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CAPITULO I

MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. Antecedentes internacionales
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2.3. BASES TEORICO CIENTIFICAS

2.3.1. Flourensia polycephala Dillon (Pauca)
2.3.1.1. Clasificacion taxonOmica
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Figura 1. Flourensia polycephala Dillon (Pauca)
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2.3.1.2. Nombres Comunes
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2.3.1.3. Descripcion Botanica de la especie

OO0 O OCOOOC OO 000 Mo Cd OO0 OO00Cd OO OO OO OO0

OO0 O e CODmmE Ot {id OO OO0 OO OO OOmmOao O Ood OO OO

(0O 0 OO OO Cr OO OO0 OO0 OO MOmMOM IO [ O O 0 L]

OO CO OO OO OO OO OO OO0 O OO0 OO OO0
OOOOOOOOID OO0 O00d Od Do OO0 OO0 OO OO OO OO o Od Cd Cr OO0
(OO OO OO OO0 OO OIOOOMd (o Od 00 OO0 OO0 OO O o000 0

OO0 OO OOO0ImO0 Cd OO OO O

O OO0 O MO OO mOOmOCd OO OO OO OO OO0 O O [ O

U O CI e (OO0 e OO IO e i DO e GO e OO O

TR, macrophylla, F. angustifolia, F. Polycephala, F. peruviana, 10T d1 1]
OO0 O MO OO0  fd O Cr OO0

OO OO OO0 DO OO0 Cd O O D000 OO OO

COMOOmId OO 0000 MO0 rOC O e T e D e e DO e

COOMmTCe Cd Mod OO0 OO OO (00 O I e O d O0d COO0mee OO o000
O OOMOCRO0) OO O IO

2.3.1.4. Antecedentes etnobotanicos y etnofarmacoldgicos

OOOMOr OO OO0 000 OOmmOO i OO0 00000 G moOmCd Mmoomocr 000 rtJ

enfermedades gastrointestinales sea como purgantes, asi’ mismo para enfermedades

d OO OO OO0 OO OO T OO O Cd Od O mod OO0 O e

(0 OO0 000 OO OO OO0 OO0 OO O O OO Tl OO0 00

O OO OO0 OO0 OO IO OO O [OOE I Oemo e OO o

(T [T HENINN [T

OO O OO OO d O [T (O Td0) LTI CrCd Ol CITOTeT

CEET T e e e L) C e e e ey E e e e e o T A e T T
(ORI 10 Cr COOO00 [0 OO0 [0 O000) OO0

2.3.1.5. Fitoquimica, Farmacologia Y Toxicologia
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2.3.2. Lepechinia meyenii Walpers Epling (Puna salvia)

2.3.2.1. Clasificacion taxon6mica

OOOOO0OMO Mo O0d 000 MO moCd 000 s DOOOODO0O0mOInd OOCOO0O0OmmO00med 00

0 O Cr DO OO OO OO0 O OO OO O OO

R OO Mo o]

OUOR OO Mo D000

DI O M O000mOoI o

OOO00IM Oooomoad 00

OUD0 000D d 000

ORD CIC I [T

OOM DI D00 [ro0d

U D00OM [m M Ooomd 0000

CRMUTM O

O 00DORO NI (1@

DUOO0MILepechinia meyenii[ I O]

2.3.2.2. Nombres comunes:una Salvia’, “salvia”, “pacha salvia”, “salvia de

puna”.l]

2.3.2.3. Descripcion botanica de la especie
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Figura 2. Lepechinia meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia)[
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Figura 2.[LLepechinia meyeniil OO IFue extraido de “Museo Nacional de Historia
OCr#Instituto Smithsoniano” M1 11
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2.3.2.5. Fitoquimica, Farmacologia y Toxicologia
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Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de Lepechinia meyenii
(Walpers) Epling

tR % en la muestra
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2.3.3. Aceites esenciales
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no afecta significativamente a su composicion” 1111

Por ende, podemos decir que los aceites esenciales estan constituidos por la fracciéon
volatil y semivolatil de los productos del metabolismo secundario de las plantas. Estos
compuestos pueden aislarse mediante numerosos meéetodos de extraccion, dando

lugar habitualmente a composiciones de elevada complejidad (36)(!

2.3.3.1. Composicion quimica de los aceites esenciales
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“terpenoides”. También forman parte de losIC T T IICCmRCC I d C)
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Tabla 2. Grupos funcionales de las moléculas constituyentes de los aceites
esenciales

GRUPO FUNCIONAL NATURALEZA QUIMICA | EJEMPLO

Terpénicos Limoneno, a-terpineno
HIDROCARBUROS Aromaticos Cumeno, p-cimeno
Sesquiterpénicos Trans- BCariofileno
Monoterpénicos(! O[O
ALDEHIDOS[ Alifaticos O 00000MmImd 000
Aromaticos( OO0 Od ood 0o

Geraniol, citronelol [’
M OO OO (O]

3-Decanol]
ALCOHOLES[] B[RRI RN
Espatulenol, cedrol
Cr0] OO
Alcohol bencilicol’
FENOLES CrJ0] OO O DT L O

Fuente: Aceites Esenciales obtenido de la revista de la Universidad de Antioquia (37)(

2.3.3.2. Clasificacion de los aceites esenciales

[JTPor su consistencia [

—Fluidos: fluidos volatiles a temperatura ambiente. [’
—1[Balsamos: viscosos, poco volatiles y sufren reacciones de polimerizacion(’
—[Oleorresinas: liquidos o semisdlidos, viscosos, con aromas altamente

concentradas (37).
_[TPor su origen [

—1[Naturales: no experimentan modificaciones fisicas ni quimicas luego de su

obtencion, son muy costosas!|



—[Artificiales: obtenidos por métodos de enriquecimiento de la misma esencia con
uno o varios de sus compuestos. ]

—/[Sintéticas: Elaborados generalmente por procesos de sintesis quimica. Son
mas economicos Yy se utilizan en la industria de aromatizantes y saborizantes
(37).0

1TPor el punto de vista quimico Pueden clasificarse por la clase de metabolito
que lo compone de forma mayoritaria.[

—[Monoterpenoides: Alto contenido en monoterpenos. ]

—1[ Sesquiterpenoides: Alto contenido en sesquiterpenos!]

—L[Fenilpropanoides: Alto contenido en fenilpropanos (37).[]

2.3.3.3. Distribucién y estado natural

Las principales familias donde se hallan los aceites esenciales de las sesenta que las
conforman son: Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas,
Umbeliferas, etc. Y estan distribuidas dentro de la planta en las hojas, raices,

pericarpio del fruto en las semillas, flores y frutos (37).(!

Géneros como Ranunculales, Violales y Primulales contienen a los monoterpenoides,
y muy poco en Rutales, Cornales, Lamiales y Asterales. A diferencia de los géneros
como Magnoliales, Rutales, Cornales y Asterales que contienen a los

sesquiterpenoides (37),[

2.3.3.4. Extraccion de aceites esenciales

a) Destilaciéon por arrastre con vapor de agua

Son utilizados con el objetivo de separar sustancias organicas insolubles en agua y
poco volatiles, cuya técnica utiliza una camara inerte y se somete a corrientes de vapor
de agua, y un condensador, la muestra se recolecta en un recipiente con agua, lo que
conlleva a una separacion de fases. Se utiliza especificamente para esencias fluidas
en perfumeria. Tiene un alto rendimiento y se obtiene aceite puro es muy utilizada en
industria (37)

b) Extraccion con solventes volatiles

Se utilizan solventes tales como alcohol, cloroformo, entre otros que solubilizan la

esencia de la planta, pero al mismo tiempo extraen otras como grasas, ceras y



pigmentos lo que resulta una esencia impura. Es utilizada a nivel de laboratorio por

manejar solventes con riesgo de explosion, ademas de ser costosos (37)[]
c) Enflorado o enfleurage

Utiliza un aceite vegetal que actuara como vehiculo extractor, donde la esencia llega
a solubilizarse. Posterior a ello se hace uso de medios fisico quimicos para separarlos.
Este método es empleado para obtener esencias florales. Es costoso y posee un

rendimiento bajo (37)C]
d) Extraccion con fluidos supercriticos

Por este método se extrae componentes no volatiles, o que lo hace no muy util.
Emplea una camara de acero inoxidable que contiene la muestra vegetal, en ella
circula un liquido supercritico (CO2) que solubiliza y arrastra la esencia, este
liquido luego es eliminado por descompresion sucesiva para luego obtener la
esencia pura. Presenta muchas ventajas tanto en la manipulacién, porcentaje de
rendimiento alto y el producto final llega a no alterarse quimicamente; pero el

equipo que se emplea es costoso (37).0]

2.3.3.5. Mecanismo de accion de Ilos aceites esenciales contra

microorganismos

El mecanismo de accién depende del tipo de microorganismo y fundamentalmente

esta relacionada a la membrana y pared celular de este.[’

Para los hongos, el objetivo es la destruccion de la pared celular y la membrana del

citoplasma para su coagulacion [

Varios autores atribuyen modos de accién especificos para determinados metabolitos
de las plantas sobre los microorganismos; asi pues, Bruneton indica para flavonoides
y fenoles, un mecanismo donde se inhibe la sintesis de ADN, por su capacidad de
insercion en la membrana celular, precipitando las proteinas protoplasmaticas las
desnaturalizan y actuan como venenos de estas, siendo esta su explicacion para su

accion antimicrobiana (38).0

Por su parte Miranda, destaca las posibles interacciones farmacodinamicas de

sinergia y adicibn que existe entre los flavonoides, triterpenos, lactonas



sesquiterpénicas y cumarinas las cuales formarian una molécula compleja que

inhibiria el desarrollo de las bacterias (39). [

Con respecto a taninos, Cérdova, sefiala que posee accién astringente, puesto que
este metabolito se combina con proteinas de la piel y mucosa para formar un

compuesto insoluble, asi los microorganismos no llegan a desarrollarse (40).0

Mientras que, para la accion antifungica, se resalta los grupos funcionales de los
metabolitos (caracter lipofilico e hidrofilico). Por ejemplo, los terpenos son agentes
liposubles, que influye desfavorablemente en la actividad de la enzima catalizadora
en la membrana, otros componentes de los aceites esenciales actuan como
desacopladores, interfiriendo en la translocacion de protones sobre membranas y en

consecuencia inhiben la fosforilacion del ADP (38)(

2.3.4. Onicomicosis
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2.3.4.1. Epidemiologia
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2.3.4.2. Etiologia
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2.3.4.3. Complicaciones
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2.3.4.4. Recoleccion de muestras
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2.3.4.5. Métodos de Diagnostico

Microscopia directa
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2.3.4.6. Histopatologia
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2.3.5. Agente etiologico en estudio: Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum es el dermatofito mas frecuente en la onicomicosis. En una
revision de estudios multinacionales de prevalencia en hospitales, en los que se
encontraron dermatofitos en el 65 % de los casos de onicomicosis (incluido el 82 %
de los casos en América del Norte), la infeccion por T. rubrum fue la mas comun y

represent6 aproximadamente el 45 % de las infecciones (44).[]

2.3.5.1. Patogenia

La patogénesis de la dermatofitosis profunda del tipo "granuloma de Majocchi" se basa
en la identificacién de tejido "extrafo" a nivel dérmico, subproducto del dafio de los
foliculos pilosos (queratina, cabello), lo que puede explicar el importante constituyente
inflamatorio, mas al contrario en pacientes con inmunodeficiencias, se favoreceria la

propagacioén incluso a nivel linfatico y hematico de estos hongos. [

T. rubrum actua invadiendo la capa mas externa de la epidermis a través del estrato
corneo, degrada la queratina y segrega y produce enzimas proteoliticas altamente
virulentas (44)0

2.3.5.2. Posici6on taxon6dmica

Phylum: Ascomycotal’
Clase: Euascomycetes(’
0 O Orden: Onygenales!’
O 0 0 Familia: Arthrodermataceal’
Género: Trichophyton(
Especie: T. rubrum (Malmsten,1845)(]

Otros nombres:[1Trichophyton megninii, Trichophyton purpureum, Trichophyton
vinosum [T

2.3.5.3. Caracteristicas morfoldgicas

Son hongos filamentosos que poseen microconidios piriformes con escasa cantidad
de macroconidios, con tabiques, de formas irregulares, pared fina y lisa, al final de la
hifa. Las Clamidosporas intercalares se encuentran en abundancia, con existencia de

hifas en raqueta y sin filamentos espirales (45)[



Caracteristicas macroscopicas: Crece en agar Sabouraud y también crece en el medio
selectivo de Taplin. Hay una variedad vellosa o aterciopelada, blanca, seca, y en
algunas ocasiones con micelio color rosa. En la variedad granulosa, la colonia es
pulverulenta, blanca o blanca-amarillenta. El reverso de la colonia muestra un

pigmento rojo o purpura (45)

Caracteristicas microscopicas: Con abundantes hifas delgadas, tabicadas, con
abundantes microconidias o microaleuroconidios (sobre todo en la variedad granulos).
Las microconidias son pocas y ovaladas, estan dispuestas lateralmente en la hifa. Las
macroconidias son alargadas y de paredes delgadas de 4 a 10 septos; las formas
granulosas tienen muchas microconidias (45)(

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Trichophyton
rubrumf(’

Macroscopia de Trichophyton rubrum
creciendo en Agar Sabouraud
extrosa después de 14 dias de
incubacion colonias blancas
algodonosas/esponjosas. [

Microscopia de fenotipos blancos de
T. rubrum (x 400), que muestran
micelio hialino normal, septado y
ramificado, macroconidios y
microconidios (x 400)(]

Fuente: Estrada. Fungal infections, s.f. (45)[]

2.3.5.4. Manifestaciones Clinicas
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2.3.6. Medios de Cultivo

Son medios donde se desarrollara el hongo el cual tiene que tener condiciones y
componentes necesarios y 6ptimos, muchos incluyen derivados de fuentes naturales

como peptona, caseina hidrolizada, extracto de levadura, etc.

Las condiciones basicas para el desarrollo de fungicos de interés medico son:
ambientes aerobios, temperaturas de 22 a 37 °C, medios de cultivos nitrogenados y
carbohidratados y un pH en el intervalo de 6.0 y 6.5, concentraciones de agar que
varia de 15 a 20 g/L. No es necesario la adicion de peptona y el agua comun es de

preferencia ya que posee elementos traza (46)(]

2.3.6.1. Cultivo de Trichophyton rubrum

El ideal para este tipo de hongo el agar Sabouraud con cloruro de sodio al 5%, otros
que se pueden usar son: agar Littman Oxgall, agar peptona 1%, medio de urea de
Christensen. Se estudiaron dos cepas diferentes, una granular, que forma colonias
planas carece de micelio aéreo; la otra mas comun es la aterciopelada que posee

micelio aéreo algodonoso de color blanco. [

La pigmentacion suele estar presente en colores que van desde un rosa, amarillo,
marron hasta un violeta, como también no tenerla. Se distingue al T. rubrum gracias a
que produce un pigmento rojo en agar dextrosa-maiz y forma un halo verde en el
medio de Littman. Cultivos donde se incluya extracto de papa produce pigmento rojo
vino para Trichophyton rubrum mientras que para Trychophyton metagrophytes no.
(47)0]

2.3.6.2. Crecimiento y reproduccidon micoética

La reproduccion en hongos es asexual o sexual (esporas), la mas comun es la
reproduccion asexual también conocida con el término de anamérfica, donde los
nuevos hongos se dividen por mitosis y son idénticos genéticamente al progenitor. Por
su parte los hongos filamentosos se reproducen al fragmentarse las hifas o formando

estructuras sofisticadas llamadas células conididogenas (45).[



Crecimiento: La potencialidad depende de la composicion y condiciones del ambiente

del medio de cultivo de hongos, el crecimiento se mide con un incremento de masa

celular o en el incremento de nimero de células.[!

La curva peso seco versus tiempo presenta diferentes fases como: [

WA

WA

di

Fase lag o retardada: En este caso durante un tiempo no hay cambios debido
a que las células en el nuevo medio necesitan enzimas y coenzimas, las
células individualmente incrementan en tamafno, se vuelven mas activas y
biosintetizan protoplasma. [

Fase logaritmica o exponencial: En esta fase la velocidad del crecimiento y el
acumulo de micelio en peso seco son maximos. Son casi uniformes en cuanto
a caracteristicas fisiologicas la actividad metabdlica, poblacion y la
composicion.

Fase estacionaria: Implica el momento en que se suspende el crecimiento de
la fase exponencial paulatinamente debido al decaimiento de los nutrientes y
al acumulo de subproductos toxicos.[]

Fase de muerte: el acumulo de subproductos toxicos en concentraciones
inhibitorias y el agotamiento de nutrientes para el crecimiento fungico producen

la autolisis del hongo (45).[

Figura 5. Fases de desarrollo de un microorganismo!]
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Fuente: Estrada, Micologia General (45)0



2.3.7. Cepas ATCC

Las cepas Estandar de Control de calidad, garantizan que el microorganismo en el
cultivo, mantenga sus caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, tipicas y que sean
reproducibles y el método de diagndstico pueda ser fiable para la validacion de un

proceso en el laboratorio. M1

O IC T e Td DT OO ) O OO e I O T IO ETn CITIEeT
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d OO LTI (48). O

Las cepas ATCC por sus siglas en ingles American Type Culture Collection, son una
de las colecciones mas importantes a nivel mundial. Se usan como control en
disciplinas farmacéuticas, alimenticias cosméticas, clinicas y ambientales. Dichas
cepas garantizan la autenticidad del microorganismo debido a las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas, lo que hace confiables el uso de productos comerciales o

generados en laboratorio (48)

2.3.8. Medicion de la Actividad Antimicética
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2.3.8.1. Método de difusion en agar

El método consiste en inocular a los microorganismos en la superficie de la placa de
agar, agregando los discos empapados con una concentracion especifica del
antifungico. Las placas se incuban por 18 horas entre los 35 °C a 37 °C. Mientras la

incubacion se realiza, se difunde el antibidtico radialmente del disco a hacia el resto



del agar, por lo que va a disminuir la concentracion a medida que se expande en el

agar.]

Al pasar un tiempo en el medio, la cantidad del antifungico o formulacién es incapaz
de inhibir al germen por lo que termina de avanzar. Por tanto, se puede hallar el
diametro de area de inhibicién alrededor del disco y se categoriza como sensible(S),
intermedio (I) o resistente (R) de acuerdo a las guias establecidas a nivel internacional.
Estos diametros se les conocen como zonas de inhibicion, los cuales son resultados

cuantitativos mientras que su categorizacioén son resultados cualitativos (49)[]

Actualmente se utiliza técnicas como la e-test (AB Biodisk) la cual permite hallazgos
mas precisos y cuantitativos de la concentracion minima inhibitoria en el método de
difusién en agar. Este método se basa en la constante difusién de gradiente de
concentracion de formulacion antimicrobiana procedente de la tira plastica hacia el
agar. El método al comparar con las técnicas en caldo o agar de susceptibilidad
antibidtica es superior. La flexibilidad de este test lo hace reproducible en un amplio

numero de pruebas de susceptibilidad antibidticas que incluye pruebas micaoticas!

2.3.8.2. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria
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Dilucién en caldo

Se realiza mediante macrodilucion o microdilucion a partir de un agente fungico
estandar o diluciones dobles progresivas del agente antimicrobiano o antifungico. Tras
el periodo de incubacion se realizan cultivos en placas consiguientemente se calcula

la Concentracién Minima Inhibitoria y se compara con un control negativo y positivo!(
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2.3.9. Tratamiento en Onicomicosis
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La terbinafina es el farmaco de eleccion para infecciones causadas por Trichophyton
rubrum, ya que también no produce significativas reacciones adversas. Cuando la
infeccidon es grave se utilizan antimicéticos tales como anfotericina B, algunos azoles,
fluocitosina que estos si producen mas efectos adversos e interacciones

farmacoloégicas (51).07

Los antimicéticos comunes utilizados en forma tépica son el esmalte de uias el
ciclopirox 8%, amorolfina 5%, terbinafina 10%, estos son ineficaces en infecciones

avanzadas y graves si se utilizan solas (51).[

2.3.9.1. Mecanismo de accion general de los antimicoticos

Los farmacos antimicéticos inhiben la sintesis de ergosterol que es componente de la
membrana celular fungica. Dependiendo al tipo de antifungico estos actuan en
diferentes etapas de la sintesis. Por ejemplo, antimicéticos polienos alteran la
permeabilidad de la membrana interactuando con el ergosterol; por su parte
imidazoles y triazoles inhiben la sintesis de ergosterol al afectar el sistema citocromo

P450. En el caso de terbinafina, este afecta epoxidando al escualeno (52).(]



Figura 6. Mecanismo de accién de los antifungicos que actian en la via de
sintesis del ergosterol.

]
ESCUALENO Escualeno epoxidasa (ERG 1)
]
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0 (terbinafina)
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2.3.9.2. Clasificacion

La clasificacion de los agentes antifungicos podria ser por su estructura quimica
(polienos, azoles, alilaminas, lilopéptidos, morfolina, derivados de piridona,
benzofurano, tiocarbamato, aceites esenciales, etc.), por su origen (sustancias
producidas por los organismos vivos o quimico derivado). Por su espectro de accion
(espectro amplio o limitado) por su mecanismo de accion (fungistatico o fungicida) o
debido a la via de administracion o el empleo en el anfitrion y por su toxicidad y la

selectividad de su accion. [

2.3.9.3./Descripcion de Antimicoticos representativos y usados en el presente

estudio

a) Azoles



Desde la aparicion de estos farmacos (1978) la terapia de la micosis ha evolucionado,
ya que estos son de espectro amplio, ademas se redujeron las duraciones de

tratamiento y frecuencia de administracion (53).(
Mecanismo de accion de azoles

Alteran la sintesis de ergosterol de la membrana fungica, inhibiendo la monooxidasa
del citocromo P450 (esterol 14-alfa-desmetilasa), en efecto se acumula 14 —
metilesterol, estos rompen la unién estrecha de fosfolipidos, que afecta las funciones

de las enzimas de membrana, inhiben el crecimiento nicético (53)(
o[ | Fluconazol!!

Farmacocinética: Al ser un bis-triazol fluorado su administracion por via oral e
intravenosa, en cuando a la absorcidn las concentraciones plasmaticas son las
mismas, no se ve alterada la biodisponibilidad por alimentos ni por la acidez del
estdmago. La distribucion llega bien a los diferentes compartimentos. En liquido
cefalorraquideo se encontré concentraciones del 50 al 90% de la plasmatica. Las
concentraciones en saliva, el esputo, las ufias y secreciones vaginales son las mismas
que las plasmaticas. Tiene una semivida de eliminacion de 25 horas

aproximadamente, sin cambios en la orina (53)[
Indicaciones y posologia:l]
En pacientes inmunosuprimidos o normales:[]

—L[meningitis criptocdcica [
—/candidiasis vaginall’
—1[Candidiasis de la piell]
—/[Candidiasis faringeal
—I[TRa de ufas(]

—(TiAa del cuerpol]

—[TiAa inguinal ]

La dosis depende a la indicacion, en adultos es entre 100 a 400 mg diarios, en nifios
de 1 a 6 mg/kg. Ademas, se utiliza como profilaxis en pacientes con trasplantes de

médula 6sea.(]



Onicomicosis: 150 mg una vez por semana, suele requerir 3 a 6 meses en manos y

de 6 a 12 meses en pies.[]
Reacciones adversas:

—I[Digestivas: frecuentes (nauseas, diarrea, cefalea y dolor abdominal),
estrefimiento(’

—1[Dermatolégicas: frecuentes (erupciones cutaneas)

—1[Hepaticas: frecuentes (aumento de transaminasas, fosfatasa alcalina); raras

(hepatoxicidad, insuficiencia hepatica)(’
No es recomendable en embarazo ni lactancia (53)C
b) Alilaminas

Este grupo de antimicoticos inhiben la sintesis de ergosterol sobre la enzima
escualeno peroxidasa, ademas la acumulacion de esta enzima aumenta la

permeabilidad de la membrana fungica lo que produce su muerte (54)(]
o] Terbinafina [

Esta indicado por via oral y tépica, principalmente en infecciones dermatofiticas como

tina de las unas, tifa del cuerpo, tifa inguinal, tifa del cuero cabelludo (54)(]
Posologia: En adultos la dosis es de 250 mg/24h y en nifios no recomendado. [’

La duracién de tratamiento de un paciente a otro varia, se prolonga a lo largo de dias

después de la desaparicion de sintomas, va de 2 a 4 semanas generalmente. [’
En la tifa de uias, suele requerir de 6 semanas en manos a 12 semanas en pies/

Farmacocinética: En cuanto a la absorcion alcanza altas concentraciones en plasma
a las 2 horas siguientes a su administracion debido a que es una molécula muy
lipofilica, la biodisponibilidad es ligeramente afectada por la comida y pH del medio.
La terbinafina es altamente liposoluble. Difunde bien sobre la dermis, alcanza
concentraciones altas en foliculos pilosos, pelo y tejido adiposo. Se ha observado que
existen depdsitos en ufias, lo que protegerian de recaidas. Su metabolizacién es en
higado, se excreta fundamentalmente por la orina la vida media de eliminacion es de
17 horas (54).[1

Reacciones adversas: No presenta interacciones farmacologicas significativas(



o[ 1 Digestivas: muy frecuentes, nauseas, sensaciéon de plenitud gastrica,
dispepsia, dolor abdominal, diarrea.’

o[ 1 Dermatolégicas: muy frecuentes, erupciones cutaneas, urticaria, muy raro
reacciones de foto sensibilidad.!

o[ | Hepaticas: raras, insuficiencia hepatica y hepatitis aguda (54 )

En la administracion por via topica, las reacciones adversas son inferiores y se
observaron irritacion, sequedad, quemazon eritema a nivel local. La dosis y frecuencia
con la crema 1% es de 1 vez por dia de una a dos semanas en tifia del cuerpo, inguinal

y candidiasis; y de dos a cuatro veces al dia para tifia de unas (54)L

c) Otros Compuestos
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La duracion recomendada del tratamiento es de hasta 24 semanas en las ufias de las
manos y de hasta 48 semanas en las ufias de los pies. El eritema periungueal y del

pliegue ungueal son los efectos secundarios mas comunes (7)[
¢[] Amorolfina [

La amorolfina pertenece al grupo de las morfolinas de farmacos antimicéticos
sintéticos y exhibe actividad fungistatica y fungicida de amplio espectro. Inhibe las
enzimas delta 14 reductasa y delta 8 y delta 7 isomerasa en la via biosintética del
ergosterol y es fungicida contra C. albicans y T. mentagrophytes. Esta disponible en
forma de laca al 5% y se aplica a la ufia afectada una o dos veces por semana durante
6 a 12 meses, después de eliminar la mayor cantidad posible de areas enfermas de
la ufia mediante un limado suave. Persiste en la ufa durante 14 dias una vez finalizado
el tratamiento. Se ha demostrado que la laca de uias de amorolfina es eficaz en
alrededor del 50% de los casos de onicomicosis distal de las ufias de manos y pies
(7)1



2.3.10. Aparato ungueal
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Figura 7. Partes del aparato ungueal (]

OOOOIOID MM Cr DO OO0 000 0000 OmO0000mMmO000m

2.3.11. Formas farmaceéuticas para la administracion ungular
a) Soluciones
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c) Parches
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d) Polvos
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e) Esmalte de ufias
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Pardmetros y atributos a evaluar en el esmalte de ufias
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Valoraciones del esmalte de ufias
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2.3.12. Formulacion de esmaltes de ufias
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2.3.12.1. Excipientes dentro de la formulacion
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2.3.12.2. Esmalte de ufias de hidroxipropilquitosano
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2.4. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES

3.1.1. Muestra vegetal
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3.1.2. Muestra microbioldgica
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3.1.3. Patrén comparativo antimicético
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3.2. MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

3.2.1. Materiales de campo
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3.2.3. Equipos de laboratorio
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3.2.4. Insumos para la elaboracion del esmalte
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3.2.5. Otros materiales
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3.3. DISENO METODOLOGICO

3.3.1. Tipo de investigacion
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3.3.2. Disefio de la investigacion

3.3.2.1. Disefio de la Prueba antimicdtica de los aceites esenciales
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Tabla 5. Disefio de Post prueba y Grupo control del aceite esencial de las hojas
de Flourensia polycephala Dillon (Pauca)
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Tabla 6. Disefio de post pruebay grupo control del aceite esencial de las hojas
de Lepechinia meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia)
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3.3.2.2. Disefo de la prueba antimicotica del esmalte elaborado en base a los
aceites esenciales de Flourensia polycephala Dillon (Pauca) y Lepechinia
Walpers Epling (Puna salvia)

Tabla 7. Disefio de post pruebay grupo control del esmalte de ufias elaborado
con los aceites esenciales
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IDENTIFICACION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

3.4.1. Variables Implicadas

3.4.1.1. Variables Independientes
|. CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS
SECAS DE Flourensia polycephala Dillon (Pauca)

Definicion Conceptual
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Definicion Operacional
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. CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL OBTENIDA DE LAS HOJAS
SECAS DE Lepechinia meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia)
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Ill. CONCENTRACION DE LOS ACEITES ESENCIALES OBTENIDAS DE LAS
HOJAS SECAS DE Flourensia polycephala Dillon (Pauca) Y Lepechinia
meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia); Y DEL HIDROXIPROPILQUITOSANO
EN EL ESMALTE DE UNAS
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3.4.1.2. Variables dependientes
.  ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Flourensia
polycephala Dillon (Pauca) FRENTE A CEPAS DE Trichophyton rubrum

Definicion Conceptual

DoOd Cd td O mnd CCFlourensia  polycephalalD i D e

O OO0 0d Cr [0 O T OO OO oo d OO T Crd Cd CCTd O

oI od OO Trichophyton rubrum CCCTIEd D0 CT O CET e D] I Cr o d T
T Cd i OO0 O OO OO
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B. METODO DE MADRODILUCION
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. ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Lepechinia
meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia) FRENTE A CEPAS DE

Trichophyton rubrum
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. METODO DE DISCO DIFUSION

Definicion Operacional
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. METODO DE MACRODILUCION
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. ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ESMALTE DE UNAS ELABORADO CON
LOS ACEITES ESENCIALES

Definicion Conceptual
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A. DIMENCIONES DE LOS HALOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO
MICOTICO

Definicion Conceptual
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Definicion Operacional
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V. CARACTERIZACION DEL ESMALTE DE UNAS
A. PARAMETROS ORGANOLEPTICOS
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B. PARAMETROS FISICOQUIMICOS
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o[ [T CHTOCT IO CE I ]

o[ [J [id I (AT
o[ I TIMMR OO0

o[ IR0 O (M Cd (MO 00 Omi0

o[ Urd i momd O Dol oD O O ([0 COM 0 e Cd OO0 Cd 00 OOmed OO0
0 OO

o[ O L TIOMIOITI O e (d OO (0

o[ RODOOmOOIOmD MO d OIInOIImOO000mE0 COO0MCd OO IIoInmmom
(O I OO0 OO 00000 MOMIOIO0 OOMOO I M Crd 000

Estabilidad

Definicién Conceptual

OO Mol [ O momd Col 000 O OO0 O Ood Cr 00 d 0000 000 OO0 Ommed
OO e o [Tel O Ot COOOOC T OO I OOOOMO OO0 MO0
O [ OOMIOm OO 0000 000d 000 d Cr 00 O OO0 O OO0 0 00 d M0 000000 0000 e

0 OO T O0mmOd F O OO0C0 O OO0 O OO OO

Definicién Operacional

o[ [ LTI C T ]

o[ [ [d I (AT

o[ JLT T LI [

o[ [MIAC O O Cdd [ CHc

o[ OrId I IO O Cd MO O OO OO IDIImOmH (d O COmIned I

o[ O JMOIIOM T MOEM OOCe 000 OOOOO0MI I 100 e O M (O (1
O O e
Mr 00 00 Ord O Cd Cd (0 D00 OO [ OC0 OO 0UD Mmoo

Suavidad Para Fluir
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C. CONTROL MICROBIOLOGICO
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3.4.2. Variables no implicadas

3.4.2.1. Variables intervinientes

l. Del Hongo
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4.4.2.2. Criterios de inclusién y exclusion
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Tabla 8. Operacionalizacién de Variables

esmalte de ufas [

esmalte de ufas.[]

SUB MEDICION EXPRESION
VARIABLES INDICADORES INDICADORES NATURALEZA FINAL DE LA
FORMA ESCALA PROCEDIMIENTO INSTRUMENTO VARIABLE
Cog‘;:le:égizg on Se procedié a medir
esencial de Volumen del el volumen de aceite 90. 80. 70 50. 30
L . aceite esencial I . — | Proporcién o esencial de . . O
epechinia g O Cuantitativall Directal] X . . Micropipetall 20y 10% de aceite
mevenii de Lepechinia razon(] Lepechinia meyenii esencial de [
4 . meyeniilJ (Walpers) Epling
(Walpers) Epling para cada disco,[]
(puna salvia)[l )
Concentracion Volumen del Se procedi6 a medir
n del aceite . . el volumen de aceite
w esencial de aceite esencial Proporcion o esencial de 90, 80, 70, 50, 30,
'E El ; de Flourensia 0 Cuantitativall Directal] pore . Micropipetal 20y 10% de aceite
Z ourensia polycephala razén(l Flourensia esencial
= polycephala : polycephala Dillon
o Dillon(]
E Dillon (pauca)( para cada discol]
o 0.5%, 1%. 2% de
2 22?55?;2?{22 Se procedié a medir concentracion de
esenciales de el volumen de los aceites y'!
| epechinia aceites esenciales .
pechir 0 Y . | Proporcion o los cuales se o 5% de
meyenii y Porcentaiel 0 Cuantitativall Directa razéns] incluiran en la Micropipetal] . o
Flourensia J formulacion y hidropropilquitosano
polycephala elaboracion del en la formulacion de
Dillon en el

esmaltel]
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SUB MEDICIONT] EXPRESION FINAL DE LA
VARIABLES INDICADORES " | \\picapres | NATURALEZA I ropmA [ ESCALAL PROCEDIMIENTO INSTRUMENTO VARIABLE
Diametro del halo Se procedié a medir los diametros Susceptible: 220 mm!
R de los halos de inhibicion del Susceptible-Dependiente de la dosis:
. s . de inhibicién del - . . i s .
Actividad antimicoética del aceite crecimiento Cualitatival! Directal] Nominal(! crecimiento fungico generado por Vernier 15-19 mm(J
esencial de Lepechinia meyenii fingico. [ las distintas concentraciones del Intermedio: 15 - 19 mm{J
(Walpers) Epling frente a cepas de gico. aceite esencial.[] Resistente: <14 mm[
Trichophyton rubrumr .. . ) Ficha de .
cMID - Cuantitativar Directar Proporglon Se observo el grado de turbidez de recoleccion de Grado de turbidez[
o razoén(] los tubos(] [
Datos[]
Diametro del halo Se procedié a medir los diametros Susceptible: 220 mm(]
de inhibicion del de los halos de inhibicién del Susceptible-Dependiente de la dosis:
Actividad antimicética del aceite crecimiento ] Cualitativarl Directal] Nominalll crecimiento fUngico generado por Vernier( 15-19 mm0J
esencial de Flourensia polycephala funaico. 0 las distintas concentraciones del Intermedio: 15 - 19 mm(J
Dillon frente a cepas de gico. aceite esencial.[] Resistente: <14 mm({J
Trichophyton rubrum(] . . h Ficha de
CMIC O Cuantitativarl Directa] Propor(l:lon Se observé el grado de turbidez de recoleccioén de Grado de turbidez(
o razoénl] los tubos(]
Datos!]
Act|V|~dad antimicotica del esmalte . Susceptible: 220 mm
de ufias elaborado a base de los Diametro de los s idi6 los dia de los hal s ible-D di de la dosis:
aceites esenciales de Lepechinia halos de inhibicién - ] . € micio los |ametr<_)s_ € los halos . usceptible-Dependiente de la dosis:
. A o Cualitativall Directal’ Nominal[l | de inhibicién del crecimiento fungico Vernier 15 -19 mm0J
Meyenii (Walpers) Epling y del crecimiento ~ o
; ; A generado por el esmalte de ufias.[] Intermedio: 15 - 19 mm(J
Flourensia polycephala Dillon frente fangico X .
; Resistente: <14 mm(J
O a cepas de Trichophyton rubrum
& Tomar una muestra en una placa de Ficha de
= COLOR Cualitativarl Directal] Nominal(! - p recoleccion de Conforme / no conforme
=z vidrio y observar el color] d
o atos(]
o Parametro Con una tira de papel introducir en Ficha de
z o OLOR([J Cualitativar] Directar] Nominal(] la muestra determinar las recoleccioén de Caracteristico/No caracteristico’
Organolépticos(’] C
& caracteristicas del olor(] datos!]
e - . ) Observacion contra luz presencia Ficha_ge
Aspectol] Cualitatival Directal’ Nominal(} . . recoleccién de Conforme / no conforme(’
de particulas o turbidez datos ]
pHO Cuantitativa’) Indirecta’] razéni dpetetrmma: eldvallor del ptH pH-metrol] Valor del pH ?entrol del valor de
Parametros irectamente de la muestra — referencial’
. s = icha de
Fisicoquimicost | qiopiligad | Cualitativa | Directas | Nominal~ | antener el esmalte de ufasa30 | oo 1cciin de Estable/Inestabler
C durante 30 dias
- Datos(]
Caracterizacion del esmalte de ufias ' Verter la muestra sobre una placa Placas de Vidrio
Suavidad ok . . - ! de Dos
. Cuantitatival Indirectal! Razon(] de vidrio de 1.5 y esperar el tiempo Segundos’]
para Fluirl de recorrido de la medida.(] pulgadas y
) cronometrol |
se aplico el esmalte en la superficie Susce tillf_cggﬁgrﬁi:fgﬂzc dosis:
Otros parametros!] Modelo de ok . . del disco de ufia, las placas se . P p ’
) Cuantitatival Directal razén(] . . . o Vernierll 15 -19 mmU
penetracion’| incubaran durante 7 dias a 25 °C y .
. T Intermedio: 15 - 19 mm(J
se mediran los halos de inhibicion( | X X
Resistente: <14 mm(J
Tiempo de Se tomo el tiempo con ayuda de un
seCZdo Cuantitativall Indirectal | razénl| cronometro para formar una pelicula Cronometro(] Segundos o Minutos!|
_ seca al tacto en la ufia’]
Control Ficha de Presencia o ausencia de
microbioldgicol] O Cualitatival Indirectal! NominallJ Siembra del esmalte de ufias’] recoleccion de Microorganismos mesofilos, P.
datos!] aeruginosa, S. aureus, E. coli, ||




Tabla 9. Variables no Implicadas

en estudiol]

Estadio de crecimientol]

lugar de recoleccion(]
temporada de recoleccion(]
Técnica de recoleccion(]

parte de las plantas a estudiar(}

VARIABLES INTERVINIENTES | NATURALEZA FORMA DE MEDICION ESCALA DE MEDICION EXPRESION FINAL
Caracteristicas del Hongo Cualitatival Directal] Nominal(] Cepas estandar de

Tipo de cepa [ Trichophyton rubrum ATCC
Medios de cultivo [ 28188(]

Temperatura de incubacion

Estado de crecimientol

Caracteristicas de las plantas | Cualitatival’ Directall Nominal[l Hojas y Flores sanas, libre de

danos evidentes!’
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3.5. PROCEDIMIENTO

3.5.1. Recoleccion de la muestra
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e[ 1 Las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Pauca), se recolectaron en el mes
de marzo - abril, en la comunidad de Pinagua distrito de Oropeza, provincia de
Quispicanchi, departamento del Cusco, a una altitud de 3510 m s. n. m.[1T]
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e[ 1 Las hojas y flores de Lepechinia meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia) se
recolectaron en el mes de marzo- abril aquellas plantas que crecen en el centro

poblado de Amparaes, Distrito de Lares, provincia de Calca, region Cusco a

una altitud 4244 msnm y coordenadas ([T OO O
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3.5.2. Seleccién y secado de la muestra
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3.5.5. Determinacion del porcentaje de rendimiento
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3.5.6. Pruebas de solubilidad
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Tabla 10. Solventes parala prueba de solubilidad
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Fuente: Elaboracién propia basado en Guia de Laboratorio de Quimica
Organica;2018.1]



3.5.7. Determinacion de las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de
los aceites esenciales
3.5.7.1. Caracteristicas organolépticas
e[| Apariencia: Se utilizé el analisis visual para examinar la apariencia.[]
o[ 1 Color: Se sostuvo un tubo de ensayo limpio, se llen6 hasta 2/3 de su capacidad
con aceite esencial y mantener hacia la luz para revelar el color.[]
o] Olor: Se insert6 un trozo de papel de 10cm x 1cm en la muestra, colocandose
en un extremo y se inhalo.[]
e[ 1 Sabor: Se consumira una cantidad considerable de aceite esencial y se

valorara con el sentido del gusto (78)[]

. 3.5.7.2. Caracteristicas fisicoquimicas
Las siguientes pruebas se realizaron en el laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de

la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco:[]

l. Determinacién De La Densidad
Densidad de masa (p) de una sustancia es la razén de su masa por su volumen, a
20°C (79)0

Meétodo picnométrico:

e[1 Se pesd un picnometro de 10 ml no contaminado, seco y calibrado. La
calibracion implica determinar la masa del picnédmetro vacio y la masa de su
contenido utilizando agua a una temperatura de 20°C.[]

e[ 1 Se anadio la muestra de aceite esencial al picndmetro. Una vez que alcance
los 20 °C, pese el objeto; la masa del AE sera igual a la resta del picnémetro
lleno menos el vacio (Ver Fotografias 7 y 8)[1

o[ 1 Se utilizé la densidad relativa para calcular la densidad de masa (79)[

Il. indice De Refraccion
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.  Rotacién Optica
Se diluyo el aceite esencial en metanol al 99% para hallar el poder rotatorio especifico,
este conocido como el angulo en el que gira el plano de polarizacion de la luz después
de pasar a través de una solucion de aceite esencial que tiene 1 dm de espesor y

contiene 1 g de ingrediente activo por mililitro (81)(]

Esta relacionada a una longitud de onda particular de luz y se mide en grados vy
minutos a una temperatura, normalmente 20°C. Viene dada por la ecuacion siguiente
(81):00

AxV [

20°C _
(Wp" - = LxP

Donde: [

O MO0 O OmCmOmmOC e Cod D0 Od OO

IO IO [ CCCd O O (I
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O] OCTO TG IO T T T e T
tJ

IV. indice De Acidez
Hace referencia al nivel de acidez del aceite esencial y se entiende como la cantidad

de mg de KOH necesarios para neutralizar la acidez presente en 1g de aceite esencial
(82)17

V. indice De Saponificacion
Es la suma de los indices de acidez y de éster, este ultimo término definido como la
cantidad de mg de KOH suficientes para la saponificacion de los esteres presentes en

1g de aceite esencial (83).[!

3.5.8. Determinacion de la composicion quimica de los aceites esenciales por

cromatografia de gases - espectrometria de masas (CG-SM)

Este método utiliza la diferencia en la distribucion de especies de una mezcla entre
dos fases inmiscibles como base para el proceso de separacion. La fase estacionaria
en la columna es la fase estacionaria y la fase movil es el gas portador que se mueve

a través de ella. Asi mismo se fundamenta es la distribucidon de masa, la exclusiéon de



tamano o el mecanismo de adsorcion. Es aplicable a sustancias y sus derivados
utilizados para identificaciéon, pruebas de pureza y cuantificacion que se evaporan a
temperaturas que se manejan (70). Es utilizado el CG para cuantificar los
componentes mayoritarios y principales de los aceites esenciales en estudio que son

particularmente importantes para la calidad de estos(

Los aceites esenciales fueron analizados en el laboratorio de cromatografia y
espectrometria — Pabellén de Control de Calidad de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco (Ver Anexos 2, 3y 4).[]

3.5.9. Determinacion de la actividad antimicoOtica del aceite esencial de
Lepechinia meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia) y Flourensia polycephala
Dillon (Pauca) sobre Trichophyton rubrum ATCC 28188, por disco difusién

A nivel mundial, es el método mas comun utilizado para las pruebas de sensibilidad a
los antifungicos, ya que proporciona resultados de caracter cuantitativos al leer la zona
de inhibicibn y ademas ofrece una clasificacion interpretativa cualitativa, como
sensibilidad o resistencia, modificaciones a los protocolos de los documentos del
Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI) M38-A y el Subcomité
de Pruebas de Susceptibilidad Antifungica del Comité Europeo de Pruebas de
Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST) que generalmente se aplican a mohos y
levaduras fermentativas, para ajustar las condiciones para el crecimiento de

dermatofitos. [
Fundamento:

Sobre la superficie de agar de una placa Petri que ya ha sido inoculada con
microorganismos se colocan discos de papel empapados con distintos agentes
antifungicos. El filtro absorbe agua y el agente antifungico se difunde en el agar
cuando el disco empapado en antifungico entra en contacto con la superficie humeda

del agar!]

Como resultado de la completa dispersion de los antimicéticos en todo el espesor del
agar, se produce un gradiente de concentracién. En el caso de agentes antimicéticos
la incubacion es de 7 a 14 dias y se observara que los discos pueden estar rodeados

0 no por una zona inhibidora del crecimiento antimicotico (49).(



Tabla 11. Método de Disco Difusion

ESPECIFICACIONES Trichophyton rubrum

Patron positivol Terbinafinall

Patrén negativol Etanol 96°

Medio de cultivo(] Agar Sabouraud Dextrosa Emmons!(]
Tiempo de Crecimientol] 7-14 dias’

Temperaturall 25-30°CL

Lectural’ Diametro de los halos en mm(!

Fuente: Recopilacion basada en Trichophyton rubrum derivado de ATCC® 28188
microbiologics (Ver Anexo 5y 7) (84)[]

3.5.9.1. Activacién de cepas de Trichophyton rubrum
I Las cepas se sembraron en agar Sabouraud. [
1 Se llevé a un proceso de incubacién a 25 °C por 7 a 14 dias para corroborar su
viabilidad. [
) Posteriormente se reprodujeron en placas de Agar Sabouraud, conservandose
de 2 a 8 °C (Ver Anexo 6) (Ver Fotografias 11y 12) (84).[]

3.5.9.2. Preparacion del inoculo

Las cepas activadas de Trichophyton rubrum fueron extraidas. Luego las placas se
cubrieron con 5 mL de agua destilada estéril y la superficie sera ligeramente raspada
con un asa estéril o un hisopo. La mezcla de conidios y fragmentos de hifas se filtraran
a través de un papel filtro de 8 um y recogié en tubo de ensayo estéril. Este
procedimiento eliminara la mayoria de las hifas, produciendo in6culos compuestos
principalmente de esporas. Partiendo de una longitud de onda de 530 nm y una
transmitancia del 68 al 70% en el espectrofotometro, la turbidez final del indculo se

ajustara a una escala de 0,5 de McFarland (Ver Fotografia 13) (49)C

3.5.9.3. Preparacion de los discos de sensibilidad
1 Se prepararon discos de papel filtro de un diametro de 6 mm (Schleicher &
Schuell, Espana)(]
1 Se pes6 2 mg de terbinafina (patrén) y se diluyo en 1 mL de metanol [



) Los aceites esenciales fueron diluidos en etanol 96°, con las siguientes
concentraciones: 90, 80, 70, 50, 30,20y 10% [

M Los discos fueron impregnados con las diferentes concentraciones de aceite y
del patrén con los que se trabajaran, se colocaran 5 uL de concentracion en
cada cara del disco, con un total de 10 uL por disco de concentracion
preparada. [

] Después se secaron por siete horas a temperatura ambiente, se colocé sobre
la superficie de agar (Ver Fotografia 16) (49)0

Tabla 12. Concentracion del aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walpers)
Epling (Puna salvia) por disco

Concentracion Concentracion Aceite Etanol 96° (1 | uL /DISCO]
del aceite | del aceite | esencial (pL)

esencial (%)[] esencial (v/iv)[] | (ML)O

900 900ul/ml(] 900! 1000 100

800! 800ul/mlL] 800(] 20001 100

700 700ul/ml(] 700(] 3000 100}

5001 500ul/mlC] 50007 50007 100

3001 300ul/mlC] 3000 70007 100

200 200ul/mlr 20001 800(] 1001

100 100ul/mlT] 100(] 9001 1001

Fuente: Elaborado en base a ([ 1T MO O0MR CAr OO0

Tabla 13. Concentracion del aceite esencial de Flourensia polycephala Dillon
(Pauca) por disco

Concentracion Concentracion Aceite Etanol 96° [1 | yL /DISCO]
del aceite | del aceite | esencial (pL) O

esencial (%) esencial (v/v)[1 | (uL)0]

9007 900ul/ml(] 90001 10007 100

8017 800ul/ml] 80007 20007 1007

7077 700ul/ml(] 70077 30017 1007

5007 500ul/ml(] 5007 50007 100

3007 300ul/ml] 30007 7000 100

2017 200ul/ml(] 20007 80017 1007

1007 100ul/ml[] 10007 900 100




Fuente: Elaborado en base a O T IM O d I IR Cd e OO0

3.5.9.4. Inoculacion al medio de cultivo
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3.5.9.5. Incubacion
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3.5.9.6. Lecturade los halos de inhibicion e interpretacion de resultados
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Tabla 14. Categoria interpretativa de la zona de inhibicion segun las directrices
del CLSI
Categoria interpretativa Diametro de la zona (mm)
Susceptible(] 220 mm[J

Ao D rrred remrd Crmd cerm | 15 -19 mmid

(T Cd ] 15-19 mm0J

ROOmmmomo <14 mm([]

Fuente: Estandares proporcionados por la CLSI. Directriz M44. 2018 (49).[]

3.5.10. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los aceites
esenciales por el método de Macrodilucion
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3.5.10.1. Lectura e interpretacién de la CMI
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Tabla 15. Método de Macro diluciéon en Caldo Sabouraud

ESPECIFICACIONES Trichophyton rubrum
Método!] Macrodilucion

Control positivol’ Terbinafinall

Control negativo’ Etanol 96°

Medio de cultivo’’ Caldo Sabouraud'!
Temperatural OO MO [D O [
Punto de Lectural’ Grado de turbidez!




Fuente: Recopilacion basada en Ficha técnica CLId D T Cd M e e

(1T

Tabla 16. Determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria del aceite
esencial de Flourensia polycephala Dillon (Pauca)

Principio Activo | Concentraciones Concentraciones | Numero de tubos
del aceite esencial | del aceite | para cada
(%) esencial(v/v) concentraciéon
O o ed 90% 0 900ul/mlIr] 30
Flourensia 80%! 800ul/mlIr] 30
polycephala Dillon | 70%!( 700ul/ml] 30
(pauca)l! 50%!] 500ul/ml(] 30
30%!] 300ul/mlIr] 30
20% 200ul/mlIr] 30
10%1] 100ul/ml(] 30

Fuente: Elaborado en base a D 1T M d IR Cdr O ]

Tabla 17. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite
esencial de Lepechinia meyenii (Walpers) Epling (Puna salvia)

Principio activo | Concentraciones Concentraciones | Numero de tubos
del aceite esencial | del aceite | para cada
(%) esencial (v/v) concentracion

O Tmrd ] 90% 0 900ul/ml] 30

hqee@icn'};”uig ] 80%0 800ul/mi~ 30

L] MO 70% 0 700ul/ml] 30

E[mmm 50% 500ul/mi - 30

. 30%1 300ul/ml] 310
20% 200ul/mlIr] 30
10%1 100ul/mI(] 30

Fuente: Elaborado en base a [ T MO IOOMTR Cd O]

3.5.11. Preformulacién del esmalte de uilas

Se realizaron ensayos de preformulacion para obtener el esmalte de ufias ideal,

durante esta etapa se seleccionaran los excipientes junto al hidroxipropilquitosano que

seran compatibles con los aceites esenciales y que cumplan con los requisitos

establecidos. Asimismo, se tomo en cuenta las Concentraciones minimas inhibitorias



de cada aceite, que se determiné en el estudio de sensibilidad fungica y se procedié

a formular los esmaltes de ufa (Ver Fotografias 27, 28 y 29). [

Se considera como referencia la patente europea inventada por MAILLAND (85),
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"TTEl codisolvente utilizado (etanol96°) en combinacion con agua esta
presente tipicamente en una cantidad de preferiblemente de 35 a 70 %
en peso en peso del agua para impartir las propiedades indicadas
anteriormente. (]

dTLos potenciadores de la penetracion (DMSO y acetato de etilo), pueden
utilizar en una cantidad de 1 a 5 % en peso en peso de la composicién

total.[”

La composicién de la presente invencion consiste en los componentes a, b, c y d,

cuyos porcentajes suman por lo tanto 100.[]
Estudio de compatibilidad aceites esenciales- excipientes

Se almacenaron a las temperaturas prescritas (5 °C y 10 °C) durante al menos 1 hora.
Se tomaran imagenes de las muestras antes y después del tiempo de exposicion a

cada temperatura para evaluar el aspecto de la solucion (85)

3.5.12. Formulacion del esmalte de uiias
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Flujograma 1. Elaboracion del esmalte de ufias con los aceites esenciales de
Flourensia polycephala Dillon y Lepechinia meyenii (Walpers) Epling

OOOORULOUIDLMEM UL

Dowoono

OO OO Omr 0
HiIRNIRIIRRAR

OO Omod oo
[ DO OO m

Or O O

I e e O O A e B

D0 00000 MO0 00000 000
L O T T

000 [eod T O O
CTITTd CTT T e

O O DO (d DO OO e
Lo e e e

O Cr OO OO O

OO0 OO0 OO0 Cr 00mod D0 MOoo g
O 00 D0mDM OO OO0 I
OO OO0 OO0 O OO0 0
o EERRRE RN Lo
rOCE I e

arrdirr?

OO e [ O O

OO T T T Cd O T OO e T 0

v

(OO
[]
. OO O OO0 O OOA0m

MO0 M Cr OO o 0 M OO0

maln
[ 000 000 Cd e
Orrderdo OO Cod 00 EREEN
0 \ O CIIIFD CTdr)
. \
O OO

OO IO O Lo




3.5.13. Evaluacion In Vitro de la actividad antimicética del esmalte de uias
por el método de Difusion en agar

Los esmaltes de ufia formulados con la mezcla de los aceites esenciales de Flourensia
polycephala Dillon y Lepechinia meyeni (Walpers) Epling a concentraciones minimas
inhibitorias respectivas, hidroxipropilquitosano, entre otros excipientes compatibles
entre si; fueron los 3 esmaltes mencionados en el punto 3.6.11. se llevd a una

evaluacion in vitro por el método de disco difusion [
Procedimiento:

1 Se impregnaron en discos de 6 milimetros de didmetro que después se
aplicaran en la superficie de agar Sabouraud, una vez listo se llevaron a
incubacion por siete dias a 25 °CL

1 Ciclopirox al 8% fue el patrén positivo a comparar la actividad antimicaética, vy el
esmalte base se incluira como control negativo. [

1 El ensayo se llevd a cabo por triplicado, asi mismo, nos ayudamos con un

vernier para medir el diametro en milimetros (49)(

3.5.14. Caracterizacion del esmalte de ufias
Son pruebas que determinaron la calidad del esmalte de ufas, las muestras fueron
analizadas en el laboratorio con las siguientes indicaciones y comparadas con un

esmalte patrén base:[]

3.5.14.1. Parametros Organolépticos
¢[] Color: Uniforme, no se altera durante la vida media de la laca mientras su
almacenamiento y no deja residuos.[
o[ 1 Olor: Tienen que ser propios de sus especies y géneros al cual pertenecen los
componentes del esmalte en el transcurso de su almacenamiento’]
o[ 1 Apariencia: De consistencia homogénea que no exista separacion de fases (Ver
Fotografia 32) (67)C

3.5.14.2. Pardmetros Fisicoquimicos

ol | [

O d L e OO O Cdd Crd T [Tse encargara de medir el voltaje

producido por su preparacion cosmética, comparandolo con el voltaje producido

por soluciones de calibracion (Ver Fotografia 34) (67)(
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Se realiz6 un estudio de estabilidad acelerado donde segun la OMS y la ICH sugieren

que los esmaltes de unas formulados seran almacenados a una temperatura de 401

CITE ) Cd Ed I [T por 15 dias. En el transcurso y al final se evaluara

que los parametros organolépticos no estén alterados tampoco se hayan formado

fases, ni sedimentacion (57)0

3.5.14.3. Otros parametros

o[ | MdUITId IO e d CE

El hidroxipropilquitosano aparte de ser el formador de pelicula se utilizé por estudios
donde indican que es muy buen potenciador en la penetracion de ufias, lo que se

espera evaluar con esta prueba, ademas de la eficacia y liberacion del activo (5)[0
Procedimiento:

[1)Se crearon discos ungueales humanas de 6 milimetros. [

[1TSe prepard placas de agar Sabouraud inoculado con el hongo a estudiar (T.
rubrum)(]

ITEl esmalte fue aplicado en dichos discos, luego estas placas se llevaran a
incubacion por siete dias a 25°C, para después medir las zonas de inhibicién
(Ver Fotografia 37) (1)0
[

o] DD Od MmO d D

Procedimiento:]

1. Sobre portaobjetos se aplicé una muestra de pelicula del esmalte utilizando un

pincel.[]

2. Con la ayuda de un cronometro controlamos el tiempo que forma una capa seca al
tacto (Ver Fotografia 36) (72)()

O

[
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Procedimiento

1. Un poco de esmalte sera vertido de una altura de 4 cm, la placa Petri sera puesta

en forma vertical.[]

2. Se controlara los minutos o segundos que demora en expandirse sobre la placa

comparandola con el esmalte comercial (Ver Fotografia 35) (72)(
o MIr I I

Las pruebas microbiolégicas de productos no estériles se realizaron de acuerdo con
las pautas para pruebas microbiolégicas generales y pruebas microbiolégicas
especializadas. Se tomaran en cuenta los criterios de aceptacion para formulaciones
no estériles tales como microorganismos aerobicos totales (RTMA) y los hongos y
levaduras filamentosos (RTCHL), asi como microorganismos especificos (E. coli, S.

aureus y P. aeruginosa) (65)[]

Procedimiento
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Flujograma 2. Procedimiento de la Investigacién
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3.6. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
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ESMALTE DE UNAS]
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3.7. TECNICAS DE ANALISIS DE DATOS
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
4.1. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE Flourensia
polycephala Dillon y Lepechinia meyenii (Walpers) Epling

Cuadro 1.[Porcentaje de humedad de las hojas de Flourensia polycephala Dillon
y Lepechinia meyenii (Walpers) Epling[]

Peso de | Peso de Promedio
Especies N° de la la % de o
S de % de
Vegetales | determinaciones | muestra | muestra | humedad
humedad
fresca seca
10 01,2 O 74,25 %]
Flourensia 50059 2899 25 %
polycephala 20 5,001 gll| 1,294 gl 74,13 %1 | 74,16 %[
Dillon [
ion 30 50089 1| 1,296 91| 7412 %"
Lepechinia 10 5,009 giJ| 1,6859gl]| 66,36 %!
meyenii o o
(Walpers) 201 5,004 g[1| 1,665gl1| 66,73 %[1| 66,71 %[
Epling™] 30 5,006 g'1| 1,650 g]| 67,04 %[
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4.2. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE Flourensia polycephala Dillon y Lepechinia meyenii (Walpers)
Epling[l

Cuadro 2. Determinacion del porcentaje de rendimiento de los aceites
esenciales
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4.3. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS ACEITES ESENCIALES

Cuadro 3. Caracteristicas organolépticas de los aceites esenciales
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4.4. ANALISIS FISICOQUIMICO DE LOS ACEITES ESENCIALES

Cuadro 4. Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales
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4.5. DETERMINACION DE LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DE LOS ACEITES
ESENCIALES
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Cuadro 5. Grado de solubilidad de los aceites esenciales

SOLVENTE GRADO DE SOLUBILIDAD

Flourensia polycephala | Lepechinia meyenii
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4.6.

DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES

ESENCIALES POR EL METODO DE CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO
A ESPECTROMETRIA DE GASES

Cuadro 6. Composicion quimica del aceite esencial de Lepechinia meyenii
(Walpers) Epling
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Cuadro 7. Composicion Quimica del aceite esencial de Flourensia polycephala

Dillon
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

OO d e OO0 OO OO COOOm e OO d e OO0 OO ImOImO0 o e
CE O T O O e O oA D I e e C e

(OO0 Mo OO0 DOm0 OO O OO MO OO0 OCd Omoa0 O
(D COM OO od OCd O OO aOmCd OO0 OO oo mod Crd C00d O
1 o

OCr UL, meyenii MmO (OO0 ) 48 00 MO00MHOImO DOm0 00000000 O 0 000D
M00d O0d 00 OOMImODOmO O Or 000000000 DOmOOmD MOOO00Imhd Mmoo O O
O DO (el 0D Cd OO0 D 000 COO00MHIn0 . O OO0 OI0oImo - ([

(0 OO0 OO0 OO0 OO Id Cd D000 O OO OO0 OO (0

L. meyeni. ]

OO O MO O IO T Cmd DR, polycephalat o) CEmar o Crie] Crcre] Crr

O O MO OO0 OO0 OO OO M O0d O OmiD M OO000MOI0 OO0

M Cr OO0 QMImOOmHD MOOOO00mE OO (0 COOmoIe

O T e T d CE T d T d DO T C L id T Lepechinia meyeniil]

componentes como: BT OO e COCmieTm i

0 Od Cr 00000 Os0@&| - B INMOOOMOImO0 OO0 OO0 0000000 OC0r 0 0 oo0d 00
dlITIcareno (19.45%) y ol T (]

O CIE T CI T ) e e O T CC T T e O [ era e

(MO0 [ OOMIOOIE0 - (o 00 MOOOmWHimOs oD 000 O0000mmIo0

D00 0000r0D OO OO0Omcd. Mo 000 0 00000eor 000 Odr OO0 00

(OO OOOOO00 OO OO OO0 OO0 OOOMOOOTIB OOMMOO0m 00000, ol

IO e CE T CIC CICT CEEI I CCC T ICTITICT C iAC TCs e T I C e CE]

L. meyenii(TTF. polycephala 1 11 I (T 0 d O CC T Td Cd (T
OO A0 OO OO O O COOMC 0 (0 OO0 (000 Cd DO

CICTT (] e A CICIC T e (T I CEO T I T CC I C T ]
d OO0 0000 d OO OO M O mEmd Ood OmmmEcr fd O OCd OO
(I (O i Cd O e OO O

O 000d OO od OO O Td Od O o OO 0 OO0 o OO e
OO OO mmETTd 00 O0d OO0 Cr00d Cr [0 0 O [ O OO O [ e




d OO O CCd O OO [OOmOe T 0ed Cr O CI OO o O d O e O e
(1] [ O O O O OO o d Od 00w mOd O0O00mor0 0000000
Cr MO MO mOCd O [0 Od O O [0 OO000m W O0Cr OO OO OO oo

O OO OO OO OO0 RO I (O OO T 0 000000mes

Cr OO OO oC Od OO0 00 Cr OO0 OO0 OO OO OO OO
OO OO OO COmmCr OO OO mOOOmOI OO md Od O O OCed O00O0mO0mo
0 O Motd O 0 OO0 OO OO OO O OO OO O IO O MO0

OO OO0 00 Cr D000 OO0 0d 000 O OO0 O e O

MO0 O OO OO0 Cd (OO0 OO OO OO OO0 OO0 00

(L O T O T OO TG (I IO S T O ) SO e L
M0 OO md OO0 mOOd OO0 MmO O O OO 0D O mMOAmood O O 000

[IOMOMIIIOCe O 00 OO COC OO OO0 OO0 IO OO0 OO0 O0000d MO OO0

O0d OO0 O Cr (OO0 OO OO OO OO0 OO OO 0d 00000 0000000

[ OO [id OOMEmOOT COnOCOmmrO0d Cr MO0 [0 O oo [T
MO OO OOl Md COrd OO OrOOmmr O 0d O M0Cim O0Cr Mo

4.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO POR EL
METODO DE DISCO DIFUSION FRENTE A T. rubrum.
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Cuadro 8. Lectura de los halos de inhibicion obtenidos del aceite esencial de
Flourensia polycephala Dillon

HALOS DE INHIBICION (mm) DEL ACEITE ESENCIAL DE PHAUKA FRENTE A T. rubrum
Concentracion del Diametros de los halos de inhibicién (mm)
aceite esencial de (%)
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el cuadro se observan los resultados de los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones de aceite esencial de Pauca frente a T. rubrum. Segun las categorias
interpretativas por la CLSI (49), halos inferiores a 14 mm son resistentes al antifungico
el caso del aceite esencial al 10%, 20%, 30% y 50% asi como del etanol, nuestro
solvente. Y halos de inhibicién entre 15 mm a 19mm intermedio o susceptible-
dependiente dosis, que a una concentracion del 70% y 80% del aceite observamos
tales mediciones; y susceptible o sensible igual o superior a 20 mm, el caso del aceite

esencial al 90% y del farmaco patrén (29.09mm)(]

Si bien esta especie no esta estudiada como aceite esencial, ACHAHUANCO (11) en
su estudio con extracto etandlico y glicdlico, presenta halos maximos obtenidos que
fueron de 18.43mm y 14.43mm a 13 mg/25ul y 4mg/25ul frente a Staphylococcus

aureus respectivamente. [

Cuadro 9. Estadisticas descriptivas de los diametros de los halos de inhibicion

(mm) del aceite esencial de Pauca, frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188.[]

[ N[ Mediall| Desviacion | 95% del intervalo de | Minimol| Maximo]
Estandar (1 | confianza para la

medial’

Limite Limite

inferior(] | superior(’
TERBINAFINA | 3] 29.0901] 3.9501] 19.27801 | 38.902[] | 24.9001] 32.745[]
(+)0
9017 3] 25.0107] 2.90917 17.78411 | 32.23611 | 22.3900] 28.140(]
8017 3] 18.9871] 0.8311] 16.92311 | 21.0500] | 18.0700] 19.690(]
7000 30 17.3271] 2.5401] 11.0170) | 23.6361] | 14.7000] 19.770(]
5007 3] 14.4207] 0.94917 12.06211 | 16.77811 | 13.6000] 15.460(
3007 3] 13.2001] 2.2531] 7.60411 | 18.79601 | 10.6400] 14.8801(]
2007 30 11.5231] 1.1961] 8.553(1 | 14.493[1 | 10.400(] 12.780(]
1000 3] 6.00017| 0.00011 6.00007 | 6.0000] 6.00007 | 6.00077
ETANOL 96° [7 | 3(] 6.00017| 0.0001] 6.00007 | 6.00017 6.00007 | 6.00077
(-)t
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
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Cuadro 10. Analisis de varianza de los didmetros de los halos de inhibicién (mm)

del aceite esenciales de Pauca, frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188.

ANOVA

(D Suma de gll] Media FOJ Sig.[]
cuadrados!’| cuadratical|

Entre 1478.766( 801 184.846(] 43.0897] 0.00001

grupos’’

Dentro de 77.21801 18(] 4.290(

grupos’’|

Totall! 1555.98411 2617 [ [ m

OOO0mMD O I d O Cid [0
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Al 95% de confiabilidad considerando el ANOVA donde sig = 0.000 < 0.05, se afirma
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Cuadro 11. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicion (mm) del

aceite esencial de Pauca, frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188.[]

HSD Tukey(
Concentracion(] N[ Subconjunto para alfa = 0.050
10 20 30 40
ETANOL 96° (-)J 30 6.000000
100 30 6.000000
200 30 11.523330 11.523330)
300J 30 13.20000( 13.20000(]
5007 30 14.420000 14.42000(]
700 30 17.32667( 17.32667(
8007 30 18.98667
9007 30 25.0100017
TERBINAFINA (+)[] 30 29.0900017
Sig.l m 0.0790) 0.058( 0.0590) 0.3340)
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. [
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.0
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Figura 8. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicion (mm) del

aceite esenciales de F. polycephala Dillon, frente a Trichophyton rubrum ATCC

28188.
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Cuadro 12. Lectura de los halos de inhibicion obtenidos del aceite esencial de

Lepechinia meyenii (Walpers) Epling
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el cuadro se observan los resultados de halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Puna salvia; que segun las categorias
interpretativas por la CLSI (49) Determinamos que a concentracion de 10% del aceite
esencial es resistente(12.21 mm) , al 20% posee actividad intermedia o susceptible-
dependiente a la dosis con halo de inhibicion de 15,01mm y a partir de 30%
susceptible o sensible ya que los halos de inhibicion son superiores a 24.23mm

llegando incluso a tener halos proximos al farmaco patron(29.09mm). 0

URCUHUARANGA (16), en su estudio con extracto hidroalcohdlico de puna salvia al
50mg/ml determino 19.4 mm de diametro para C. glabrata 'y 18 mm para C. albicans;
por su parte Tenorio (12), hallo un halo de inhibicion de 10,0 + 1 mm frente a Candida

albicans a 30 L de aceite esencial [

Merma (18), en su estudio indica que el aceite esencial de cjufiuca frente a T. rubrum
presenta halos de inhibicion al 10% de 9.33mm al 15% 14.72, 25% de 19.47 y al 50%
de 26.14mm(]

Por su parte Velazque (17), en su investigacion del aceite esencial de orégano frente
a T. rubrum presenta actividad a partir del aceite esencial al 70% con un halo de
inhibicion de 9.75mm al 85% de 11.80mm y al 100% 13.65%!!

Por lo tanto, podemos decir que el aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walpers)
Epling presento mayores halos de inhibicién a concentraciones inferiores que la del
aceite esencial de Flourensia polycephala Dillon y de otras especies vegetales frente

a T rubrum ]

Los resultados muestran que conforme disminuye la concentracion de aceite también
disminuye la inhibicion de los microorganismos. Este método es cualitativo y son
aquellos procedimientos que nos permiten clasificar directamente a un
microorganismo como sensible o resistente, confirmando la sensibilidad antifungica

de estos aceites frente a Trichophyton rubrum.



Cuadro 13. Estadisticas descriptivas de los diametros de los halos de inhibicidon
(mm) del aceite esenciales de Lepechinia meyenii (Walpers) Epling, frente a
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

(m NC| Medial|] Desviacion 95% del intervalo de Minimor| MaximoL(]
Estandarl] confianza para la mediall
Limite Limite
inferior(] superior(]
TERBINAFINA | 3[] 29.090(] 3.9500 19.2780 38.9020 24,9000 32.7450)
(+)d
900 3] 30.753(] 1.028 28.19901 33.3070 29.5900] 31.5400)
800 3] 29.810(] 5.62801 15.8300J 43.7900] 24.0200] 35.2600
700 3] 24.937(] 1.99901 19.9710 29.9020 22.7500] 26.6700)
500 3] 24.600(] 2.8100 17.6190) 31.5810 21.8000] 27.4200)
300 3] 24.233(] 2.5580 17.8800J 30.5870) 22.2500] 27.1200)
200 3] 15.007(] 3.3780 6.6150 23.3980 11.5500] 18.3000)
100 30} 12.207(] 1.3270 8.9110 15.503 11.0400] 13.6500)
ETANOL 96° (-)] 3] 6.000C! 0.0000) 6.0000) 6.0000 6.0000]| 6.0000
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Cuadro 14. Andlisis de varianza de los diametros de los halos de inhibicién (mm)
del aceite esenciales de Lepechinia meyenii (Walpers) Epling, frente a
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

ANOVA
m Suma de glll Media FrO Sig.[
cuadrados! cuadratical’l
Entre grupos’| 1826.599(] 801 228.3251] 25.708(] 0.0000]
Dentro de 159.866! 180 8.88111
grupos(!
Total (! 1986.466 260 il il [

Fuente: DT (O T D0 CITd [T
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Al 95% de confiabilidad considerando el ANOVA donde sig = 0.000 < 0.05, se afirma
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Cuadro 15. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicion (mm) del
aceite esenciales de Lepechinia meyenii (Walpers) Epling, frente a Trichophyton
rubrum ATCC 28188

HSD Tukey?[l
concentracion(’ N[ Subconjunto para alfa = 0.051]
10 2] 30
ETANOL 96° (-)[ 30 6.00000(
100) 30 12.20667(] 12.20667(]
200 30 15.00667!(
300 30 24.23333(]
500 30 24.600000
700 30 24.93667(
TERBINAFINA (+)C 30 29.090000
8001 30 29.810000
900 30 30.753330]
Sig. [ il 0.2720) 0.9570) 0.2221)
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. [
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000. [

Fuente: DU (T OO Cmd ]

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
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Figura 9. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicion (mm) del
aceite esencial de Lepechinia meyenii, frente a Trichophyton rubrum ATCC

28188 de acuerdo a la concentracion.[]
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4.8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA POR EL
METODO DE MACRODILUCION

D000 0 OO O [ed O O [0 C000 M d OO O OO Od [
) O Crd O e Cd M- imeétodo cuantitativol

4.8.1. D00 MOOmOd OO O0m OO0 O OMmOmh e M0 OOmC OO0 00

Flourensia polycephala DI



Cuadro 16. Concentracion minima inhibitoria obtenida del aceite esencial de

Flourensia polycephala Dillon

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL ACEITE ESENCIAL DE PHAUKA
FRENTE A T. rubrum DE ACUERDO A LA TURBIDEZ
DILUCION CONCENTRACION CONCENTRACION OBSERVACION
(viv) (En porcentaje)

C(+) Terbinafina 0.624ug/mi SIN TURBIDEZ
C10J 900ul/mI] 90%!!
c2n 800ul/ml] 80%"1
C3[ 700ul/ml 70%0
C41 500ul/ml 50%!1 TURBIDEZ[]
C50] 300ul/mlC 30%01
C6[] 200ul/ml0 20%!
C70] 100ul/mi(] 10% !
C(-) Etanol 96°1]

OOOOMOD OO0 (0 OO0 O (0 C 00 OO

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el cuadro observamos el Grado de turbidez que se presenta en los tubos de la
inhibicion de crecimiento del aceite esencial de pauca frente a T. rubrum esto a
diferentes concentraciones. Determinada por inspeccién visual segun las normas de

la CLSI, para esta metodologia (50).

En general, para los antifungicos fungistaticos, la CMI debe ser la concentracion mas
baja de antifungico que produce una reduccion aparente del crecimiento del hongo (=
50%), comparada con el crecimiento control. Para los antifungicos fungicidas, la CMI
es la concentracion mas baja de antifungico que inhibe el crecimiento del hongo, o lo
que es lo mismo, que produce una reduccion del 100% del crecimiento (50). La lectura
se hace visualmente en dermatofitos a los 4 dias a 7 de incubacién comparando la
turbidez de los tubos con la del control.(!

Podemos observar que la turbidez es mayor a un 0.09g/ml y va disminuyendo hasta
la concentracion de 0.43g/ml. A partir de una concentracion de 0.60g/ml visualmente
no se observa turbidez. Por ende, consideramos una CMI de 0,60g/ml, estos
resultados son similares al método de disco difusion donde se observa que a esta

concentracion es sensible.[]
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Achahuanco (11), donde utilizo extracto Etandlico 70% y Glicdlico, mediante el método
de pozos excavados obtuvo una CMI de 0.368mg/25uL y 0.13mg/25uL para’S. aureus
y 0.34mg/25uL y 0.84mg/25uL respectivamente sobre P. acnés.[]
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Cuadro 17. Concentracion minima inhibitoria obtenida del aceite esencial de

Lepechinia meyenii (Walpers) Epling

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL ACEITE ESENCIAL DE PUNA SALVIA
FRENTE A T. rubrum DE ACUERDO A LA TURBIDEZ
DILUCION[! CONCENTRACION(] CONCENTRACION(! OBSERVACION!]
(v/iv)O (En porcentaje)l!
C(+)o Terbinafina 0.624ug/mlL[]
C10J 900ul/mlL 90%!!
C2( 800ul/ml(] 80%!! SIN TURBIDEZ'
C30 700ul/ml (] 70%!]
C40 500ul/mlr] 50%!1
C5(] 300ul/mlr] 30%!1
C6[ 200ul/ml 20%!] O
C70 100ul/ml (] 10%! TURBIDEZ[!
C(-) Etanol 96°1

OOO0mmD OO0 [ OO0 O [ Cr 00 OO
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4.9. PREFORMULACIONES DE LOS ESMALTES DE UNAS

Cuadro 18. Preformulaciones del esmalte de ufias

PF-1 PF-2 PF-3 PF-4
Componentes de la
- (% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p)
Preformulacion
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Cuadro 19. Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de las
preformulaciones
Caracteristicas
organolépticas
PF-1 PF-2 PF-3 PF-4
y
fisicoquimicas
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4.10. FORMULACION Y ELABORACION DEL ESMALTE DE UNAS CON LA
MEZCLA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Flourensia polycephala Dillon y
Lepechinia meyenii (Walpers) Epling

Cuadro 20. Formulacion del esmalte de ufias ideal

HPCH al 5% Concentracién de los aceites esenciales en funcién de la CMI
[70/30]
Componentes de . : :
Aceites 0.5% Aceites 1% Aceites 2%
la formula
Porcentaje % Porcentaje % Porcentaje %
Agua purificada OO O OO0 O (Omo O
Etanol 90% 000 000 o0
Aceite esencial de
Pauca
_ : Omo O 00O muln
Aceite esencial de
Puna Salvia
Hidroxipropil
_ oo 00 00
guitosano
Acetato de etilo 00O o0 0o 0O
Acido lactico (o O 0o O 0o O
D e d e
0o 0 000 00
[DMOOD
TOTAL 100% 100% 100%
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4.10.1. Parametros organolépticos, pH y estabilidad

Cuadro 21. Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del esmalte de ufias

CARACTERISTICAS Esmalte-1 Esmalte-2 Esmalte-3
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4.11. EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ESMALTE
DE UNAS FRENTE A T. rubrum

Cuadro 22. Lectura de halos de inhibicién obtenidos del esmalte de ufias

00000 OID O OMUIOmOMOCOODOWO 00D OmO0mO0mo0moo0I0mod0n
DOmUC OO OU OO mR OO OO, rubrum [

Concentracion DIAMETROS DE LOS HALOS DE
ESMALTE CON de los aceites INHIBICION (mm)
HPCH al 5% esenciales
en la formulacion ! ! . PROMEDIO
O QMmO 0 0 0 0
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Cuadro 23. Estadisticas descriptivas de los didmetros de los halos de inhibicién
(mm) del esmalte de ufias con los aceites esenciales de Puna salvia y Pauca
frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188(]

(M NI | Mediall| Desviacion 95% del intervalo de Minimo[] Maximo(]
estandar(J confianza para la mediall

Limite Limite

inferior(J superior(
Esmanlte 30| 6.0000 0.0000 6.00000 6.0000 6.00001| 6.00007
basel!
0.5%L 30| 14.5100 1.489( 10.8120 18.2080 12.810L] 15.580L
1%L 30| 16.9430 1.6900 12.7450) 21.1420) 15.710(] 18.870L
2% 30| 21.1800 2.2340 15.6310 26.7290) 18.650(| 22.8800
Ciclopirox | 301 | 28.027(] 0.8850) 25.8290 30.22411 | 27.010C| 28.6200C
8%
a. modelo = Aceite esenciales(

Fuente: DT (T T OO CTTA T
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Cuadro 24. Andlisis de varianza de los diametros de los halos de inhibicién (mm)
del esmalte de ufias con los aceites esenciales de Puna salviay Pauca frente a
a Trichophyton rubrum ATCC 28188

M Suma de gll] Media FO Sig.[]
cuadrados(] cuadratical’

Entre grupos(|  797.1360! 40 199.284 1] 91.8771] 0.0000]

Dentro de 21.69007 100 2.1690

grupos!

Totalll 818.8260] 140 i [ i

a. modelo = Aceite esenciales]

Fuente: DT T T T OO ETTA T
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Al 95% de confiabilidad considerando el ANOVA donde sig = 0.000 < 0.05, se afirma
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Cuadro 25. Comparacion de los diametros de los halos de inhibiciéon (mm) del
esmalte de ufias con los aceites esenciales de Puna salvia y Pauca frente a
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

HSD Tukeyl(!
concentracion(’ N[ Subconjunto para alfa = 0.051]
10 2(] 30 4[]
Esmanlte basel’ 30 6.000017]
0.5%0 30 14.51000
1%L 30 16.94330
2%/ 30 21.18000
Ciclopirox 8% 30 28.02670
Sig.[] i 1.0000] 0.3220] 1.0000] 1.0000]
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.[

Fuente: DT (Tl CICT T T
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Figura 10. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicién (mm) del

esmalte de ufias
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4.12. CARACTERIZACION DEL ESMALTE DE UNAS FORMULADO
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Cuadro 26. Tiempo de secado del esmalte de ufias

Concentracion

TIEMPO DE SECADO

ESMALTE | de los aceites
CON esenciales
HPCH al 5% en la | I 11 PROMEDIO
formulacién
E-1 0.5% 00 MO0 | 00 [imoE 00 Mo 00 MO0
E-2 1% L0 O O [T (I [T (] [ o0
E-3 2% 00| 0000 | 00O | 00 [Winod0000
Ciclopirox 8% OODIO| OODmOD | OOmom| 00 [Oimomao
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4.12.2. Suavidad para fluir

Cuadro 27. Tiempo de la suavidad para fluir del esmalte de uiias’!

Concentracion SUAVIDAD PARA FLUIR (segundos)
ESMALTE | de los aceites
CON esenciales
HPCH al 5% en la | I " PROMEDIO
formulacion
HRNN Lo O L] L] L] ERNIEE
0o oo 00| 0o 0o EEIIE
0o oo 00| 0o 0o HEN
O e O L1 NN L] ERNIEE
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4.12.3. Modelo de penetracion de uiia

Cuadro 28. Halos de inhibicion en modelo de penetracion de ufias del esmalte

HALOS DE INHIBICION EN MODELO DE PENETRACION DE UNA FRENTE A T.

rubrum
Concentracion DIAMETROS DE LOS HALOS DE
ESMALTE CON de los aceites INHIBICION (mm)
HPCH al 5% esenciales
., | Il 11 PROMEDIO
en la formulacién
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Cuadro 29. Estadisticas descriptivas de los diametros de los halos de inhibicién
(mm) en el modelo de penetracién de ufia frente a Trichophyton rubrum ATCC
28188

(0 N[ Medial| Desviacion 95% del intervalo de Minimol] Maximo!(
estandar(’ confianza para la medial]

Limite Limite

inferior( superior(
Esmanlte 30 7.3900J 1.0770 4.7150] 10.0650 6.2100]| 8.3200
basel]
0.5%0 3] 20.5701] 4.996(] 8.159(] 32.98101 14.8500| 24.080C
1% 30 23.6100] 2.30000 17.8960 29.3240 21.290C] 25.890C
2%0 30 26.703[] 0.5800 25.2610 28.1450 26.070C 27.210C
Ciclopirox 30 31.5000] 4.6800 19.8740 43.1260 26.700C] 36.050C
8%

Fuente: DT (O T D0 ITd T




ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

O OmOod r OO OO COMOOmTd [0 OO 00 Od [d OOCmom T d Ommomiimoms O oo

D Od Omid OmOOAm OO OO0 OO COOOO0 OO0 00 MO0 O MO000mOm OO
(OO0 OO0 COOAOC 0 OO0 00 COd T0ed OO0O0OOOC000000 O OO0 0000 L0
(O OOOC OO0 OO [0 OO 00 Cd e OO0OmOOOOOOIOOO T OO OO oo

Cr 00 Cd MmO O0d OO OO OO d OO OO e 00 Od [ 000

COE IO O O 00

Cuadro 30. Andlisis de varianza de los diametros de los halos de inhibicién (mm)

en el modelo de penetracion de ufia frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188

Diametros
Suma de gl Media F Sig.

cuadrados cuadratica
Entre 991.3510] 4[] 247.838(] 23.0970J 0.00001
grupos!]
Dentro 107.304] 1007 10.73001
de
grupos!]
Totall 1098.654 140 m m m

a. modelo = modelo de penetracion!(’

Fuente: Datos estadisticos del Estudio!]
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Al 95% de confiabilidad considerando el ANOVA donde sig = 0.031 < 0.05, se afirma
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Cuadro 31. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicion (mm) en el

modelo de penetracion de ufia frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188

HSD Tukeyl!
Concentracion N Subconjunto para alfa = 0.05
10 20 30
Esmalte base!l’ 30 7.39000]
0.5%!] 30 20.57001]
1% 30 23.61000] 23.6100(]
2% 30 26.70331] 26.70331]
Ciclopirox 8%! 30 31.50000]
Sig.[] D 1.0000] 0.2247] 0.0851]
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. [

Fuente: DI (O T D0 CITd T
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Figura 11. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicién (mm) en el
modelo de penetracion de ufia frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188[]
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4.12.4. Control microbioldgico del esmalte de ufias

Cuadro 32. Control microbiolégico del esmalte de ufias

Limite biolégico
Microorganismos permisible E-1 E-2 E-3
maximo
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Pseudomona aeruginosa | OO | COCO00me | COCoeme | Do
Staphylococcus aureus O0OOOIMOmo @ | 00000000 | 00000000 | 0000dmd
Escherichia coli O 0OnmOmd o | O0000md | D00000mo | 0000000
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ANEXOS
Anexo N°1

IDENTIFICACION BOTANICA DE LAS ESPECIES VEGETALES

CERTIFICACION

EEl que suscribe, Profesor Investigador Asociado al Herbario Vargas (CUZ), CERTIFICA:

Que ias Seforitas , BEATRIZ CONDORI GAMARRA Y CARLA ANYHELA
BERMUDEZ ARAGON, Bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de
la Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
: me han presentado dos muestras botdnicas herborizadas, para su determinacién taxonémica;
las mismas que al ser debidamente observadas, diagnosticadas utilizando bibliografia
especializada y mi larga experiencia de campo que me acredita , corresponden a las especies:
Flourensia polvcephala y Lepechinia meyenii; Las mismas que en concordancia con el Grupo
del Sistema Filogenético de las Angiospermas (The Angiosperm Phylogeny Group :APG IV
2016), presentan la siguiente posicidn taxondmica:

Clase : Magnoliopsida (=Dicotiledoneas)
Sub clase : Asteridae
Orden : Asterales
Familia : Astcraceae
Género : Flourencia
Especie : Flourensia polycephala Dillon
Nombres locales: “Pauca”, “Yana chillca”,
Clasc : Magnoliopsida (=Dicotiledoneas)
Sub clase : Asteridae
Orden : Lamiales
Familia : Lamiaceae
Género : Lepechinia
Especie : Lepechinia meyenii (Walpers) Epling

Nombres locales : “Salvia”, “Paccha salvia™, “Puna salvia”, “Salvina™.
Se otorga la presente certificacion a peticién de las Bachilleres para los fines de investigacion.

Cusco, 20 de junio del 2024.

: achi Herrera
Prof. Invg. Asociado al Herbario Vargas CUZ,




Anexo N°2

ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL DE Lepechinia meyenni
(Walpers) Epling

UNINVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA ¥ ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERL Contacto 973868855

RESULTADOS
Cusco, 11 de Septiembre del 2024
Solicitante - Beafriz Condori Gamama, Carla Bermudez Aragon
Tipo de Andlisis  : Perfil de Compuestos organicos en aceite esencial
Método - Cromatografia de Gases GC-MSD.

Tipo de Muestra : 2 frascos de plastico con aceite esencial de Pauka y Puna Salvia
Almacenamiento - 4 °C.

Aceite esencial de Puna Salvia

. Compuestos anicos volatiles Contenido
Pico TR (I:.-'Dc} Libreria Nist 11 CAS Qual — Area oo liivo %
1 810 _alpha-Pinene 000020568  OF 4347003 47
2 055 (-}APinens D18172-87-3  OF 16048485 18.4
3 088 3Carene D13486-720 08 7302521 70
4 1071 aTerpinene DOD0OO8BE  OF 055485 1.0
5§ 1084 D-Limenene 005080275 00 2312102 186
8 1154 betaThujene 028634001 o1 2544707 28
7 1128 _gamma.-Terpinene 000000854 05  28807se 42
B 1243 Eucalyptol DOD470-828 90 3014181 3.3
0 1258 Terpinclene 00D586-62-0 2 98 705802 0.8
10 1290 o-Cymene 000527-844  OF 1658531 1.8
11 16.18 1-Octen-3-yl-acetate 002442-10-8 90 824524 0.8
12 1871 _affa-Copasne 1000260-33-0 90 731333 0.8
13 2080 (-alpha-Gurunens DOD480-40-7 909 1180836 13
14 2124 Guaial DO0420-86-1 o7 4253703 48
15 2245 Terpinen4-ol 000562743 97 556373 0.6
16  23.00 (~Hrans-Pinocarveol DOD547-81-5 72 1474430 16
17 2400 ecis-isopinocamphaone D15358-88-0 98 1340404 15
18 2453 (#}epi-Bicyclosesquiphellandrene 054274738 92 451586 0.s
19 2884 (#ldelts-Cadinens DO0483-76-1 o5 3501424 39
20 2805 alphs-amorphene DOD4823-750 08 1402586 15
21 2040 (+)-Buinesal 022451728 03 240200 0.9
27 2WT0  Guaiol D00480-86-1 oo 5825803 B.3
Bicyclo[4.4.0}dec-1-ene, 2-
23 ag2s °© 150320-52-8 @3 570168 0.6
24 32023 _alpha-Bisabaolol DOD515-82-5 90 482803 0.5
25 3062 (+)-Bulnesol 022451728 05 1370783 15
26  20.83 Epiglobulol 1000150-05-1 80 453734 0.5
27 403 gamma-Eudesmal 001208718 95 504135 0.5

Qual = Porcentaje de coincidencia con la base de datos Mist 11
CAS = MNumero para identificar la molécula
TR = Tiempo de Retencion, tempo al cual son detectados (ver cromatogramal)

Mota: Los resultados expresa en contenido relativo de compuestos organicos volatiles en % presentes
en la muesira, se reporta solo la coincidencia mas del 70% (Qual} con la base de datos espectrales de
Mational Institute of Standards and Technology version 11 (NIST vi1)

Anallsta dal Laberabono fo Crentalagrasiz ¥
Erpuzirnmelria - UNSAALC.
CAF - 214



UNIWVERSIDAD NACIONAL DE SAM ANTOMNIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabealldn de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERL Contactn 573565355

RESULTADOS

Cromatograma del Aceite esencia de Puna Salvia
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Anexo N°3

ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL DE Flourensia
polycephala Dillon

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTOMIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelldn de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERL contactn 9738568855

RESULTADOS
Aceite esencial de Pauka
. Compuestos organicos volatiles Contenido
Pico TR F.fn-c} Libreria Nict 11 CAS Qual  Area o obvo %
1 T7.85 Santolina triene 002153684 aB 18020431 248
2 8.12 _alpha.-Pinenes 0000E0-56-8 a7 8406858 111
3 853 _beta-Pinens 0oD0127-81-3 arF 1121305 1.5
4 873 Sabinene 00338741-5 a1 1822587 21
L] 8.97  _beta.-Myrcens 000123-35-3 a4 B53ET40 125
i 10.35 _alpha.-Phellandrene 0oD0g8-B3-2 a1 454351 0.8
T 1086 D-Limonenes 005089-27-5 o 1365550446 i7.8
8 1154  bets-Thujene 028634-88-1 a1 3036688 4.0
g 18.70 delta-Elemsne 020307 -B4-0 o8 2065798 27
10 2388 Caryophyllens 000087 -44-5 el 12653067 1.6
2-lsopropenyl-ta, B-dimethyl-
11 2474 123443587 1000182-43-5 o4 542275 0.7
octahydronaphthalens
12 2504 _beta-curcumene 1000374174 a3 S0BTO74 6.7
13 28,77 alpha-Selinen= 0O0473-13-2 2 2084387 27
14 2Z7.08 _beta.-copaens 1000374-18-9 a5 1087440 1.4
15 2730 alpha-Curcumene 0D0G44-30-4 ar 480233 0.7
1.5.5-Trimethyl-8-methylens-
168 27482 lohexens 000514054 ot B7T5R2 0.8
17 3031 _gamma.-Elemene 028873-08-2 a1 51TaTE 0.7
18 3852 _.gama-sudesmol 1000374-18-5 el 3193043 4.2
18 4082 beta-Eudesmol 0D0473-15-4 ] 1585288 21

Analisia del Laheralece do Cromatograis y
Espielimmnirip = YN 5880,
LOe- g4



UNIVERSIDAD NACIOMAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

LABORATORIO DE CROMATOGRAFLA Y ESF'ECTF[GM!:—I'RIA — Pabelldn de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO—PERLU Contactn 973565355

RESULTADOS
Cromatograma del Aceite esencial de Pauka
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Anexo N°4

CONDICIONES DE ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS ACEITES
ESENCIALES

UNMNERSIDAD MACIONAL DE SAN ANTOMNIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

LABORATORIO DE CROMATOGRAFLA ¥ ESPECTROMETRIA — Pabellon de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERLU Contaclo 573568855

RESULTADOS
Condiciones de Analisis para Aceite esencial
Cromatografo: Agilent 6200N
Software de Control: Chemstation B.030
Detector de Masas: Agilent 58758
Energia de lonizacion: TheV
Modo de lonizacion: Impacts Electrénico (IE)
Modo de escaneo de masas: 40 a 400 uma
Retraso del disolvente: 0.0 minutos
Inyector Automatico: Agilent TES2B

Columna: Agilent HP-5MS 5% Fenil Metil Siloxano 30m x D.25id x 0_5um film

Temperatura del Homao inicial 60 IJIIE., incremento de 3.5 *Ci/minuto hasta 230 °C, 5 min 230 *C

Puerto de Inyeccion

Modo = Split {con division)

Relacion de Split s T0:A

Temp. Inicial 1200 *C

Tipo de Gas : Helio:

Flujo - 1 miL/min

Tiempo de Analisis - 35.57 min

Volumen de Inyeccion 01wl

Muesira inyects : Pura

Referencia

« Pino Alea. J. A | Curso Internacional Analisis de Aceites Esenciales Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco 2014,

= Lynam, K. 2014 Poiential Allergens in Aromatherapy Odls by GC/MS Using an Agilent JEW DE-XLE
Capillary Column Agllent Technologies, Inc. 2850 Centerville Road Wilmington, DE 19803 USA 5280~
SFEEN

Anallsta dal Labcratero ge Cramtalogradiz y
Enjpnzirameiria = UNSAAC,
FHF - 214



Anexo N°5
CERTIFICADO DE ANALISIS DE Trichophyton rubrum ATCC 28188

féz:::-v-;*..
Microbiologics

-:-

Certificate of Analysis: Lyophiized Microorganism Specificafion and Perfiormance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Mame: Trichophyton rubrum ‘Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Catalog Number: D444 Release Date: 2018/02/29

Lot Mumber: 444-81™

Reference Number: ATCC®E 28188™~
Passage from Reference: 2
Expiration Date: 203001/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Large, white colonies with "fuzzy" appearance and smaller, dark wine-red colonies which furn  Malt Extract Agar
white with dark wine-red reverse as culture ages. At 14 days, colonies and reverse may not be
completely white.

Microscopic Features: Method:

Microcondia are abundant; macroconidia are rare. Microconidia are thin, clavate. borme  Lactophencol Blue (1)
laterally on undifferenfiated hyphae or on short stalks. Macroconidia are typically long, narmow,
cylindric with rounded apices, 3-8 celled with thin smooth walls.

ID System: MALDI-TOF (1)
See aftached |D System resulis document.
Other Features/ Challenges: Results

A 4
_ - : . . q"-"1'4‘}1-‘..:#. N A _,.-ﬂ_./:._;___-;n.."_d_ =
Dermatophyte Test Medium: posifive (good growth at 7 days with agar tuming deep pink) ! £
Amanda Kuperus

Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclalmer: The Iast dighis) of the 1o rumiber appearing on the product label and packing slip are merely 3 packaging event number. The lat number displayed
on this certificate Is the actual base kot numb=r.

B o ihe enclosed product Inserd for Inafructons. Intendad

Indhdual products are traceable i a recognized culfure coliecton.

(1) Tnese tesis are accredied to [SOVIEC 170235,

ACCREDITED
TEETTSE CFRT 2265501

_— . ") The ATCEC Licensed Derivative Embiem, the ATCC Licensed Dervative word mark and the ATCE catalog marks are ademarks af
Tik-eenzd ) ATCC Micrablokogics, Inc. 15 licensed fo use these Srademarts and o sel produsts derved from ATCOE cuthires,

ACCREDITED
KkR=KFRER H0RH L BEOILCHE
HCTEEIEL T

0 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Asenue orth Saint Cloud, MM 56303 Page 1al1 DOC. 236



Anexo N°6

INSTRUCCION DE ACTIVACION DE LA CEPA ATCC 28288

KWIKSTIK”

INSTRUCCIOMES ILUSTRADAS

dela efiqueta ysujebala a 13 placs




Anexo N°7

AGAR SABOURAUD DEXTROSA

Britania”

[REF]Ro415084

Sabouraud Glucosado Agar e

uso

Medio ufiizedo para &l aislamiento, identificacidn y conservacitn
de hongos patigenos y saprdfitos. Tembién es Gfil pars e culfive
de |evadwas.

FUMDAMENTO

Medio da cultivo recomendado para el ss=kamiento y desarrollo de
hongos, particularments los asociados con nfeccionas outdneas
(pied, paic).

En &l medio de cultivo, la pepdona, |a fripieing y la glucosa son los
nutrientes para el desamolo de microonganesmos. El aito contenido
de glucosa, |8 presencia de cloranfenicol y el pH dada, inhiben &l
dasamollo bacterdano y favorecen el crecimiento de hongos y leva-
duras. El agar es el agenfe sobidificante.

Puede ser suplementado con obros agentes sslectvos de creci-
mianto.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cédigo B0415084.: 6 frascos x 50 ml

FORMULA

FEFTOMA hg
TRIFTEINA ng
GLUCTEA 400g
CLORANFENICOL nosg
AGAE. 1mag
AGLLA PURIFICALA, 1000 ml
PH FINAL: A 2 0.0

INSTRUCCIONES

Colocar los frascos cermados en bafio maria y llevar a ebullicidn para
fundir el madio de cultive séido contensdo en los mismos.

Una wez que se ha fundido el medio de cultivo, rebrar cudadoss-
mente los frascos ded bano meria y degar enfriar.

Cuando alcanzen temperatwa 45-50 °C, abrirlos y distribuir aprox-
madamenie 15 ml en placas de Peini estériles,

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO
Medio de cufiive color dmbar clarm, igeramenie opalescente sin
it

AL MACENAMIENTO
Medio da cufive ksto pam usar en frascos a 10-35 "C.
Medio de culiive prepareda a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTD
Siembra
Estriar directemente la superficie del medio de cultiva.

Incubacian

En serobicsis 8 90-25 °C.

Bl iempo dependerd ded hongo y levadura Que 58 quISra recupesar.
Como regla genersl, incubar en les condiciones descriptes durante
a7 dias. En &l caso de investigar desmatofitos, incubar durante 5
a 90 dias y examinar el cufiive cada 4 8 6 dias.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Descoibir las carecteristicas tipicas de las colonias y subcultivar en
medios apropiedos para identificacidn.

O R



Anexo N°8

CALDO SABOURAUD DEXTROSA

it inlals tom DEEE

-I EF| BO217B0S -I FF | BOZ17806

Sabouraud Glucosado Caldo

usD

Madio uilizads parm sl snrquscamismto y oultive de hongor ¥ -
waduran. También s oconocido como Caldo Saboursud Desdrooa y
como Medio de Antibidtioos W™ 13,

Su fdrmula cumpls con los requedimisnton de la Armonizecidn de
Farmacopeas Europes, Japoneoa y de oo Estados Unidoo de Mor-
tmamérica (EF, JF y USF reapactivamants).

FUNDAMENTO

La tripteina (pepiona de cassina) y |la paptona de came conefi-
yon las fusnis de nirdgeno, wismenss y oarbono neosearics panm
ol oreimisnto de  hongos y levadurns y la gluooen so o fusme de
snengia.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Ciddigo BO21 7806 srvase x 100 g
Cadigo BO21 7800 snvase x GO0 g.

FORMULA {en gramos por Iira}

TRIPTEIMA BEO
FEFTOMA DE CARNE. B0
ELCOSE SO0
pHFINAL- 66 202

INSTRUCCIONES

Sunpander 30 g del polvo an 1 lifo de agua purificads. Repoosar B
minutos. Calsriar oon agitacidn frecusnts y Bevar a sbuloidn pam
dizsolwoidn total. Digfribuir en recipisntes apropiados y ectenilizer en
autoclavs a 121°C duranis 16 minuioe

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTD

Madio de ouliivo dashidmindo: color beige clamo, homogéneo, libre
dealizamisrta.

Madio de cultive preparado: oofor dmbar clano.
ALMACEMAMIENTOD

Madic de cultive deshidraindo a 10-36 °C.
Madio ds cultive preparsdo a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTD
Slembra
Inooulacidn direcin del matsnal en eetudio.

Incubackon

En asrobiosia a 20-26 °C.

Bl tismpo depsndend del hongo v levadura gus & qussm MecupeTar
Como regla gensml, incubar sn lae condiciones decoriptes durants
2 a7 disn En ol oseo de irveatigar desmadtofibos, inoubar durnnds B
a 20 dias y examinar of cuffive cada 4 o O dina.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Bl orecimisnio os svidenoia por la spanoidn de turbidss

CONTROL DE CALIDAD

MICROCREAMISMOS CRECIMIENTD!
T — [p—
ATCC 16404

Candichs i Sabs fachiiie
ATCC 10231

Tiicheepetyton frusiitagd phytins Sats fachiiie
ATCC 9533

e —— [
AICC 9TBE

COMTROL DE ESTERILOAD RESULTADD
[T —— EI e

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS

Equipos y matenal de laboratonio, microonganiomos pam oontrol ds
oalidad, maciivos y madics de ouftve adicionales segiin meguen-
mienio.

PRECAUCIONES
- Solaments para uso diagndstica in switro. Uso profesional ssolu-

VD




Anexo N°9

CERTIFICADO DE ANALISIS DEL HIDROXIPROPILQUITOSANO
-
(M verkneture

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Mame: Hydroxypropyl Chitosan (HPCS)
Lot No.: 20230506
Manufacture Date: May. 06, 2023
Expiry Date: May. 05, 2025
Standard: Enterprise

No. | Specifications Standard Value Results
1. Appearance: White to off-white poweder Conforms
2. | Degme of substitation: | §0% Min. 85.2%

3 Insoluble substance: 1.0%% Max. 0.4%

4. | Loss on drying: 12% M. 6.58%

5. PIL 5~3 6.1

6. Fesidue on 1gmtion: 2.0% Max. 13%

7. | Iron[Fe}: 10ppm Max. Conforms
8 | Heavy metals [Pb]: 10ppm Max. Conforms
9. | Arsenic [As203] 2ppm Max e

10. | Particle Size: NILT95% pass S0mesh sieve /’J | Togeay,
Coneclusion: The product conforms to the Enterprise standﬂ;d[\\ w::?m, .-'] )
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Anexo N°10

FICHA DE RECOLECCION DE LAS ESPECIES VEGETALES

ESPECIE VEGETAL:J
FECHA: .......... Lo, [ovoiiiil. HORA: .. 0

CARACTERISTICAS(! DETALLES[D

NOMBRE CIENTIFICO:

NOMBRE COMUN: ]

FAMILIA:O

GENERO:O

ESPECIE:[]

[l A S N R S I A

CARACTERISTICA PRINCIPAL:(]
U

DESCRIPCION GENERAL: [ 0
U

LUGAR DE RECOLECCION( O
o[l REGIONL
o1 PROVINCIA[]
e[1 DISTRITO[
[ COMUNIDAD]

ALTITUDO 0

LATUTUDO O

TEMPERATURAD O

PARTES USADAS [

e Raiz () e Flores ()0
o Tallo () e Frutos ()0
e Hojas () e Corteza ()]

RECOLECTORES: [J

OBSERVACIONES:

Fuente: DO Cd CO0OMIOCOmITT OO0 Cmd Cd CCTd O D CEommOmmooom




Anexo N° 11

FICHA DE RECOLECCION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

ESPECIE[! PESO DE | PESO DE | % DE | PROMEDIO .
MUESTRA MUESTRA HUMEDAD([] | % DE |
FRESCAL! SECAT] HUMEDAD
] [ [ l [
U] [ U
[ [] [
Fuente: Elaboracion propia e O e ) CIC e I (]
0 Dd MmO Cr M mOO0m
Anexo N°12

FICHA DE RECOLECCION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE
LOS ACEITES ESENCIALES

ESPECIEL CARACTERISTICAS | RESULTADOS!]
L OLOR [ U
[
COLOR[] O
[
SABOR!] O
(]
O] OLOR [ [
[
COLOR] 0
(]
SABORII O
[

Fuente: Elaboracién propia en base a Farmacognosia General. Villar del Fresno
(1999)0]



Anexo N°13

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DE
LOS ACEITES ESENCIALES POR EL METODO DE DISCO DIFUSION

FECHA................ | [oveiiiiianannn

HORA................ | T [oviiiiiiianannn

HALOS DE INHIBICION (mm) DEL ACEITE ESENCIAL FRENTE A Trichophyton
rubrum ATCC

CONCENTRACION | DIAMETRO DE LOS HALOS | DIAMETRO DE LOS HALOS
DEL ACEITE | DE INHIBICION (mm) DEL | DE INHIBICION (mm) DEL
ESENCIAL (%) ACEITE ESENCIAL DE F | ACEITE ESENCIAL DE L.

Polycephala ] meyeniil
[ o o | PROMEDIOL 10 | HIor | 1 | PROMEDIOL

100 t t U N N U W U 0

950 U 0 n n U [J U J

900 U U N N U [ U 0

8517 [l N [l [l U W U Il

800 U n n n U [J U |

7501 U U D D U [ U U

7007 [l N [l [l U W U Il

500 (] N [l [l U 0 0 0J

2577 U U D D U [ U U

12.507 [l N [l [l U W U Il
TERBINAFINAT] O |0 0 0 O |0 O 0

DMSO[ U U D D U [ U U
Leyenda: I, II, lll = numero de pruebas(’

Fuente: Elaboracion propia [T TIM CEC0 el 0T CETd T (e T O e 00
(OO Cd MO0 [ COO0W O 000

]



Anexo N° 14

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL METODO DE MACRODILUCION
PARA DETERMINAR LA CMI DE LOS ACEITES ESENCIALES

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL ACEITE ESENCIAL DE:

CONCENTRACION
DEL ACEITE
ESENCIAL (uL/ml)

GRADOS DE TURBIDEZ

Inhibicién
al 100 %
(0)

Inhibicién
de 75%
(1

Inhibicién
del 50%
(2)

Inhibicién
del 25%
(3)

No hay
inhibiciéon

(4)

9500

47501

237.50]

118.750]

59.381]

29.690]

14.841]

Terbinafina™

DMSO!!

Fuente: Elaboracién propia en base al (10107 rd (000 Cr ) O T CT Oy T ]

NIINENEN




Anexo N°15

FICHA DE RECOLECCION DE LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICOTICA DEL ESMALTE DE UNAS

CONCENTRACION | CONCENTRACION | HALOS DE INHIBICION
DEL QUITOSANO | DEL ACEITE | | ! ]| PROMEDIO
ESENCIAL

ESMALTE PATRON
Fuente: Elaboracion propia (M CECCd CEr Ll (00 (00 L0 r e el )
(e Cd (OO [ OO0 O MO

Anexo N°16

FICHA DE RECOLECCION DEL CONTROL DE CALIDAD DEL ESMALTE DE
UNAS

CARACTERISTICAS ESMALTE DE UNAS
ORGANOLEPTICAS OLOR

COLOR

ASPECTO

FISICOQUIMICO pH
MICROBIOLOGICO Microorganismos

Aerobicos

Hongos Filamentosos

Y Levaduras

Microorganismos

Especificos

Fuente: Elaboracion propia [

[



Anexo N°17

FICHA DE RECOLECCION DEL TIEMPO DE SECADO DEL ESMALTE DE UNAS

CONCENTRACION | TIEMPO DE SECADO
DEL ESMALTE I | ]| PROMEDIO
ESMALTE
PATRON
Fuente: Elaboracion propia en base a Vipin K. ) DT d DOm0
d OO0 OO0 OO OO OO Cd OO0 MO OO0
Anexo N°18

FICHA DE RECOLECCION DEL MODELO DE PENETRACION DE UNA

CONCENTRACION | CANTIDAD | HALOS DE INHIBION
DEL QUITOSANO | DEL | | n PROMEDIO
Y ACEITE | ESMALTE
ESENCIAL
ESMALTE
PATRON
Fuente: Elaboracion propia en base a Vipin K. DIy C] CI T C e
d OO0 MO OO O DOm0 O OO o MO0 MO0
U
U
U
U



Anexo N°19(]
ARCHIVO FOTOGRAFICO

Fotografia N°1 Fotografia N°2
: ;

Tel_—_e™m

Fotografia N°1 y 2: Reconocimiento de la zona y recoleccién de las especies de
Flourencia polycephala Dillion (Comunidad de Pinigua, Oropeza, Cusco) y
Lepechinia meyenii (Distrito de Amparaes, Calca)(

Fotografia N°3(

v ¥

Fotoarafia N°4(

O e O B 0 N

Or O i d Crd O r CTd (M0 OO0 IO T 00
(0 OO OO OO OO O OO O]




Fotografia N°5

D O O OO O OO0 OO Cdl fd O O
LT T e CE e e e L

7 Fotografia N°8

Fotografia N°

Fotografia N°7 y N°8:
Procedimiento de peso
de las muestras para la
determinacion de la
densidad de los aceites
esenciales(]




o o o o o o o o o o o dg

Fotografia N°9

Fotografia N°9: Determinacién del
indice de refraccion de los aceites
esenciales por el refractometro [

O

Fotografia N°10

Cepa ATCC 28188 Trichopyton
rubrum [

OO OO OO0 OO0
OO0 OCd 0




Fotografia N°12

Fotografia N°12: Crecimiento
de T. rubrum aislado y
1| activado [

Fotografia N°13

Fotografia N°13: Preparacion del
inoculo de acuerdo a la escala
McFarland(]

Fotografia N°14

Fotografia N°14 y 15°: Preparacién del medio de cultivo agar Sabouraud para
la determinacion de la actividad antifungica por el método de Disco difusién y
plaqueo con agar Sabouraud!’




Fotografia N°16

Fotografia N°16: Preparacién de los
discos con los aceites esenciales a
diferentes concentraciones!’

Fotografia N°17: Colocacion de los
discos a las placas con agar
Sabouraud con el inoculo sembrado!’]

0

Fotografia N°18

Fotografia N°18: [T T I 0107 T
OO OO O )

Fotografia N°19

| = | s | ;
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OO LI mIEEN
Ootrrrrm doo [
OO OO e (e O
(0 OO M O O C0d O
COMCTd OO0




Fotografia N°20

Fotografia N°20: Lectura de los
halos de medicién formado por
el aceite de pauca (mm) con el
vernier digital[’

Halos de inhibicién formados por la Terbinafina 0.624ug/ml (patron positivo),
etanol 96° (patrén negativo) y se observa la inhibicion de la mezcla de los aceites

(30% y 70%)]




Fotografia N°22
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Fotografia N°23
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Fotografia N°24

Fotografia N° 24: Preparacion de los tubos y Caldo Sabouraud para la
determinacién de la CMI de los aceites esenciales por el método de macrodilucion!(|

Fotografia N°25

Resultados de la turbidez presentada en los tubos por el aceite esencial
de pauca. La concentracion minima Inhibitoria fue de 70% (No se
observa turbidez a partir de este tubo)(’




Fotografia N°26

Fotografia N°26: Resultados de la turbidez presentada por el aceite
esencial de Puna salvia. La concentracion minima Inhibitoria fue de
30% (No se observa turbidez a partir de este tubo)(

Fotografia N°27

Fotografia N°28

|
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Fotografia N°29

Preformulaciones del esmalte de ufias, donde se observa por analisis
organoléptico y fisicoquimico la separacion de fases, consistencia muy liquida,
pH <5, entre otros(’

Fotografia N°30
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Fotografia N°32(]

Fotografia N°31

Fotografia
Formulacién
elaboracién del

N°32:
y
esmalte

de unas ideal. Esmalte al

5%
hidroxipropilquitos

de
ano vy

aceite esencial al 0.5%,
1% y 2%, que cumplen
con las caracteristicas

organolépticas,

pH vy




Fotografia N°33

Evaluacion In vitro de los esmaltes de uias formulado frente a T. rubrum, por
el método de Disco difusiéon. Se observa que el esmalte 3, con
hidroxipropilquitosano al 5% y aceite esencial al 2% en la formulacion total, posee
mejor halo de inhibicién, sin embargo, en los otros también se observan halos que
seran medidos con el vernier y se compara con el esmalte patrén [

O o O o o

Caracterizacion del esmalte de uias

Fotografia N°34]
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Fotografia N°35(

Fotografia N° 35:
Suavidad para fluir
de los esmaltes de
ufias comparado con
el esmalte patron(

U

OOMCr O (OOMoImo 00
dOd 00d OO i
dODOO 0 OorCd O
00 OOOomo O0s0om
Crd cd Crd CE 0] [T
OOOO0d O

CmCrCmmrrriTModelo de penetracion en ufias, este parametro se realizd en agar
Sabouraud inoculado, el esmalte de unas a diferentes concentraciones fueron
impregnados en ufias humanas para medir su penetracion y liberacion del principio activo.
Se observan los halos de inhibicion formados por el esmalte.[]




Fotografia N°38 Fotografia N°39

DO OO O 0000 0 OO0 O OO O M 00mWood Om 000 Omod 00 0000m oo
Cr OO Cr OO0 OO0 (0 DO O O e O 0O O Cr OO O I OO OO
CIrIP. Aeroginosa [ E. Colitr MO r [0S, Aureus IO rErdl]
O OMOOOOCI O Cr CCm OO MO OO OmOOC e O Od OO0

Fotografia N°40 Fotografia N°41:

Fotografia N°40 y 41: Se observan las placas tanto a las 12, 24, 48, 72
horas y para hongos hasta los 7 dias, donde no se observa crecimiento
alguno de ningun tipo de microorganismo’
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