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“Estudio preclinico para evaluar la efectividad de una emulsiéon crema gel
elaborada con extractos de Buddleja globosa y de Ugni molinae, para el

tratamiento de dermatitis atopica inducida con oxazolona en ratones Cf-1”

Resumen

La dermatitis atépica, es una dermatosis cuya principal caracteristica es la presencia de
Xerosis, prurito, eritema y edema, produciéndose una fuerte picazon que puede llevar a la

formacion de heridas e infecciones en la piel.

Existen diversos antecedentes que demuestran que la dermatitis atdpica ha aumentado su
prevalencia dentro de los Gltimos afios, el tratamiento muchas veces supone un desafio debido
a que se presenta mayormente en nifios entre 3 y 6 meses de edad. El tratamiento
farmacologico consiste principalmente en el uso de corticoides topicos, a los cuales estan
asociados una serie de efectos adversos (RAMs) cuando son utilizados de manera crénica en
nifos, por esta razon, es importante buscar otro tipo de tratamiento con una menor cantidad

de RAMs para los pacientes.

Uno de los objetivos de este trabajo fue desarrollar una emulsién de tipo crema gel con extracto
etanolico de Buddleja globosa (matico) y acetato de etilo de Ugni molinae (murtilla) (1:1); la
emulsion, fue preparada al 0,2% y se sometié a ensayos de estabilidad, los cuales resultaron

positivos.

El objetivo principal de esta investigacion radicé en demostrar que la emulsién disminuye los

sintomas de la dermatitis atépica inducida en ratones CF-1.

El ensayo dermatoldgico fue realizado en ratones machos de la cepa CF-1y se dividié en dos
etapas; la primera fue la induccién de la dermatitis atopica, en la cual se utilizé como inductor
oxazolona (OX) al 0,5% y la segunda, que consistié en la aplicacion diaria de la emulsién

elaborada.

El efecto de la emulsién fue evaluado comparando mediante fotografias y por medio de las
diferencias entre el grosor de las orejas y el peso de los edemas formados en los animales

tratados y los animales controles.

Los resultados de esta investigacion permitieron demostrar que la emulsiéon del tipo crema gel

elaborada con extractos de matico y murtilla redujo de manera significativa los sintomas
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principales de la dermatitis atopica inducida en ratones CF-1, como la formacion de edema, el

enrojecimiento y la hinchazon del area afectada, en este caso el I6bulo de la oreja derecha.

En comparacion con el tratamiento estandar, en este caso un corticoide tépico (CT), la
emulsién disminuyd en un mayor porcentaje el edema formado y la hinchazén producida en el

I6bulo de la oreja derecha de los ratones.
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"Preclinical study to evaluate the effectiveness of a gel cream emulsion made
with Buddleja globosa and Ugni molinae extracts, for the treatment of atopic

dermatitis induced by oxazolone in Cf-1 mice"

Abstract

Atopic dermatitis is a skin disease whose main characteristic is the presence of xerosis,
pruritus, erythema and edema, occurs severe itching that can lead to wounds and skin

infections.

There are several antecedents that show that atopic dermatitis has increased its prevalence in
recent years, treatment is often a challenge because it occurs mostly in children between 3 and
6 months, pharmacological treatment consists mainly of the use of Topical corticosteroids,
which are associated with a series of adverse effects when used chronically in children, for this
reason it is important to seek another type of treatment that involves fewer adverse effects for

patients.

One of the objectives of our work was to elaborate an emulsion with ethanolic extract
of Buddleja globosa (matico) and ethyl acetate extract of Ugni molinae (murtilla), the emulsion,
of the gel cream type, was prepared at 0.2% and subjected to stability tests, which were

positive.

The main objective of this research was to demonstrate that the emulsion manages to reduce

the symptoms of atopic dermatitis induced in cf-1 mice.

The dermatological test was performed on male cf-1 mice and divided into two parts; the first
was the induction of atopic dermatitis, in which oxazolone was used as an inducer at 0.5% and

the second part, which consisted in the daily application of the elaborated emulsion.

The effect of the emulsion was evaluated by means of comparative photographs and by means of the

differences between the thickness of the ears and the weight of the edemas formed in them.

The results of this investigation allowed us to demonstrate that the emulsion of the gel cream type

elaborated with extracts of matico and murtilla effectively reduces the main symptoms of atopic
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dermatitis induced in CF-1 mice, such as the formation of edema, redness and swelling of the affected

area, in this case the lobe of the ear.

In comparison with the standard treatment, in this case a topical corticoid, the emulsion managed to

decrease in a greater percentage the edema formed, and the swelling produced in the ear of the mice.

The results of this investigation allowed us to demonstrate that the emulsion of the gel cream type
elaborated with extracts of matico and murtilla effectively reduces the main symptoms of atopic
dermatitis induced in CF-1 mice, such as the formation of edema, redness and swelling of the affected

area, in this case the lobe of the ear.

In comparison with the standard treatment, in this case a topical corticoid, the emulsion managed to

decrease in a greater percentage the edema formed, and the swelling produced in the ear of the mice.
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Introduccion

La dermatitis atopica (DA), es una dermatosis inflamatoria cronica, que afecta hasta el 25% de
los nifios y 2-3% de los adultos. Su inicio es mas comun a la edad de 3 a 6 meses y un 60%
de los pacientes desarrollan erupciones en el primer afio de vida y un porcentaje menor las
presenta a los 5 afios. Hay pacientes que eliminan los sintomas en edad adulta, pero hay entre
un 10 a 30% de éstos que no presenta mejoria con la madurez. Sin embargo, existen pacientes
gue nunca presentaron erupciones a edades tempranas, pero éstas aparecieron en edad

adulta.

La dermatitis se presenta con eritema, edema, xerosis, erosiones, exudado y prurito ' estos
sintomas son molestos y muchas veces interfieren con la vida diaria de los pacientes, por lo

gue se hace de suma importancia tratarlos de manera eficaz y con menores RAMs.

El prurito, es uno de los sintomas que mas afecta la calidad de vida de los pacientes, debido
a que genera una sensacion de comezon que empeora con el rascado, ademas de existir otros

desencadenantes, como el sudor, contacto con telas sintéticas y estrés [,

Este tipo de dermatosis no tiene cura, por lo que los tratamientos se limitan solo a tratar los
sintomas. Actualmente el tratamiento mas utilizado consiste en la administracion de corticoides
tépicos. Debido a su buena capacidad de absorcion, éstos pueden generar una serie de
efectos adversos tales como Sindrome de Cushing, supresion suprarrenal sintomatica,
disminucion del crecimiento lineal, Diabetes Mellitus e hipertensién que pueden afectar
principalmente a nifios pequefios . Debido a los problemas generados por la utilizacion de
corticoides es importante buscar una alternativa a este tratamiento, que genere alivio similar,

pero sin los efectos adversos.

Los productos naturales han sido objeto de investigacion para tratar esta dermatosis, debido
a que se han presentado buenos resultados en este contexto por las diversas propiedades que
poseen. Se han realizado estudios en plantas como la Salvia officinalis y el fruto de Tribulus
terrestres los que han demostrado poseer un alto efecto antiinflamatorio, siendo de utilidad
para tratar este tipo de dermatosis *%. Sin Embargo, estos estudios se han realizado
directamente con extractos de las especies mencionadas, y no se ha indagado mas alla si es

gue pueden ser utilizadas en algun tipo de preparado cosmético o dermatolégico.



También se han realizado estudios con metabolitos secundarios aislados de algunas especies,
tales como verbascésido y el 7 O-glucésido de luteolina, ambos presentes en las hojas del
matico [, para los cuales se ha descrito una alta potencia antiinflamatoria en modelos in vivo
[78 También se han realizado estudios con metabolitos secundarios presentes en la murtilla
1 como los &cidos ursolico, oleandlico y asiatico que, al aplicarlos en piel lesionada de ratén,
lograron acelerar el recobro de la barrera cutanea*®12l, Actualmente en el mercado, no existe
un producto ya sea cosmético o dermatolégico que contenga productos naturales para tratar
la dermatitis atdpica, es por esto que uno de los objetivos de esta memoria fue desarrollar un
preparado que contenga extractos de matico y de murtilla para ser utilizado en el tratamiento

de esta patologia.
Tratamientos de uso comun.
1. Tratamientos no farmacoldgicos de la dermatitis atopica (DA)

Con el propésito de disminuir los sintomas de la DA, se pueden tratar las erupciones de
diferentes maneras que no involucren farmacos, como lo es: disminuir el tiempo de duchas,
utilizar agua tibia, no utilizar jabones en las zonas erupcionadas, hidratar lo que mas se pueda
las zonas con placas eritematosas, para eso se utilizan formulaciones con emolientes tales
como glicol y estearatos de glicerilo, agentes oclusivos como vaselina y agentes hidratantes
como glicerina 3. Se deben evitar los rascados frecuentes para evitar la formacion de costras

y la aparicion de alguna infeccion debido al contacto con las ufias.
2. Tratamientos farmacoldgicos de la DA
2.1 Corticoides topicos

Se usan en el tratamiento de la DA, tanto en adultos como en nifios y son el pilar de la terapia
antiinflamatoria. Actdan sobre una variedad de células inmunes, incluidos linfocitos T,
monocitos, macrofagos y células dendriticas, lo que interfiere con el procesamiento del
antigeno y suprime la liberacion de citoquinas proinflamatorias. Se comienzan a utilizar cuando
las terapias no farmacologicas no dan resultado. Se dividen en 7 grupos segun su potencia,
los mas utilizados; clobetasol, mometasona, triamcinolona (TA), dexametasona e

hidrocortisona, siendo el clobetasol el mas potente y la hidrocortisona menos potente [



2.2 Inhibidores de calcineurina tépicos

Son producidas naturalmente por la bacteria Streptomyces e inhiben la activacion de las
células T dependientes de la calcineurina, blogueando la producciéon de citoquinas

proinflamatorias y demas mediadores de inflamacion. !

De este grupo farmacolégico se encuentran disponible el tacrolimus y el pimecrolimus, éstos
tienen una utilidad particular en sitios de piel sensibles, como los pliegues de la cara y la piel,
donde existe un perfil de RAMs mayor con corticoides topicos (CT) 23, El principal problema
es que presentan como efectos adversos ardor y enrojecimiento del area tratada, que tiende
a desaparecer con el tiempo, pero que genera una disminucion en la adherencia del

tratamiento.

2.3 Productos cosméticos

Podemos encontrar en el mercado, preparados cosméticos, tales como aguas termales,
emulsiones emolientes, bloqueadores con formulaciones hidratantes, limpiadores hidratantes,
jabones, entre otros productos, cuya principal finalidad es hidratar la piel y evitar asi la xerosis

topica, uno de los sintomas mas molestos, debido a que causa ardor y picazén.



Antecedentes

1.- Etiopatogenia de la dermatitis atépica

1.1 Mecanismos inmunolégicos

En el eczema atdpico, los factores inmunolégicos se encuentran alterados, se produce un ciclo
gue se retroalimenta, y lleva del prurito al rascado y viceversa lo que desencadena la liberacion
de una serie de mediadores inmunoldgicos principalmente citoquinas proinflamatorias tales
como IL-1, IL-18 y TNF-a, estos mediadores, reclutan leucocitos a la piel. Los distintos
leucocitos van experimentando cambios, los linfocitos se diferencian por la via Th-2, inducidos
por las células dendriticas, aumentando su capacidad presentadora de antigeno y se unen a
los complejos IgE-antigeno, estos complejos inducen la agregacién y activacion de mastocitos.
Las células Th2 activadas liberan IL-4 e IL-13, que suprimen la produccion de péptidos
antimicrobianos, es en estas circunstancias cuando virus, bacterias y hongos sacan provecho
de esta situacién, colonizando la piel y liberando mediadores proinflamatorios (superantigenos,
proteoglicanos y &cido lipoteicoico) que amplificaran la activacién leucocitaria. Con esta
activacion, aumenta ain mas la liberacién de elementos proinflamatorios que perpettan el

prurito. 4

Prurito
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Estrés

C

Inflamacion

A

Rascado
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Daiio
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C )
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Supresion de péptidos
antimicrobianos

Figura 1: Ciclo de autoamplificacion y retroalimentacién de la dermatitis atépica.
Adaptado de Conde-Taboada et. al 2008



1.2

1. Prurito.

2. Morfologia y distribucion caracteristicas: Liquenificacion en flexuras
en adultos. Compromiso de cara, flexuras y superficies de extension
en nifos y jovenes.

3. Curso croénico Yy recidivante.

4. Historia iersonal o familiar de atoiia.

1. Xerosis.

2. Ictiosis / hiperlinearidad palmar / queratosis pilar.

3. Reactividad cutanea inmediata (Tipo I) a los test cutaneos.

4. Elevacion de niveles séricos de IgE.

5. Edad precoz de comienzo.

6. Tendencia a infecciones cutaneas y déficit de la inmunidad celular.
7. Tendencia a dermatitis inespecificas de pies y manos.

8. Eczema de pezén.

9. Queilitis.

10.
. Pliegue infraorbitario de Dennie-Morgan.

. Queratocono.

. Catarata subcapsular anterior.

. Oscurecimiento periocular.

. Palidez facial o eritema en cara.

. Pitiriasis alba.

. Pliegues en la parte anterior de cuello.

. Prurito provocado por sudoracion.

. Intolerancia a la lana y los solventes de las grasas.

. Acentuacion perifolicular.

. Intolerancia a algunos alimentos.

. Evolucion influenciada por factores ambientales y emocionales.

Clinica

El sintoma mas comun de esta dermatosis es el prurito, es un picor intenso que inicia el
ciclo de inflamacién [*®, también se produce una disfuncion de la barrera epidérmica que
incluye una falla en las ceramidas del estrato cdrneo, esta situacion aumenta el rascado,
el cual estimula a los queratinocitos a la liberacion de citoquinas inflamatorias que agravan
el cuadro. Otros sintomas presentes son: eritema, edema, excoriacion, liquenificacion e

ictiosis *®1, con menor frecuencia se presenta eritrodermia y pitiriasis.

Para diagnosticar la DA, se usan diferentes escalas y criterios, el criterio de uso mas comun
es el desarrollado por Hanifin y Rajka (tabla 1), para definir si se esta en presencia de esta
dermatosis, se debe contar con la presencia de 3 criterios mayores y 3 criterios menores.
Para definir la severidad se utiliza la ficha SCORAD (figura 3), ésta se basa en 6 criterios,
con una escala de valores del 1 al 3 segun la intensidad, midiéndose cada sintoma en una
parte representativa del cuerpo. La extensién de la enfermedad se mide con la regla de los
9, esta ficha también evalla visualmente el prurito y subjetivamente los trastornos del
suefio causados por la patologia, para determinar si la dermatitis es leve se debe tener un
puntaje menor a 15, si el puntaje se encuentra entre 15y 40, se habla de dermatitis media,

finalmente si el resultado es mayor a 40, es dermatitis severa 2

Conjuntivitis recidivante.

Figura 2: Signos 5
de dermatitis atopica "]



4,5%

9% (6%)

(A) EXTENSION:

(B) INTENSIDAD:

[
]

(Entre paréntesis para nifios menores de 2 ahos)

Gradacion: 0 ausente; 1 leve; 2 moderado; 3 severo

Criterios Intensidad
Eritema
Edema/papula
Exudado/costra
Escorladén
Liquenificacién
Sequedad
Suma

[ ]

(Q) SINTOMAS SUBJETIVOS:

SCORAD: A/5+7B/2 +C

|

+

PERDIDA DE SUENO (0 a 10) | o
Escala analégica visual (media en los Gltimos 3 dias o noches)

OBSERVACIONES:

Figura 3: Ficha SCORAD

2.- Descripcion botanica de las especies vegetales

2.1 Matico
e FAMILIA
e GENERO
e ESPECIE

e« NOMBRE CIENTIFICO
¢ NOMBRE VULGAR

e Distribucién geografica

: Buddlejaceae

: Buddleja

: B. globosa

: Buddleja globosa Hope

: Matico, palquil o paiiil 8

: Chile, Argentina y Peru




Buddleja globosa Hope es un arbusto de 1,5 a 3 m de altura con ramas jévenes pubescentes
amarillentas. Sus hojas son opuestas, lanceoladas y agudas, de 3 a 15 cm de ancho. La
inflorescencia es en bicabezuela, de 1 a 2 cm de diametro, formando un racimo de 2 a 15 cabezuelas.
Sus flores son numerosas, compactas y de color anaranjado, amarillo y rojo. El fruto es una capsula

subglobosa. florece desde noviembre a mayo 9,

La medicina tradicional ha empleado el matico por sus mudltiples propiedades terapéuticas
destacando el uso de las hojas y corteza en infusion, para ayudar en la cicatrizacién de heridas, en

el tratamiento de quemaduras y de Ulceras externas e internas. 2%

Se ha descrito en estudios anteriores que el EETmat presenta una marcada actividad antiinflamatoria
topica in vivo. 1 En el extracto etandlico, los compuestos predominantes son: verbascésido y 7-O-
glucésido de luteolina, ambos han presentado efectos antiinflamatorios al ser estudiados como

metabolitos aislados. 162122

Figura 4: Flores y hojas de Buddleja globosa 2



2.2 Murtilla

e FAMILIA : Myrtaceae

e GENERO - Ugni

e ESPECIE : U. molinae

¢ NOMBRE CIENTIFICO : Ugni molinae Turcz.

¢ NOMBRE VULGAR : Murtilla, Murta o Uiii 24

e DISTRIBUCION GEOGRAFICA : Chile

Ugni molinae Turcz., es un arbusto perteneciente a la familia Myrtaceae, crece de manera silvestre
en las regiones australes de Chile y puede alcanzar hasta 2 m de altura. Sus hojas son ovaladas,
lanceoladas o elipticas, con algunos pelos tectores dispersos. Los peciolos son superficialmente
canalizados.

Sus frutos son bayas globosas de color rojo oscuro y miden alrededor de 1 cm de diametro. 25

En la medicina popular se le atribuyen propiedades aromaéticas, estimulantes, y astringentes ¢

En estudios anteriores se demostro que el extracto de acetato de etilo de murtilla (EAEmur), presenta
un marcado efecto antiinflamatorio tépico in vivo, el cual se debe principalmente a la presencia de

Acidos, asiatico, ursolico y oleandlico 7]

Figura 5: Frutos y hojas de Ugni molinae 12



3.-Metabolitos secundarios presentes en los extractos
3.1 Extracto etandlico de matico

Se ha descrito que en el extracto etanélico de matico los principales metabolitos secundarios

presentes son el verbascoésido y el 7-O-glucdsido de Luteolina 21

3.1.1 Verbasco6sido

Como metabolito secundario aislado, se han realizado estudios in vitro en donde en células
mononucleares sometidas a inflamacién inhibe el factor transcripcional para citoquinas
proinflamatorias AP-1, disminuye el 6xido nitrico y la sintesis de PgE>. ?Y) Se ha estudiado también
en un modelo in vivo de DA inducida con 2,4 dinitroclorobenceno en ratones BALB/c, en este
estudio, se logré demostrar que es capaz de disminuir la severidad de la DA, debido a que logra
atenuar la liberacién de igE, Th2 y citoquinas proinflamatorias como IL-4 e IL-13, también inhibir la

expresion de TNF-a e IL-6 y bloquear la via NFkp. 8

3.1.2 7-O-glucésido de Luteolina

En estudios in vitro en células RAW 264.7 logro inhibir INOS y COX-22% En estudios in vivo en DA
inducida con oxazolona, redujo la infiltracién celular de mastocitos, disminuy6 los niveles de igE e

IL-4 y redujo considerablemente la pérdida de agua transepidérmica. %

5O OH
o’%&,o B s _OH (f%\&’
OH \{\Q H 0
HO o] . oH H OH
Hac/?oé

HO OHOH

Verbascésido 7-0-glucésido de Luteolina

Figura 6: Estructuras de verbascésido y 7-O-glucésido de luteolina 23



3.2 Extracto acetato de etilo de murtilla

Se ha descrito que en el extracto acetato de etilo los principales metabolitos secundarios presentes

son los acidos ursdlico, oleandlico, asiatico y corosdlico. 1%

3.2.1 Acidos ursélico y oleandlico

Son isbmeros que en la mayoria de los casos se presentan juntos, en estudios in vivo de células
gueratinocitos dafiadas, lograron acelerar el recobro de la barrera cutanea, generaron un aumento

en las ceramidas y aumentaron la filagrina y la involucrina.l*®

3.2.2 Acido asiatico

En estudios in vivo en ratones ICR tratados con acido acético, el acido asiatico logré disminuir el
oxido nitrico (NO), el TNF-q, IL-1B, INOS, COX-2 y NFkp, todos mediadores que participan en la

via inflamatoria (1

-
-

Acido ursdlico Acido oleanélico

Acido corosdlico Acido asiatico

Figura 7: Estructuras compuestos presentes en EAEmur 29!
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Hipoétesis

Una emulsion crema gel que contiene extracto etandlico de hojas de matico (EETmat) y extracto
acetato de etilo de hojas de murtilla ((EAEmur), disminuira los principales signos de dermatitis

atopica (DA) inducida con oxazolona al 0,5% en el I6bulo de la oreja de ratones CF-1.

Objetivos

1. Objetivo general

= Demostrar que los signos de dermatitis atopica inducida con oxazolona en la oreja
de ratones CF-1 disminuyen luego de la aplicacion diaria de una emulsién crema gel

elaborada con extractos de matico y murtilla.

2. Objetivos especificos

» Determinar incompatibilidades del tipo quimica en el desarrollo de la emulsién con
los EETmat y EAEmur.

» Establecer los pardmetros de estabilidad tanto quimica como fisica de la emulsion
desarrollada.

= Establecer mediante un ensayo in vivo que el tratamiento de la DA puede abordarse
con una alternativa distinta a los corticoides topicos.

= Demostrar que la mezcla de los EETmat y EAEmur disminuyen los principales
signos de la DA.

= Comparar el efecto antiinflamatorio tépico de la emulsion crema gel con EETmat y

EAEmur con el de la emulsién con triamcinolona aceténido.

11



Materiales y métodos

1.- Material vegetal y obtencién de extractos

Los EETmat y EAEmur utilizados en este estudio fueron obtenidos en estudios anteriores, las
hojas de Buddleja globosa fueron recolectadas, extraidas y estandarizadas en el estudio
realizado por Montero I., 2016. La recoleccion de las hojas de murtilla, su extraccion y

estandarizacién EAEmur fue realizado por Pefa et al., 2017.

2.- Desarrollo del preparado dermatolégico

2.1 Eleccién de la Formulacion

Se eligié una formulacion crema gel, debido al alto contenido de agua de este tipo de
preparaciones. Como se mencioné anteriormente, la xerosis es uno de los principales sintomas
de la DA, por lo que era necesaria una formulacion con alta capacidad de absorciéon de agua,
se logra generar un factor externo de hidratacion.

La emulsién gel se elaboré utilizando un emulgente polimérico Pemulen TR1® Acrylates/C10-
30 Alkyl Acrylate Crosspolymer (AAC) debido a sus ventajas sobre otro tipo de emulgentes, ya
gue permite darle una mayor estabilidad a las emulsiones O/W, y se pueden utilizar en
concentraciones mas pequefias ya que son capaces de emulsificar grandes cantidades de
componentes grasos, ademas son estables en un amplio rango de pH. Las emulsiones a base
de ACC tienen ventajas respecto las tradicionales formuladas con surfactantes ya que son de
menor potencial de irritacion y dejan una sensacion superior de humectacion en la piel. 233
También en la formulacién se incorporé carbomer, que actia como viscosante mejorando la
estabilidad de la emulsion. En la fase acuosa se incorporo glicerina como humectante. En la
fase grasa se incorporé también triglicérido caprico/caprilico que actia como emoliente, debido
a que tiene la capacidad de hidratar el estrato corneo y asi evitar posibles fisuras debido a la
gran resequedad que se presenta en la piel. 2!

Los extractos se incorporaron al 1,0% cada uno. Para ser agregados a la emulsion, el EETmat
fue incorporado a la fase acuosa, y el EAEmur se agrego a la fase grasa, ambos se disolvieron

en las respectivas fases, no se observé problemas en la disolucién de los extractos.
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2.2 Desarrollo de la emulsion base (E)

Para el desarrollo de la formulacién, primero se dispersé el Carbomer en agua, dejandolo
reposar por 5 min, luego se incorporoé glicerina y se homogeniz4. En un recipiente distinto se
fundieron las materias grasas, en esta fase grasa se incorporoé el triglicérido caprico/ caprilico
(TCC), el emulgente y el alcohol cetearilico, ambos recipientes se calentaron hasta llegar a
60°C. Se vertid la fase grasa sobre la acuosa, y se mezcl6é con un agitador de paleta durante

30 min, luego se ajusto el pH hasta 6 con NaOH 1%.

2.3 Desarrollo de la emulsion con los extractos EAEmur y EETmat

Para el desarrollo de la formulacién, primero se dispers6 el Carbomer en agua, dejandolo
reposar por 5 min, luego se incorporé glicerina y el EETmat y se homogenizé. En un recipiente
distinto se fundieron las materias grasas, en esta fase grasa se incorpor6 el triglicérido
caprico/caprilico, el emulgente, el alcohol cetearilico y el EAEmur, ambos recipientes se
calentaron hasta llegar a 60°C. Se vertid la fase grasa sobre la acuosa, y se mezclé con un

agitador de paleta, durante 30 min luego se ajustd pH hasta 6 con NaOH 1%.

2.4 Controles producto terminado

2.4.1 Estabilidad

Se sometio a ambas emulsiones a los siguientes ensayos de estabilidad:
* En estufa a 40°C durante 3 meses.
= Estanteria, 25°C durante 6 meses.

» Centrifuga durante 20 minutos a 3000 RPM.

2.4.2 Viscosidad
Se midi6 la viscosidad de ambas emulsiones con viscosimetro Brookfield HB DV2T a

22°C con aguja numero 7 a 200 RPM.

2.4.3pH
El pH de la emulsién se determiné en forma directa utilizando medidor de pH Jenco, a
20°C.

13



3.- Oxazolona
Se utilizé la OX (4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one, figura 8) como irritante, ésta
fue adquirida del laboratorio Sigma- Aldrich. Para ser aplicada, se disolvié en acetona pura, y

luego fue diluida en el mismo vehiculo hasta obtener concentraciones de 0,2, 0,5y 1,0%.

.-'"-.H'\-\.
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Figura 8: Estructura quimica en 2D de Oxazolona 4

4.- Triamcinolona aceténido (corticoide tépico)
El corticoide utilizado como control positivo, fue preparado por el recetario magistral de
Farmacias Ahumada. Se prepard TA al 0,025% en base crema fria, que tiene como ingredientes

parafina liquida, cera alba, estearato de glicerilo, alcohol cetilico, C20-40 PARETH-10 y agua.

5.- Animales
Los animales utilizados, fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Salud Publica de Chile
(ISP). Se utilizaron ratones de la cepa CF-1, machos, de 20-25 g, alimentados con agua y

comida ad libitum.

5.1 Aspectos éticos a considerar para el trabajo con animales

El presente estudio fue evaluado y aprobado por el comité de bioética del ISP, éste se encarga
de evaluar el trato ético y mitigador del dolor de los animales utilizados, considerando las
“Normas Internacionales en Investigacion Biomédicas que involucra el uso de animales” &%,
Esta reglamentacion ha sido elaborada por el Consejo de Organizaciones Internacionales de

Ciencias Médicas en Ginebra (Boletin Oficina Sanitaria Panamericana, 1986).
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6.- Estudio in vivo

6.1 Pre-ensayo

El objetivo del pre-ensayo fue determinar la concentraciéon 6ptima de OX y el tiempo en que los
ratones presentaron signos visibles de DA moderada.

Para el pre-ensayo se utilizaron 12 ratones de las caracteristicas antes mencionadas, se
dividieron en 3 grupos (n=4), separados en jaulas con 4 animales cada una. Cada grupo fue
tratado con concentraciones distintas de OX; 0,2, 0,5y 1,0%. Se aplicaron 20 pL de OX en el
dorso de la oreja derecha (OD) y 20 pL de acetona en el dorso de la oreja izquierda (Ol), este

procedimiento se realizé una vez al dia, a la misma hora.

6.2 Ensayo farmacoldgico via tépica

Para el ensayo farmacoldgico se utilizaron 24 ratones divididos en 4 grupos (n=6) se separaron

en jaulas con 3 ejemplares cada una.

6.2.1 Induccion de la DA

Todos los grupos fueron tratados con 20 uL de OX 0,5% en la OD y 20 uL de acetona
pura (vehiculo) en la Ol. Este procedimiento, fue realizado diariamente, una vez al dia,
a la misma hora y en una duracién total de 7 dias.

La concentracion de OX 'y el tiempo 6ptimo para la induccion de DA fueron determinados

en el pre-ensayo.

6.2.2 Evaluacion del efecto farmacolégico

Los grupos 1, 2 y 3 fueron tratados con emulsién base (E), emulsion con extractos (EE)
y TA (C+) respectivamente, se considerdé como control negativo (C-) al cuarto grupo.

Al grupo tratado con E se aplic6 aproximadamente 3 mg/Kg por dia de emulsion base,
al grupo tratado con EE se aplic6 aproximadamente 3 mg/Kg por dia de emulsién con
extractos, mientras que al grupo tratado con corticoide se aplicé aproximadamente 3

mg/Kg por dia de TA.

15



6.2.2.1 Obtencién de resultados

Los resultados de la evolucion de la DA se obtuvieron por comparacion
fotogréfica de imagenes obtenidas diariamente, todos los dias luego de la
aplicacion del tratamiento, se tomé una fotografia a la OD y una a la Ol de cada
grupo, se evaluod la evolucion de las OD comparandolas entre grupos y con su
respectiva Ol, los signos observados fueron: enrojecimiento, xerosis y edema.
Para evaluar el efecto antiinflamatorio topico de la emulsién que contiene los
extractos, se midio la capacidad de ésta de disminuir el edema formado en la
ODs de los ratones, la medicion se realizé pesando las orejas para calcular el
porcentaje de disminucion de peso. También se determiné la disminucién del
grosor, que es indicativo de una cicatrizacibn andémala. Los porcentajes

mencionados fueron calculados segun las siguientes férmulas:

G mediana c—G mediana t P mediana c—P medianat

%DP:[ ]x100 %DG=[ ]x100

G mediana c P mediana c

La significancia estadistica de dos o mas grupos fue evaluada usando el test
Kruskall-Wallis seguido por el test de Wilcoxon para las comparaciones

individuales, los resultados se expresaran de la siguiente manera:

* 9% disminucioén de grosor + SEM

» 9% efecto antinflamatorio tépico + SEM
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Resultados y Discusion

1.- Formulacion de las emulsiones

Para la elaboracion de las emulsiones, se desarroll6 una formulacion, en la cual se logré
incorporar de manera efectiva los EETmat y EAEmur, sin generar incompatibilidades con
ningun ingrediente utilizado ademas de aprobar los ensayos de estabilidad satisfactoriamente,

dicha formulacion (tabla 2) fue utilizada en la elaboracion tanto de la E como de la EE.

1.2 Controles productos terminados
1.2.1 Estabilidad
= En estufa a 40°C durante 3 meses
E: Estable
EE: Estable

=  Estanteria, 25°C durante 6 meses
E: Estable
EE: Estable
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» Centrifuga durante 20 minutos a 3000 RPM
E: Estable
EE: Estable

1.2.2 Viscosidad (viscosimetro Brookfield HB DV2T, 22°C, aguja n°7, 200 RPM)
E: 5760 cps
EE: 12960 cps

1.2.3 pH
E: 6,5
EE: 6,5

Durante el proceso de elaboracion de las emulsiones, no se presenté ningin problema de
estabilidad, ni fisica, ni quimica, solo se presenté una gran diferencia en cuanto a la viscosidad
de la E comparada con EE, luego de preparar la formulacién que contenia los extractos (EE),

la viscosidad de este preparado aument6 a mas del doble en comparacién con la emulsién base

(E).

2.- Pre-ensayo

Durante el pre-ensayo el grupo al que se le aplicé la OX al 0,2% comenzé a presentar signos
de DA el dia 6, antes de este dia, no hubo reaccion por parte de los animales. El grupo con OX
al 0,5% presento signos el dia 3, manteniéndose éstos dentro de un rango de severidad hasta
el fin del pre-ensayo. Por otro lado, en el grupo con OX 1,0% comenzaron a manifestarse los
signos a partir del dia 2, aumentando progresivamente la severidad de éstos con el transcurso
de los dias, llegando a generar una DA severa. El Pre-ensayo se terminé el dia 7, ya que fue
este dia cuando los signos del grupo tratado con 1,0% fueron severos, ademas en el grupo
tratado con 0,5% se habian manifestado signos de dermatitis moderada, por lo que no fue
necesario extender mas el pre-ensayo.

Por los antecedentes antes mencionados, se eligi6 para la induccion de la DA, una
concentracion de OX de 0,5%, esta generé los signos de DA moderada, a diferencia de la OX

al 0,2% y al 1,0% que generaron signos de DA leve y severa respectivamente.
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3.- Ensayo

3.1 Induccién de DA

La induccion se realiz6 basdndose en los resultados obtenidos del pre-ensayo. Durante la
induccion, todos los grupos lograron desarrollar una DA moderada en la OD (figura 9), los
principales signos fueron la presencia de: xerosis, edema, enrojecimiento, prurito y costras
(tabla 3 por el rascado constante de las ODs. Respecto de las Ols, a las que se les aplic6 solo

el vehiculo de las muestras (acetona) no se observaron signos de DA.

A todos los grupos se les aplico la misma concentracion de OX. Posteriormente, al ser tratados,
se dividieron de la siguiente manera: Grupo 1: tratado con la emulsion crema gel sin extractos
(E); Grupo 2: tratado con la emulsion crema gel con extractos (EE); Grupo 3 control positivo o

grupo tratado con la emulsidon con triamcinolona (TA); Grupo 4: control negativo 0 sin

tratamiento.

19



Figura 9: Evolucién de las OD tratadas con OX durante lainduccion de DA (grupo 1)

3.2 Evaluacién del efecto farmacolégico

El peso de la oreja es un indicativo principalmente de la aparicion de edema producto de la
inflamacién, mientras que el aumento del grosor de la oreja estd relacionado con una
cicatrizacion andémala. Cuando una herida comienza a cicatrizar de manera normal los
fibroblastos sintetizan una nueva matriz extracelular que en un principio esta formada sobre
todo por colageno Il y colageno I, fibronectina y proteoglucanos, pero cuando ocurren
anomalias en la cicatrizaciéon, como cicatrizacion hipertréfica o la formacién de queloides, se
presenta una actividad fibroblastica excesiva responsable de una gran produccion de fibras de
colageno B¢ |o que lleva al engrosamiento de la cicatriz, como la oreja de los ratones es muy

delgada, esta cicatrizacion excesiva puede generar un aumento en el grosor.

3.2.1 Efecto de la emulsion con EETmat y EAEmur (EE)
Los resultados permitieron demostrar que la EE disminuy6 los signos de DA progresivamente
tras la aplicacion diaria, disminuyendo la xerosis; lo que se puede observar en la figura 10,
donde, en el dltimo dia de tratamiento, la piel de la oreja se ve hidratada a diferencia de los

primeros 4 dias de tratamiento, donde la piel se observaba reseca y con escamas. Hubo
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mejoras en el prurito (observacion directa de los animales) y también se evidencié por
disminucion de las costras, cabe destacar que los ratones se rascaban las ODs con menos
frecuencia en los ultimos 4 dias de tratamiento que en los primeros 4. Se puede observar

también que el enrojecimiento disminuy6 a través del paso de los dias (figura 10).

Figura 10: Evolucion durante el tratamiento con EE
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La EE mostr6 prometedores resultados en términos de mostrar una tendencia en disminuir el edema
de las ODs (30, 8%) con signos evidentes de DA. En este estudio se indujo una DA aguda, que es
similar de un estado crénico de la enfermedad, especificamente cuando se presentan cuadros de
exacerbacion de los sintomas, es por esto que los resultados aqui obtenidos pueden ser relevantes
para un potencial uso del EE en el tratamiento de la DA.

En relacién a los productos naturales utilizados, se tienen antecedentes que el EETmat presenta
una alta actividad analgésica y antiinflamatoria tépica debido a sus metabolitos Verbascésido y 7-
O-glucésido de Luteolina ©% en cuanto al EAEmur, también tiene demostradas propiedades

antiinflamatorias topicas debido a la presencia de acidos ursolico, oleandlico y asiatico. #” Una de
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las principales caracteristicas de la DA es que es una dermatosis en la cual los mediadores
inflamatorios se liberan a través de un ciclo de auto amplificacion (figura 1), al utilizar la mezcla de
extractos probablemente se genera una disminucion de estos mediadores, lo que lleva a la mejora
de los signos presentes en la DA, que se pudo comprobar conforme avanzaban los dias con el

tratamiento.

3.2.2 Efecto sobre el edema de la oreja del corticoide tépico
El control positivo (grupo C+ tratado con TA), no mostré una disminucion del edema de las ODs
respecto del control negativo (9, 2%), a diferencia que el grupo tratado con EE que presentd una
disminucion del edema (30,8 %) aunque este resultado no fue significativo, muestra que el grupo
EE tiene una tendencia a ser mejor antiinflamatorio tépico que la TA en el modelo usado en esta
memoria. En la figura 11 se puede observar que, con el transcurso de los dias, la TA no disminuyé
ni el enrojecimiento, ni la xerosis, tampoco hubo mejora en el prurito, ya que producto del rascado

frecuente se formaron costras en las ODs.
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Figura 11: Evolucidn del edema y del enrojecimiento durante el tratamiento con corticoide tépico

(C+)

En la tabla 5, se muestran las caracteristicas de las orejas en el tltimo dia de tratamiento con

el corticoide tdpico, ademas de los parametros comparables: y edema.
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Los corticoides topicos son el tratamiento de eleccion en la DA, sin embargo, hubo algunos
resultados contrarios a los efectos normalmente esperados cuando se utilizan este tipo de

farmacos. En los ratones se produjo un aumento de los signos, llegandose a formar costras

debido al frecuente rascado; segun los resultados, disminuyé el peso de la oreja, este hecho
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probablemente se debe a que, al ser buenos antiinflamatorios, son capaces de disminuir el
edema, pero no son capaces de detener el ciclo de autoamplificacion, lo que evita que haya
disminucién en el prurito, en la xerasis y en el enrojecimiento, a consecuencia del rascado se
forman costras que son removidas constantemente, la piel reacciona cicatrizando
andmalamente y se genera mayor produccion de las fibras de colageno, engrosando la cicatriz

, lo que explicaria el pequefio aumento de grosor.
3.2.3 Evolucién natural de la DA

Las orejas derechas de los animales del grupo control negativo (sin tratamiento) se pueden
observar en la figura 12, se pueden observar signos como prurito, enrojecimiento y costras. Sin

embargo no se produjo el aumento esperado del edema y menos del grosor de las ODs.

Ol

i

Figura 12: Evolucién del edema del grupo control negativo (C-)
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En la siguiente tabla, se detallan las caracteristicas del grupo control negativo en el ultimo dia

de tratamiento, ademas de los pardmetros de comparacion: peso y grosor.




Tal como fue sefialado anteriormente a todos los grupos se les aplico la OX durante 7 dias, al
término de este periodo, los grupos 1, 2 y 3 fueron tratados, excepto el grupo control negativo.
A partir de este dia, la DA inducida en los animales del grupo control fue evolucionando en
forma natural con los signos observables como el enrojecimiento, la xerosis, el prurito y la

presencia de costras, el edema formado fue bajo, pero engrosamiento practicamente no hubo.
3.2.4 Efecto de la emulsidn base

El grupo tratado con la emulsion base, presenté una leve disminucién de la xerosis, del
enrojecimiento y de las costras producidas por el rascado debido al prurito. (ver figura 13). No

disminuyd el edema.

Figura 13: Evolucién de la xerosis, enrojecimiento y formacién de costras durante el )8
tratamiento con emulsion base (E)







El grupo tratado con E disminuy6 la xerosis, pero no la picazén que se debe principalmente a
la via histaminica, los ratones continuaron con el rascado de las ODs generando lesiones en la

piel y costras.

La formulacién elegida, es un factor importante que se debe considerar en la evolucion del
tratamiento. En el estudio realizado, tanto la emulsién sin extractos como la emulsién con la
presencia de éstos, fue capaz de disminuir un signo muy importante en DA, la xerosis. Se habla
de xerosis, cuando la piel se encuentra reseca, adquiriendo un color blanco, y cuando se
comienza a observar descamacion. Esta resequedad, es una de las principales causas de
prurito en pacientes con DA. Para tratar esto, es relevante mantener hidratada la piel, y es aqui
donde la formulacién base cumple un rol significativo, el mayor porcentaje esta compuesto por
agua, ademas de contener glicerina, Pemulen y carbomer estos ultimos son ingredientes muy
relevantes debido a su capacidad de retener en la emulsiéon una cantidad importante de agua,
por lo que al ser aplicada en la piel xerética, es posible generar una hidratacion momentanea

del estrato corneo, lo cual lleva a disminuir la xerosis.

3.3 Porcentajes de disminuciéon de edema

Emulsién con extractos | 30,8 £ 0,0 5,23+0,0
Emulsion base 0+0,0 0+0,0
Corticoide tépico 9,2+ 0,0 0+0,0

Los animales del grupo que fueron tratados con la EE, fueron los Unicos que mostraron una
tendencia a disminuir el edema inducido por la OX (30,7%) aunque este resultado no fue
significativo (tabla 8).
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Figura 14: Porcentaje de disminucién del edema

Figura 15: Comparacion de la xerosis y enrojecimiento en las ODs de los 4 grupos: EE:
formulacion conteniendo los extractos de matico y murtilla; E emulsién; C+ corticoide;

C- control negativo

Como se puede observar en la figura 15 se observa claramente la disminucion de la xerosis y
del enrojecimiento, en el grupo tratado con la EE y ademas no se observaron signos de rascado

constante (costras). En el grupo tratado con E se puede observar la presencia de costra, tal
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como ha sido sefalado las costras son el resultado de un rascado frecuente. En el grupo tratado
con corticoide (C+) se observan en la oreja derecha los siguientes signos de DA: i)
enrojecimiento, lo que indica una irritacion presente, ii) costras, que son indicativo de rascado
frecuente vy iii) xerosis, que demuestra que la piel no tiene la hidratacién suficiente debido a la
situacion a la que estd expuesta. Por ultimo el grupo C- que no fue tratado, no presentd un
aumento de peso significativo de las ODs, lo que indica que el edema formado no fue el
esperado, sin embargo, en las ODs se pudo observar tanto xerosis como costras producto del

rascado (figura 15).

Se realizaron analisis estadisticos de los distintos datos con el fin de buscar diferencias
significativas entre cada grupo en relacién al edema, sin embargo, esto no fue posible ya que
ningun analisis logré demostrar significancia estadistica (p<0,05). Ante esto se pueden realizar
diversas observaciones que explicarian este hecho. En primer lugar, es probable que para el
tipo de estudio realizado la cantidad de n utilizado no sea el adecuado para ver diferencias
significativas entre cada grupo y se necesite una cantidad mayor de ratones para ello, ya que
al tratarse de un ensayo in vivo la desviacion estdndar es muy alta, debido a la gran variacion
interindividual que hay en los grupos. Por ultimo, el grupo control negativo presento valores de
edema de las ODs muy por debajo a lo esperado, esto puede deberse a la forma en que se
traté a los animales, el grupo control negativo no fue manipulado de manera diaria a diferencia
de los demas grupos, el hecho de ser manipulados diariamente genera estrés a los animales,
como se menciond anteriormente el estrés es un factor importante en el desencadenamiento
del prurito, como el grupo control no estuvo sometido al mismo estrés, las lesiones de la piel

pudieron recuperarse de mejor manera.

A pesar de que, en este estudio, no se logrod la significancia estadistica esperada para el efecto
antiinflamatorio tépico de la EE y no se pudo evaluar su efecto sobre el grosor, el EE exhibi6
una tendencia positiva en la mejora de algunos de los signos de la DA como es la xerosis y las

formacién de costras.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden servir para abrir una puerta al uso de
productos naturales en DA, se deben realizar mas estudios, con un mayor nimero de animales
y de acuerdo con los resultados de los estudios preclinico, se deberia continuar con los estudios
clinicos, con el objetivo de determinar si la combinacién del extracto etandlico de hojas de
matico y el extracto de acetato de etilo de hojas de murtilla, son de utilidad en el tratamiento de

la dermatosis atépica.
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Conclusiones

La emulsién del tipo crema gel desarrollada con los extractos de matico y murtilla, disminuyé
algunos signos de dermatitis atopica, como xerosis, enrojecimiento y prurito evidenciado a
través de la formacién de costras, después de 7 dias de tratamiento. Por lo tanto, la hipétesis

planteada en esta investigacion fue demostrada.

La emulsion desarrollada con la mezcla del extracto etandlico de matico y del extracto de

acetato de etilo de murtilla fue estable en la condiciones de los estudios de estabilidad.
La dermatitis atdpica podria ser tratada con la mezcla de extractos de matico y murtilla.

La mezcla de los extractos de murtilla y matico, en la concentracion utilizada (2%), y al ser
aplicados en un vehiculo adecuado, como lo fue la emulsion crema gel, disminuyeron el edema
en la oreja de los ratones en un 30,8% pero no de forma significativa respecto a los otros
tratamientos, sin embargo se demostré una tendencia positiva en la disminucion de la
inflamacién. Se hace necesario aumentar el nimero de individuos tratados para corroborar la

tendencia del estudio estadistico.

La emulsion de la mezcla de extractos de matico y murtilla presentd un mayor efecto

antiinflamatorio que la emulsion de Triamcinolona aceténido.

Dado que la oxazolona no aumentd el grosor de las orejas derechas, no se pudo evaluar el
efecto sobre este parametro de la emulsion con los extractos de matico y murtilla. La emulsion
base, ni la emulsion con la mezcla de extractos de matico y murtilla, generaron algun tipo de

irritacién adicional en la piel dafiada.

Proyecciones de los resultados

Aungue faltan estudios, el uso de la mezcla de los extractos de matico y murtilla frente a la
dermatitis atépica, podria tener grandes proyecciones en el campo de la dermatologia y ser una

alternativa ante el uso de corticoides.
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Anexos

Anexo 1: Analisis estadistico del peso

Kruskal-Wallis test

Valor de P

¢Valor de P exacto o aproximado?
Resumen del valor P

0,9197

Aproximado

Ns

Las medianas varian significativamente. (P < No

0.05)?

NUmero de grupos

Estadistica Kruskal-Wallis

Numero de familias

Numero de comparaciones por familia
Alpha

Estadistica E
descriptiva

Minimo 0,0008
Percentil 25% 0,001775
Mediana 0,00325
Percentil 75% 0,004075
Maximo 0,0046
Promedio 0,002983
Desviacion Std. 0,001353
SEM 0,0005522
Lower 95% CI 0,001564
Upper 95% ClI 0,004403
Promedio Ranks 13,33

4
0,4963
1

3

0,05

EE

0,0005
0,0014
0,00225
0,005325
0,0072

0,0031
0,002431
0,0009923

0,0005492
0,005651

12

C+

0

0,0006
0,00295
0,004175
0,0071

0,002833
0,002476
0,001011

0,0002349
0,005432

11,08

0,0013
0,0019
0,00325
0,00425
0,0059

0,00325
0,001574
0,0006428

0,001598
0,004902

13,58
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Ratén

a b~ W N P

6

n

promedio

mediana

Desv. Std

Desv. Tip
W

O.
Derecha
0,0096

0,0089
0,0109
0,0105
0,0129

0,0128
6
0,0109

0,0107
0,0016
0,0144

% E con promedio

% E CON MEDIANA

mediana de controles

mediana de muestra

% E FINAL CON
MEDIANA

Z=

p:

-0,16

0,4364

(0]
izquierda
0,0088

0,0068
0,0077
0,0072
0,0090

0,0082

6
0,0080

0,0080
0,0009
0,0097

8,7
0,0
0,0033

0,0033

0,0

(Od-
0i)
0,0008
0,0021
0,0032
0,0033

0,0039
0,0046
6
0,0030

0,0033
0,0014
0,0199

%
INF
91

30,9
41,6
45,8
43,3

56,1
6
37,8

42,4
16,2
2,2

%
EAI
75,4

35,4
15
-15

20,0
41,5
6
8,2
0,0
41,6
17,0

Peso

Dosis: 3mg/Kg

Wilcoxon

Ranking
1,0
3,0
6,0
7,0

10,0

11,0

38,0

(@)
derecha
0,0115

0,0111
0,0104
0,0116
0,0112

0,0151
6
0,0118

0,0114
0,0017
0,0007

Oizquierda

0,0102
0,0089
0,0073
0,0082
0,0075

0,0092
6
0,0086

0,0086
0,0011
0,0004

C- (solo ox)
(Od-0i)

0,0013
0,0022
0,0031
0,0034
0,0037

0,0059

6
0,0033
0,0033
0,0016
0,0006

Z=w-

% Inflam.

12,7
24,7
42,5
41,5
49,3

64,1
6
39,1

42,0
18,2
7,4

[n(m+n+1)/2]/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]
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Peso

Dosis: 3 mg/Kg

Wilcoxon
EE C- (solo ox)
Ratén O.derecha O (Od- % % Ranking O 0] (Od- % Ranking
izquierda Oi) INF  EAI derecha izquierda Oi) Inflam.
1 0,0090 0,0085 0,0005 59 84,6 1,0 0,0115 0,0102  0,0013 12,7 2
2 0,0086 0,0069 0,0017 24,6 47,7 3,0 0,0111 0,0089 0,0022 24,7 55
3 0,0100 0,0078 0,0022 28,2 32,3 55 0,0104 0,0073 0,0031 42,5
4 0,0099 0,0076  0,0023 30,3 29,2 6,0 0,0116 0,0082 0,0034 41,5
5 0,0129 0,0082 0,0047 57,3 -44,6 10,0 0,0112 0,0075 0,0037 49,3 9
6 0,0164 0,0092 0,0072 78,3 - 12,0 0,0151 0,0092 0,0059 64,1 11
121,5
n 6 6 6 6 6 6 6 6 6
promedio 0,0111 0,0080 0,0031 37,4 46 0,0118 0,0086  0,0033 39,1
mediana 0,0100 0,0080 0,0023 29,2 30,8 0,0114 0,0086 0,0033 42,0
Desv. Std 0,0030 0,0008 0,0024 259 748 0,0017 0,0011 0,0016 18,2
Desv. Tip 0,0233 0,0083 0,0286 2,9 305 0,0007 0,0004  0,0006 7,4
w 37,5
% E con promedio 51
% E CON MEDIANA 30,8
mediana de 0,0033
controles
mediana de muestra 0,0023
% E FINAL CON 30,8
MEDIANA
zZ= -0,24 Z = w-[n(m+n+1)/2]/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]
p= 0,4051
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Ratén O.derecha

1 0,0069
2 0,0084
3 0,0099
4 0,0083
5 0,0095
6 0,0122
n 6

promedio 0,0092

mediana 0,0090

Desv. Std 0,0018

Desv. Tip 0,0164
w

% E con promedio
% E CON MEDIANA

mediana de controles
mediana de muestra

% E FINAL CON
MEDIANA

-0,64
0,2609

(0]

izquierda

0,0069
0,0076
0,0072
0,0051
0,0063
0,0051

6
0,0064
0,0066

0,0011
0,0150

13,3
9,2

0,0033
0,0030

9,2

(Od-
0i)
0,0000
0,0008
0,0027
0,0032
0,0032
0,0071

6
0,0028
0,0030
0,0025
0,0294

% INF

0,0
10,5
37,5
62,7
50,8

139,2
6
50,1
441
49,7
4,2

Peso

Dosis: 3m/Kg
Wilcoxon

C+

% Ranking
EAI

100,0 1,0
75,4 2,0
16,9 50
15 7,5
15 7,5

- 12,0

118,5

6

12,8
9,2
76,2
311

35,0

(0]

derecha

0,0115
0,0111
0,0104
0,0116
0,0112
0,0151

6
0,0118
0,0114
0,0017
0,0007

C- (solo ox)
] (Od-
izquierda Oi)

0,0102 0,0013
0,0089 0,0022
0,0073 0,0031
0,0082 0,0034
0,0075 0,0037
0,0092 0,0059

6 6
0,0086 0,0033
0,0086 0,0033
0,0011 0,0016
0,0004 0,0006

%

Inflam.

12,7
24,7
42,5
41,5
49,3
64,1

6

39,1
42,0
18,2

7,4

Ranking
3
4
6
9

10
11

Z = w-[n(m+n+1)/2)/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]
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Anexo 2 : Analisis estadistico del grosor

Kruskal-Wallis test
Valor de P

Valor de P exacto o aproximado?
Resumen del valor P

Las medianas varian significativamente. (P < 0.05)?

Numero de grupos

Estadistica Kruskal-Wallis

Numero de familias

Numero de comparaciones por familia

Alpha
Estadistica E EE
descriptiva
Minimo 0,05 0,05
Percentil 25% 0,0575 0,0575
Mediana 0,1 0,09
Percentil 75% 0,1725 0,11
Maximo 0,18 0,11
Promedio 0,11 0,085
Desviacion Std.  0,05762 0,02588
SEM 0,02352 0,01057
Lower 95% ClI 0,04953 0,05784
Upper 95% ClI 0,1705 0,1122
Promedio Ranks 11,92 9,167

Columnal

0,1572

Aproximado

Ns

No

5,208

0,07
0,1
0,195
0,325
0,46

0,2183
0,1436
0,05862

0,06765
0,369

17,92

0,03
0,0525
0,095
0,1475
0,17

0,09833
0,05193
0,0212

0,04384
0,1528

11
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Ratén

6

n
promedio
mediana

Desv. Std
Desv. Tip
w

O.derecha

0,46

0,35
0,39

0,39

0,31
0,35

6
0,3750

0,3700

0,0513
0,0867

% E con promedio
% E CON MEDIANA

mediana de controles

mediana de muestra

% E FINAL CON
MEDIANA

p:

-0,16
0,4364

O
izquierda
0,28

0,3
0,26
0,22
0,25
0,28

6
0,2650

0,2700

0,0281
0,0531

-24,5
-5,3

0,0950
0,1000

-5,3

(Od-
0i)
0,1800

0,0500
0,1300

0,1700

0,0600
0,0700

6
0,1100

0,1000

0,0576
0,2178

%
INF

64,3

16,7
50,0

77,3

24,0
25,0

6
42,9

37,5

24,7
4,9

Grosor

Dosis: 3mg/Kg
Wilcoxon
%  Ranking (@)
EAI derecha
- 0,49
89,5 2,0
47,4 35 0,44
- 0,38
36,8 5,0
- 0,35
78,9 8,0
36,8 10,5 0,35
26,3 0,3
12,0

6 6

- 0,3850
15,8
-5,3 0,3650
60,7 0,0689
24,8 0,0281

41,0

o
izquierda
0,32

0,3
0,27

0,27

0,29
0,33

6
0,2967

0,2950

0,0250
0,0102

C- (solo ox)
(Od- % Ranking
Oi) Inflam.
0,1700 53,1
1
0,1400 46,7 35
0,1100 40,7
6
0,0800 29,6
7
0,06 20,7 9
- -9,1
0,0300 10,5
6 6
0,0883 30,3
0,0950 35,2
0,0703 22,5
0,0287 9,2

Z = w-[n(m+n+1)/2)/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]
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Grosor

Dosis: 3mg/Kg

Wilcoxon
EE C- (solo ox)
Ratén O.derecha (@) (Od- % %  Ranking (@) (@) (Od- % Ranking
izquierda Oi) INF  EAI derecha izquierda Oi) Inflam.
1 0,33 0,27 0,0600 22,2 36,8 20 0,49 0,32 0,1700 53,1 1
2 0,37 0,27 0,1000 37,0 -5,3 35 0,44 0,3 0,1400 46,7 35
3 0,37 0,29 0,0800 27,6 15,8 55 0,38 0,27 0,1100 40,7 55
4 0,36 0,25 0,1100 44,0 - 0,35 0,27 0,0800 29,6
15,8 7,0 9
5 0,28 0,23 0,0500 21,7 47,4 90 0,35 0,29 0,06 20,7 11
6 0,39 0,28 0,1100 39,3 - 0,3 0,33 - -9,1
15,8 9,0 0,0300 12
n 6 6 6 6 6 6 6 6 6
promedio 0,3500 0,2650 0,0850 32,0 10,5 0,3850 0,2967 0,0883 30,3
mediana 0,3650 0,2700 0,0000 32,3 5.3 0,3650 0,2950 0,0950 35,2
Desv. Std 0,0395 0,0217 0,0259 94 27,2 0,0689 0,0250 0,0703 22,5
Desv. Tip 0,0632 0,0410 0,0780 15 111 0,0281 0,0102 0,0287 9,2
w 36,0
% E con promedio 3,8
% E CON MEDIANA 53
mediana de controles 0,0950
mediana de muestra 0,0900
% E FINAL CON 53
MEDIANA
z= -0,16 Z = w-[n(m+n+1)/2]/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]
p= 0,4364
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Grosor

Dosis: 3mg/Kg

Wilcoxon
C+ C- (solo ox)
Ratén O.derecha (0] (Od- % % Ranking (0] (0] (Od- % Ranking
izquierda Oi) INF EAI derecha izquierda Oi) Inflam.
1 0,52 0,24 0,2800 116,7 - 0,49 0,32 0,1700 53,1
1947 3,0 1
0,34 0,2 0,1400 70,0 -47.4 55 0,44 0,3 0,1400 46,7 5
3 0,66 0,2 0,4600 230,0 - 0,38 0,27 0,1100 40,7
384,2 7,5 4
4 0,43 0,18 0,2500 138,9 - 0,35 0,27 0,0800 29,6
163,2 10,0 5,5
5 0,23 0,16 0,0700 43,8 26,3 11,0 0,35 0,29 0,06 20,7 75
6 0,3 0,19 0,1100 57,9 -158 0,3 0,33 - -9,1
12,0 0,0300 9
n 6 6 6 6 6 6 6 6 6
promedio 0,4133 0,1950 0,2183 109,5 - 0,3850 0,2967 0,0883 30,3
129,8
mediana 0,3850 0,1950 0,1950 93,3 - 0,3650 0,2950 0,0950 35,2
105,3
Desv. Std 0,1577 0,0266 0,1436 69,3 151,1 0,0689 0,0250 0,0703 225
Desv. Tip 0,2879 0,0611 0,4329 9,1 61,7 0,0281 0,0102 0,0287 9,2
w 49,0
% E con promedio -147,2
% E CON MEDIANA -105,3
mediana de controles 0,0950
mediana de muestra 0,1950
% E FINAL CON -105,3
MEDIANA
z= -0,16 Z = w-[n(m+n+1)/2]/RAIZ[m*n(m+n+1)/12]
p= 0,4364
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Anexo 3: Gréafico datos brutos del grosor
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Anexo 4 : Gréafico datos brutos del peso
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Anexo 5 : Grafico de Ranks Grosor
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Anexo 6 : Grafico de Ranks Peso
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Anexo 7: Materias primas utilizadas en la formulacién de emulsiones

Acrylates C10/C30 Alkyl Acrylate Crosspolymer: El término “Acrylates” (acrilatos) se aplica
a los copolimeros lineales no entrecruzados que contienen combinaciones de &cido acrilico y
acido metacrilico, junto con sus ésteres de metilo, etilo, propilo o butilo. El término
“Crosspolymer” (polimero entrecruzado) se aplica a los polimeros distintos del carbomer que

tienen enlaces cruzados.

Alcohol cetearilico: Es una mezcla de alcoholes cetilico y estearilico.tiene un aspecto ceroso,

es utilizado principalmente como factor de consistencia y estabilizante.

Carbomer:Es un polimero de acido acrilico entrecruzado con alil éteres de pentaeritritol y alil
éteres de sucrosa. El término “Carbomer” se aplica a los homopolimeros cruzados de acido
acrilico de elevado peso molecular, es un importante agente espesante y gelificante, ademas
de actuar como estabilizador de emulsiones y suspensiones. Se trata de una sustancia muy
hidrofilica, soluble en agua, alcohol y solventes polares. Sus propiedades como espesante son
eficaces en un rango de pH que va desde cinco a diez; pero se ven reducidas por la presencia
de electrolitos. Este producto es incompatible con algunos tensioactivos catiénicos y algunos

polimeros cationicos.

Glicerina: propanotriol, glicerol. Preparado por hidrolisis de grasas y aceites, de donde se

obtienen &cidos grasos y glicerol.

Parabenos: Se denominan asi por ser derivados del 4cido p-aminobenzoico. Son conservantes
de tipo fendlico, su solubilidad en agua disminuye a medida que aumenta el largo de la cadena
alilo, su potencial antimicrobiano aumenta con el largo de esta cadena. Se suelen mezclar un

par de ellos en la formulacion ya que de esta manera aumenta la capacidad antimicrobiana.=%

Triglicérido caprico caprilico: Es un emoliente de extensibilidad media de origen vegetal, es
un liquido oleoso transparente de naturaleza polar, de color ligeramente amarillento y olor

caracteristico [8
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