antiinflamatorio y analgésico (18) (20) (27). En
algunos estudios no se especifica la parte de la planta y/o el tipo de extracto
empleados. Ejemplos de estudios farmacoldgicos segun la parte de la planta y el

tipo de extracto se describen en la tabla 1.
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Tabla 1: Actividad farmacoldgica de Jatropha gossypifolia L. segun la parte de la
planta y el tipo de extracto.

Parte de la Tipo de extracto Actividad demostrada Cita
planta
Ralce§ y partes Etandlico Antihipertensiva (14)
aéreas
_ Metandlico, Anpnfl_amatorla y/o analgésica, (14)
Hojas etandlico v acL0So anticolinesterasa (para extracto (29)
y metanalico)
corteza Eter de pe,t r_oleo y Antinflamatoria (14)
metandlico
Partes aéreas Hidroalcohdlico Cicatrizante (14)
Metandlico, (14)
Hojas etandlico, acetato de Antioxidante (29)
etilo y acuoso
Etandlico,
Hojas metandlico, (28-30)
cloroformico Antimicrobiana
Tallo
Etandlico y acuoso (31)
Raices P : i
Etanélico Antiacné (Ir)hlbe la produccion de
lipidos neutros)
. . . . (14)
Hojas Etandlico Anticancerigeno (29)

Otras actividades farmacol6gicas demostradas experimentalmente fueron:
anticonceptiva, tocolitica, antidiarreica, inmunomoduladora, hepatoprotectora y
antiartritica (18, 27, 29).

1.2.6 Estudios toxicoldgicos

Las especies de Jatropha son notablemente conocidas por su potencial toxico.
Esta toxicidad se relaciona principalmente con el latex y las semillas. El latex se
libera de las partes aéreas de la planta por lesibn mecanica y es extremadamente
caustico e irritante para la piel y las membranas mucosas. Las semillas son ricas
en toxoalbuminas que causan aglutinacion y hemoalisis de los eritrocitos, asi como
el dafio a otros tipos de células y contienen un complejo de resina lipoide que
puede causar dermatitis. Los casos de envenenamiento en los seres humanos

usualmente ocurren comiendo fruta y semillas por su similitud con las castafias
13
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comestibles. La sintomatologia consiste, en general, en trastornos
gastrointestinales (dolor abdominal, nauseas, vomitos, diarrea). Ademas, el curso
clinico puede provocar complicaciones cardiovasculares, neurologicas y renales
(18, 23)

En el caso particular de Jatropha gossypifolia L. los resultados de estudios de
toxicidad son contradictorios y en algunos de ellos no se describe la parte de la
planta y/o del extracto empleados. Por ejemplo en un ensayo de toxicidad se
reveld0 que los extractos etandlico y metandlico de (érgano vegetal no
especificado) mostraron baja toxicidad (18, 19). Sin embargo, en una evaluacién
toxicoldgica preclinica el extracto etandlico de las partes aéreas de la planta
mostro toxicidad oral aguda relativamente baja (23). Sin embargo, su toxicidad
cronica oral en ratas fue significativa, siendo los signos téxicos principales:
reduccion de la actividad en el sistema nervioso central y trastornos digestivos
(18).

Por otra parte, otro estudio preclinico que evalu6 la toxicidad aguda del extracto
acuoso de las hojas, no mostré ningun signo de toxicidad, lo que permitié a los
autores concluir que este extracto podria ser considerado seguro (18). Estudios
realizados en ratas con el extracto etandlico de la raiz por via oral mostraron que
fue toxico para el rifién y caus6 aumento de la retencion de urea en la sangre (18).
Se demostré ademas el efecto téxico, citotdxico y genotdxico del latex de la planta
(32).

Es importante tener en cuenta que el uso medicinal de la planta es raramente in
natura, pues se realizan diferentes preparaciones como infusiones o decocciones
de partes de la planta que pueden ser sometidas a procesos tales como el secado,
trituracion y maceracion. Esto podria cambiar la composicién quimica original de la
planta y pudiera permitir la inactivacion de los posibles componentes téxicos,
obteniendo un producto menos perjudicial o incluso relativamente inocuo. Sin

embargo la toxicidad de extractos de las hojas no puede ser descartada (19).
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1.3 Emulsiones cosméticas semisolidas

Una emulsion es una dispersion termodinamicamente inestable de dos o mas
liquidos inmiscibles o parcialmente miscibles. Los diametros de las gotas liquidas
gue se encuentran dispersas se encuentran en el rango de 0.1 y 20 ym. Aunque
se traten de dispersiones termodinamicamente inestables, las emulsiones pueden
convertirse en estables desde el punto de vista cinético gracias a la presencia de
agentes tensoactivos que presentan la capacidad de absorcién en las superficies
de las gotas. En la mayoria de las emulsiones una de las fases es acuosa y la otra
un aceite polar. Las emulsiones con el aceite como fase dispersa se conocen
como emulsiones de aceite en agua (oil-in-water, o/w) y las emulsiones con agua
como fase dispersa se conocen como emulsiones de agua en aceite (water-in-oil,
w/0). El tipo de emulsion que se tiende a formar depende del balance entre las

propiedades hidréfilas e hidréfobas del agente emulsionante (33).

Las emulsiones mas habituales son las que presentan la forma cosmética: crema
o leche/lociéon. En general, se diferencian, en que las cremas son mas espesas y
viscosas, con mayor contenido en grasas, lo que las hace menos adecuadas para
pieles con exceso de secrecidn sebacea. Mientras que las leches son mas
liquidas, por un mayor contenido en agua, siendo mejor toleradas por pieles
grasas. Al llevar a la vez agua y grasas permite la incorporacion de principios

activos liposolubles e hidrosolubles (34).

1.3.1 Cremas

Las cremas son formas farmacéuticas semisélidas que pueden elaborarse con
base emulsionada O/W o W/O (35). Las de base emulsionada de tipo lipofilo
(W/O), estan destinadas a evitar la pérdida de agua, facilitando la permeabilidad
de los principios activos lipofilos e hidréfilos, actuando directamente sobre las
células vivas de la piel y estimulando al desarrollo de colageno y elastina (36).
Mientras que, las de tipo hidrofobas (O/W), logran mayor penetracion, sin
embargo, permiten la evaporacion del agua por lo que disminuye la hidratacién
(37).

15
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1.3.2 Control de la calidad de emulsiones

Todo producto cosmético recién elaborado debe cumplir con las especificaciones
establecidas en relacidon con sus caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas
y toxicolégicas. En productos tépicos como cremas deben examinarse los
siguientes pardmetros: caracteristicas organolépticas (aspecto, color, olor,
sensacion al tacto) y aquellos incluidos en la evaluacion fisico-quimica, siendo
importantes para estudiar alteraciones en la estructura de la formulacion que no
son comunmente perceptibles a simple vista. Los analisis fisico-quimicos
sugeridos son: valor del pH, area de extensibilidad, viscosidad aparente, densidad
aparente, tipo de emulsion, entre otros. Estos estudios pueden indicar problemas
de estabilidad entre los ingredientes o resultado del proceso de fabricacién (38)
(39) (40).

1.3.3 Estabilidad de las emulsiones

Los estudios de estabilidad de un producto final indican su grado de seguridad en
las diferentes condiciones a las que puede estar expuesto desde su fabricaciéon
hasta su expiracion. Los resultados de cada uno de los ensayos establecidos
permiten confirmar o establecer el periodo de validez y las condiciones de
almacenamiento. La estabilidad temporaria y prolongacion de la vida de las
emulsiones estan garantizadas por la preservacion de los sistemas emulsionantes

y de las caracteristicas fisico-quimicas del producto.

Cuando ocurre la desestabilizacion de las emulsiones, sus caracteristicas
quimicas y fisicas pueden variar. Existen varios factores que provocan dicho
proceso, como la temperatura elevada de almacenaje, las contaminaciones
microbiolégicas y las reacciones quimicas indeseadas. Mientras que las

temperaturas bajas lo retardan (41).

Las principales alteraciones que pueden sufrir las emulsiones estan relacionadas a

sus caracteristicas fisicas, tales como:
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- Cremado: Se conoce también por sedimentacion inversa. Las particulas de
menor densidad tienden a subir hacia la superficie de la emulsion, formando una
fase superior. El resultado es un sistema de dos porciones, una con mayor
concentracion de la fase interna y otra con mayor concentracion de la fase
externa. En la préctica, este fendmeno puede ser revertido por medio de agitacion
sencilla, pues se trata de un problema poco serio de inestabilidad y no hay

aglomeracion de particulas.

- Sedimentacién: Fendmeno semejante al de la cremacion, pero, a diferencia de
este, se produce la unién de las particulas mas pesadas que se depositan en el

fondo de la emulsion. Puede ser revertido con agitacion.

- Floculacién: Ocurre debido al desbalance de la carga eléctrica en las micelas, lo
que reduce la fuerza repulsiva entre las mismas. Las goticulas de la fase interna
se adhieren superficialmente y con fuerza de baja intensidad sin llegar a perder su
identidad. Como el cremado, no representa un problema grave y el fendmeno
puede ser revertido, pues los fl6culos pueden descomponerse en sus gotitas

iniciales (a veces es suficiente una leve agitacion manual).

- Coalescencia: Es similar a la floculacién pero, a causa de las colisiones, el
contenido de las gotas es transferido produciendo gotas mayores que se unen
irreversiblemente perdiendo su identidad. Estas gotas mayores sufren con mas
claridad el mecanismo de la sedimentacion, y asi se favorece la desestabilizacién
del sistema, y, en una caso extremo, la aparicion de las dos fases totalmente

separadas.

- Maduracién de Ostwald: Es el fendmeno por el que se produce la disolucién de
gotas pequefias del medio disperso en el seno de la fase continua; a continuacion
se desarrolla la difusion de sus componentes a través de dicha fase; estos
componentes alcanzan la superficie de gotas grandes y penetran y se unen a
dichas gotas perdiendo su identidad. La maduracion de Ostwald es la mayor

causa de inestabilidad en emulsiones que contienen compuestos de bajo peso
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molecular (como por ejemplo aceites olorosos), y es el Unico tipo de mecanismo
de desestabilizacion y colapso de emulsiones que los espesadores 0 agentes que

aumentan la viscosidad no pueden eliminar.

- Inversion de fase: En este fendmeno, la fase interna se convierte en la fase
externa y viceversa. La garantia de la estabilidad de una emulsion esta en la
correcta eleccion de los ingredientes de la formulacion y en la adecuacion del
proceso de fabricacion. Es posible predecir cual seré la vida atil de una emulsiéon
cosmética valiéndose de los diversos métodos de evaluacion de la estabilidad que

son utilizados por la industria (41-43).

Sedimentacion

| |
Cremado =™ == Floculacion
m = = .
r 3
Inversion Maduracién
de fase de Ostwald

Coalescencia

Fig. 2 Representacion esquematica de los diversos procesos de degradacion en

emulsiones.

1.3.3.1 Pruebas de estabilidad

Dado gue las emulsiones son sistemas bifasicos, son inherentemente inestables

de acuerdo con la segunda ley de la termodindmica, y el grado y la velocidad de la
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desestabilizacion varian de un sistema a otro. Por lo tanto, es importante llevar a

cabo estudios sobre la estabilidad de los sistemas desarrollados.

El propdsito de las pruebas de estabilidad es proporcionar informacién sobre como
la calidad del producto varia con el tiempo bajo la influencia de algunos factores
ambientales como las vibraciones, la temperatura, la humedad y la luz; asi como

determinar la vida atil de productos farmaceéuticos y cosméticos (44, 45).

En los ensayos de estabilidad, las muestras se revisan periédicamente para
detectar cambios y caracteristicas importantes. Debido a la gran variedad de
productos cosméticos y su complejidad inherente, no se pueden prescribir pruebas
de estabilidad "estandar". Los fabricantes, que tienen un conocimiento de sus
productos, requieren flexibilidad para modificar los protocolos y las pruebas y
construir una base cientifica solida para evaluar la estabilidad del producto (44).

Las condiciones de prueba aceleradas se reconocen internacionalmente, en
muchas industrias, como una prediccion adecuada de estabilidad de un producto.
Las términos apropiados, por ejemplo con respecto a la temperatura y / o
duracion, deben ser elegidos de acuerdo con la categoria del preparado y deben
estar basados en juicios cientificos sélidos. Segun los datos obtenidos mediante
diversas técnicas pueden utilizarse temperaturas y duraciones, posiblemente junto
con el uso de modelos matematicos, para predecir la estabilidad. Basandose en
los resultados de estabilidad acelerada y en su experiencia cientifica, puede
entonces ser capaz de predecir la estabilidad real para determinadas condiciones
de mercado.

Los ciclos de temperatura y / o las pruebas de "congelacion-descongelacion"
pueden revelar algunos tipos de deficiencias mas rapidamente que el
almacenamiento a una temperatura constante. Como se puede esperar que los
productos encuentren temperaturas y presiones extremas durante su transporte y
almacenamiento, se deberian considerar las pruebas de estabilidad en estos

extremos (46).
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Estudio acelerado en condiciones de estrés:

En este tipo de estudio los ensayos que se efectian estan bajo ciertas condiciones
que causan estrés al producto y ocasionan manifestaciones de problemas de
inestabilidad que estaban latentes en éste. Por lo general, se emplean para
evaluar la estabilidad fisica del producto. Algunas de las condiciones mas
empleadas para causar estrés son: iluminacion a longitudes de onda
guimicamente activas (espectro UV), ciclos de calentamiento y enfriamiento,
centrifugacion, extrusion, presion etc. Los resultados de estos ensayos son muy
Utiles y suelen ser la base de los estudios de compatibilidad como los llaman
algunas empresas, pero no se pueden interpretar confiablemente en términos de
equivalencia en tiempo de vida atil. Por lo general, con ellos se busca obtener una

prueba del posible deterioro o funcionamiento defectuoso del producto.

Para ayudar durante el desarrollo de una nueva formulacion, el investigador puede
efectuar algunas pruebas preliminares aceleradas de corto plazo, con el fin de
tener una razonable certeza de si va por buen camino y de que eventualmente no
desperdiciara tiempo ni dinero. De esta forma, al iniciar las pruebas de estabilidad
definitivas de corto plazo, las cuales de por si son particularmente imprecisas,
podr& estar mas seguro del juicio que efectuara sobre el desempefio del producto
(47).

Las pruebas deben ser conducidas bajo condiciones que permitan proporcionar
informaciones sobre la estabilidad del producto en menos tiempo posible. Para lo
cual, las muestras deben ser almacenadas en condiciones que aceleren los

cambios posibles de ocurrir durante el plazo de validez.

Antes de iniciar los estudios de estabilidad, se recomienda someter al producto a
la prueba de centrifugacion. Se sugiere centrifugar una muestra a 3.000 rpm
durante 30 minutos. El producto debe permanecer estable y cualquier sefial de
inestabilidad indica la necesidad de reformulacion. Si es aprobado en esta prueba,

el producto puede ser sometido a las pruebas de estabilidad (44).
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Estabilidad preliminar

Esta prueba también es conocida como Prueba de Seleccion, Estabilidad
Acelerada o de Corto Plazo, tiene como objetivo auxiliar y orientar en la eleccion

de las formulaciones.

El estudio de estabilidad preliminar consiste en la realizacion de la prueba en la
fase inicial del desarrollo del producto, utilizandose diferentes formulaciones de
laboratorio y con duracion reducida. Emplea condiciones extremas de temperatura
con el objetivo de acelerar posibles reacciones entre sus componentes y el
surgimiento de sefales que deben ser observadas y analizadas conforme las
caracteristicas especificas de cada tipo de producto. Debido a las condiciones en
gue es conducido, este estudio no tiene la finalidad de estimar la vida util del

producto, sino de auxiliar en la seleccion de las formulaciones.

Las formulaciones en prueba son sometidas a condiciones de estrés buscando
acelerar el surgimiento de posibles sefiales de inestabilidad. Generalmente las
muestras son sometidas a calentamiento en estufas, enfriamiento en

refrigeradores y a ciclos alternados de enfriamiento y calentamiento.

Los valores generalmente adoptados para temperaturas elevadas pueden ser:
Estufa: T=37+2°C

Estufa: T=40+2°C

Estufa: T=45+2°C

Estufa: T=50+ 2 °C

Los valores generalmente adoptados para bajas temperaturas pueden ser:
Nevera: T=5+2°C

Congelador: T=-5£2°CoT=-10+x2°C

Los valores generalmente adoptados para los ciclos son:
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Ciclos de 24 horas a 40 + 2 °C, y 24 horas a 4 + 2 °C durante cuatro semanas.
Ciclos de 24 horas a 45 + 2 °C y 24 horas a -5 + 2 °C durante 12 dias (6 ciclos).
Ciclos de 24 horas a 50 + 2 °C y 24 horas a -5 + 2 °C durante 12 dias (6 ciclos).

En este tipo de estudio, las muestras son almacenadas en condiciones distintas de
temperatura, alternadas en intervalos regulares de tiempo. La periodicidad de
evaluacion de las muestras puede variar conforme la experiencia técnica, las
especificaciones del producto, las caracteristicas especiales de algin componente
de la formulacién o el sistema conservante utilizado, sin embargo lo mas usual en
este estudio preliminar es que sean evaluadas, inicialmente, en tiempo cero y

durante todos los dias en que estuvieren sometidas a las condiciones de estudio.

Los parametros que generalmente son evaluados deben ser definidos por el
formulador y dependen de las caracteristicas de la formulacién en estudio y de los
componentes utilizados en esta formulacion. De manera general, se evallan las
caracteristicas organolépticas (aspecto, color, olor y sabor, cuando sea aplicable)

y las caracteristicas fisico-quimicas (valor de pH, viscosidad y densidad, u otros).

Se debe tomar una muestra de referencia, también denominada patrén, cuya
aceptabilidad sea conocida, u otros productos semejantes, considerados

satisfactorios en lo referente a los parametros evaluados (39).

1.4 Determinacién de la actividad antimicrobiana in vitro

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales y productos naturales ha
revelado el potencial de las plantas superiores como fuente de agentes
antinfecciosos, permitiendo de esta manera un avance al uso empirico de las
especies vegetales medicinales con una base cientifica (48).

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar la
susceptibilidad in vitro de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no son
igualmente sensibles o0 no se basan en los mismos principios, lo que permite que

los resultados sean influenciados por el método seleccionado, los
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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, de alli la importancia de conocer los estandares para
estas pruebas de actividad biolégica (49).

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres
grupos principales: métodos de difusion, métodos de dilucion y bioautografia, un
cuarto método es el andlisis conductimétrico, el cual detecta el crecimiento
microbiano como un cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del medio
de cultivo.

Las técnicas de difusion han sido ampliamente usadas para evaluar la actividad
antimicrobiana. En general se propone usar los métodos de difusion (en papel o
en pozo) para estudiar compuestos polares, y los métodos de dilucion para
sustancias polares y no polares.

Métodos de difusion

El método de difusion en agar, esta apoyado por datos clinicos y de laboratorios; y
presenta la ventaja que sus resultados son altamente reproducibles. El
fundamento de esta determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto
de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas
bacterianas que se aislan de procesos infecciosos.

El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria
para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion 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. Los medios de cultivo mas utilizados
en dichas técnicas son el agar Mueller-Hinton y agar tripticasa soya, ya que sus
componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y mayor

difusién de las muestras (49).
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El presente estudio experimental se realizé en los laboratorios del Departamento
de Farmacia de la Facultad de Quimica — Farmacia de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas, en el periodo comprendido entre febrero y mayo del
2017.

2.1 Obtencion del material vegetal

2.1.1 Recoleccion e identificacion del material vegetal

Las hojas de Jatropha gossypifolia L. fueron recolectadas en horas de la tarde en
areas rurales del municipio Quemado de Glines, en la provincia de Villa Clara,
durante el mes de febrero de 2017. Se trasladaron en bolsas de nylon hasta la
Universidad Central “Marta Abreu”, donde la muestra vegetal fue identificada por el
Msc. Omar Céardenas Garcia, especialista en conservacion de flora y fauna del
Centro de Estudios del Jardin Botéanico de la institucién. Posteriormente las hojas
se enviaron al laboratorio para ser procesadas y analizadas. Se desecharon

aguellas que estaban marchitas y enfermas.

2.2 Estudio y evaluacion del material vegetal

2.2.1 Equipos, materiales y reactivos empleados
Equipos y materiales

Molino de cuchillas (IKA WERKE MF-10 basic, Alemania)
Estufa (Binder, Alemania)

Balanza analitica digital (Sartorius TE-124S, Alemania)
Balanza técnica digital (Sartorius BS-2202S, Alemania)
Horno mufla (Nabertherm B-170, Alemania)

Plancha de calentamiento (Stuart SD 300, Reino Unido)
Equipo de reflujo (MEDINGEN, Alemania)

Manta de calentamiento (Electrothermal MX, Reino Unido)
Rotoevaporador (BUCHI R-200, Alemania)

Densitdmetro (KEM, DA-130N, Japon)

pH-metro (HANNA, Romania)

V V V V V V V V V VYV V
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Refractdmetro de Abbe (ATAGO, Japdn)
Bafio de Maria (MLW, Alemania)
Agitador eléctrico (IKA, Estados Unidos)
Centrifuga (YINGTAI TG16,China)
Refrigerador (LG, China)

Agitador magnético (Heidolph, Alemania)
Autoclave (HIRAYAMA, Japdn)
Incubadora (Heraeus, Alemania)

Flujo laminar (Safefast Top, Italia)

YV V.V V V V V V V V

Cristaleria y utensilios de laboratorio

Reactivos y otros productos

Acido clorhidrico concentrado (UNI-CHEM)
Acido sulfurico concentrado (UNI-CHEM)
Agua destilada

Alcohol amilico

Anhidrido acético (UNI-CHEM)

Benzoato de sodio

Cinta de magnesio metalica (Analar)
Cloroformo (MERCK, Alemania)

Cloruro férrico (Analar)

Etanol 92 % (UNI-CHEM)

Extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L.
Fragancia de Almendras dulces

Glicerina (UNI-CHEM)

Gentamicina 0,1 % (Quimefa)

Hidréxido de sodio (UNI-CHEM)

Petrolato solido

Polawax

Reactivo de Baljet Ay B (UNI-CHEM)

Reactivo de Dragendorff

vV V.V V V VYV V V V VYV V V VYV V V VY V V VY
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Reactivo de Fehling Ay B (UNI-CHEM)
Reactivo de Kedde Ay B

Solucion de Ninhidrina 2%

Caldo de Mueller-Hinton (BioCen)
Agar de Mueller-Hinton (BioCen)

YV V. V V V

2.2.2 Secado y molinado del material vegetal

Primeramente, las hojas de la planta se lavaron con abundante agua potable y
para su secado se esparcieron sobre mallas de plastico a la sombra durante 48
horas, siendo removidas varias veces. A continuacion se dispersaron en bandejas
metalicas y fueron sometidas al secado artificial en una estufa a 35 °C, siendo
también removidas por intervalos de tiempo hasta masa constante. Posteriormente
el material se tritur6 en un molino de cuchillas utilizando un tamiz de 3 mm. El
molinado se envasé en bolsas de nylon negro, bien cerradas, dentro de una

desecadora hasta su utilizacion.

2.2.3 Pruebas de control de la calidad de la droga

Los parametros de calidad se le realizaron a la droga seca y molida, segun lo
establecido por Miranda y Cuéllar (50). Se determinaron los indices numéricos:

contenido de humedad y cenizas totales.

2.2.3.1 Determinacion del contenido de humedad

Procedimiento

Se realizé por el método gravimétrico como se describe a continuacion:

De la muestra de ensayo se pesaron 2 g con un error maximo de 0,5 mg y se
transfirieron a un crisol previamente tarado y se desecoé el material en una estufa a
105 °C durante 3 h. El crisol se colocé en una desecadora donde se dejé enfriar a
temperatura ambiente y a continuacién fue pesado, colocAndose nuevamente en
la estufa durante 1 h. Esta operacion se repiti6 hasta la obtencion de masa

constante.
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Expresién de los resultados

El contenido de humedad (H) de la muestra de ensayo expresada en porciento se

calculo utilizando la siguiente formula:

H = % X 100 Ecuacion 2.1

Donde:

H: Contenido de humedad (%0)

M,: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

Mi: Masa del crisol con la muestra de ensayo desecada (g)
M: Masa de ensayo (Q)

2.2.3.2 Determinacion de cenizas totales

Procedimiento

En un crisol de porcelana previamente tarado, se pes6é 1 g de la muestra de
ensayo pulverizada y tamizada, con un error minimo de 0,5 mg. Se calenté la
muestra en una plancha de calentamiento hasta quedar carbonizada y luego se
inciner6 en un horno mufla a una temperatura de 750 °C durante 2 h. A
continuacion el crisol se enfrid en una desecadora y se peso. El proceso se repitié
a partir de la incineracién, hasta la obtencion de masa constante, de forma que
dos pesadas consecutivas no difiieran en mas de 0,5 mg/g. El tiempo de

calentamiento y pesada se realiz6 a intervalos de 30 min.
Expresion de los resultados

El porcentaje de cenizas totales (Ct) se calculé aplicando las ecuaciones

siguientes:
_ M- M . :'5':1.'1‘3[-'| ..
C; = YT, 100 Ecuacion 2.2 t = Too—H Ecuacion 2.3
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Donde:

Ci: Cenizas totales en base hidratada (%)

C:. Cenizas totales (%)

M: Masa del crisol vacio (g)

M;: Masa del crisol con la muestra de ensayo (Q)
M,: Masa del crisol con la ceniza (Q)

H: Contenido de humedad (%)

2.3 Obtencién del extracto hidroalcohdlico

En la balanza técnica se pesaron 20 g de la muestra seca y molinada y
seguidamente se humectd con una solucién hidroalcohdlica al 70 %, previamente
preparada con un volumen de 200 ml. A continuacion se reflujé durante 2 h los 30
g del material vegetal con los 300 ml de solucion a una temperatura de 98 °C.

Luego se filtr6 con papel de filtro y se concentrd por rotoevaporacion a 40 °C.

2.4 Caracterizacién fisico-quimica del extracto

Para la descripcién y evaluacion del extracto obtenido se determinaron como
métodos de ensayo: caracteristicas organolépticas, pH, indice de refraccion,
densidad relativa y sélidos totales siguiendo el procedimiento descrito en la NRSP
312 (51).

2.4.1 Caracteristicas organolépticas

Determinacion del olor

Se tomé una tira de papel secante de aproximadamente 1cm de anchura por 10
cm de longitud y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Luego se
determind el olor.

Determinacion del color

Una muestra del extracto se vacié en un tubo de ensayo limpio y seco ocupando

las tres cuartas partes de su capacidad. Se observo el color, la transparencia, la
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presencia de particulas y la separacion en capas.

2.4.2 Determinacion del pH

Para la determinacion de este parametro se utilizO un pH-metro, siendo
previamente calibrado con solucion reguladora adecuada. Los electrodos se
introdujeron en la muestra y se procedio con la lectura del valor de pH.

2.4.3 Determinacién del indice de refraccién

Utilizando un gotero, se coloc6 una gota de la muestra de ensayo sobre el prisma
de medicion del refractdmetro, siendo ajustado anteriormente con agua destilada a
través del mismo procedimiento y seleccionando la zona del espectro visible que
aparece en la linea limite del campo visual. Para la lectura del valor se manipulé el
compensador cromatico hasta colocar la linea limite de los campos claro y oscuro

sobre la interseccion de las reticulas (figura 3).

Fig. 3 Calibracion de la zona iluminada en el cruce de las reticulas.
2.4.4 Determinacién de la densidad relativa

A aproximadamente 10 mL de la muestra se le realizé la lectura de la densidad
relativa empleando un densitometro digital que fue previamente calibrado con

agua destilada.

2.4.5 Determinacion de sélidos totales

A una capsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada se transfirieron 5
mL de la muestra de ensayo previamente homogenizada. Para este ensayo se
realizaron tres réplicas. Las capsulas se colocaron en un bafio de agua hasta la

evaporacion del contenido y la sequedad aparente del residuo; posteriormente se
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pasaron a una estufa a una temperatura de 105°C durante 3h. Al retirarse de la
estufa se colocaron en una desecadora alcanzando temperatura ambiente para un
subsecuente pesaje. El proceso se repiti6 hasta obtener masa constante para

cada capsula.

Expresién de los resultados

Para el calculo del porcentaje de los sdlidos totales (St) se utilizé la siguiente
expresion:
Pr_p

5; = X 100 Ecuacion 2.4

Donde:

Si: Sélidos totales (%)

P,: Masa de la capsula mas el residuo (g)
P: Masa de la c4psula vacia (g)

V: Volumen de la porcion de ensayo (g)

2.5 Caracterizacién fitoquimica del extracto hidroalcohdlico

Para la realizaciébn del tamizaje fitoquimico se siguié la técnica descrita por
Miranda y Cuéllar. A través de la aplicacion de ensayos simples, rapidos y
selectivos, se determinaron de forma cualitativa, los posibles metabolitos
secundarios del extracto obtenido de la muestra vegetal. Al ser una sustancia de
naturaleza hidroalcohdlica se realizaron los ensayos establecidos tanto para el

extracto etanolico como para el acuoso.

Ensayo de Dragendorff:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de alcaloides.
Reactivos: reactivo de Dragendorff

Procedimiento: El solvente de la alicuota se evaporé en bafio de agua y el

residuo se disolvié en 1mL de HCI (1%). Posteriormente se afiadieron 3 gotas del
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reactivo de Dragendorff.

Evidencia: Se producen complejos insolubles, de tal manera que, si hay
opalescencia el ensayo se considera positivo (+), si turbidez definida (++) y si

precipitado (+++).

Ensayo de Baljet:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonico, en particular coumarinas, aunque otros compuestos lacténicos pueden

dar positivo al ensayo.
Reactivos: A) solucion de Acido picrico B) solucion de Hidréxido de sodio
Procedimiento: A la alicuota se le adicion6 1mL de reactivo.

Evidencia: la aparicibn de una coloracion se considera (+) y de un precipitado
(++).

Ensayo de Borntrager:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de quinonas.
Reactivos: NaOH al 5% en agua

Procedimiento: El solvente de la alicuota se evaporé en bafio de agua y el
residuo se disolvié en 1 mL de cloroformo. Luego se adicioné 1 mL del reactivo.
Se agité mezclando las fases y se dej6 en reposo hasta su ulterior separacion.

Evidencia: El ensayo se considera positivo si la fase acuosa alcalina (superior) se
colorea de rosado a rojo, puede dar un criterio semicuantitativo si la coloracion es

rosada entonces se considera (++), y si es roja entonces es (+++).

Ensayo de Liebermann-Burchard:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides.
Reactivos: anhidrido acético, acido sulfurico
Procedimiento: El solvente de la alicuota se evapor6é en bafio de agua y el

residuo se disolvié en 1 mL de cloroformo. Se adicion6 1 mL de anhidrido acético
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y se mezclé bien. Por la pared del tubo se dejaron correr 2-3 gotas de acido
sulfdrico concentrado sin agitacion.

Observacion: Para la realizacion de este ensayo no podia haber agua en el medio
de reaccion, pues esta con el acido sulfurico pudo haber reaccionado de forma
violenta.

Evidencia: Un ensayo positivo se tiene por un cambio de coloracion:

1) Rosado- azul muy rapido.

2) Verde intenso, visible aunque rapido.

3) Verde oscuro- negro, final de la reaccion.

Ensayo de Resinas:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de Resinas
Procedimiento: A 2 mL de la solucién alcohdlica del extracto se le adiciondé 10 mL
de agua destilada. Se agit6 y dej6 reposar.

Evidencia: La aparicién de un precipitado indica un ensayo positivo

Ensayo de Fehling:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de azucares reductores.

Reactivos: Soluciones A y B mezcladas en iguales cantidades y justo en el
momento de realizar el ensayo

Procedimiento: A la alicuota se le adicionaron 2 mL del reactivo (A+ B recién
preparado) y se calent6é en bafio de agua de 5-10 min.

Evidencia: El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o

aparece un precipitado rojo.

Ensayo de Espuma:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénicas

Procedimiento: La alicuota se diluyé en 5 veces su volumen en agua y se agit6 la
mezcla fuertemente durante 5-10min

Evidencia: El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del

liquido de mas de 2 mm de espesor o0 altura y persiste por mas de 2 min.
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Ensayo de Cloruro Férrico:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o
taninos.

Reactivos: solucion de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisioldgica
Procedimiento: A la alicuota del extracto se le adicionaron 3 gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisioldgica.

Evidencia: Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:

e Desarrollo de una coloracion rojo —vino, compuestos fendlicos en general.

e Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecalicos.

e Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de Shinoda:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de flavonoides.

Reactivos: acido clorhidrico concentrado, cinta de magnesio metalico.
Procedimiento: A 1mL del extracto disuelto en etanol, se le adicioné un pedacito
de cinta de magnesio metalica. Se afadieron 0.5 mL de &cido clorhidrico
concentrado gota a gota. Después de la reaccion se esperaron 5 min hasta la
aparicion del color.

Se afiadié 1 mL de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejé en reposo
hasta que las mismas se separaran.

Evidencia: El ensayo se considera positivo cuando aparece una coloracion o el
alcohol amilico se colorea de diferentes colores, intensos en todos los casos. Los

colores estan relacionados con la estructura del flavonoide.

Flavonas amarillo, naranja a rojo

Flavonoles . .
y amarillo - carmin

Flavononoles
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Ensayo de Ninhidrina:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de aminoé&cidos libres o de
aminas en general

Reactivos: solucion de ninhidrina al 2%

Procedimiento: La alicuota del extracto se mezcldé con 2 mL de la solucion de
ninhidrina al 2%. La mezcla se calent6 durante 10 min en bafio de agua.
Evidencia: El ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color

violaceo.

Ensayo de Kedde:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de glicésidos cardioténicos.
Reactivos: Kedde A y Kedde B a partes iguales

Procedimiento: Una alicuota del extracto se mezclé con 1 mL del reactivo y se
dej6 reposar durante 5-10 min. Se observaron los cambios de coloracién.
Evidencia: El ensayo se considera positivo si se desarrolla una coloracion

violacea persistente durante 1-2 horas

Ensayo de Mucilagos:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de estas estructuras
tipo polisacéarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa, que

aumenta la densidad del agua donde se extrae.

Procedimiento: Una alicuota del extracto en agua se enfrio a 0-5 °C durante 15

min.
Evidencia: El ensayo es positivo si la solucion toma una consistencia gelatinosa.
2.6 Formulacion de la crema cosmeceéutica

Sobre la base de las formulaciones realizadas en tesis anteriores y considerando
las caracteristicas del extracto de la planta en estudio, asi como su posible efecto
sobre el acné; la formulacion de partida se integré por siete componentes (Tabla
2).
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Tabla 2 Componentes de la formulacién cosmecéutica, cantidad y funciones.

No. Componentes Cantidad (%) Funcion en laformulacién
5 emulsionante, endurecedor,
1 Polawax 305
fase oleosa
2 Glicerina 10 humectante
3 Benzoato de sodio 0,2 preservo
4 Petrolato solido 5 hidratante, fase oleosa
5 | Extracto de J. gossypifolia 204 IFA
Aceite esencial de almendra _
6 0,14 aromatizante
dulce
7 Agua destilada c.s.p 100 fase acuosa

2.6.1 Disefio de experimentacion para la obtencion de la emulsion

Se elaboré un disefio experimental factorial 2° y se realiz6 la evaluacién
estadistica mediante un ANOVA multifactorial. Para los andlisis se utilizé el
paquete de programas estadisticos Statgraphics Centurion XV version 15.2.14 del
2007.

Los factores independientes fueron: cantidad de extracto, cantidad de Polawax y
velocidad de agitacion, segin muestra la tabla 3, para un total de ocho

formulaciones (Tabla 4) con dos réplicas cada una.

Tabla 3 Factores independientes empleadas en el disefio factorial 23.

Factores Nivel bajo Nivel alto
Cantidad de extracto -1=2% +1 = 4%
Cantidad de Polawax -1=3% +1 =5%

Velocidad de agitacion -1 =500 rpm +1 = 1500 rpm
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Tabla 4 Factores independientes distribuidos en las formulaciones obtenidas.

Formulacion Cantidad de | Cantidad de Velocidad de
extracto (%) | Polawax (%) | agitacion (rpm)
! 4 5 1500
° 2 3 500
: : 3 1500
4 2 3 1500
> 4 5 500
° 2 5 500
! 8 5 1500
8 4 3 500

2.6.2 Metodologia de elaboracion

Preparacion de la fase oleosa:

Se pesaron el petrolato y el polawax para cada formulacion.

Se transfirieron a un beaker y se calenté a 75°C en bafio de Maria hasta fusion.

Se agité manualmente hasta homogenizacion de la mezcla.

Preparacion de la fase acuosa:

Se peso el benzoato de sodio.
Se disolvié en agua destilada y se calent6 hasta alcanzar la temperatura de 75°C.
Se agité manualmente hasta lograr disolucion.

Preparacion de la emulsion:

Se verifico que tanto la fase acuosa como la oleosa estuvieran a igual temperatura
(75 °C).

Se adicion6 la fase acuosa a la oleosa agitando continuamente en agitador
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eléctrico a la velocidad definida hasta disminucion de temperatura a 40 °C.

Se incorpord, seguidamente, la fragancia y el extracto de la planta que fue

previamente mezclado con glicerina.

Se agité a 500 rpm o0 1500 rpm, segun la formulacién.

Se dejo en reposo la emulsion hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Se envaso cada formulacion en frascos de brocal ancho bien cerrados.

Las emulsiones se mantuvieron durante 48 horas a temperatura ambiente para ser

sometidas a las pruebas de control de la calidad y estabilidad fisica tecnolégicas.

2.6.3 Pruebas de control de la calidad

Caracteristicas organolépticas

Para la determinacion de este parametro de calidad se tuvo en cuenta el color,
olor, apariencia, brillo, homogeneidad y presencia de grumos.

Tipo de emulsion

Para determinar si las emulsiones formuladas eran directas o0 inversas se

realizaron dos ensayos: la prueba de dilucién y la de lavado.

Prueba de dilucién: Para esta prueba se dispersaron 0,5 g de la emulsién en 50

mL de agua destilada. Se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

» Sitras la dilucion la preparacién toma aspecto lechoso es una emulsion directa,
aceite/agua (O / W).
» Sino permite dilucion (el agua se separa como una capa sobre la emulsién) es

una emulsion inversa, agua/aceite (W / O).

Prueba de lavado: En este caso se colocé aproximadamente 1 g de emulsion

sobre la superficie seca de la mano. Seguidamente se aplicd sobre la misma, agua
corriente y se tratd de lavar esta porcion de emulsion con ayuda del dedo indice.

La determinacion del tipo de emulsion se realizé siguiendo los siguientes criterios:
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» Si se puede lavar completamente es una emulsion directa.

» Sino se puede lavar completamente es una emulsion inversa.

Extensibilidad

Procedimiento: Sobre el centro de una placa de vidrio de 20 x 20 cm se colocaron

2 g exactamente pesados de la emulsion, de manera que coincidiera con el centro
de 8 radios trazados en un papel milimetrado y que fue colocado previamente en
la parte inferior de la placa. Sobre los 2 g de muestra, se coloco otra placa de igual
dimension y a los 5 minutos se midio la distancia desde el punto de aplicacion a
los bordes en las 8 direcciones. Se determiné el area de la circunferencia formada

por la emulsién, empleando la siguiente ecuacion:
E=A=m[(ri+ra+rs+rs+rs+rg+r7+rg)/8° Ecuacion 2.5

Donde:

E: Extensibilidad del producto (cm?)

A: Area de la circunferencia formada (cm?)

1 = Constante (3,1416)

r, f2, I3, fa, I's, I, 17 Y s: Radios de la circunferencia formada por la emulsién (cm).

Densidad aparente

Procedimiento: Con la muestra en estudio se completé un volumen de 10 mL de

una probeta. Para ello la emulsion se afiadié lentamente y de forma constante
dejandola correr por las paredes de la misma para evitar que quedara aire ocluido.
La probeta se golpet repetidas veces y suavemente sobre una toalla doblada para
eliminar la posible incorporacion de aire. La densidad aparente se calcul6 segun la
ecuacioén siguiente:

P.—Py

Densidad aparente = -—-——--—--——-—— Ecuacién2.6
Vv
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Donde:
Po: Peso de la probeta vacia (g)
P1: Peso de la probeta con la muestra de ensayo (Q)

V: Volumen de la probeta ocupado por la muestra de ensayo (mL)

Determinacion del pH

El pH de las emulsiones en estudio se determind segln lo establecido en la Norma
Cubana 836: 2011 para cosmeéticos. Para ello se dispersé aproximadamente 1 g
de la formulacion en 10 mL de agua destilada y se midié el pH empleando un
pHmMetro a 28 °C.

Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se utilizd el paguete de programas estadisticos
SPSS para Windows version 22 del 2013. Primeramente se realizd un estudio
descriptivo de los datos para conocer su naturaleza y sus tendencias basicas.
Para ello se calcularon las principales medidas de tendencia central y de
dispersién de los grupos de formulacion teniendo en cuenta las variables pH,
extensibilidad y densidad. También se realizé un analisis sobre la distribucién de

los datos utilizando el test de Shapiro-Wilks.

Se usaron las técnicas no paramétricas en la comparacion de las medias entre los
diferentes grupos. Luego se compararon las medias entre los grupos de
formulacion para todas las variables antes mencionadas. Para ello se empleo el
test no paramétrico de Kruskal Wallis para el analisis de varianzas de los
diferentes grupos y luego el test no paramétrico de Mann Whitney para localizar

las diferencias entre las parejas de grupos.

2.6.4 Pruebas de estabilidad fisica acelerada
Para la evaluacién de la estabilidad fisica, todas las formulaciones obtenidas con

el disefio experimental fueron sometidas a tres métodos acelerados: la prueba de
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centrifugacion, el ensayo de ciclos frio/calor y el de los ciclos congelacion
/descongelacion.

Prueba de centrifugacion

A un tubo de centrifuga graduado se transfirieron 10 mL de la formulacion.
Seguidamente se coloco el tubo en una centrifuga manteniéndose a 3000 rpm, a
temperatura ambiente y durante 30 min. Posteriormente se observo si habia
evidencia de cualquier signo de inestabilidad fisica (cremado, coalescencia,
separacion de fases). Si al finalizar el ensayo no se detecta ninguno de los signos
de inestabilidad mencionados, se considera que la emulsibn debe poseer una

estabilidad fisica satisfactoria.

Ciclos frio/calor

En un tubo de ensayo se coloco, aproximadamente, 2 mL de la emulsion y se
mantuvo en un refrigerador a 3,5 °C durante 24 h. Cumplido el tiempo, la misma
muestra se sometié a una temperatura de 40 °C en una estufa durante otras 24 h.
El ciclo se repitid 2 veces y una vez finalizados se observo si habia evidencia de
cualquier signo de inestabilidad fisica (cremado, coalescencia, separacion de
fases). Si al finalizar el ensayo no se detecta ninguno de los signos de
inestabilidad mencionados, se considera que la emulsion debe poseer una

estabilidad fisica satisfactoria.

Ciclos congelacion/descongelacion

En un tubo de ensayo se coloco, aproximadamente, 2 mL de la emulsion y se
mantuvo en un refrigerador a -0,5 °C durante 24 h. Cumplido el tiempo, la misma
muestra se sometio a una temperatura de 40 °C en una estufa durante otras 24 h.
Este ciclo se repiti6 2 veces. Finalizados los dos ciclos se observd si habia
evidencia de cualquier signo de inestabilidad fisica (cremado, coalescencia,
separacion de fases). Si al finalizar el ensayo no se detecta ninguno de los signos
de inestabilidad mencionados, se considera que la emulsion debe poseer una

estabilidad fisica satisfactoria.
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2.7 Procedimiento y disefio experimental para la evaluacion in vitro de la
actividad antibacteriana del extracto hidroalcohodlico de Jatropha
gossypifolia L.

Se evalud la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Jatropha
gossypifolia L. y de formulaciones que lo contenian en diferentes concentraciones,
frente a los microorganismos de ensayo mediante el método de difusion en pozo,

descrito por Alvarez y colaboradores en el 2005 (52).

Sustancias de ensayo

e Extracto de Jatropha gossypifolia L. que se obtuvo segun se describe en el

acapite 2.3 del presente trabajo.

A partir del extracto (sélidos totales de 72,03 mg/mL) se realizaron tres diluciones
con agua destilada de concentraciones finales de 2,8813 mg/mL, 4,3222 mg/mL y

12,9659 mg/mL, denominadas en lo sucesivo como E;, E, y E3, respectivamente.
e Formulaciéon con diferentes concentraciones del extracto

Se prepararon tres formulaciones (Ci, C, y C3) con composicion similar a la
formulacion 1, descrita en el acapite 2.6.1, con el empleo de cantidades diferentes
de extracto (2 mL, 3 mL y 9 mL) que aportaron concentraciones finales de 2,8813
mg/mL, 4,3222 mg/mL y 12,9659 mg/mL, respectivamente.

Sustancia de referencia

La sustancia de referencia fue la crema de Gentamicina al 0,1 %, comercializada

por la Empresa Laboratorio Farmacéutico Roberto Escudero Diaz de Cuba.

Otras sustancias

Formulacién de igual composicién a la formulacién 1 (acapite 2.6) sin extracto.

Microorganismos de ensayo

El estudio se realiz6 con dos cepas de Staphylococcus aureus aisladas de
lesiones en piel, procedentes del Laboratorio Provincial de Microbiologia de Santa

Clara, Villa Clara. Las cepas fueron identificadas y caracterizadas por los métodos

42

Formulacion de una crema antiacné a partir de las hojas de Jatropha gossypifolia L



Capitulo 2: Materiales y Métodos

internacionalmente aceptados y establecidos en los laboratorios de microbiologia
clinica del Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP). Ademas se utilizd una
cepa control de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (53).

Preparacion del indculo

Inicialmente las cepas se sembraron por agotamiento en placas con agar Mueller-
Hinton, las placas fueron incubadas de 18 a 24 horas a 37 °C. Transcurrido el
tiempo de incubacion se seleccionaron de tres a cinco colonias de las cepas y se
suspendieron en tubos que contenian 5 mL de solucion salina fisiolégica estéril,
los cuales se homogenizaron vigorosamente. Finalmente se comparo la turbidez
con el patron 0,5 de la escala de McFarland para lograr la estandarizacion del

indculo aproximadamente entre 4 y 5 x 10 UFC/mL.

Medios de cultivo

Se emplearon para las pruebas de susceptibilidad in vitro, caldo y agar Mueller-

Hinton.

Caldo Mueller-Hinton

Se pesaron 2,1 g del caldo en balanza analitica y se disolvieron en 100 mL de
agua destilada. Posteriormente se filtro la disolucion, se midio el pH, ajustandolo
hasta 7,3 £ 0,2 con papel indicador de pH y el caldo se distribuy6é en tubos de
ensayos. Luego los tubos se colocaron en autoclave a 121°C por 15 minutos. Se

pasaron las cepas al medio bajo flujo laminar y se incubaron a 37 °C por 24 horas.

Agar Mueller-Hinton

Se pesaron 22,8 g del agar en balanza analitica y se suspendieron en 600 mL de
agua destilada. El preparado se disolvié con ayuda de un agitador magnético, sin
calor. Se midi6 el pH, ajustandolo hasta 7.3 + 0.2 con papel indicador de pH. Se
distribuyé en un erlenmeyer que fue colocado en autoclave a 121 °C por 15
minutos. Luego se vertio 20 mL del medio recién preparado y enfriado a
temperatura ambiente en 24 placas Petri de vidrio con fondo plano, colocadas

sobre una superficie horizontal nivelada.
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Procedimientos y técnicas

La secuencia de las operaciones, a través del método de difusién en pozos, fue la

siguiente:

1.

Las placas con Agar Mueller-Hinton se inocularon con las suspensiones de los
microorganismos, con un total de seis placas por cada uno: cepas clinicas (1,
2) y cepa control (ATCC 25923). Los in6culos se realizaron de forma que se
pudiera lograr un desarrollo uniforme de los mismos sobre la superficie de las
placas.

Posteriormente, con la ayuda de un sacabocado se realizaron tres
perforaciones de 6 mm de didmetro en cada placa.

Todas las sustancias (de ensayo, de referencia y otras), en sus diferentes
concentraciones, se evaluaron frente a las tres cepas. Se empleé una placa
con tres pozos, por cada muestra en estudio, para un total de tres réplicas por
sustancia. En cada pozo se adicionaron 40 pL de sustancia en estudio.

Todas las placas se incubaron a 37 °C y se procedié con la lectura a las 24h,
48hy 72h.

En un segundo experimento se procedié a evaluar el extracto hidroalcohdlico a las

concentraciones de (72,03; 7,20; 3,6; 1,8; 0,90 mg/mL), segun la metodologia

descrita anteriormente, con la diferencia de que las placas se prepararon con

mayor cantidad de medio de cultivo, y en cada pozo se adicionaron 100 uL del

extracto y sus diluciones. Las placas se incubaron a 37 °C y se procedio con la
lectura a las 24h, 48h y 72h.
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3.1 Obtencidn, estudio y evaluacion del material vegetal
3.1.1 Recoleccion, secado y molinado del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realiz6 de forma manual. Solo se tomaron
las partes sanas de interés y se eliminaron las materias extrafias para evitar

posibles interferencias en los resultados.

Durante el proceso de secado, las hojas se colocaron al aire libre a la sombra, se
removieron con frecuencia para lograr la uniformidad en la operacion y evitar el
enmohecimiento, asi como otros tipos de infestacion por microorganismos (54). Se
emple6 ademés el secado con calor artificial que permiti6 un control de la
temperatura, de la humedad ambiental y del tiempo que duré dicho proceso (55).
Una vez que el material se molind, se almaceno en bolsas de nylon negro dentro
de una desecadora para proteger a los metabolitos de las alteraciones quimicas

provocadas por la accion de la luz y la contaminacién microbiana.

3.1.2 Pruebas de control de la calidad de la droga

La calidad para los medicamentos a base de plantas medicinales es un requisito
basico, no sbélo por su significacion intrinseca, sino porque constituye la base
sobre la que reposa la reproducibilidad de los parametros de seguridad y eficacia.
Considerando la creciente participacion de las plantas medicinales y de los
medicamentos de origen vegetal en el arsenal terapéutico, se hace mas necesario
efectuar el control de calidad a través de eficientes técnicas modernas. Las
plantas medicinales que constituyen la materia prima para la elaboracién de
productos fitoterapéuticos poseen variaciones en el contenido de sus principios
activos y pueden sufrir deterioro y contaminaciones. Por esta razoén, el control de

calidad de las materias primas vegetales es de particular importancia (55) (56).

Se realizaron ensayos cuantitativos a las hojas secas y molinadas, como parte del
analisis farmacognoéstico de materias primas vegetales. Dichos ensayos se
basaron en la determinacion de los indices numéricos: contenido de humedad y

cenizas totales.
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Las drogas vegetales contienen todos los requerimientos esenciales para el
crecimiento de hongos y bacterias, siendo el exceso de agua el principal
responsable de estas implicaciones; lo que puede causar también la hidrolisis de
los constituyentes de la droga. Las monografias de las farmacopeas limitan el
contenido de agua, especialmente en las drogas que tienen la facilidad de
absorberla, o en aquellas en las cuales el exceso de agua causa su deterioro. Una
vez que toma lugar la infestacion el deterioro puede ser muy rapido, por lo que la

determinacién del contenido de humedad es de suma importancia (55).

El valor de humedad para la droga en estudio fue de 7,59 % (Tabla 5), por lo tanto
cumple con los limites permisibles (8-14%) y establecidos por Miranda y Cuéllar
(50), lo que indica que las condiciones de secado fueron las adecuadas. Ademas
dicho valor es cercano a los obtenidos por otros autores para esta planta cultivada
en la zona central de Cuba (57, 58). A pesar de que el contenido de humedad
determinado es ligeramente superior al descrito por Khyade y Vaikos (2011) para
una planta de la India, se mantiene el requerimiento establecido para limitar el

crecimiento de microorganismos en el material.

Tabla 5 indices numéricos para la droga seca de Jatropha gossypifolia L. (media

aritmética *+ desviacion estandar, n= 3).

indices numéricos | Valores (X +S), n=3 | Especificacion USP
Humedad (%) 7,59 +0,05 <14 %
Cenizas totales (%) 10,73 £054 <12%

Otro de los parametros de calidad que se evalué para la droga seca fue la
determinacion de cenizas totales. La ceniza resultante de la incineracion del
material vegetal puede ser fisioldgica y no fisiologica, por lo que el proceso de
determinacion de cenizas totales engloba el analisis de ambos tipos de cenizas.
Se denomina ceniza fisiologica a aquella derivada de los componentes minerales
de la propia planta. La que se deriva de materia extrafia, principalmente suelo y

arena, que se adhieren a la superficie de la droga se denomina ceniza no
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fisiologica. El proceso consiste en determinar la cantidad de residuo no volatil
después de la calcinacion de la droga. Las cenizas totales usualmente consisten
en carbonatos, fosfatos, silicatos y silice. Este ensayo es de extrema importancia

e indica el extenso cuidado tomado durante la preparacion de la droga (55).

El valor de cenizas totales de la droga en estudio fue de 10,73 %, como se
evidencia en la tabla 3.1; y cumple con lo establecido por la USP # 28, cuyo limite
es de 12 % (59).

3.2 Obtencidn del extracto hidroalcohélico

Para la obtenciébn del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha
gossypifolia L. se sigui6é la metodologia que en nuestro grupo de investigacion se
establecié desde un inicio (60), y consistio, esencialmente, en humectar la droga
seca y pulverizada con la solucion hidroalcohdlica y someterla a reflujo durante 2 h
a 98°C. Posteriormente se rotoevaporé a una temperatura de 40°C. Esta mezcla
de disolventes propicia la extraccion de un elevado numero de metabolitos de
interés (61, 62). Ademas, son mas baratos que otros de uso frecuente, y por no
ser toxicos son mas seguros para su empleo en formulaciones y para el medio
ambiente. Por otra parte, la mezcla hidroalcohdlica al 70% conduce a extractos
gue mostraron actividades antimicrobiana, antinflamatoria (60), antioxidante (58) y
analgésica, asi como resultados favorables desde el punto de vista toxicolégico
(57). También se consider6 que los extractos hidroalcohdlicos se emplean
comunmente por otros autores en la extraccibn de metabolitos a partir de

diferentes plantas (63-65).

3.3 Caracterizacion del extracto

En el presente trabajo se incluyd la caracterizacion del extracto obtenido desde
diferentes puntos de vista, a pesar de que se emplean condiciones similares para
su obtencion a las empleadas por Rivero y colaboradores en el 2014 y Pérez y
colaboradores en el 2016, con el propésito de valorar si el extracto, obtenido a

partir de la planta recolectada en el municipio Quemado de Gilines, posee un
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comportamiento similar al que ya se ha trabajado por el grupo de investigacion.

Esta caracterizacion incluyo aspectos fisico-quimicos y fitoquimicos.

3.3.1 Caracterizacion fisico-quimica del extracto

Las propiedades fisico-quimicas del extracto que se consideraron en el presente
trabajo incluyeron: las caracteristicas organolépticas (color, olor, apariencia),

densidad relativa, pH, indice de refraccion y sélidos totales.

En cuanto a las caracteristicas organolépticas el extracto presenté color verde
intenso debido a la significativa extraccion de pigmentos clorofilicos, tipico de los
extractos vegetales; olor penetrante, con particulas suspendidas y sedimentadas.
La aparicibn de estas particulas pudiera atribuirse a la disminucién de la
solubilidad de metabolitos al evaporarse gran parte del etanol durante la
rotoevaporacion (Tabla 6).

Tabla 6 Caracteristicas fisico-quimicas del extracto.

Caracteristicas organolépticas

Olor Color Aspecto

Liquido con particulas suspendidas y

Penetrante Verde intenso .
sedimentadas
Densidad - indice de Solidos totales
relativa (g/cm?®) P refraccion (%)
1,059 5,58 1,359 7,203 + 0,144

Con relacion a la densidad relativa se obtienen valores de alrededor de la unidad
(g/cm?). El extracto posee un valor de pH de 5,58, ligeramente acido que se puede
atribuir a la presencia de metabolitos secundarios con caracteristicas acidas, tales

como: flavonoides, saponinas, taninos y fenoles detectados en el tamizaje
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fitoquimico (66) (5). Este valor de pH es favorable para el tipo de formulacién que
se desea preparar y para el tratamiento del acné.

El indice de refraccion es una determinacion muy atil como medio de identificacion
y comprobacion de la pureza de una sustancia. También se emplea comunmente
como uno de los ensayos en la caracterizacion de los extractos de plantas
medicinales. Su valor fue de 1,359; que al compararlo con el del agua se
comprueba que es ligeramente superior (1,333) lo que indica que el disolvente
mayoritario tras la rotoevaporacion es agua y que se extrajeron compuestos
quimicos, que tienen la propiedad de refractar la luz en correspondencia con su

estructura quimica.

Los sdlidos totales permiten tener elementos de la cantidad de metabolitos que el
sistema de solventes empleado fue capaz de extraer del material vegetal. En este
caso poseen un valor de 7,203 % que corresponde a 72,03 mg/mL; similar al
obtenido por Rivero y colaboradores (2014) a partir de plantas recolectadas en el
poblado de San Fernando de camarones municipio Palmira, provincia de
Cienfuegos, que fue de 78,90 mg/mL. Sin embargo difiere del valor obtenido por
Pérez y colaboradores (2016) a partir del material vegetal de esta planta obtenido
en el municipio Fomento en la provincia de Sancti Spiritus, que fue muy superior
(470,00 mg/mL). En este ultimo caso, el contenido de soélidos totales difiere
marcadamente del resto, lo que pudiera atribuirse al tipo de suelo y otros factores

caracteristicos del sitio y momento de recoleccién.
3.3.2 Caracterizacién fitoquimica del extracto hidroalcohdlico

El tamizaje o screening fitoquimico es una de las etapas intermedias de la
investigacién fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales
grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion
y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor
interés. En la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir la
concentracion de los mismos, la solubilidad en el disolvente empleado y las

interferencias de otros componentes. Con el screening fitoquimico se obtienen
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datos preliminares sobre los componentes quimicos de la planta y constituye
Gnicamente una orientacion que debe de interpretarse en conjunto con los

resultados del screening farmacologico (55, 67).

Debido a que el extracto hidroalcoholico de Jatropha gossypifolia L. sera utilizado
en la elaboracién de una crema cosmecéutica para el tratamiento del acné, es
conveniente conocer la naturaleza quimica de sus componentes. Esta informacion
puede guiarnos sobre las posibles acciones farmacologicas que logre ejercer y los
posibles metabolitos responsables de las mismas. En correspondencia con los
criterios mencionados anteriormente se realiz6 la evaluacién fitoquimica del

extracto en cuestion.

De acuerdo a los resultados expresados en la tabla 7 sobre el estudio fitoquimico,
se determind la presencia de ciertos metabolitos secundarios en el extracto de las
hojas de Jatropha gossypifolia L., tales como: saponinas, alcaloides, taninos,
flavonoides, triterpenos, coumarinas, azucares reductores y aminoacidos libres.
Sin embargo, a diferencia de otros estudios realizados a extractos hidroalcohdlicos
de Jatropha gossypifolia L. de plantas obtenidas en otras zonas de la regién
central de nuestro pais cita de (58, 60), el ensayo para la determinacién de
quinonas fue negativo. La ausencia de este grupo de metabolitos pudiera influir
negativamente en los resultados de las actividades farmacoldgicas descritas para
la planta.

Dada la presencia de estos fitocomponentes en el extracto hidroalcohdlico en
estudio, se asocian al mismo propiedades farmacologicas segun lo reportado en
las fuentes bibliogréaficas consultadas. Por ejemplo, la presencia de taninos y otros
componentes fendlicos como los flavonoides le otorgan a la planta propiedades
antiséptica, antinflamatoria y antioxidante, siendo esta ultima la actividad mejor
descrita para los flavonoides, que es muy potente y permite proteger al organismo
humano de la accion de radicales libres y especies reactivas del oxigeno. A estos
compuestos se les asocia ademas efecto antimicrobiano, antialérgico asi como

antitumoral, entre otros. Por otra parte, los alcaloides incluyen, dentro de una
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amplia gama de actividades farmacolégicas, aquellas de tipo antihipertensiva,
antiarritmica, antimalarial y anticancerigena. Las saponinas, se asocian con
propiedades inmunoestimulantes, hipocolesterolémicas, anticarcinogénicas y
antioxidantes. Mientras que para los terpenos se reporta accion anticarcinogénica,

antimalarial, diurética, antiulcerosa y antimicrobiana (68) (69).

Tabla 7 Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de las hojas de

Jatropha gossypifolia L.

Extracto Metabolito Ensayo Evidencia
Resinas Resinas -
Saponinas Espuma +
Alcaloides Dragendorff +
Glicosidos
. Kedde -
cardiotonicos
Fenoles y/o Taninos Cloruro férrico +
Flavonoides Shinoda +
Hidroalcohdlico
Triterpenos y/o _
. Liebermann-Burchard +
Esteroides
Quinonas Borntrager -
Coumarinas Baljet ++
Azlcares reductores Fehling +
Aminoécidos libres Ninhidrina +
Mucilagos Mucilagos -

Leyenda: (+ +) positivo, (+) ligeramente positivo, (-) negativo

3.4 Seleccién de la forma cosmecéutica

Las terapias que se utilizan comunmente para el tratamiento del acné incluyen

agentes como el peroxido de benzoilo, antibiéticos y retinoides que se mantienen
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como una buena eleccion para la administracion tépica y sistémica. Sin embargo
estos medicamentos producen el desarrollo de resistencia en el caso de los
antibioticos usados frecuentemente (3), y potenciales efectos secundarios como
resequedad e irritaciones, principalmente con los retinoides (1); lo que sumado al
efecto irritante que causan los acidos grasos que se generan a partir de las lipasas
y las proteasas liberadas por P. acnes (7) (8), conlleva a que en muchos casos los
pacientes abandonen el tratamiento (70, 71). Por otra parte, las formulaciones
cosmecéuticas en el mercado no son completamente efectivas y muchas de ellas
tratan los sintomas y no las causas. Por estas razones es necesario encontrar
nuevas fuentes alternativas para el tratamiento tdpico o sistémico de esta afeccidn

cutanea.

Para el disefio de la formulacién, ademas del ingrediente activo, es importante
considerar elementos como la seleccion de un vehiculo adecuado, que
desemperiie su papel en la formulacibn en una forma activa y estable, no
comedogénico ni irritante para la piel y que sea capaz de reparar y mejorar la
funcion barrera de dicho 6rgano, ademas de ser estéticamente agradable logrando
conformidad en los pacientes (71).

Debido a que muchos de los componentes que pueden formar parte de la fase
oleosa de las emulsiones, asi como los agentes emulsionantes empleados,
tienden a ser comedogénicos y/o irritantes, la mayoria de los productos
farmacéuticos, cosméticos y cosmeceéuticos que estan actualmente en el mercado
para el acné se comercializan en forma de gel. Sin embargo muchos de estos
geles no contribuyen a la hidratacion, a la correcta funcion barrera de la piel, por lo
gue no favorecen positivamente, en este sentido, la terapia integral del acné. Por
estas razones, actualmente, se insiste en la importancia del vehiculo en el
tratamiento del acné. En el caso de los geles, en la actualidad se incorporan como
hidratantes oclusivos de la piel siliconas, tales como dimeticona y ciclometicona,
porque son agentes no grasosos, hipoalergénicos, no comedogénicos y libres de

fragancias (70).
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Otra alternativa de forma cosmecéutica serian las emulsiones semisolidas,
siempre y cuando se realice una minuciosa seleccion de los componentes que la
forman. En nuestro estudio se decidiéo optar por esta variante porque permite
incluir hidratantes oclusivos y humectantes, que contribuyen muy favorablemente

al buen funcionamiento de la piel, y por tanto al tratamiento integral del acné.

3.4.1 Seleccion de los componentes de la formulacion

La seleccion adecuada de la forma cosmecéutica no es suficiente para satisfacer
los requerimientos del acné en cuanto al desarrollo tecnoldgico. Otro elemento
importante es la adecuada seleccion de sus componentes. En este sentido la
emulsién en forma de crema debe presentar componentes no comedogénicos ni
irritantes, asi como aportar hidratacion y humectaciéon a la piel. De este modo el
producto final tendr4 una elevada aceptacién por parte de los pacientes, lo que
podria coadyuvar al cumplimiento de la terapia. Sobre este fundamento se

seleccionaron los ingredientes de la formulacion.

Composicion cualitativa

» Emulsionante

Uno de los componentes criticos a seleccionar es el emulsionante. En nuestro
caso se seleccion6 el polawax, cera no i6nica, muy usada en la industria
cosmética y farmacéutica porque posee muchas propiedades beneficiosas para
formulaciones antiacné en forma de emulsion. Estas incluyen su color blanco o
blanquecino y su apariencia, al fundirse, de liquido transparente, casi incoloro, y
olor neutro; que influyen positivamente en las caracteristicas organolépticas del
producto final. Por otra parte es un producto estable que se considera como
material no téxico, no irritante y no comedogénico, lo que contribuye a la

estabilidad de la emulsién y a la eficacia y seguridad del tratamiento (72, 73).

Se utiliza como agente emulsionante en la produccién de emulsiones de aceite en

agua que no se afectan por concentraciones moderadas de electrolitos y son
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estables en un amplio intervalo de pH, no necesitan de coemulsionantes o
estabilizantes. Produce en la emulsion, cristales liquidos y estructuras laminares,
promoviendo asi la hidratacion a largo plazo y la liberacion progresiva del principio
activo. La concentracion de polawax influye en la consistencia del producto. A
concentraciones mas bajas (2-3%) se forman facilmente emulsiones fluidas y
pueden ser un suplemento de emulsionantes no i6nicos, anidnicos o catiénicos
para mejorar la estabilidad. A concentraciones mas altas (5-10%) produce
sistemas mas viscosos que muestran una buena estabilidad fisica a largo plazo
(74).

» Humectante e hidratante

Las terapias tépicas como el peroxido de benzoilo, retinoides, antibidticos y acido
salicilico con preparaciones con base de alcohol, pueden causar irritacién y
sequedad en la piel lo que resulta en la disminucién de la adherencia de los
pacientes al tratamiento. Esta sequedad e irritacion de la piel puede causar una
pérdida de la capacidad barrera del estrato corneo, lo que conduce a un
incremento de la pérdida de agua transepidérmica y en la aparicion de
inflamacion. Debido a esto algunos médicos recomiendan a sus pacientes el uso
de hidratantes como coadyuvantes en el tratamiento del acné. Ademas algunas
evidencias muestran que los hidratantes pueden contribuir, por si solos, a

minimizar los signos y sintomas negativos del acné.

Los hidratantes pueden actuar de diferentes formas: formando una barrera
oclusiva (petrolato, lanolina, aceite mineral, escualeno y derivados de silicona);
como humectantes, al atraer agua desde la dermis hacia la epidermis (glicerina,
lactato de sodio, acido hialurdnico, sorbitol, urea y a-hidroxiacidos); y como
emolientes, los cuales suavizan la piel debido a que ocupan los espacios entre las
escamas de la piel con gotas de aceite (aceite de castor, propilenglicol,
dimeticona) (71, 72).

Por estas razones se seleccionaron la glicerina y el petrolato como hidratantes;

ademas son baratos, no téxicos, no irritantes ni comedogénicos (73). La glicerina
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también se considera un buen disolvente de sustancias organicas y minerales, es
miscible con agua y etanol al 96%, y las mezclas que forma con agua, etanol
(95%) y propilenglicol son quimicamente estables, lo que contribuye muy
favorablemente al desarrollo tecnoldgico de la formulacion. Ademas se le confiere
funcion emoliente, hidratante, osmotica, con propiedades higroscopicas y
lubricantes contribuyendo a la proteccién y textura de la piel.

Se utiliza en todo tipo de formas tOpicas para casos de piel seca, asperezas
cutaneas, ictiosis, eczemas no rezumantes, etc. Por otra parte, evita la
evaporacion de la fase acuosa en las emulsiones y sistemas gelificados,
mejorando ademas sus propiedades plasticas. Actia como disolvente y vehiculo
de muchos principios activos para su posterior incorporaciéon a las formas
farmacéuticas tdOpicas. No suele asociarse con ningun efecto adverso y se

considera generalmente como un material no toxico y no irritante (74).

Por su parte, es importante incluir al petrolato en la formulacién, no solo para
favorecer la hidratacion de la piel, sino también porque formaria parte de la fase
oleosa. Ademas, es un material inerte con pocas incompatibilidades, e
inherentemente estable debido a su naturaleza quimica, de hidrocarburos, no
reactiva. Constituye un excipiente hidréfobo para la preparacion de formulaciones
de uso topico, ya sea como vehiculo del principio activo o simplemente por sus

propiedades emolientes, protectoras y oclusivas.

Es mal absorbido por la piel y no se presta a la absorcién de los principios activos
en ella incorporados. Por tanto se puede utilizar como excipiente Unico cuando
interesa que el principio activo permanezca sobre la epidermis; en caso contrario
se debe afadir otro excipiente que si sea absorbido, como la lanolina. Para
cremas topicas emolientes se emplea con una concentracion de 10-30% y para

emulsiones topicas de 4-25% (74).

> Preservo

Como estabilizante microbiolégico se seleccioné al benzoato de sodio por ser muy
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efectivo y seguro como preservo; de ahi su amplia utilizacion como conservante
antimicrobiano en cosméticos, alimentos y productos farmacéuticos. La utilidad del
benzoato de sodio como conservante esta limitada por su eficacia en un intervalo
de pH estrecho, inactivandose a valores de pH > 5. Se emplea comUnmente a

concentraciones entre 0,1-0,5% en productos cosméticos (74).

» Ingrediente activo

Como ingrediente activo de la formulacion se emple6 el extracto hidroalcohdlico de
Jatropha gossypifolia L. debido a las propiedades farmacolégicas atribuidas al
mismo (antimicrobiano, antiinflamatorio, analgésico, antioxidante) demostradas en
acapites anteriores que son necesarias para lograr un tratamiento tépico adecuado

del acné.

> pH

Uno de los factores determinantes en el desarrollo del acné es el pH de la piel,
siendo considerado como uno de los aspectos a definir en el disefio de la crema.
El pH de la piel varia segun la parte del cuerpo. En la piel del rostro, por ejemplo,
se pueden registrar valores de 4,0 a 4,9, en la frente, de 4,5 a 5,6, y en el
antebrazo, de 4,2 a 5,4 (75). El pH 6ptimo de crecimiento de las bacterias P.
acnes y S. aureus es de 6,0 a 7,0 y de 5,5 a 7,0, respectivamente (76, 77); por
esta razon, se considera que el pH de la crema debe tomar valores entre 4 a 5 con
el fin de disminuir el crecimiento de las bacterias y restablecer el pH normal de la
piel afectada (1). Ademas se debe tomar en consideracién la influencia del pH en
la estabilidad de componentes como el benzoato de sodio. Se incluiran

reguladores de pH si fuera necesario.

» Otros componentes

Como vehiculo de la fase acuosa se utilizdé el agua destilada, que representa el
mayor porciento dentro de la formulacion, por lo que se hace necesario la
incorporacion del preservo.

Finalmente, como todo producto cosmético y/o cosmecéutico, requiere de un olor

agradable se incluyé el aceite esencial de almendras dulces como fragancia. Se
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pudieran valorar otras opciones que se ajusten mejor a las preferencias de

diferentes grupos de consumidores.

Se plantea entonces que el preparado final satisface las exigencias de las
regulaciones actuales en cuanto a la no inclusién de componentes prohibidos en
productos cosmeéticos. Por otra parte, los constituyentes del producto se
caracterizan por ser no comedogénicos ni irritantes, condiciones indispensables

para el tratamiento topico para el acné.

Composicidn cuantitativa

La composicidon cuantitativa de la formulacion (Tabla 8) incluye componentes
bésicos de una emulsion: una fase acuosa, una fase oleosa, un preservo y un
emulsionante. Para el polawax se valoraron dos concentraciones (3 y 5 %) en
busca de la consistencia adecuada de la crema. El ingrediente cosmecéutico
activo se incluy6 en dos concentraciones (2 y 4 %) con el proposito de valorar la
influencia de la cantidad de extracto en la calidad y estabilidad de la formulacién.
Las proporciones del resto de los componentes se ajustaron de acuerdo a las
establecidas (74).

Tabla 8 Componentes de la formulacion cosmecéutica, cantidad y funciones.

No. Componentes Cantidad (%) Funcion en la formulacion
1 Polawax 365 emulsionante, endurecedor,
fase oleosa
2 Glicerina 10 humectante
3 Benzoato de sodio 0,2 preservo
4 Petrolato so6lido 5 hidratante, fase oleosa
5 | Extracto de J. gossypifolia 204 IFA
6 Aceite esencial de almendra 014 aromatizante
dulce
7 Agua destilada c.s.p 100 fase acuosa
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3.4.2 Seleccién del método de elaboracion de la emulsion

Uno de los aspectos que influye en la calidad tecnolédgica y estabilidad de las
emulsiones cosmeceéuticas es la tecnologia de elaboracién. Se conoce que para
lograr una adecuada formacion de la emulsion, ademas de la seleccion
conveniente del emulsionante (tipo y proporciéon en la formulacion), el orden de
adicion de los componentes, la velocidad de agitacion, la temperatura a la que se

elaboran, entre otros factores, cumplen un rol importante.

En principio, la técnica de elaboracion es sencilla. Se comienza por preparar la
fase acuosa, benzoato de sodio en agua, dada la elevada solubilidad de este
preservo en dicho solvente y se calienta a 75 °C. Posteriormente se mezclan los
componentes de la fase oleosa (polawax y petrolato) y a continuacién se calientan
a una temperatura superior a las de fusién de ambos componentes: 75 °C. La fase
acuosa se vertio sobre la oleosa una vez que ambas alcanzaron el valor de 75 °C.
La union de las fases acuosa y oleosa a igual temperatura es un requisito
imprescindible para lograr una adecuada calidad de la emulsion. La velocidad de
agitacion también puede afectar el grado de dispersién de la fase interna, la
viscosidad, entre otras propiedades de la formulacién. Por estas razones se
emplearon dos variantes (500 o 1500 rpm). La fragancia y el extracto de la planta,
que se mezcld previamente con glicerina, se adicionaron cuando la temperatura
disminuy6 a 40 °C para evitar alteraciones quimicas. La presencia de particulas en
el extracto hizo que fuera necesario incorporarlo, previamente disuelto en
glicerina, para garantizar su solubilidad y evitar la presencia de estas particulas en

la crema.

Por ultimo, las formulaciones recién elaboradas permanecieron en reposo por 48 h
hasta la evaluacion de su calidad tecnologica para eliminar el aire entrampado
durante la agitacion mecanica y favorecer la estructuraciéon del producto final.
Luego se llevd a cabo su acondicionamiento en el envase definitivo (frascos
plasticos de polietileno de alta densidad, de color blanco con opacidad apreciable),
bien cerrados para proteger los componentes susceptibles a degradacion por la

luz. El producto se conservé a temperatura ambiente en un lugar fresco.
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La metodologia de elaboracién que se empled es simple, pues consta de pocos
pasos, con una secuencia evidente de los mismos. Ademéas el tiempo que

consume es breve.

3.5 Evaluacién de las formulaciones obtenidas mediante disefio factorial 2°

El desarrollo de formulaciones cosméticas, cosmecéuticas y farmacéuticas
suponen la evaluacion de un gran numero de variables de formulacion y proceso.
La alternativa de “un factor a la vez” generalmente se emplea durante el desarrollo
y validacion de la formulacion. Esta alternativa se basa en el método de prueba y
error, que solo aporta informacion sobre el efecto de los factores individuales, no
revela las posibles interacciones entre los factores y requiere de una enorme
cantidad de experimentos, debido a que se incluye un solo factor cada vez para

investigar su efecto en el comportamiento general.

Desde que se aprobo la ICH Q8 (de sus siglas en inglés: International Conference
of Harmonization) para medicamentos, la alternativa de optimizacion de la calidad
mediante el disefio (Quality by Design, en inglés) que se basa en la metodologia
del disefio de experimentos, se ha convertido en parte integral del desarrollo de la
formulacion. Esta metodologia permite detectar los factores criticos, sus
interacciones, y sugiere las mejores combinaciones de factores con un menor

namero de experimentos (78).

En nuestro caso, para el disefio de la formulaciébn se empleé un disefio de
experimentos factorial 2°, que incluyé factores de formulacién (concentraciones del
emulsionante, del extracto de la planta) y de proceso (velocidad de agitacion), con

un minimo de 8 formulaciones.

3.5.1 Calidad tecnologica de las emulsiones cosmecéuticas

Para evaluar la influencia de los niveles de las variables independientes en las
formulaciones obtenidas mediante el disefio factorial, se realiz6 su control de la
calidad tecnologica a través de los ensayos cualitativos y cuantitativos, empleados
comunmente en este tipo de sistema disperso. EI mismo incluyé la evaluacion de

las caracteristicas organolépticas y tipo de emulsion, ademas de los ensayos que
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se consideraron como factores respuesta en el disefio: pH, area de extensibilidad
y densidad aparente.

Caracteristicas organolépticas

Las formulaciones muestran un color crema, caracteristico del extracto de
Jatropha gossypifolia L., que varia ligeramente en la intensidad en funcion de la
cantidad de extracto empleada. El olor en todas es caracteristico de la fragancia
empleada. Presentan poco brillo, aspecto homogéneo, untuosidad al tacto y no se
manifiesta formacion de grumos. El poco brillo pudiera atribuirse al extracto
empleado, debido a que la formulacién sin extracto lo presenta. A simple vista las
formulaciones con 5 % del emulsionante son mas viscosas, como era de

esperarse debido al efecto endurecedor del polawax.

Tipo de emulsion

Todas las formulaciones mostraron aspecto lechoso en el ensayo de dilucion y se
eliminaron facilmente de la piel tras aplicar el lavado con agua del grifo;
comportamiento caracteristico de las emulsiones directas (O / W). Estos
resultados indican que las variaciones en las variables independientes no

influyeron en el tipo de emulsion formada.

Resultados de las variables respuesta del disefio factorial 23

Los resultados de las variables respuesta permitieron definir como influyeron los
factores analizados. Para todas las variables respuesta se determinaron las
diferencias significativas entre formulaciones, mediante el analisis de varianzas de

los diferentes grupos por tests no paramétricos (Tabla 9).

Densidad aparente

Este método de ensayo se basa en el calculo de la densidad de una muestra
relacionando su volumen y su peso. Se emplea frecuentemente dentro de las
especificaciones de calidad de productos cosméticos y farmacéuticos semisolidos.
Los resultados para este parametro en las formulaciones evaluadas pueden estar
condicionados a los cambios en masa del polawax y del extracto de la planta en

estudio, ademas por la inclusion de aire durante el proceso de elaboraciéon. Como
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puede observarse, en la tabla 9 y figura 4, existen diferencias significativas
(p<0,05) entre varias de las formulaciones, lo que muestra que las variaciones en
el contenido de extracto y de polawax, asi como en la velocidad de agitacion,
influyen significativamente en la densidad aparente de las formulaciones. A pesar
de estas diferencias, los valores de densidad aparente, en todas las
formulaciones, satisfacen los requerimientos de una crema cosmecéutica para el

acné.

Tabla 9 Densidad aparente, extensibilidad y pH de las formulaciones obtenidas en

el disefio factorial 23.

Factores . .
+
independ. Variables respuesta (X * DE)
Formulacion i
Densidad Extensibilidad
X1 Xz X3 aparente ) pH
(g/mL) (cm)
1 + + + al,26+0,10 abc 104,88 + 39,77 b 4,76 £0,10
2 - - - al26+0,01 ab 120,13 + 37,13 abc 4,04 £1,17
3 + - + b1,14 £0,03 al32,91+4041 ab5,06+0,12
4 - - + b 1,14 £ 0,00 b 101,60+ 9,73 a4,95 +0,07
5 + + - d 1,02 +0,03 ab 105,33 + 20,08 b 4,68 £ 0,10
6 - + - ab 1,23+0,12 c 79,82 16,50 c 3,99 £ 0,57
7 - + + c 1,06 £0,01 c 83,03 + 10,20 b 4,58 + 0,10
8 + - - d 1,00 + 0,02 a 127,39 + 24,05 bc 4,30 + 0,52
X1: Contenido de extracto: - (2 mL), + (4 mL)
X2: Contenido de polawax: - (3 %), + (5 %)
X3: Velocidad de agitacion: - (500 rpm), + (1500 rpm)
DE: Desviacion estandar
*Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0.05 (Andlisis Vertical)
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Fig.4 Densidad aparente de las formulaciones cosmecéuticas.

Extensibilidad

Este ensayo de control es de uso frecuente en las cremas cosmeéticas,
cosmecéuticas y farmacéuticas, debido a que da una medida de la capacidad que
tendra la formulacion de extenderse cuando se aplica sobre la piel. Ademas, se
relaciona directamente con la viscosidad y no tiene valores de referencia para
establecer una comparacion. Constituye una propiedad importante de los
semisolidos para la aplicacion tépica, y es de gran valor para la aceptacion por
parte de los consumidores influyendo en su ajuste al tratamiento. La tabla 9 y

figura 5 muestran los resultados obtenidos para este parametro.

En este caso se observa un comportamiento similar al obtenido para la densidad
aparente, caracterizado por la existencia de diferencias significativas entre varias
formulaciones, lo que demuestra que las variaciones en el contenido de polawax,
de extracto hidroalcohdlico y en la velocidad de agitacion influyen marcadamente
en este parametro. Cabe destacar las desviaciones estandares relativamente
elevadas que pudieran atribuirse a las caracteristicas del método, que es

totalmente artesanal. Las 8 formulaciones presentan valores elevados de
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extensibilidad, que son satisfactorios y que deben satisfacer las expectativas de

los consumidores.
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Fig. 5 Extensibilidad de las formulaciones cosmeceéuticas.

pH

El pH del producto tépico tiene que acercarse al pH de la piel que se encuentra
entre 4 a 6,5. Cuando éste se encuentra fuera del rango, puede provocar
alteraciones no favorables a la piel, es por ello, que la formulacion tenga un pH
dentro de este intervalo es de suma importancia al momento de formular las
emulsiones (34) (79). El andlisis estadistico de los resultados del pH para las
formulaciones en estudio muestra que existen diferencias significativas entre
varias formulaciones, lo que demuestra la influencia de los factores evaluados y
sus combinaciones en esta propiedad (Tabla 9, Fig. 6) No obstante, en todas las
formulaciones se obtienen valores dentro del intervalo: 4 y 5, que satisface los

criterios fisiol6gicos, terapéuticos y tecnolégicos.
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Fig. 6 Valores de pH de las formulaciones cosmeceéuticas.

3.5.2 Estabilidad fisica acelerada

La estabilidad es uno de los criterios basicos que se debe tener en cuenta para
definir la calidad de una emulsibn cosmética, cosmecéutica y farmacéutica.
Disefiar y realizar estos estudios permite obtener una informacion segura ya que
nos demuestra coOmo varia su calidad en un envase determinado, bajo la influencia
de las condiciones de almacenamiento a la que es sometido. Esto permitird
proponer el periodo de validez durante el cual pueda utilizarse con absoluta
seguridad y eficacia (66).

Como principio de las pruebas de estabilidad estas deben conducirse bajo
condiciones que permitan proporcionar informacion sobre la estabilidad del
producto en el menor tiempo posible, considerando que las muestras deben ser
almacenadas en condiciones que aceleren los cambios posibles de ocurrir durante

el plazo de validez (80).

En el presente trabajo se realizaron tres ensayos para evaluar la estabilidad fisica
de las emulsiones: centrifugacion, ciclos frio-calor y ciclos congelacion-
descongelacién, que son ensayos acelerados. Tras la prueba de centrifugacién se

observa que la mayoria de las formulaciones presentan signos de inestabilidad,
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caracterizados por la separacion de una fase transparente en el fondo del tubo,
por lo que deben tener una estabilidad limitada en condiciones reales de

almacenamiento (Fig. 7).

F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8

Fig. 7 Formulaciones después del ensayo de centrifugacion.

Solo las formulaciones 1 y 7 mantuvieron inalteradas sus caracteristicas fisicas
tras observacion visual, lo que sugiere que deben tener un periodo de vida util
satisfactorio en cuanto a estabilidad fisica. Ambas difieren solo en la cantidad de
extracto, pues contienen 5 % de emulsionante y velocidad de agitacion de 1500

rpm.

Mientras que en los ciclos de frio-calor y congelacién-descongelacién todas las
formulaciones presentaron una buena estabilidad y no manifestaron ningin
cambio fisico a simple vista (Fig.8 y Fig.9), con excepcion de F8, que en el dltimo
caso, aunque no ocurre una separacion evidente de la fase transparente en el
fondo del tubo de ensayo, si se observa tendencia a la ruptura de la emulsién.
Estos resultados pueden explicarse por los bajos niveles de polawax, elevados

niveles de extracto y baja velocidad de agitacion.
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F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8

Fig. 8 Formulaciones después del ciclo Frio-Calor.

F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8

Fig. 9 Formulaciones después del ciclo Congelacion-Descongelacion.

3.6 Propuesta de la formulacion definitiva

Una vez que se tienen elementos de las 8 formulaciones en cuanto a su calidad
tecnoldgica y su estabilidad fisica mediante métodos acelerados, se determin6 que
la formulacién que mejores resultados presenta es la F1 (5% de emulsionante,
4mL de extracto y 1500 rpm como velocidad de agitacion). Se escogié esta
formulacion porque, de las evaluadas, es la que presenta mayor cantidad de
extracto, y no se conoce la concentracion de metabolitos en la formulacion que
manifestara la actividad antibacteriana. Seria conveniente evaluar la actividad

antimicrobiana in vitro de esta formulacién con diferentes cantidades de extracto.
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Tabla 10 Componentes de la formulacién 1

emulsionante,

. Polawax z endurecedor, fase oleosa
- Glicerina 10 humectante
- Benzoato de sodio 0,2 preservo
- Petrolato sdlido 5 hidratante, fase oleosa
- Extracto de J. gossypifolia 4 IFA

Aceite esencial de ]

almendra dulce 0,14 aromatizante
- Agua destiladac.s.p 100 fase acuosa

Fig. 10 Fotografia de la formulacion definitiva.

3.7 Evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohélico de Jatropha gossypifolia L. en la formulacién

Otro aspecto importante en el desarrollo de esta formulacion es valorar si se
mantiene la actividad antibacteriana del extracto que contiene, pues pudieran
existir incompatibilidades entre los componentes de la formulacion y los
metabolitos activos de la planta, la cantidad del extracto pudiera ser insuficiente,

entre otros; situaciones que podrian conducir a una formulacién ineficaz.
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Dentro de los métodos usados para evaluar in vitro la susceptibilidad de bacterias
ante diferentes agentes o extractos, se destaca el método de difusién en pozo, ya
que presenta la ventaja de ser altamente reproducible y sensible (49), por esto se

selecciono para el presente estudio.

Se evalué la actividad antibacteriana in vitro de la formulacién seleccionada (F1)
con el empleo de tres concentraciones de extracto (2,8813 mg/mL, 4,3222 mg/mL
y 12,9659 mg/mL), cercanas y superiores a la concentracién minima inhibitoria (2
mg/mL) determinada por Rivero en el 2014 (60). Ademas se incluyé como control
positivo una crema de Gentamicina, una de las que es efectiva frente a S. aureus,
de las que se comercializa en nuestro pais. Se decidi6 incluir el vehiculo de la
formulacion para descartar cualquier falso positivo. Por otra parte se ensayaron
diferentes concentraciones del extracto de la planta, con valores cercanos y
superiores al descrito como concentracion minima inhibitoria (2 mg/mL) por Rivero
en el 2014 (60); para confirmar la actividad antimicrobiana del mismo pues

procedia de plantas cultivadas en otra zona de la regién central del pais.

Al transcurrir el tiempo para la lectura de las placas, luego del primer
procedimiento, se observd que aquellas en las que se evalud la actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico no se formaron los halos de inhibicion.
Entonces se decidié proceder con una segunda metodologia para el extracto, que
consistié en ensayar 100 uL de cada dilucion del mismo, con valores inferiores y
muy superiores al descrito como concentracidn minima inhibitoria (2 mg/mL) por
Rivero en el 2014 (60). Al cabo de las 24 horas se realiz0 la lectura y se evidencio
gue la muestra vegetal no mostrd la actividad frente al Staphylococcus aureus
(Anexo 1). Sin embargo, el control positivo (crema de Gentamicina) inhibio el
crecimiento de la bacteria en todas las cepas excepto en la 2 clinica, lo que
confirma que el resultado negativo del extracto no se debié a la metodologia

empleada.

Este resultado difiere del obtenido por Rivero y colaboradores (2014) donde se

demostrd la actividad antibacteriana de dicho extracto a las 72 horas de la
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incubacion. Estas diferencias pueden deberse a que el presente extracto no dio
positivo en el ensayo de quinonas. Se conoce que quinonas que existen
naturalmente en las plantas como naftoquinonas poseen efectos antibacterianos
sobre muchas especies de microorganismos aerobios y anaerobios. Por ejemplo,
la alkanina, chikonina (naftoquinonas) y sus derivados, son activos frente a
bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus (81). Por otra parte,
también se le puede atribuir dicho efecto a las condiciones climaticas de este afio,
qgue fueron diferentes a las de la investigacion anterior, especificamente, cuando
se recolecto el segundo lote de droga en el &rea de recoleccion habia muy bajo
régimen de lluvias. Segun Smid y Gorris en 1999, los componentes activos de las
sustancias vegetales pueden variar en su composicion, ya que éstos pueden verse
afectados por ciertas variables como el genotipo de la planta, las diferentes
metodologias de extraccién, localizacion geografica, asi como las condiciones

ambientales y agronémicas (82).

Nuestros resultados, ademas, pudieron estar bajo la influencia de otros factores,
tanto externos como internos, entre los cuales se encuentran: el clima, el cual
siempre incluye la temperatura, régimen de lluvias, luz, humedad, latitud, altitud, el
suelo, entre otros; también la humedad, que depende de la altitud y del régimen de
precipitaciones, puede producir pérdidas de sustancias solubles de hojas y raices,
que influyen en conjunto en la composicion quimica de la especie vegetal.

También influye el estadio de crecimiento de la planta, entre otros factores (50).

Por su parte, en las formulaciones y el vehiculo se observé un pequefio halo de
inhibicién de igual magnitud, que pudiera atribuirse a efectos de algiin componente
del vehiculo (preservo y/o sustancia superficialmente activa). Estos resultados
indican que se deben realizar investigaciones futuras que permitan determinar los

tipos de metabolitos responsables de la actividad antibacteriana.
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Los componentes seleccionados para la emulsion se caracterizan por ser no
comedogeénicos, no irritantes y favorecen el funcionamiento de la piel, por tanto
cumplen con los requerimientos de un tratamiento adecuado para el acné.

Las variables de formulacion y método de preparacion: contenido de extracto
hidroalcohdlico, de polawax, velocidad de agitacion y sus combinaciones
influyeron significativamente en la calidad tecnolégica y estabilidad fisica de las
formulaciones; siendo las peores combinaciones las que emplean niveles bajos
de polawax y velocidad de agitacion.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. obtenido de
plantas recolectadas en Quemado de Gilines no mostré actividad
antimicrobiana in vitro frente al Staphylococcus aureus posiblemente atribuido
a la no presencia de quinonas y a factores medioambientales.

Es posible obtener formulaciones con calidad tecnolégica y fisicamente
estables empleando 2 mL, 4 mL y posiblemente cantidades superiores de
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. si emplea el

polawax al 5 % y una velocidad de agitacion de 1500 rpm.
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Recomendaciones

» Correlacionar los resultados del tamizaje fitoquimico y la actividad
antimicrobiana de extractos de las hojas de la planta procedentes de diferentes
localidades de la region central y en diferentes épocas del afio.

» Definir la cantidad de extracto que debe contener la formulacion para que sea

efectiva frente a Staphylococcus aureus.
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Anexo 1

Fig. 11 Efecto antimicrobiano de la crema de Gentamicina frente a
Staphylococcus aureus (ATCC, cepa clinica 1 y cepa clinica 2).

Fig. 12 Efecto antimicrobiano del extracto 1(2,8813 mg/mL) frente a
Staphylococcus aureus (ATCC, cepa clinica 1 y cepa clinica 2).
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Fig. 13 Efecto antimicrobiano del extracto 2 (4,3222 mg/mL) frente a
Staphylococcus aureus (ATCC, cepa clinica 1 y cepa clinica 2).

Fig. 14 Efecto antimicrobiano del extracto 3 (12,9659 mg/mL) frente a
Staphylococcus aureus (ATCC, cepa clinica 1 y cepa clinica 2).

Fig. 15 Efecto antimicrobiano del vehiculo frente a Staphylococcus aureus
(ATCC, cepa clinica 1 y cepa clinica 2).
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Fig. 16 Efecto antimicrobiano de F1( A: formulacién con 2,8813 mg/mL de

extracto, B: formulacion con 4,3222 mg/mL de extracto, C: formulacion con

12,9659 mg/mL de extracto) frente a Staphylococcus aureus (ATCC, cepa
clinica 1 y cepa clinica 2).
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