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Resumen

En el presente trabajo de investigacion, se estudid el efecto sobre el crecimiento capilar de
extractos derivados de la planta del romero (Rosmarinus officinalis) de manera individual (aceite
esencial, hidrolato y extracto alcohdlico) y en conjunto (en forma de un champu y tdnico capilar)
en ratones macho de la linea C57BL6//BIOU, repartidos en 7 grupos distintitos: agua destilada
(AD), aceite esencial (AE), extracto (ER), hidrolato (HR), ténico capilar (TC), champt (CH) y
minoxidil al 5% (MXD). El crecimiento fue evaluado durante 5 semanas, mediante dos métodos:
una escala de crecimiento con registro fotografico y la medicion de pelos tomados por traccion. El
crecimiento capilar producido por estos tratamientos fue contrastado con un grupo control
negativo (agua destilada) y control positivo (minoxidil al 5%). La escala de crecimiento empleada
demostro que, a los ratones que se les proporcionaban tratamientos que contenian estos extractos
(AE, ER, HR, TC y CH) , exhibian un crecimiento capilar considerable, sin embargo, esta escala
demostro tener seria limitaciones a la hora de evaluar ratones con nevo melanocitico (lunar) en los
ratones del grupo AD. Por su parte, la medicion de longitud de los pelos, demostré que dichos
grupos de tratamiento (AE, ER, HR, TC y CH), presentan un crecimiento estadisticamente
superior que el de los grupos control (p-valor < 0,05). Finalmente, se concluyé que los extractos
empleados en esta investigacion (aceite esencial, hidrolato y extracto alcoholico) estimulan el
crecimiento capilar en mayor medida que el farmaco comercial minoxidil.

Abstract

In the present research work, the effect on hair growth of extracts derived from the rosemary plant
(Rosmarinus officinalis) was studied individually (essential oil, hydrolate and alcoholic extract)
and together (in the form of a shampoo and tonic). capillary) in male mice of the C57BL6//BIOU
line, divided into 7 different groups: distilled water (AD), essential oil (AE), extract (ER),
hydrosol (HR), hair tonic (TC), shampoo (CH ) and 5% minoxidil (MXD). Growth was evaluated
for 5 weeks, using two methods: a growth scale with photographic recording and measurement of
hairs taken by traction. The hair growth produced by these treatments was contrasted with a
negative control group (distilled water) and positive control (5% minoxidil). The growth scale
used demonstrated that the mice that were given treatments containing these extracts (AE, ER,
HR, TC and CH) exhibited considerable capillary growth; however, this scale proved to have
serious limitations when it came to to evaluate mice with melanocytic nevus (mole) in the AD
group mice. For its part, the measurement of hair length showed that these treatment groups (AE,
ER, HR, TC and CH) present statistically greater growth than that of the control groups (p-value <
0.05). . Finally, it was concluded that the extracts used in this research (essential oil, hydrolate and
alcoholic extract) stimulate hair growth to a greater extent than the commercial drug minoxidil.
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Introduccion

El hombre, desde sus inicios, ha tratado sus enfermedades con el uso de los recursos que
tenia a su alcance, siendo el Reino Vegetal su principal proveedor de fuentes terapéuticas; hecho
reportado en todas las civilizaciones antiguas. Con el avance de la ciencia, se han comprobado las
propiedades de las plantas medicinales, haciendo con estas plantas tratamientos mas eficaces y
seguros (Caro et al., 2020; Nélida, 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce muchas plantas medicinales y toxicas
en su manual ‘‘Estrategia de la OMS sobre la medicina tradicional 2014-2023’. Este manual engloba
el uso de las plantas medicinales, en los tratamientos mas naturales, inocuos, efectivos, de bajo costo,
ademas de estar al alcance de la poblacion general y ser ampliamente aceptadas por la misma (OMS,
2014).

Con el gran potencial terapéutico de las plantas medicinales, no es de extrafiar que desde
tiempos muy tempranos el hombre estuviera interesado en emplearlas con fines estéticos, como el
cuidado del cabello. En la gran mayoria de culturas antiguas, el cabello es una representacion de
estatus social y del atractivo personal, en donde la ausencia del mismo causaba, la mayoria de las
veces, un gran impacto negativo tanto en hombres como mujeres (Carmona et al ., 2009; Brave &
Dighe, 2016).

Muchas plantas se han utilizado en el cabello por diversas circunstancias, siendo bastante
razonable la afirmacion, de que la mayoria de las conocidas por el hombre, hayan sido probadas
en el cabello en algin momento de la historia. (Brave & Dighe, 2016).

Una de las plantas que ha despertado el interés de los investigadores es el Rosmarinus
officinalis, cominmente conocida como romero, esta es una planta perteneciente a la familia
Lamiaceae (Barve & Dighe, 2016), siendo autoctona de los paises riverefios al Mar Mediterraneo
(Murata et al., 2013). Su uso esta ampliamente ligado a la gastronomia (Tigist et al., 2016).

Existen diversos estudios que demuestran que, el extracto de Rosmarinus officinalis
presenta una capacidad antiandrogénica (evitan la caida del cabello) (de Macedo et al., 2020;
Murata et al., 2013; Masound et al., 2020). Bajo este contexto se justifica el objetivo de la
presente investigacion; consiste en estudiar la capacidad de crecimiento capilar de productos
derivados del romero (Rosmarinus officinalis), en ratones (Mus musculus) C57BL6//BIOU.
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Marco teérico

1.1. El cabello

El cabello es una estructura fina y alargada presente en el estrato cdrneo (capa més
externa) de la piel, que se constituye principalmente por la proteina queratina (Aranguri & Ramos,
2016). De esta manera, la presencia de cabello es una caracteristica propia de los mamiferos,
donde presenta y cumple algunas de las siguientes funciones: aislante térmico, proteccién ante los
rayos ultravioletas, camuflaje (en algunas especies animales), entre otras (Restrepo, 2010; Reyes
et al., 2007).

En los seres humanos, el cabello ha perdido gran parte de su funcion bioldgica como
consecuencia de su evolucion a lo largo del tiempo, por ende, se convirtié en un érgano vestigial.
Por lo tanto, su funcidn protectora se ha limitado principalmente al craneo, ojos (cejas y pestafias),
fosas nasales, axilas y area genital (Restrepo, 2010).

El cabello nace de una estructura conocida como unidad pilo-sebacea, que se constituye de
la union de las glandulas sebéaceas, musculo erector del pelo y el foliculo piloso. Dicha estructura
se conforma de hasta 10 tipos de células diferentes, las cuales aparecen, desaparecen o se
modifican en funcion al ciclo del crecimiento del cabello, o a la estimulacion hormonal en algun
momento dado (Restrepo, 2010; Schneider et al, 2009; Buffoli et al, 2014).

Cada cabello se compone de una raiz ubicada en un foliculo piloso de la dermis y de un
tallo que se proyecta hacia arriba por encima de la epidermis; a su vez, el foliculo piloso esta
unido a la papila dérmica, que se compone de tejido conjuntivo y vasos sanguineos, los cuales
proporcionan los nutrientes necesarios para su crecimiento (Aranguri & Ramos, 2016; Granados,
2017).

4 __ Cabello

Conducto Piloso

Glandula Sebacea Misculo Erector

Bulbo piloso Tallo Capilar

\

Papila Dérmica _

Vasos Sanguineos

Figura 1. Estructura anatomica de la unidad pilo-sebacea del cabello, en donde se
muestran sus principales estructuras anatémicas: cabello, conducto piloso, glandula
sebacea, musculo erector, tallo capilar, papila dérmica y vasos sanguineos
(Restrepo, 2010).
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1.1.1. Composicion quimica del cabello
Quimicamente hablando, el cabello se conforma por:

e Aminoacidos: son aquellas moléculas que presentan un grupo amino (-NH,) y
cualquier tipo de grupo &cido (-COOH), sin embargo, este término se emplea
mayoritariamente para hacer referencia a los acidos a-amino, Ilamados asi, debido
a que el grupo amino esté enlazado al atomo de carbono « (alfa) adyacente al grupo
carbonilo [1] (Wade, 2012).

OH
NH»

Estructura general de los a-aminoacidos [1]

Estos presentan una gran importancia a nivel biologico, ya que son los ‘‘bloques de
construccion’’ de las proteinas, y estas a su vez son las estructuras que componen a
cualquier tejido vivo (Morales et al., 2017). El cabello se compone
aproximadamente de un 70% de aminoacidos, tales como: prolina [2], arginina [3],
serina [4], treonina [5], lisina [6], cisteina [7] y valina [8] (Aranguri & Ramos,
2016).

o NH 0 0 Oh 0o
N
NH NH, NH,

H

Prolina [2] Arginina [3] Serina [4] Treonina [3]

Lisina [6] Cisteina [7] Valina [8]
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Proteinas: son las moléculas organicas mas abundantes en los animales, las cuales
presentan funciones importantes a nivel estructural y bioquimico. Estas son
consideradas como polimeros de los a-aminoacidos [1], es decir, son largas
cadenas que se componen por la repeticion de una o varias unidades de
monomeros, que en este caso son los aminoacidos, que se unen entre si mediante
enlaces amida [9] (Wade, 2012).

Enlaces amida en una pequefa porcion de proteina [9]

La proteina mas abundante en el cabello es la queratina [10], la cual constituye
aproximadamente el 28% del mismo. Esta se compone de dos cadenas conformadas
por los aminoacidos prolina [2], arginina [3], serina [4], treonina [5], lisina [6],
valina [8] y, principalmente, cisteina [7]; los cuales se unen entre si para formar
microfibras, que tienen como funcion principal la proteccion de las capas mas
externas del cabello, ufias y pezufas en los mamiferos (Reyes et al., 2007).

ARG CYS PRO

OH o}

LYS CYS

THR: Treonina, ARG: Arginina, CYS: Cisteina,
PRO: Prolina, LYS: Lisina.

Queratina [10]
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Segln su estructura y componentes, estas se pueden clasificar en dos grupos: la alfa
y la beta. La a-queratina se encuentra presente en el cabello y ufias del ser humano,
y se conforma mayoritariamente por monémeros de cisteina, formando largas
hebras que se unen entre ellas mediante la formacion de puentes disulfuro, puentes
de hidrégeno y puentes salinos permitiendo asi que la proteina se pliegue sobre si
misma obteniendo una forma helicoidal (Reyes et al., 2007).

Las diversas propiedades quimicas y fisicas en la queratina se deben,
principalmente, a los distintos tipos de enlaces que se pueden presentar a lo largo
de su estructura, siendo estos:

v" Puentes de hidrégeno: los puentes de hidrogeno se forman por la

interaccion de un grupo -NH (amino) con un grupo -CO (carbonilo)
adecuadamente situado [11] (Suarez, 2017).

0
{NH JYNH ]R
R TJ/\NH 'ﬁ/N\H \L]/\NH

o] H’O = o]
R{NHJ\/NH NHJJ\/NH}R
(0]
Puentes de hidrdégeno en la queratina [11]

v Enlaces salinos: algunas de las cadenas laterales del polipéptido contienen
grupos carboxilato (-COQO") y grupos amino protonados (-NH3"), existe la
posibilidad de la formacion de sales orgénicas entre dichos grupos [12],
siempre y cuando estén localizados de una manera adecuada (Suarez, 2017).

0
NH NH R
R T(\NH W/\NH
0 0
0 0
R J-k/NH J\/NH
{NH NH E|R
o

Puentes salinos en la queratina [12]
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v Enlaces disulfuro: la gran solidez e insolubilidad de la queratina en agua se
debe a su alto contenido de cistina, la cual mediante un enlace entre los
atomos de azufre (S) de este aminoacido; este enlace puede presentarse
dentro de una misma cadena de aminoacidos o entre dos cadenas distintas
[13] (Wilkinson & Moore, 1990).

0 R
NH NH R
R TK\NH NH
0 0

e} e}
R J—K/NH NH
NH NH R
C R

Enlaces disulfuro en la queratina [13]

La queratina puede clasificarse en dos grandes familias, en funcion del tipo y cantidad de
aminoacidos presentes, sus tipos de enlace y la forma en la que esta proteina se pliega sobre si
misma, siendo estas:

» a-Queratina: se caracteriza por tener un alto contenido de cisteina [7] en
su composicion, y por consiguiente, son abundantes los enlaces de
disulfuro [13] a lo largo de su estructura, lo cual le proporciona rigidez y
resistencia (Suarez, 2017). Dichos enlaces causan que la proteina se
pliegue sobre si misma, adquiriendo la forma de una hélice que se tuerce
en sentido de las agujas del reloj (dextrogiro) (DeBenedictis & Keten,
2019). Este tipo de queratina se encuentra presente en los mamiferos,
siendo el elemento principal del cabello, lana, cuernos, ufias y pezufias en
los mismos (Wang et al., 2015).

Figura 2. Representacion tridimensional de la a-queratina (DeBenedictis &
Keten, 2019).
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» p-Queratina: presenta muy pocas unidades de cisteina [7], siendo
en algunos casos inexistente; por esta razon, este tipo de queratina
contiene muy pocos enlaces de disulfuro [13] a lo largo de su
estructura (Suarez, 2017). Por otro lado, la -queratina se caracteriza
por presentar una mayor cantidad de puentes de hidrogeno en
comparacion a su contraparte o, esto causa que, en lugar de plegarse
sobre si misma, las cadenas de queratina se pliegan una sobre otra,
adquiriendo lo que se conoce como estructura laminar f
(DeBenedictis & Keten, 2019). Este tipo de queratina se encuentra
presente en las aves y reptiles, formando parte del pico, plumas,
escamas Yy caparazones (Wang et al., 2015).

Figura 3. Representacion tridimensional de la B-queratina (DeBenedictis y
Keten, 2019).

e Pigmentos: son los responsables de todas las posibles coloraciones naturales del
cabello (negro, castafio, rubio, entre otros). La melanina [14] es el principal
pigmento presente en el cabello, pero es necesario recalcar que, este término hace
referencia a una amplia familia de compuestos organicos (derivados del 5,6-
dihidroxiindol), responsables de multiples funciones bioldgicas, siendo la mas
destacable la pigmentacion y fotoproteccion de la piel, cabello y ojos (Paulin et al.,

2021).
HO o
N/
HO N OH
H

Estructura general de las melaninas [14]
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1.1.2. Morfologia del cabello

El tallo piloso (Figura 4) corresponde al cabello que se puede observar a simple vista; este se
compone de a-queratina, y se conforma de tres capas, las cuales, de adentro hacia afuera son las
siguientes:

Médula: es la parte méas central del cabello. Esta se compone por células queratinizadas
con apariencia de esponja, y en el caso de los mamiferos, esta estructura es la responsable
de la capacidad para retener el calor y solo es visible en cabellos gruesos (Restrepo, 2010;
Granados, 2017; Duverger & Morasso, 2014).

Corteza: es la capa méas gruesa del cabello y es la responsable de la fortaleza y coloracion
del mismo. Se compone de células alargadas con forma de porra, que se disponen en
largos filamentos, otorgandole al cabello resistencia a la traccion y al desgaste fisico
(Restrepo, 2010; Deedrick & Koch, 2004; Schlake, 2007).

Cuticula: constituye la capa mas externa del cabello y es responsable de la resistencia ante
el desgate producido por agentes fisicos (calor, luz solar, entre otros) y quimicos
(contaminacion ambiental, tintes, decolorantes, entre otros.). Se conforma por células
planas, que se apilan una sobre otra, de manera similar a las de las tejas en el techo de una
casa (Restrepo, 2010; Yang et al., 2014).

1. CUTICULA
2. CORTEZA
3. MEDULA

Figura 4. Vista microscépica del cabello. 1) Cuticula. 2) Corteza. 3) Médula
(Fuente: Restrepo, 2010).

1.1.3. Ciclo de crecimiento del cabello

La evolucion del crecimiento y pérdida del cabello es un evento muy llamativo en los

mamiferos, sin embargo, en los seres humanos no existe una muda periddica, por consiguiente, el
cabello crece y se cae de manera continua. El desarrollo de este ciclo depende de la interaccion de
numerosos factores bioldgicos como las hormonas de crecimiento, neurotransmisores y sus
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respectivos receptores (Restrepo, 2010). El ciclo normal de crecimiento del cabello (Figura 5)
consta de las siguientes cinco fases:

1. Anéagena (A): es la fase més larga del crecimiento activo del cabello y puede durar méas de
2 aios, la cual puede resultar en cabellos de hasta 80 cm de longitud. Esta etapa da lugar al
caracteristico cabello largo y pigmentado. En una persona sana, aproximadamente el 85%
de los foliculos pilosos se encuentran en esta fase (Restrepo, 2010).

2. Catdgena (C): durante esta fase el segmento inferior del foliculo retrocede
considerablemente, debido a la muerte masiva de las células del foliculo piloso,
reduciendo asi su tamarfio. Esta fase dura solamente 2-3 semanas, y por lo tanto solo 3% de
los foliculos estan en esta fase (Restrepo, 2010).

3. Teldgena (T): esta dura aproximadamente 100 dias, en donde el foliculo piloso se encoge
hasta la mitad de su tamario original y adquiere una forma de porra. En esta fase en muy
comun que ocurra la caida del pelo por traccion (tiron). Aproximadamente el 10-20% de
los foliculos se encuentran en esta fase (Restrepo, 2010).

4. Exogena (E): en esta fase, los pelos que se encontraban en fase telogena se caen de manera
espontanea sin necesidad de traccion (hasta 100 cabellos por dia); esto debido al
rompimiento de las uniones entre el bulbo piloso (de donde nace el cabello) y la vaina
radicular (estructura de la cual se sujeta) del pelo (Restrepo, 2010).

5. Kenogena (K): se refiere al intervalo de tiempo después de la fase exdgena en la que el
foliculo permanece vacio, antes de que salga un nuevo foliculo piloso en la fase anagena
(Restrepo, 2010).

Figura 5. Fases del ciclo. (A) Anagena, (C) Catagena, (T) Teldgena, (E) Exogena y (K)
Kendgena (Restrepo, 2010).
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1.1.4. Alopecia

Si bien es cierto, que la caida del cabello representa una etapa natural de su ciclo de
crecimiento, su pérdida excesiva antes de completar su total desarrollo puede resultar en una
severa problematica (Restrepo, 2010).

Paradojicamente, a pesar de que el cabello ya no desempefia una funcién de importancia
bioldgica en los humanos modernos (Zgonc et al., 2020), la pérdida del mismo por causas
fisiologicas o patoldgicas puede presentar severas consecuencias psicologicas en el afectado, ya
que el cabello presenta una carga simbolica cultural y social (Restrepo, 2010).

El cuero cabelludo es muy susceptible a diversas patologias (enfermedades), causadas por
agentes como virus, hongos y bacterias; esto debido a que es una zona que suele estar en contacto
directo con los dedos, instrumentos para el peinado, contaminacion, luz solar, calor, humedad,
entre otros; las cuales pueden derivar en enfermedades infecciosas (Rajput & Kumar, 2020) o en
la pérdida del cabello (Takada et al., 2003).

La alopecia, es el término médico empleado para definir la caida anormal del cabello,
siendo esto lo que cominmente se conoce como calvicie, definiéndose como la pérdida reversible
o irreversible de los foliculos pilosos, estructura desde la cual nace el cabello, resultando asi en
una disminucién de la densidad capilar de manera difusa (cuando la pérdida es difuminada) o
localizada (Gil-Redondo et al., 2019). Estas pueden clasificarse en primarias, cuando se trata de
una enfermedad propia del cabello; o secundarias, si son debidas a agentes externos como
traumatismos, cirugia, radiacion, tumores, entre otras (Gil-Redondo et al., 2019).

A su vez, las alopecias se clasifican en cicatriciales y no cicatriciales. En las primeras, el
foliculo piloso es destruido totalmente y reemplazado por tejido cicatricial (Cepeda et al., 2014); y
las no cicatriciales, las cuales afectan exclusivamente a los foliculos sin producirse una atrofia
permanente, y por consiguiente, son potencialmente reversibles (curables) (Ferrando & Lacueva,
2000).

Asi mismo, las alopecias no cicatriciales mas comunes son las areatas (AA) y las
androgénicas (AGA), en la primera no se conoce una causa en particular (Juarez et al., 2017);
mientras que la segunda es causada por una mayor sensibilidad de los foliculos del cuero
cabelludo hacia la dihidrotestosterona (DTH) [15] (Linares & Rosales, 2019).
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Dihidrotestosterona [15]

1.1.4.1. Alopecia androgénica (AGA)

El AGA es el tipo méas frecuente de alopecia, llegando a afectar entre el 70-90% de los
hombres a lo largo de su vida y al 50% de las mujeres mayores de 70 afos, y en ambos casos, la
prevalencia de la enfermedad aumenta con la edad (Gil-Redondo et al., 2019). Determinando que
existen dos factores fundamentales en el desarrollo de esta enfermedad: la genética y la
sensibilidad a la dihidrotestosterona [15] sobre los foliculos pilosos (Rodriguez, 2017).

Desde el punto de vista fisiologico, cada foliculo piloso tiene un mecanismo de control
individual dirigido por diversas sustancias como la testosterona [16] y la dihidrotestosterona
(DTH) [15] (Rodriguez, 2017). La enzima 5-a reductasa (5aR) es la encargada de metabolizar la
testosterona y transformarla en DHT, permitiendo asi el desarrollo de los caracteres masculinos,
como lo es el desarrollo del vello a nivel general, maduracién de los genitales masculinos, entre
otros. (Miranda et al., 2019).

Figura 6. Representacion tridimensional de la enzima 5-a-reductasa (5aR) (Xiao et al., 2020).
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En condiciones normales, la testosterona es segregada por las glandulas suprarrenales y
por los testiculos (en hombres) u ovarios (en mujeres), y pasa al torrente sanguineo.
Posteriormente, la enzima 5-a-reductasa (5aR) presente en la piel, transforma esta hormona en
dihidrotestosterona (DTH), la cual se une a los receptores de esta hormona, permitiendo la
diferenciacion celular del foliculo piloso, necesaria para que el ciclo de crecimiento del cabello se
lleve a cabo (Borraz-Ledn, 2015).

Sin embargo, en los pacientes de AGA, los foliculos pilosos presentan una predisposicion
genética mayor a la accion de la DTH, lo cual causa una disminucion del tamafio en sus
estructuras, haciendo que el cabello crezca siendo mas corto y delgado, hasta atrofiar el foliculo
(Miranda et al., 2019; Rodriguez, 2017).

CH; OH

CH»,
S-o-reductasa

Testosterona

Dihidrotestosterona

l

Receptor de la Sensibilidad a la

/Eﬂa’/ Dihidrotestosterona Dihidrotestosterona
r Fase Anagena ﬂ

A
Trastorno en el
el del cabello > |
I Fase Telogena I Fase Exégena .
| e | Pérdida del
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Figura 7. Efecto de la enzima 5-a-reductasa, dihidrotestosterona y testosterona en la
pérdida del cabello (Zgonc et al., 2020).

Diversos estudios han demostrado que los hombres con AGA presentan niveles elevados
de 5aR y DTH en su piel (Rodriguez, 2017); y de forma contraria, los varones sin calvicie
evidencian algin grado de deficiencia de 5aR (Bautista et al, 2014).
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1.1.4.2. Farmacos empleados en el tratamiento de la alopecia androgénica

Ahora bien, no es de extrafar que la mayoria de los farmacos empleados para tratar la
AGA se enfocan en inhibir la accion de la enzima 5aR (Figura 7) y asi evitar el dafio folicular
causado por el DTH [15]. Siendo el minoxidil [17] y el finasteride [18] los farmacos mas
comunmente empleados en esta patologia (Herman & P. Herman, 2017).

Muchas investigaciones aseguran que el minoxidil (2,4-diamino-6-piperidinopirimidina-3-
oxido) [17] fue el primer farmaco disponible para el tratamiento de caida del cabello en el cuero
cabelludo tanto en hombres como mujeres (Herman & P. Herman, 2017). Este medicamento es
aplicado en forma tdpica (en solucion al 2% o 5%) y debe ser suministrado 2 veces al dia por al
menos 6 meses (Herman & P. Herman, 2007). Sin embargo, se han reportado importantes efectos
adversos relacionados con el minoxidil o su vehiculo, tales como: resequedad del cuero cabelludo,
descamacion, caspa, irritacion local y crecimiento del vello en partes indeseadas (Herman & P.
Herman, 2017; Masound et al., 2020).

H2N
/
O—N+ \ N
-
H,N
Minoxidil [17]

Por su parte, el finasteride [18] es otro farmaco utilizado para tratar el AGA,
especialmente en hombres, y también en la hiperplasia prostatica benigna (Masound et al., 2020).
Dicho medicamento debe ser administrado por via oral, por un periodo minimo de 1 afio (Herman
& P. Herman, 2007). Pero, sus efectos adversos son considerablemente mas severos que los
presentados por el minoxidil, tales como: disminucion del libido y volumen de eyaculacion,
disfuncion eréctil, y feminizacion del feto si es aplicado en mujeres embarazadas (Herman & P.
Herman, 2017; Masound et al., 2020).

Finasteride [18]
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Actualmente, las Unicas terapias aprobadas por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de USA (FDA) son el minoxidil [17] topico y el finasteride [18] por via oral. Sin
embargo, existen otras opciones de farmacos que se pueden emplear como tratamientos primarios
o0 complementarios en otros paises (Mark et al., 2021). Pero es necesario acotar que estas
alternativas no estan exentas de presentar efectos secundarios, en donde, el mas comdn es la
disminucion del deseo sexual en los hombres (Hipoactividad sexual) (Shen et al., 2018).

En la siguiente tabla se presentan otros tratamientos del AGA y sus efectos secundarios
reportados en la bibliografia:

Tabla N°1: Otras drogas empleadas para el tratamiento del AGA, mecanismo de accion y
efectos secundarios.

Droga Mecanismo de Efectos secundarios Referencia
Accion
Durasterida  Inhibidor de la 5aR. Disfuncion Sexual. Hirshburg et al., 2016.
Furidil Agente Hipoactividad Sexual. Sovak et al., 2002.
Antiandrogeno.
Flutamida Agente Disfuncion Sexual y Hamishehkar et al.,
Antiandrdgeno. Hepatosis. 2016.
Espirolactona Agente Ginecomastia. LaLone et al., 2013.
Antiandrégeno.
Acetato de Antagonista AR. Hipoactividad Sexual. Mallari et al., 2002.
Ciproterona
Ketoconazol Agente Hipoactividad Sexual. Sugar et al., 1987.
Antiandrégeno.
Tofacitinib  Inhibidor de la J AK. Infecciones. Scheinberg et al.,
2017,

(Shen et al., 2018).

Ademas, la suspension de cualquiera de estos farmacos puede resultar en un grado de
alopecia mayor que al inicio del tratamiento. Debido a esto, las terapias con drogas sintéticas se
han vuelto cuestionables debido a su falta de eficacia, seguridad y sus posibles efectos adversos.
Aumentando asi el interés en tratamientos alternativos con menos efectos secundarios, tales como
las formulaciones que contienes hierbas y/o sus principios activos (Herman & P. Herman, 2017).

1.1.4.3. Productos naturales en el tratamiento de la alopecia androgénica

Se encuentran numerosas plantas cuyos extractos presentan la capacidad de estimular el
crecimiento del cabello y prevenir la caida del mismo: Si bien es cierto que no se conoce del todo
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el mecanismo de accion de dichas sustancias, se cree que el crecimiento del cabello se da como
consecuencia del aumento del flujo sanguineo, activacién de las papilas dérmicas y la inhibicién
del DTH, 5aR vy la inflamacién en los foliculos (Shen et al., 2018).

En la siguiente tabla se enumeran algunas plantas que se presentan como un tratamiento
potencial para estimular el crecimiento del cabello:

Tabla N°2: Extractos de algunas plantas con potencial de crecimiento del cabello.

Extracto Nombre Botanico Observacion Efecto Referencia
Promueve el
) . In vivo crecimiento del
Extracto de éter de  Cuscuta reflexa In vitro cabello. (Patel et al., 2014)
petréleo o etanol. Aumenta los
niveles de
testosterona.
Extracto de Eclipta alba In vivo Promueve el (Datta et al., 2009).
metanol crecimiento del
cabello.
Extracto de éter Eclipta alba In vivo Promueve la (Begum et al., 2015).
de petrdleo proliferacion de
HaCaT.
Extracto de “Fructus”’ In vivo ~Promueve el
metanol Panax ginseng Invitro crecimiento del cabello. ~ (Park et al., 2011).
Aceite esencial.  Zizyphus jujuba In vivo _Promueve el (Yoon etal., 2010).
crecimiento del cabello.
In vivo Promueve el
ite cili . crecimiento del
Extracto acuoso. Aconite ciliare In vitro cabello. (Park et al., 2012).
In vivo Promueve el
Extracto de Panax ginseng In vitro crecimiento de los (Lee et al., 2017).
etanol al 70% foliculos humanos.
Aceite esencial Chamaecyparis In vivo Promueve el (Park et al., 2013).
obtusa crecimiento del
cabello.
Extracto en etanol Rosmarinus In vivo Promueve el (Murata et al., 2013).
al 50% officinalis In vitro crecimiento del
cabello.

(Shen et al., 2018).

Estudio de la capacidad de crecimiento capilar de productos elaborados con extractos de romero
(Rosmarinus officinalis), en ratones (Mus musculus) C57BL6//BIOU

Robert Aljorna

28



1.2.Champu

Posiblemente el producto més empleado para el cuidado del cabello es el champu,
producto cosmético que se utiliza con el fin de remover la suciedad, grasa producida por las
glandulas sebéceas y las células muertas de la piel. El origen de la palabra champul deriva del
hinda “‘champna’, término que se emplea para referirse a los masajes realizados en el cuero
cabelludo con aceites o lociones, por lo tanto, su nombre no hace referencia como tal al producto
en si, sino a su forma de aplicacion (Figueroa et al., 2013).

El uso de este producto es relativamente reciente, sin embargo, las primeras referencias
que se pueden encontrar sobre su origen datan del antiguo Egipto, en donde las personas lavaban
su cabello y cuero cabelludo con una mezcla de agua y jugo de limoén, el cual debido a su caracter
acido descompone la grasa de manera eficiente. Posteriormente, en la Edad Media, aparecié una
alternativa muy similar al champu actual, la cual consistia en hervir jabon con agua y sosa
caustica (Baquero, 2019).

1.2.1. Componentes del champu

En la actualidad, los champus se constituyen de una mezcla de sustancias escogidas en
funcion de los requerimientos seleccionados por el formulador; pero de manera general, los
componentes de un champu se pueden clasificar de la siguiente manera:

1.2.1.1.Tensoactivos o surfactantes:

Son sustancias que tienen la capacidad de disminuir la tension superficial de un liquido
(Herrera, 2017). Esta capacidad esta intimamente relacionada con su estructura molecular, en la
que se pueden distinguir dos partes: una hidréfila (polar), que es soluble en agua y otros
disolventes polares, y otra parte lipofilica (apolar), soluble en grasas y solventes no polares. De
esta manera, las moléculas se orientan de manera espontanea en las interfaces agua-aceite,
formando una fina pelicula interfacial que altera en gran medida las propiedades del solvente
(Salager, 1988).

Parte Apolar
—

Parte Polar
P!

-

Figura 8. Acomodo de un tensoactivo en una interfaz agua-aceite (Salager, 1988).
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A su vez, los tensoactivos se pueden clasificar en tres grupos:

1) Anidnicos: son ampliamente empleados en los productos de aseo personal. Sin

2)

3)

4)

embargo, presentan el inconveniente de no ser compatibles con los surfactantes
cationicos y de precipitar en presencia de cationes divalentes. Un ejemplo de estos es
dodecil sulfato de sodio [19], el cual es comunmente usado en la formulacion del
champu (Salinas & Molina, 2021).

0

H C/\/\/\/\/\/\\IS!

3 O// "\O— Na+
Dodecil sulfato de sodio [19]

Catidnicos: los mas usados son las sales de amonio cuaternario y las sales de aminas,

por ser menos sensibles a los cambios de pH. Usualmente se emplean por sus
propiedades bactericidas, antisépticas y enjuagantes. Un ejemplo de estos es cloruro de
cetil trimetil amonio [20] (Salinas & Molina, 2021).

CHs
ch\rk

CH,

cl

Cloruro de cetil trimetil amonio [20]

Anféteros: son capaces de actuar como surfactantes aniénicos, cationicos o no idnicos
segun el pH del medio. Se emplean a su vez como agentes detergentes y bactericidas.
Ejemplos de estos son los derivados de la betaina [21] (Salinas & Molina, 2021).

0

'-|| /\)L
HGIC/\/\/W\/\N+ o

I
CH;,

B-Aminoéacido derivado de la betaina [21]

No idnicos: Presentan la ventaja de ser compatibles como otros surfactantes y ser
pocos sensibles a los cambios de pH. Ademas, se emplean como detergentes y
emulsificantes. Ejemplos de estos son los ésteres de glicerol [22] (Salinas & Molina,
2021).
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Esteres derivados del glicerol [22]
1.2.1.2.Viscosantes

Permiten regular la consistencia y propiedades de flujo de un liquido, ademas de facilitar
su aplicacion. Usualmente se usan coloides hidrofilicos (metil celulosa) [24] (Herrera, 2017).

Metilcelulosa [24]

1.2.1.3.Colorantes y fragancias

Se emplean con la finalidad de aportar al producto propiedades organolépticas (color y
olor), haciendo que este sea mas agradable a la vista del consumidor (Herrera, 2017).

1.2.1.4.Conservantes

Ejercen una funcidn antimicrobiana y bactericida, lo cual prolonga su vida en el anaquel.
Ejemplo de estos son los parabenos [25] (Herrera, 2017).
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e}

X

HO
Estructura general de los parabenos [25]

1.2.1.5.Aditivos

Son componentes de diversa naturaleza quimica: aceites, hidrolatos, extractos, sustancias
de origen vegetal, entre otros. Los cuales infieren al producto diversas propiedades de interés
(estéticas o farmacoldgicas), segun los requerimientos del formulador (Herrera, 2017).

1.2.2. Proporcién de los componentes en el champu

Tabla N°3: Proporciones genéricas de los componentes presentes en el champu.

Componentes % (m/m) :
Tensoactivos 1-11
Suavizantes 5-55

Colorantes 0,01-0,02
Conservantes 0,1-1
Aditivos 0,1-5
Viscosantes 0,3-1

Reguladores de pH 0-1 (variable)
Fragancias 0,5

Agua Destilada 50-65

(Samaniego & Fuertes, 2017).
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1.3.T6nico capilar

Es un tipo de preparado farmacéutico liquido y de uso dermatoldgico, que esta constituido
de un vehiculo (solvente) y de uno o varios componentes con las propiedades farmacoldgicas
deseadas (antipruriginoso, antiséptico, secante, promotor del crecimiento capilar, entre otros).
(Maurtua & Zuguifia, 2018).

Las formas farmacéuticas en las que se presentan los tonicos capilares pueden ser
soluciones o suspensiones alcohdlicas, hidroalcoholicas, acuosas o hidroglicolicas. La eleccion del
vehiculo dependera, en mayor medida, de la solubilidad del principio activo y del objetivo de la
formulacién preparada (Silva & Santos, 2021).

1.3.1. Componentes del tonico capilar
1.3.1.1.Sustancias activas

Son compuestos quimicos que pueden presentar diversas propiedades: antiseborreica,
antialopécica, antipitiriasica, entre otros. Una unica sustancia puede presentar uno o varios efectos
farmacoldgicos deseados, a pesar de que su mecanismo de accion no esté del todo esclarecido. Si
bien es cierto que existen diversas formulaciones cuyo efecto se conoce, el médico, en conjunto
con el formulador, pueden ajustar la proporcion del principio activo para cada caso en particular
(Maurtua & Zuguifia, 2018).

1.3.1.2.VVehiculos

Los vehiculos mas empleados son las mezclas, en diversas proporciones, de agua y etanol.
Esto se debe a que el agua, por si sola, es poco humectante y penetrante; pero el etanol es un
solvente mas comodo debido a que la gran mayoria de los compuestos organicos son solubles en
este medio, ademas, presenta una accién penetrante y antiséptica. Usualmente se emplea etanol
[26] de graduacion alta 80-95°, que con el agregado de agua se disuelve hasta grados alcohdélicos
inferiores a 50°. (Maurtua & Zuguifia, 2018).

H.C

J

OH

Etanol [26]
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1.3.1.3.Emolientes

Tienen como funcion remediar la resequedad causada por el vehiculo hidroalcohdlico,
evitando asi la resequedad del cuero cabelludo. Estas sustancias emolientes pueden ser: glicerina,
propilenglicol, miristato de isopropilo; y en menor proporcion, lecitina y grasas o aceites vegetales
(Maurtua & Zuguifia, 2018).

Sin embargo, al agregar un emoliente a una solucion alcoholica sin agua, no se impide la
accion resecante de la misma; razon por la cual las lociones deben ser formuladas con la cantidad
de agua suficiente para evitar la deshidratacion cutanea, y la cantidad adecuada de emolientes para
lubricar la epidermis y restaurar las grasas naturales, que han sido removidas por la accion del
vehiculo (Maurtua & Zuguifia, 2018).

1.3.1.4.Colorantes y fragancias
El aspecto es una de las caracteristicas mas importantes de los productos cosméticos, razén
por la cual es comln el uso de diversas sustancias que provean al producto de propiedades
organolépticas (olor, color, entre otros.), con lo cual los hacen mas agradables ante el consumidor
(Maurtua & Zuguifia, 2018).
1.3.2. Proporcion de los componentes en los tonicos capilares

Tabla N°4: Proporciones genéricas de los componentes presentes en los tonicos capilares.

Componente: % (m/m) :
Sustancias Activas 0,1-5
Emolientes 1-10
Colorantes 0,1-0,5
Perfumes 0,1-1
Agua Destilada 15-20
Etanol 50-75

(Maurtua & Zuguifia, 2018).
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1.4.Romero (Rosmarinus officinalis)
1.4.1. Clasificacion taxonomica

Tabla N°5: Taxonomia del romero.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae

Tribu Mentheae
Género Rosmarinus
Especie Rosmarinus officinalis

(Mardones, 2014).
1.4.2. Descripcion botanica

Arbusto aromatico, siempre verde, de hasta 1,2 m de alto, tallo recto, ramas numerosas,
corteza exfoliante, finamente puberulenta, hojas sesiles, opuestas, verdes, numerosas, lanosas,
obtusas, glandulares, de 1-3 cm de largo, casi cilindricas y dobladas hacia adentro. Flores
fragantes, de 10-12 mm de largo en pequefios grupos terminales, céliz tubulado, corola bilabiada
de color violeta, estilo alargado, fruto ovalado dividido en cuatro secciones (Fuentes & Montes,
2019; Andrade et al., 2018).

Figura 9. Rosmarinus officinalis. A) Arbusto. B) Hojas. C) Corteza. D) Flores E) Semillas. F)
Ramas. (https://identify.plantnet.org/es/the-plant-
list/species/Rosmarinus%?20officinalis%20L ./data.)
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1.4.3. Habitat

Es nativo de la cuenca mediterranea del sur de Europa, hasta 1.500 msnm en lugares
abrigados; se cultiva comercialmente en Europa y Norte América en climas templados y
templado-célidos. Introducido en Latinoamérica en climas templados y secos de alturas variables
(Andrade et al., 2018).

1.4.4. Fitoquimicay actividad biologica

La Rosmarinus officinalis presenta una gran cantidad de compuestos con actividad
bioldgica, entre los cuales destacan diversos tipos de monoterpenos, diterpenos y polifenoles;
dichos componentes pueden obtenerse, en mayor o menor proporcion, mediantes distintas técnicas
de extraccion como la destilacion por arrastre de vapor, maceracion, extraccion solido-liquido en
Soxhlet, ultrasonido, entre otros (Gonzales et al., 2020).

Sin embargo, la composicién de moléculas bioactivas de estos extractos puede variar en
funcion del origen geografico de la planta, la parte empleada, la etapa de desarrollo durante la
cosecha, el tipo de material utilizado (hojas frescas, hojas secas, flores, entre otros), y
evidentemente, el tipo de extraccion (Gonzales et al., 2020).

Tabla N°6: Principales moléculas bioactivas del romero (Rosmarinus officinalis).
Principales monoterpenos 1,8-cineol (eucaliptol) [27], alcanfor [28], a-

pineno [29], borneol [30], verbenona [31],
limoneno [32] y B-carofileno [33].

Principales diterpenos Acido carnésico [34], carnosol [35], rosmarol
[36], epirosmarol [37], isorosmarol [38] y
rosmaridifenol [39].

Principales triterpenos Acido oleandlico [40], 4cido ursélico [41],
betulina [42], a-amirina [43] y B-amirina [44].
Flavonoides Luteolina [45], apigeina [46], genkwanina

[47], diosmetina [48], hispidulina [49] y 5-
hidroxi-7,4"-dimetoxi-flavona [50].

Acidos fenélicos Acido cafeico [51], acido clorogénico [52] y
acido rosmarinico [53].

(Gonzales et al., 2020).
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Una de las principales caracteristicas de los extractos de romero es su capacidad de actuar
como un agente antioxidante (Barve & Dighe, 2016), debido a la presencia de los diterpenos
fendlicos carnosol [35] y &cido carnosico [34] (Fiume, 2013). Dicha capacidad antioxidante ha
demostrado ser de utilidad para prevenir y reparar el cabello sometido a tratamientos oxidativos
y/o reductores (Takada et al., 2003; de Macedo et al., 2020).

1.4.5. Usos medicinales

Las hojas maceradas en etanol se usan de manera tOpica para irritaciones cutaneas
(Maurtua & Zuguifia, 2018.), evitar la caida del cabello (Tigist et al., 2016) y promover su
crecimiento (Murata, 2013).

La infusion de sus hojas se emplea, en forma de tratamiento oral, para la amigdalitis,
anemia, bronquitis, cefalea, colicos, debilidad, depresion, desordenes circulatorios, diarrea,
dolores diversos, edema, hipotension arterial, indigestion, influencia, voOmitos, nauseas,
parasitismo, tos y vértigo (Avila-Sosa et al., 2011).

A toda la planta se le atribuyen propiedades antioxidantes (Takada et al., 2003),
antiséptica, aperitiva, astringente, carminativa, digestiva, espasmolitica, insecticida, sedante y
tonica (Avila-Sosa et al., 2011).
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Las ramas secas Y frescas se caracterizan por ser aromatizantes, razon por la cual se usan
en arreglos florales, platillos, bouquet, entre otros. Ademads, se suele sembrar de manera
ornamental y para colorear la lana con tonalidades verde-amarillo (Maurtua & Zuguifia, 2018.).

En el caso de los preparados cosméticos, los productos derivados del Rosmarinus
officinalis se emplean con la finalidad de aportar acondicionamiento a la piel y al cabello o
proporcionar fragancia al producto (Fiume, 2013). En este trabajo también se recalca, que la
mayoria de las formulaciones cosméticas contienen concentraciones muy bajas de ingredientes
derivados de Rosmarinus officinalis (romero), a menudo menos del 5% (Fiume, 2013).

1.4.6. Uso de la Rosmarinus officinalis (romero) en el tratamiento de la alopecia
androgénica

Algunos estudios “in vitro” sefialan, que la capacidad antiandrogénica de los extractos de
romero se debe a que uno de sus componentes, el 4cido 12-metoxicarnosico, exhibe la propiedad
de inhibir la accién de la enzima 5aR, y por consiguiente se reduce en gran medida la
transformacion de la testosterona en DHT, evitando asi la atrofia de los foliculos pilosos (de
Macedo et al., 2020; Murata et al.,2013).

En el afio 2013, se realizd un estudio “in vivo” en donde se evalud la capacidad inhibidora
de la enzima 5aR del extracto alcohdlico del Rosmarinus officinalis (RO-ext) en ratones, cuyo
crecimiento capilar fue interrumpido por tratamiento con testosterona; dicho extracto se aplicé de
forma tépica en una dosis de 2 mg de extracto/dia por un periodo 16 dias. En este ensayo se
evidencid que el RO-etx modifica la accion de la enzima hasta un 94,6%, traduciéndose en una
mejoria en el crecimiento del cabello en los ratones tratados con éste. Con ello se concluye que el
RO-etx es un prometedor candidato para el tratamiento del AGA (Murata et al., 2013).

El extracto de dicha investigacion se obtuvo mediante extraccion de las hojas de la planta
con una solucién acuosa de etanol al 50%, en un sistema de reflujo, por un periodo de 2 horas;
posteriormente el extracto se filtrd y evaporo a presion reducida, obteniéndose un rendimiento del
25% (Murata et al., 2013).

En paralelo a los ensayos con ratones, también existen ensayos clinicos en humanos en
donde comparan el efecto androgénico del extracto de Rosmarinus officinalis de manera
individual (Barikbin et al., 2014) o de manera combinada con otras hierbas (Masound et al.,
2020), con respecto a la aplicacion de minoxidil al 5%. En ambos se usaron voluntarios del sexo
masculino diagnosticados con AGA, previamente. Los dos estudios demostraron una mejoria en el
crecimiento del cabello en los participantes que emplearon el extracto de la planta (Barikbin et al.,
2014) o una combinacion del mismo con el minoxidil (Masound et al., 2020); ademas en ambos
grupos, la mayoria de los participantes se sentian significativamente satisfechos con los resultados
(Masound et al., 2020; Barikbin et al., 2014). Siendo otro punto a favor, que al finalizar el
estudio, ninguno de los participantes demostré alteracion hormonal ni efectos secundarios
(Barikbin et al., 2014).
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Grupo MTS + THS Grupo MTS

Linea Base Semana 36 Linea Base Semana 36

Figura 10. Fotografias globales de los pacientes del grupo MTS+THS (minoxidil al 5% +
extracto de Rosmarinus officinalis) MTS (extracto de Rosmarinus officinalis) al inicio del
tratamiento y a la semana 36 (Masound et al., 2020).

Debido a la alta eficacia que han demostrado los extractos de Rosmarinus officinalis, no es
sorprendente que diversas empresas se muestren dispuestas a introducirlos como aditivos en sus
preparaciones cosméticas, especialmente en champus, con el fin de prevenir y tratar el dafio en el
cabello causado por la vida diaria (Takada et al., 2003), o promover el crecimiento del cabello en
los pacientes con AGA (Masound et al., 2020; Barikbin et al., 2014).

1.4.7. Aceite esencial de romero

Este término hace referencia a una mezcla muy compleja de compuestos volatiles,
caracterizados por su potente olor, que son sintetizados por diversos 6rganos en las distintas partes
de la planta, las cuales presentan multiples funciones bioldgicas y ecoldgicas; el aceite se obtiene
mediante destilacion por arrastre de vapor. Por otro lado, debido a sus propiedades intrinsecas, el
aceite esencial de romero es ampliamente empleado como conservante alimenticio, en
aromaterapia, y en la preparaciéon de fragancias y demas productos cosméticos (Teixeiraet al.,
2013; Kadriet al., 2011).

El aceite esencial de romero se presenta en forma de un liquido incoloro o amarillo palido,
el cual presenta un olor caracteristico a romero, y quimicamente hablando, esta constituido
principalmente de monoterpenoides, como el 1,8-cineol [27], alcanfor [28] y a-pineno [29]
(Raskovic-et al., 2014).
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1.4.8. Hidrolato de romero

Los hidrolatos, también conocidos como hidrosoles o aguas aromaticas, son la fase acuosa
obtenida de la destilacion por arrastre de vapor de diferentes partes de una planta aromatica, la
cual se separa de la fase oleosa (aceite esencial) al finalizar dicho proceso. Estos suelen emplearse
en la gastronomia y en la fabricacion de fragancias y cosméticos (Politiet al., 2022).

Si bien es cierto que, existen muy pocos estudios sobre la composicion quimica de los
hidrolatos, en comparacion con sus aceites esenciales, diversos estudios afirman que su
composicién en cuanto a metabolitos secundarios, difiere en un 40% entre ambos. En el caso del
hidrolato de romero, su constitucion se compone, en mayor parte, de 1,8-cineol [27], alcanfor [28]
y verbenona [31]. Sin embargo, sus cantidades relativas pueden diferir considerablemente debido
a distintos factores; clima, subespecie, fertilizantes, entre otros (Politiet al., 2022).

1.4.9. Extracto alcohélico de romero

Los extractos herbales, o también conocidos como tinturas, son un preparado que se
obtiene mediante la extraccion solido-liqguido de una planta (o cualquiera de sus partes),
empleando un solvente polar, siendo el mas comdn el etanol [26]. Dicha extraccion puede llevarse
a cabo mediante distintas técnicas: maceracion, ultrasonido, microondas, reflujo, Soxhlet, entre
otros (Quezada et al., 2021).

Es bien sabido que el extracto alcohdlico de romero, presenta diversas propiedades
farmacoldgicas, entre las que resaltan: antienvejecimiento, hepatoprotectoras, anticonceptivas,
antioxidantes y antidepresivas (Amaral et al., 2013).

Desde el punto de vista fitoquimico, el extracto de romero se conforma de una amplia
variedad de metabolitos, como los son los alcaloides, flavonoides, y terpenoides. En donde, los
compuestos mayoritarios son el carnosol [35], &cido carnédsico [34], acido rosmarinico [53], acido
ursolico [41] y acido caféico [51]; los cuales se creen que son los responsables, en mayor medida,
de la actividad biolégica del romero y su combinacion es capaz de generar una sinergia eficaz ante
distintas patologias (Einbond et al., 2012).

1.4.10. Extraccién de productos naturales

Los productos naturales son todas aquellas moléculas, de caracter organico, que son
sintetizadas por la Naturaleza. Dichas moléculas son los pilares fundamentales de todos los seres
vivos (animales, plantas, hongos y microorganismos), y abarcan un enorme abanico de especies
quimicas: proteinas, acidos nucléicos, hormonas, aminoacidos, alcaloides, derivados fendlicos,
terpenoides, entre otros. Y muchos de estos compuestos son de gran interés industrial,
farmacéutico y cosmético (Ringuelet & Vifia, 2013).
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La extraccién, es una de las operaciones mas basicas que se pueden realizar dentro de un
laboratorio. Esta técnica consiste en la separacion, mediante un liquido, de uno o varios
compuestos de interés de una muestra (Nufiez, 2010). El tipo de extraccion empleada, depende en
mayor medida de la naturaleza del material de origen y de las propiedades quimicas de las
sustancias que se pretenden aislar (Sampayo, 2015).

En este proceso, la eleccion del solvente a emplear es de vital importancia, ya que en
funcion de éste, se puede obtener un extracto que contenga la mayor parte de los constituyentes
quimicos de la especie vegetal, o por otro lado, un extracto que solo contenga compuestos
quimicos con una propiedad particular. Por ejemplo, en el primer caso, se optaria por un solvente
con una polaridad elevada, mientras que para el segundo caso, se suele elegir un solvente de baja
0 media polaridad (Sampayo, 2015).

De manera general, un proceso de extraccion para especies vegetales, incorpora las
siguientes etapas (Sarker et al., 2006):

1) Secado y molienda del material vegetal, para homogeneizar las partes frescas de la
planta (hojas, tallos, flores, entre otras).

2) Eleccion del disolvente, pudiendo ser una extraccion polar (agua, metanol o etanol), de
polaridad media (acetato de etilo) o no polar (hexano, éter de petrdleo y cloroformo).

3) Eleccién del método de extraccion (maceracion, reflujo, microondas, entre otros).
1.4.10.1.  Variables en un proceso extractivo

Las variables que afectan a cualquier operacion de extraccion, son de gran interés experimental,
ya que éstas permiten establecer con antelacion, el método méas adecuado de extraccién a llevar a
cabo, en funcion de las propiedades fisicas y quimicas de las sustancias a aislar, los equipos y
solventes a emplear, entre otros (Sampayo, 2015). Siendo estas variables, las siguientes:

e Estado de Division: la eficiencia de un proceso extractivo sera mayor cuando el tamafio de
la particula sea méas pequefio, ya que asi se logra una mayor superficie de contacto del
material vegetal con el solvente. Sin embargo, el uso de particulas muy finas puede
conllevar a necesitar etapas adicionales de filtracion especiales, con el fin de separarlas
eficazmente del extracto obtenido (Sampayo, 2015).

e Agitacion: gran parte de la eficiencia de un proceso extractivo esta en funcion del
equilibrio de saturacién del disolvente. La agitacion constante hace que nuevas cantidades
de disolvente entren en contacto con el material, de manera que un nuevo equilibrio sea
alcanzado. EI movimiento del liquido, desplaza el equilibrio aumentando la eficiencia del
proceso (Sampayo, 2015).
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e Temperatura: la disolucién de las sustancias es facilitada con el aumento de la
temperatura, que contribuye al desplazamiento del equilibrio de saturacion y aumenta la
eficiencia de la extraccion. Sin embargo, muchos productos naturales son propensos a
presentar descomposicion térmica y pueden ser destruidos, parcial o totalmente, a
temperaturas elevadas (Sampayo, 2015).

e pH: la solubilidad de distintas sustancias puede depender del pH del disolvente, ya que
permite la formacion de sales organicas, que en la mayoria de los casos, son solubles en
agua (Sampayo, 2015).

e Naturaleza del Solvente: dependiendo de la finalidad deseada, el disolvente empleado
puede extraer, de manera selectiva o no, ciertas clases de compuestos. Dicha propiedad
depende, en gran medida, de la polaridad del disolvente (Sampayo, 2015).

e Tiempo de Extraccion: se determina en funcién del disolvente y los equipos empleados.
Esta variable es resultante de las variables anteriormente explicadas. El tiempo de
extraccion debe ser suficiente para permitir la extraccion de los compuestos de interés
(Sampayo, 2015).

1.4.10.2. Métodos de extraccion de productos naturales

Es importante recalcar que la eleccién del método de extraccion depende, en gran medida, de
la naturaleza de la matriz de la muestra y de los compuestos de interés. Por ejemplo, un
compuesto térmicamente estable y soluble en solventes polares, puede ser extraido mediante
multiples técnicas, y la eleccién de la misma puede depender del criterio del operador y los
equipos que este tenga a su disposicion. Por otro lado, un compuesto que presenta
descomposicion térmica y solo es soluble en compuestos apolares, presentara un abanico
menos variado, en cuanto a métodos de extraccion se refiere (Martinez, 2020). Entre los
métodos de extraccion mas empleados se tienen:

e Maceracion: es una de las técnicas empleadas mas simples, y consiste en dejar el
producto natural, triturado o finamente molido, en un recipiente con un disolvente afin
a los productos de interés, a temperatura ambiente y con agitacién constante u
ocasional (Ampayo, 2015).

Posteriormente, el material vegetal debe ser separado del disolvente, generalmente
mediante filtracion o centrifugacion. Es comln que este proceso se repita varias veces,
cambiando el disolvente en cada proceso (Ampayo, 2015).

e Extraccion en soxhlet: utiliza un sistema de evaporacion y condensacion continua
sobre una muestra seca, generalmente triturada o molida previamente. Es empleado en
una gran cantidad de matrices organicas, especialmente en la extraccion de lipidos. Su

Estudio de la capacidad de crecimiento capilar de productos elaborados con extractos de romero
(Rosmarinus officinalis), en ratones (Mus musculus) C57BL6//BIOU

Robert Aljorna
44



principal ventaja es que permite realizar extracciones exhaustivas de las sustancias de
interés, a la temperatura de ebullicién de los solventes empleados (Martinez, 2020).

El extractor Soxhlet (Figura 11.), consiste en un sistema conformado por un balon que
contiene el disolvente, el cual se evapora hasta llegar a un condensador de reflujo.
Luego, el disolvente se condensa sobre un cartucho de material poroso que contiene a
la muestra a extraer, y éste arrastra consigo los compuestos de interés hasta el balon
nuevamente. Finalmente, este proceso se repite multiples veces hasta que la extraccion
de la muestra se agote (Ampayo, 2015).

Salida de agua
e

Refrigerante —

Entrada de agua

Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento™ Cartucho
Sifon—s- i
Ascenso de
vapores

Regreso del
solvente +extraido

) Calentador
=
Figura 11. Esquema de un extractor Soxhlet.

Extraccion asistida por ultrasonido: consiste en emplear ondas ultrasénicas, en
conjunto con agitacion mecéanica, para facilitar el proceso de disolucion de las
sustancias de interés en el solvente. Esta técnica tiene como principal ventaja, su
utilidad para tratar grandes cantidades de muestra con un menor volumen de
disolvente. Sin embargo, requiere de grandes tiempos de extraccion y de procesos
adicionales de filtracién (Martinez, 2020).

Extraccion asistida por microondas: se fundamenta en el uso de ondas de microondas,
las cuales pueden penetrar con facilidad los poros de la muestra a extraer, haciendo que
el solvente pueda quedar atrapado dentro de éstos, y posteriormente ser calentados por
dichas ondas. Esta técnica es considerablemente mas rapida y se usan menores
cantidades de solventes en comparacion a técnicas como la extraccion Soxhlet o por
ultrasonido (Martinez, 2020).

1.5.Rat6n (Mus musculus)
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1.5.1. Clasificacion taxonémica

Tabla N°7: Taxonomia del raton.

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mammalia

Orden Rodentia
Familia Muridae
Género Mus
Especie Mus musculus

1.5.2. Descripcion zooldgica

Se trata de un pequefio roedor, perteneciente a la familia Muridae. En los ejemplares
adultos, su largo ronda desde los 6,5 a 9,5 centimetros, y sus colas pueden llegar a medir hasta
10,5 centimetros y llegan a pesar desde 12 a 30 gramos. Su pelaje es variado en color, yendo
desde el marrén claro, hasta el negro, presentando una coloracion mas clara, o incluso blanca en
su vientre. Sus largas colas carecen o tienen muy poco pelaje, y tienen filas circulares de
anulaciones (células de piel con forma de escama) (Ballenger, 1999).

Esta especie se caracteriza por su gran potencial reproductivo, la cual se da durante todo el
afio, aungue en los ratones silvestres, se pueden presentar épocas reproductivas que van desde
abril hasta septiembre. Su ciclo estral dura de 4 a 6 dias, y el estro (momento en el que la hembra
acepta aparearse) dura menos de un dia (Ballenger, 1999).

Las hembras suelen tener entre 5 a 10 camadas por afio, siempre y cuando las condiciones
ambientales y alimenticias sean propicias. La gestacion se da por aproximadamente 21 dias y las
camadas se pueden componer de 3-12 crias, las cuales nacen sin pelo y ciegas. Estas estan
totalmente cubiertas de pelo a los 10 dias, abren los ojos a los 14 dias, se destetan a las 3 semanas
y alcanzan su madurez sexual a las 5-6 semanas. Su promedio de vida es de 2 afios en cautiverio,
pero se tienen registros de algunos individuos que han llegado a vivir hasta 6 afios. En contraste,
los ejemplares silvestres no suelen vivir mas de 18 meses, ya que suelen ser presas de otros
animales (Ballenger, 1999).
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Figura 12. Mus musculus. (https://www.naturalista.mx/taxa/44705-Mus-

musculus/browse photos).

1.5.3. Habitat

Se cree que la especie Mus musculus es nativa de Asia Central o Mediterranea, lugar
donde empezd a propagarse durante miles de afios, primero con el desarrollo de la agricultura, y
posteriormente, por las rutas comerciales (tanto terrestres como maritimas). En la actualidad, el
raton suele vivir en una estrecha relacion con el ser humano, es decir, es considerado como una
especie comensal, viviendo en casas, edificios, plantaciones y zonas boscosas cerca de los
asentamientos humanos. Gracias a esta asociacion con el hombre, los ratones han podido abarcar
practicamente todos los rincones del mundo, a excepcion de las regiones articas, las cuales
tampoco son habitadas por el ser humano (Lund, 2015).

1.5.4. Ratén de laboratorio

El raton mas frecuentemente usado en experimentos pertenece a la especie Mus musculus
y se emplea cominmente en la investigacion cientifica. Estos ratones se crian, especificamente
para su uso en bioterios de laboratorios, y en muchos casos, se modifican genéticamente para
comprender de mejor manera la biologia y patologias presentes en el ser humano y otros animales
(Albus, 2012).

Los ratones, representan el modelo ideal para la investigacién biomédica y de medicina
comparativa, ya que presentan muchas similitudes con el ser humano a nivel de anatomia y
fisiologia. Ademas, el hombre y los ratones presentan aproximadamente 30.000 genes, de los
cuales, el 95% ejercen funciones similares (Bryda, 2013).
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Por otro lado, el uso de ratones como biomodelo presenta otras grandes ventajas ligadas a
su pequefo tamafio, como lo son sus pocas exigencias de espacio y alimentacion, tiempos de
gestacion cortos, nimero relativamente grande de descendientes y un tiempo de vida corto. Lo
que representa un costo de mantenimiento mucho mas econémico en comparacion a otras especies
animales (Bryda, 2013).

Ademas, los ratones de laboratorio presentan innumerables virtudes, hablando desde el
punto de vista geneético, ya que en la actualidad se posee una gran cantidad de informacién en
cuanto a su genoma se refiere. Todo esto, gracias a su secuenciacion en el afio 2002, luego de la
del ser humano en el afio 2001. Dicha base de informacién, permite realizar comparaciones de
todo el genoma entre ambas especies, permitiendo asi la identificacion de los genes y su
caracterizacion (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001; Waterston et al., 2002).

1.5.5. Lineas genéticas de raton (Mus musculus) empleadas en la investigacion
Cientifica

Unos de los factores mas importantes a la hora de planificar una investigacion que requiera
el uso de animales de laboratorio, es la calidad genética de los individuos a emplear; ya que, de
manera analoga a los perros y gatos, en los ratones de laboratorio existes razas, o mejor dicho,
lineas, las cuales han sido producto de cruces planificados durante décadas, de manera tal, que
estos nuevos individuos presenten una o varias caracteristicas que suelen ser de interés para una
determinada investigacion (Benavides & Gueénet, 2003).

Es asi, como desde el punto de vista genético, los ratones pueden clasificarse en dos
grandes lineas:

e Lineas consanguineas: una poblacién es consanguinea cuando sus progenitores
comparten uno o varios antecesores comunes, es decir, existe un acoplamiento
entre individuos emparentados (Benavides & Guénet, 2003).

En los roedores, la consanguineidad es muy frecuente en estado salvaje, debido a
que viven en territorios relativamente pequefios y las migraciones no son comunes.
Por su parte, las poblaciones que se crian en laboratorios son relativamente
consanguineas por su tamafio limitado y el apareamiento entre animales
emparentados son frecuentes (Benavides & Guénet, 2003).

Para que una linea de ratones sea considerada consanguinea, esta debe provenir de
una unica pareja reproductora, en donde sus descendientes se han apareado entre
hermanos y hermanas, durante un minimo de 20 generaciones (Benavides &
Guénet, 2003).
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Gracias a esto, los individuos pertenecientes a estas lineas presentan una genética
casi idéntica, presentando entre si una gran uniformidad en sus rasgos fisicos y de
comportamiento, haciéndolos un modelo idéneo para estudios genéticos o en
aquellos donde se quiera mitigar el efecto de la variabilidad genética (Chebib et al.,
2021).

Entre las lineas consanguineas mas empleadas se tienen:
v C57BL/6: es un ratdn de pelaje marrdn oscuro, casi negro; son muy sensibles a

los ruidos y olores. Es empleado en estudios de alcoholismo, cardiovasculares,
diabetes, obesidad, alopecia, entre otros (Simon et al., 2013).

Figura 13. Raton de la linea consanguinea C57BL/6.

v' BALBJ/c: son una cepa albina (pelaje blanco y ojo rojos), del cual derivan
muchas otras sub-cepas. Se caracterizan por ser muy dociles ante la
manipulacion humana, ademas de presentar una alta tasa de cancer
(pulmonar y renal) al llegar a la edad adulta. Esta cepa es empleada en
estudios cardiovasculares, inmunologia, cancer, entre otros (Nagy et al.,
2023).

e _f‘,’/

Figura 14. Raton de la linea consanguinea BALB/c.

v" Nude: es una cepa que se caracteriza por la ausencia de pelo en todo su
cuerpo, de alli viene su apodo de nude (desnudo en inglés). Esta linea es de
vital importancia en el area de los xenotransplantes (trasplante entre
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especies), ya que a estos se les puede trasplantar tumores humanos con poca
probabilidad de rechazo (Fogh & Giovanella, 1978).

Figura 15. Raton de la linea consanguinea Nude.

e Lineas no consanguineas: este término hace referencia a aquellos animales cuya
descendencia no se encuentra emparentada. Son los ratones mas empleados en la
investigacion cientifica, especialmente por su bajo costo, alta tasa de reproduccion
y docilidad. Estos, al no ser genéticamente definidos, son ideales para algunos tipos
de investigacion, pero inutiles para otras donde ser requiera de una genética
establecida (Benavides & Guénet, 2003).

Este grupo de roedores es el que mejor representa la variabilidad genética en una
poblacion humana; por esta razon, los ratones no consanguineos son ampliamente
utilizados en estudios de toxicologia y farmacologia (Benavides & Guénet, 2003).

Entre los ratones no consanguineos mas populares son los Swiss-Webster, CD-I,
ICR y CF-I (Benavides & Guénet, 2003).

1.5.6. Estudios de promocion capilar en ratones C57BL/6

Los ratones de la linea C57BL/6 son cominmente empleados en estudios de tratamiento de
la alopecia porque son mas propensos a la pérdida de cabello o alopecia, y los mecanismos
involucrados en esta patologia son similares a los que se presentan en los seres humanos (alta
sensibilidad a la testosterona), por consiguiente, son el modelo més util para probar la eficacia de
diversas sustancias con potencial antiandrogénico. Ademas, los ratones C57BL/6 tienen un tiempo
de generacion corto y son relativamente economicos de criar y mantener (Oh et al., 2014).

En una investigacion realizada en la Universidad de Keimyung, Corea del Sur, se realizd
un estudio sobre el efecto del aceite de menta en el crecimiento capilar en ratones C57BL/6. Se
emplearon 20 animales, los cuales fueron repartidos aleatoriamente en 4 grupos en funcion a la
solucion tdépica que se les aplicaba: solucién salina (SA), aceite de jojoba (JO), minoxidil al 3%
(MXD) y aceite de menta (Mentha piperita) al 3% (PEO). El efecto de las aplicaciones topicas fue
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evaluado durante 4 semanas, tomando como referencia una escala cualitativa, analisis histoldgico,
actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina y la expresion de un factor de crecimiento (IGF-1).
De los 4 grupos experimentales, el grupo PEO presentd un crecimiento capilar mas acelerado y un
mayor engrosamiento de la epidermis y foliculos pilosos, en comparacion a los demas grupos (Oh
etal., 2014).

Group) SA JO MXD PEO
Week

R I S
R A A A
S i T S
T i s

Figura 16. Observacion macroscépica del pelaje en ratones C57BL/6. Se afeitd el lomo de
los ratones y se aplicaron topicamente los compuestos de ensayo durante 4 semanas. SA; solucion
salina, JO; aceite de jojoba, MDX; minoxidil al 3 %, PEO; aceite de menta al 3%
(Ohetal., 2014).

Una investigacion realizada en la Universidad Normal de Anhui, China, demostr6 el prometedor
potencial del extracto de la fruta de la Gardenia florida (GFFE). En el estudio se examiné el
efecto del GFFE a diferentes concentraciones (0,5%, 1% y 2%), agua purificada (CK) y minoxidil
al 2% (MXD) administrados por via topica en 5 grupos de ratones de la linea C57BL/6, a los
cuales se les habia afeitado la region dorsal de su cuerpo. La evaluacion del crecimiento capilar se
realizO mediante la medicion de cabellos arrancados, analisis histologico, y examenes
bioquimicos. Se concluyo que el tratamiento con GFFE, causa un aumento significativo en el
numero, tamafio y profundidad de los foliculos pilosos, traduciéndose esto en una promocion del
crecimiento capilar local (Liu et al., 2022).

En el afio 2013, se realiz6 un estudio en la Universidad de Kinki (Japon), en donde se
analizo el efecto de la aplicacion tépica de extracto de hojas de romero (Rosmarinus officinalis),
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en una dosis de 20 mg/dia/ratén, sobre ratones de la linea C57BL/6, que presentaban una
interrupcion del crecimiento capilar inducida por un tratamiento con testosterona. La evaluacion
del crecimiento capilar se realiz6 mediante una escala cualitativa y la inhibicion de la enzima 5aR.
Al finalizar el estudio se demostr6é una inhibicion de dicha enzima de entre el 82,4% y el 94,6%
con un crecimiento del cabello del area afeitada (Murata et al., 2013).

Figura 17. Puntuaciones para la evaluacion del crecimiento capilar: 0= sin crecimiento; 1= menos
del 20% de crecimiento, 2= 20% al 40% de crecimiento, 3= 40% al 60% de crecimiento, 4= 60%
al 80% de crecimiento, 5= 80% al 100% de crecimiento (Murata et al., 2013).

1.6. Pruebas estadisticas
1.6.1. Prueba de Shapiro-Wilk

Es una prueba que se emplea para determinar si un conjunto de datos presenta una
distribucién normal, es decir una distribucion gaussiana; la cual es un concepto estadistico que
describe como se distribuyen los datos alrededor de un valor promedio (Figura 18). Cabe destacar
que, la distribucién normal es uno de los pardmetros mas importantes en el mundo de la
estadistica, ya que muchas pruebas requieren de una normalidad en los datos para poder obtener
analisis y conclusiones vélidas (Tapia et al., 2021).

0.40
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0.30
0.25

Valor central
(Media)
I

Frecuencia

0.20 4
0.15 1

0.10

Dispersion
(Desviacion

0.05 Tipica)

0.00 4

Observaciones

Figura 18. Ejemplo grafico de un conjunto de datos que presentan una distribucion normal.
Notese que la grafica presenta una forma de campana, la cual se le conoce como campana de
Gauss.
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Inicialmente, en esta prueba se deben ordenar los datos de mayor a menor, obteniéndose
asi un vector muestral, para luego calcular la media y varianza muestral. Posteriormente, se genera
un estadistico W (que en la mayoria de los programas estadisticos se representa como p-valor), el
cual es comparado con un valor critico (o) que en la mayoria de los casos es 0,05 (Ecuacion. 1)
(Tapia et al., 2021).

Tl_ a(.Y.Z
=—§l‘1 —— Ec (1)
izl(yi - Y)
Donde Y; son los datos ordenados de la muestra (de menor a mayor), y Y™, (¥; — Y)? la
varianza (Tapia et al., 2021).

El estadistico W es invariable en escala y origen, adquiriendo un valor méximo de 1y
minimo de n-1. De manera tal, que este realmente actia como un coeficiente de correlacion al
cuadrado (R?), y en este sentido, los valores mas cercanos a 1 indican una mayor correspondencia
a la normal (Tapia et al., 2021).

Distribucion Normal Distribucion No Normal
W=1 W<a
(o]
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o o
£ g °
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Cuantiles tedricos distribucion Normal Cuantiles tedricos distribuciéon Normal

Figura 19. Gréficos de distribucion. A la izquierda, grafico con distribucién normal (W=1). A la
derecha, grafico con distribucion no normal (W<a). Notese que entre més cercano es W a 1, el
conjunto de datos se correlaciona mas a la normal (linea recta).

Si el p-valor (0 W) de un conjunto de datos es mayor que 0,05 (p-valor > 0,05) se aprueba
la hipotesis nula (Ho), es decir, se considera que dicho conjunto de datos presenta una distribucion
normal. Por el contrario, si dicho p-valor es menor que 0,05 (p-valor <0,05) se aprueba la
hipétesis alternativa (H,), es decir, los datos no presentan una distribucion normal (Tapia et al.,
2021).
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1.6.2. Prueba de ANOVA

El andlisis de varianza (ANOVA, ANalysis Of VVAriance, segun la terminologia en inglés)
es un conjunto de técnicas estadisticas de gran utilidad a la hora de comparar dos 0 mas grupos,
cuando se realizan mediciones repetidas. Por lo cual, la prueba de ANOVA se emplea en 4
posibles situaciones (Dagnino; 2014):

e Cuando hay mas de dos grupos que necesitan ser comparados. EI ANOVA también
puede ser empleado para comparar solamente dos grupos, de hecho, el test t de
Student es un caso especial de ANOVA (Dagnino; 2014).

e Cuando hay mediciones repetidas en mas de dos ocasiones o cuando hay dos 0 méas
grupos en quienes se hacen mediciones repetidas en mas de dos ocasiones
(Dagnino; 2014).

e Cuando los sujetos pueden variar en mas de una caracteristica que afecta el
resultado y se necesita juzgar su efecto (Dagnino; 2014).

e Cuando se desea analizar, simultineamente, el efecto de dos o mas tratamientos
diferentes (Dagnino; 2014).

En ANOVA, los términos de ‘‘una via, un factor o un sentido’’ se refieren a la variable
que determina los grupos de estudio, es decir, la variable independiente. Un claro ejemplo de este
tipo de ANOVA, seria la asociacion entre varios farmacos (variable independiente) y la
produccion de un metabolito luego de su aplicacion (variable dependiente) (Dagnino; 2014).

En la prueba de ANOVA se genera un estadistico F (en honor a Fisher), en donde se

requiere calcular la varianza de las medias se 10s grupos (Sentre) Y la varianza dentro de cada grupo
(Sdentro) (Dagnino; 2014).

Sentre

F Ec(2)

S dentro

Suponiendo un que todos los grupos provengan de una misma poblacién, las varianzas
calculadas deberian ser iguales o muy parecidas entre si, lo que se traduce en un valor de F
proximo a 1, siendo asi el valor de p mayor. Por el contrario, si la media de uno 0 mas grupos es
distinta, la varianza entre grupos serd desproporcionalmente mayor, donde el valor de F se ira
apartando progresivamente de 1, siendo el valor de p menor (Dagnino; 2014).
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Figura 20. Explicacion gréafica de la prueba de ANOVA y el célculo de F. A la izquierda
se muestran 4 muestras que provienen de una misma poblacion (A), y por lo tanto el valor de F es
cercano a1y p es grande. A la derecha, se muestran 4 muestras, en donde la media de una de
estas es distinta a las demas, donde F se aleja de 1 y el valor de p es pequefio.

Si el estadistico p es menor que el valor critico (p < 0,05), se aprueba la hipétesis alterna
(H1). es decir, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los grupos.
Por el contrario, si el estadistico p es mayor que el valor critico (p > 0,05), se aprueba la hipotesis
nula (Ho), es decir, no existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los
grupos (Kim, .2017).

Si bien es cierto, que la prueba ANOVA permite determinar si existen diferencias
significativas entre las medias de un conjunto de grupos. Esta no es capaz de discernir, por si solo,
entre que grupos se encuentra tal diferencia. Por esta razon, en algunos casos es necesario realizar
un andlisis de los datos a posteriori (post-hoc) (Nufiez, 2018).

1.6.3. Método de Tukey

Los analisis de varianza confirman la existencia de diferencias significativas entre varios
grupos, hecho esto, es deseable investigar que medias son distintas entre si. Para esto se emplean
diversos métodos cuyo objetivo es la identificacion de las medias estadisticamente diferentes, las
cuales reciben la denominacion ‘‘contrastes para comparaciones multiples’’(Nufiez, 2018).

Una de estas técnicas es la prueba Tukey, permite la comparacién de cada una las medias
de diferentes grupos con una media, a la que se considera como un ‘‘valor normal’’, y a esta
ultima se le denomina ‘‘diferencia honestamente significativa’> (HDS). De manera similar a una
prueba t-Student, en esta prueba, se genera un estadistico p, el cual es comparado con un valor
critico (usualmente 0,05). Cuando este estadistico p es mayor que el valor critico (p > 0,05), se
aprueba la hipétesis nula (Hp) y se establece que no existen diferencias significativas entre las
medias de los grupos. Caso contrario, si p es menor que el valor critico (p < 0,005), se aprueba la
H; y se establece que existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias (Nufiez,
2018).
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Justificacion

En la actualidad, el cabello juega un papel importante en la calidad de vida de las personas
ya que, si bien es cierto que su pérdida no trae consigo una consecuencia en la fisiologia normal
del individuo, si ejerce un impacto negativo a nivel social, cultural y psicologico de aquellos
pacientes que padecen de alopecia, en sus diferentes grados de evolucion. Aunque hoy en dia se
han desarrollado diversos farmacos que tienen como objeto el tratamiento de esta patologia, la
gran mayoria de éstos son costosos, de dificil acceso y aplicacion, y peor aun, maltiples efectos
secundarios; los cuales pueden entorpecer en gran medida el efecto y adherencia del tratamiento
por parte del paciente.

Es asi como, se ha experimentado un interés creciente en soluciones provenientes de la
naturaleza, especialmente en plantas que son reconocidas por sus innumerables cualidades
medicinales, las cuales, con el tratamiento adecuado, pueden convertirse en soluciones mas
eficaces y con efectos secundarios minimos, o inclusive, inexistentes. De esta forma, se justifica el
estudio de la capacidad promotora del crecimiento capilar de productos elaborados con extractos
de romero (Rosmarinus officinalis), en ratones (Mus musculus) C57BL6//BIOU, como una posible
alternativa eficaz, natural y sin efectos adversos, para el tratamiento de la alopecia.
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Hipétesis
En vista de que los extractos derivados del Rosmarinus officinalis (aceite esencial, extracto
alcohdlico e hidrolato); contienen compuestos con el potencial de estimular el crecimiento capilar
mediante diversos mecanismos, es de esperar que los preparados elaborados con éstos también
presenten dichas propiedades, demostrando asi tener un efecto estimulante en el crecimiento
capilar en ratones (Mus musculus) de la linea C57BL/6, al ser aplicados por via topica.
En concordancia con la hipotesis formulada, se plantean los siguientes objetivos:
Objetivos
4.1. Objetivo general

Estudiar la capacidad de crecimiento capilar de productos elaborados con extractos de
romero (Rosmarinus officinalis), en ratones (Mus musculus) C57BL6//BIOU.

4.2. Objetivos especificos

e Obtener el extracto de romero (Rosmarinus officinalis) a partir de las hojas de la planta,
mediante extraccion en Soxhlet con etanol al 70%.

e Formular y elaborar un champu y ténico capilar, que contengan aceite esencial, extracto e
hidrolato de romero (Rosmarinus officinalis).

e Evaluar la capacidad de crecimiento capilar de manera individual (aceite esencial, extracto
e hidrolato) y conjunto (en forma de ténico capilar y champu), en ratones (Mus musculus)
de la linea C57BL6//BIOU.
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Procedimiento experimental

Esta investigacion se desarrollo en tres etapas. La primera, consistio en la elaboracion del
extracto alcoholico de romero (Rosmarinus officinalis), dicho procedimiento se realizd en el
Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de Los Andes
(ULA). La segunda etapa, implicé la formulacion y elaboracion del champd y ténico capilar con
los extractos de romero (aceite esencial, hidrolato y extracto), la cual se fabric6 dentro de la
empresa NISOQUIM.C.A, laboratorio ubicado en la cuidad de Ejido, en el estado Mérida.
Finalmente, la tercera etapa, consistio en la realizacion de un ensayo preclinico en ratones, de la
linea C57BL6//BIOU, de los productos elaborados en la etapa anterior, dicho ensayo se llevo a
cabo dentro de las instalaciones del Bioterio de la Universidad de Los Andes (BIOULA).

5.1. Elaboracion del extracto de romero (Rosmarinus officinalis)
5.1.1. Materiales y equipos empleados

Balon fondo redondo de 3.000 mL.
Condensador.

Manta calefactora.

Redstato.

Mangueras de goma.

Soporte universal.

Cilindro graduado de 1.600 mL.
Frascos de color ambar de 4 L.
Embudo sin tallo.

Papel filtro (Marca TOYO).
Estufa.

Bandejas metalicas.

Vasos de precipitado de 500 mL.
Soxhlet.

Rotavapor (Marca BUCHI R-200).
Papel de pH (Marca NEWSTAR).

5.1.2. Reactivos Empleados:

Tabla N°8: Reactivos empleados en la elaboracion del extracto de romero (Rosmarinus
officinalis).

Reactivo
Etanol
Agua destilada
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5.1.3. Recoleccion, secado y preparacion del material vegetal

Se recolectaron 10 kg de material vegetal perteneciente a la especie Rosmarinus officinalis
en la localidad de Mucuchies, municipio Rangel, del estado Mérida-Venezuela. Todo el material
fue lavado con abundante agua para retirar la suciedad presente.

Luego, se procedio a separar las hojas del resto de la planta (tallos, flores y semillas). Las
hojas fueron secadas en una estufa a una temperatura de 40°C, durante un periodo de 24 horas,
obteniéndose 2,330 Kg de hojas secas.

Figura 21. Separacion de las hojas de romero (Rosmarinus officinalis) del resto de la
planta.

5.1.4. Obtencidn del extracto etandlico de romero (Rosmarinus officinalis)
Las hojas secas fueron sometidas a una extraccién continua en Soxhlet, en una proporcion

de 250 g de material vegetal con 600 mL de etanol al 70%, a una temperatura de 70°C durante 4
horas continuas. Se realizaron 15 extracciones en total, con un gasto de 10,36 L de etanol al 70%.
™R —‘

Figura 22. Montaje del equipo empleado en la extraccion. A) Condensador. B) Soxhlet.
C) Baldn fondo redondo de 3 L. D) Manta calefactora.
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El extracto obtenido fue concentrado hasta una tercera parte de su volumen inicial (3,2 L),
en un rotavapor a una temperatura de 70°C por 2 horas. Se obtuvo un liquido ligeramente espeso,
de coloracion verde-marrén, olor agradable y de pH=5; el cual fue resguardado en un envase de
vidrio color &ambar hasta su posterior uso.

Figura 23. A) Extracto sin concentrar. B) Extracto concentrado.

Para determinar el rendimiento del extracto obtenido, se procedié a pesar 6 matraces,
luego se afiadié a cada uno 10 mL del extracto (medidos con una pipeta volumétrica) y se pesaron
nuevamente. Posteriormente, se seco el extracto dentro de la estufa a una temperatura de 40°C por
48 horas y se pesaron los matraces de nuevo.

Figura 24. Extracto seco de romero.

El calculo de gramos de extracto seco por mL de extracto se realizé con la siguiente
ecuacion:

% de extracto seco = (gmatraz+extrizgti;2co - gmatraz) X 100 EC (3)
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En la Tabla N°9 se muestran los datos correspondientes al calculo del % de pureza del

extracto de romero.

Tabla N°9: Datos empleados para la determinacion de la pureza del extracto de romero obtenido.

Matraz Imatraz Y matraz+extracto Imatraz+extracto seco % de pureza Promedio
1 41,168 50,340 41,458 29%
2 40,584 49,724 40,862 2,8 %
3 25,533 34,451 25,778 2,5% 2,7%
4 36,360 45,551 36,620 2,6 %
5 39,836 49,002 40,109 2,7%

Obteniéndose asi, un porcentaje de pureza promedio de 2,7 % m/v, lo que equivale a 86,4

g de extracto seco en 3,2 L de extracto.

Ahora bien, el rendimiento de la extraccion se calculd con la siguiente formula, tomando

en consideracion que se obtuvieron 86.4 g de extracto seco y 2.330 g de hojas secas:
% de rendimiento =

Finalmente, se determind que el rendimiento de la extraccion fue del 3,7%.

g de extracto seco

2.330g

5.2. Elaboracion del champu y ténico capilar

5.2.1. Materiales y equipos empleados

Vidrios de reloj.

Balanza digital.

Fiolas.

Varilla de vidrio.

Cilindro graduado de 100 mL.
Vasos de precipitado de 50 mL.
Envases plasticos.

Embudos de tallo largo.

Pipetas graduadas.
Pipetas volumetricas
Soporte universal.

pHmetro (Marca CORNIN Model 12).
Frascos color ambar.
Espatulas de metal.

x 100 Ec(4)
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5.2.1. Formulacion del champu y tonico capilar

A continuacion, en las tablas N°10 y N°11, se muestran los datos correspondientes a la
formulacion del champu y tonico capilar; las formulaciones se realizaron modificando las
proporciones descritas por Samaniego y Fuertes (2017); y Maurtua y Zuguifia (2018).

Tabla N°10: Formulacién del champu.

Componente % m/m Marca y pureza
Disolvente 40% N/A
Tensoactivos 11,6% N/A
Controlador de dureza del agua 0,08% N/A
Hidratante 3% N/A
Regulador de acidez 0,08% N/A
Conservantes 0,2% N/A
Espesante 1,9% N/A
Hidrolato de romero 40% Laboratorio Industrial de Productos Quimicos
Mérida C.A, No especifica.
Extracto de romero 3,1% Fabricacion propia, 2,7%.
Aceite esencial de romero 0,04% QuimicHouse, 98% v/v.
N/A: no aplica.

Tabla N°11: Formulacion del tonico capilar.

Componente % m/m Marca y pureza
Disolvente 27% N/A
Vehiculo 30% N/A
Humectantes 6% N/A
Hidrolato de romero 27% Laboratorio Industrial de Productos Quimicos
Mérida C.A, No especifica.
Extracto de romero 5% Fabricacion propia, 2,7% m/v.
Aceite esencial de romero 5% QuimicHouse, 98% v/v
N/A: no aplica.

5.2.2. Elaboracion del champu

Inicialmente, se midieron los volumenes adecuados de disolvente e hidrolato de romero, a
estos se les adicionaron las cantidades necesarias de los tensoactivos; y se agitd hasta su total
dilucion.

Se procedié a pesar las cantidades necesarias de hidratante, regulador de acidez y
conservantes. Posteriormente, se incorporaron estos componentes a la mezcla liquida v,
seguidamente, se mezclaron hasta lograr su total integracion.
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La mezcla se dejo reposar hasta la desaparicion de la espuma, y se procedié a medir el pH
de la mezcla. La acidez del champu se corrigié agregando pequefias cantidades del regulador de
acidez hasta obtener un pH deseado de 6,10.

Luego, se agregd pequefios volumenes de del espesante hasta obtener la densidad deseada
en la mezcla.

Finalmente, se afiadié la cantidad adecuada de extracto y aceite esencial de romero. El
preparado formulado fue resguardado en botellas de vidrio color &mbar debidamente rotuladas.

5.2.3. Elaboracion del ténico capilar

Se midieron y mezclaron las cantidades necesarias de disolvente, extracto e hidrolato de
romero y humectantes, hasta lograr su completa integracién. En un recipiente aparte, se mezclaron
el vehiculo con la cantidad establecida de aceite esencial de romero y se agit6 hasta homogenizar
la solucion.

Finalmente, ambas soluciones se mezclaron vigorosamente hasta su total integracion. El
preparado elaborado fue resguardado en una botella de vidrio color &mbar debidamente rotulada.

5.3. Preparacion del aceite esencial de romero al 0,135%

Se mezclaron 6 ml de aceite esencial de romero (al 98% v/v) con 114 mL de aceite
mineral. El preparado fue guardado en un recipiente de vidrio color ambar debidamente rotulado.

5.4. Preparacion del extracto de romero al 5%

Se mezclaron 6 ml de aceite extracto de romero (al 2,7% m/v) con 114 mL de agua
destilada. El preparado fue guardado en un recipiente de vidrio color &mbar debidamente rotulado.

5.5. Ensayo en ratones C57BL6//BIOU

5.5.1. Aval del Comité de Etica del Bioterio de la Universidad de Los Andes
(BIOULA)

El ensayo en ratones realizado en esta investigacion, fue previamente aprobado por la
Comision de Etica del Bioterio de la Universidad de Los Andes (CEBIOULA), mediante el aval
de aprobacion (Anexo 1) y el formulario de solicitud, en este ultimo documento se detallan los
aspectos de importancia sobre el uso de los animales de experimentacion que incluyen: resumen
de la investigacion, objetivos, metodologia a emplear, especie, linea o cepa, sexo, cantidad de
animales, aplicacion de farmacos, anestesia 0 analgesia, condiciones ambientales y eutanasia.
Todo esto con el fin de garantizar el bienestar de los animales durante todas las etapas de la
investigacion.
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5.5.2. Eleccion de la linea

Los ratones de la linea C57BL/6 son comUnmente empleados en estudios de tratamiento de
la alopecia porque son mas propensos a la pérdida de cabello o alopecia, y los mecanismos
involucrados en esta patologia son similares a los que se presentan en los seres humanos (alta
sensibilidad a la testosterona), por consiguiente, son el modelo mas Util para probar la eficacia de
diversas sustancias con potencial de estimular el crecimiento capilar. Ademas, los ratones
C57BL/6 tienen un tiempo de generacion corto y son relativamente econdmicos de criar y
mantener (Porter, 2003).

5.5.3. Eleccién del sexo

Los modelos animales desempefian un papel fundamental en la investigacion biomédica.
En el caso de los estudios de alopecia, se emplean exclusivamente ratones (Mus musculus) de la
linea C57BL/6. Esta eleccidn, se ve guiada principalmente por razones que estan relacionadas con
la biologia y fisiologia del animal, y también, por cuestiones practicas al momento de realizar el
experimento, entre las cuales resaltan (Porter, 2003):

e Diferencias hormonales: los ratones machos y hembras difieren considerablemente en
cuanto a su perfil hormonal se refiere, especialmente en su nivel de andrégenos (hormonas
sexuales). La testosterona, estd estrechamente ligada al desarrollo y progresion de la
alopecia. Al emplearse ratones machos, se puede replicar con mayor precision el entrono
hormonal ligado a la alopecia androgénica (Porter, 2003).

e Aumento del tamafio de la muestra: el uso de ratones hembras, trae consigo la introduccion
de una variable adicional dentro del sistema de estudio, haciendo que un grupo que por si
solo ya es heterogéneo (en cuanto a genética se refiere), sea doblemente heterogéneo
debido a la inclusion de la variable del sexo de los animales. Esto se puede traducir, en la
duplicacion del nimero de individuos en el estudio, con su consecuente aumento en
costos: jaulas, alimentacion, entre otros (Porter, 2003).

e Razones practicas: los ratones machos suelen ser de mayor tamafio en comparacion a las
hembras, lo cual los hace mas faciles de manipular y manejar durante la realizacion de los
experimentos. Por otro lado, las hembras pasan por periodos reproductivos (ciclo estral), lo
cual puede inducir una variabilidad indeseada en el estudio (Porter, 2003).

5.5.4. Tamarfo de la muestra

La determinacion del tamafio de la muestra es un aspecto fundamental de cualquier disefio
experimental, el cual depende del poder del estudio previsto, el tamafio del efecto y los niveles
aceptables de error (Zhang y Hartmann, 2023). Un tamafio de muestra pequefio puede dar lugar a
un poder estadistico insuficiente, reduciendo asi la capacidad de detectar un efecto real. Por el
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contrario, un tamafio de muestra grande, mejora la representacion de la poblacion, y por
consiguiente, la precision de los resultados. Sin embargo, el tamafio de la muestra ideal es el que
emplee el nimero de individuos minimo que permita observar al fendbmeno de estudio, teniendo
en cuenta razones practicas y economicas.

En estudios de crecimiento capilar en ratones, se han empleado diferentes tamafios de
muestra para evaluar la eficacia de diversos tratamientos. Por ejemplo, en el afio 2020, se realiz
un estudio en ratones C57BL/6, en donde se los dividio en 4 grupos de 5 ratones (n=5) cada uno
(figura 24), con la finalidad de evaluar el efecto del minoxidil y la timosaponina Bll (Xiao et al.,
2020).

Minoxidil (2%) Timosaponina BII (0.5%) Timosaponina BII (2.5%)

%‘ 7 1 ‘

Diall £

Dials (i

Dia 15

Figura 25. Efectos promotores en el crecimiento capilar de la timosaponina Bl (Xiao et al,
2020).

Otro estudio realizado en China, consistio en estudiar el efecto en la promocion de
crecimiento capilar del resveratrol en ratones C57BL/6, empleando 2 grupos de 3 ratones (n=3)
cada uno (Figura 25), evaluando asi varios parametros de crecimiento: porcentaje de recuperacion,

largo del pelo, didametro de pelo, etc. (Zhang et al., 2021). Estos estudios proporcionan un (til
precedente para el uso de grupos pequefios en investigaciones de crecimiento capilar en ratones

C57BL/6.
Dia 14 m

T

Figura 26. Observaciones macroscopicas del crecimiento del pelo y ciclo del cabello “‘in
vivo’’ (Zhang et al., 2021).
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Dadas las consideraciones anteriores, en esta investigacion se plante6 un tamafio de
muestra de 4 ratones (n=4) por grupo, el cual se justifica de la siguiente manera:

Idoneidad del modelo animal empleando: el ratén C57BL/6 es el modelo de
preferencia en los estudios de crecimiento capilar y alopecia, esto debido a su poca
variabilidad genética, facil adquisicion y ciclo de crecimiento capilar ampliamente
estudiado (Orasan & Coneac, 2018).

Consideraciones practicas y éticas: el uso de una menor cantidad de animales esta
en linea con los principios de las ‘‘3Rs’’ (reemplazo, reduccion y refinamiento),
para minimizar el namero de animales empleados (Palacio et al., 2021).

Precedentes en la literatura: estudios anteriores han utilizado con éxito un tamafio
de muestra similar, o incluso, menor para demostrar la eficacia de los tratamientos
para estimular el crecimiento capilar. Esto sugiere que, un tamafio de muestra de 4
ratones (n=4) por grupo es adecuado para estudiar el efecto de los tratamientos
estudiados (Xiao et al, 2020; Zhang et al., 2021).

Optimizacion de recursos: un tamafio de muestra pequefia permite un uso mas
eficiente de los recursos (comida, agua, estudios especializados, alojamiento, entre
otros).

5.5.5. Condiciones ambientales y de alojamiento

Durante el transcurso del ensayo en ratones, se proporcionaron las siguientes condiciones
ambientales y de alojamiento:

5.5.6.

Tipo de Jaula: T1.

Individuos por Jaula: 4.

Temperatura Ambietal: (22+1) °C.
Periodo de Adaptacién: 1 semana.
Alimento y Agua: at libitum (a demanda).
Ciclo de Luz/Oscuridad: 12 horas.

Procedimiento experimental

Se emplearon 30 ratones machos de la linea C57BL6//BIOU, de aproximadamente 8
semanas de vida, con un peso promedio de 25,7 g; a los cuales se les proporcion6 un periodo de
adaptacion de 1 semana con comida y agua at libitum (a demanda).

Terminado el periodo de adaptacion, los animales fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina y xilacina, con una dosis de 90 mg/Kg de ketamina y 10 mg/Kg de xilacina, por via
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intraperitoneal, obteniéndose un tiempo de anestesia promedio de 7-10 minutos, luego se procedid
a afeitar un area de 4 cm? (2 x 2 cm) de la region dorsal de su cuerpo (Figura 28), y cada animal
fue identificado mediante pequefios cortes en sus orejas (Figura 27).

Tabla N°12: Marcas de identificacion de los ratones.

Ratén: Marca:
1 Sin marca (SM).
2 Oreja izquierda cortada (OIC).
3 Oreja derecha cortada (ODC).
4 Ambas orejas cortadas (AOC).

1) Sin Marca (SM).  2) Oreja Izquierda 3) Oreja Derecha 3) Ambas Orejas
Cortada (OIC). Cortada (ODC). Cortadas (AOC).

Figura 27. Representacion del marcado de los ratones: 1) Sin Marca (SM). 2) Oreja lzquierda
Cortada (OIC). 3) Oreja Derecha Cortada (ODC). 4) Ambas Orejas Cortadas (AOC).

2 cm

Figura 28. Representacion del &rea afeitada en la region dorsal de los ratones.

Pasado el tiempo de anestesia, los ratones fueron distribuidos, de manera aleatoria, en 7
grupos distintos, conformados por 4 individuos cada uno, en funcién de la aplicacién topica que se
les proporciond: agua destilada (AD), aceite esencial de romero al 4,9% (AR), extracto de romero
al 0,135% (ER), hidrolato de romero (HR), tonico capilar (TC), champu (CH) y minoxidil al 5%
(MDX).

Adicionalmente, se afiadié un octavo grupo, llamado grupo control-control (CC), el cual
estaba constituido por 2 ratones. A dicho grupo no se le sometié a ninguno de los procedimientos
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mencionados (anestesia, rapado, evaluacién capilar y aplicacién de sustancias). Este tiene la
finalidad de servir como una referencia de un crecimiento capilar normal.

Las dosis de los extractos de romero, expresadas en mg/Kg o mL/Kg, se muestran en la
Tabla N°13, tomando en cuenta la cantidad de extracto (en mg o mL) presentes en 0,1 mL de
producto y considerando que los ratones pesan 0,0257 Kg.

Tabla N°13: Dosis, en mL/Kg y mg/Kg, de aceite esencial, hidrolato y extracto de romero, en
cada producto aplicado.

Grupo Aceite Esencial (mL/Kg) Extracto (mg/Kg) Hidrolato (mL/Kg)
AE 019mL/Kg e e
ER e 525mg/lKg e
HR e e 3,89 mL/Kg
TC 0,19 mL/Kg 2,36 mg/Kg 1,05 mL/Kg
CH 0,001 mL/Kg 3,25 mg/Kg 1,55 mL/Kg

La aplicacién de los productos se realiz6 de manera diaria, propiciandole a cada individuo
0,ImL (medidos con una micropipeta) del producto correspondiente y este se distribuyo
adecuadamente con ayuda de los dedos. En el caso del champu, luego de su aplicacion este se
retird con ayuda de un pafiuelo himedo.

La evaluacién del crecimiento capilar de los ratones se realizd empleando dos escalas:

1) Una evaluacion fotografica al final de las semanas 1, 2, 3, 4 y 5. Para la cual se armé
una caja de observacion, que consistia en una caja sin tapa con las siguientes
dimensiones: 15 c¢cm de alto, 5 cm de ancho y 7 cm de profundidad. Dicha caja
presentaba una abertura pequefia en su cara superior, la cual permitia el paso de la cola
del animal. Esta caja tiene como funcion suspender al ratén en el aire, limitando su
movimiento, facilitando asi la toma de las fotografias sin necesidad de anestesiar al
individuo (Figura 29).

>

Figura 29. Representacion de la caja de observacion fabricada.
En este método, se empled la siguiente escala de puntaje:
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Tabla N°14: Escala de puntaje de crecimiento capilar (Murata et al., 2013).

Puntaje % de Crecimiento
1 (0-20)%
2 (20-40)%
3 (40-60)%
4 (60-80)%
5 (80-100)%

Figura 30. Puntuaciones para la evaluacion del crecimiento capilar: 0= sin crecimiento; 1= menos
del 20% de crecimiento, 2= 20% al 40% de crecimiento, 3= 40% al 60% de crecimiento, 4= 60%

al 80% de crecimiento, 5= 80% al 100% de crecimiento (Murata et al., 2013).

Con la finalidad de minimizar la subjetividad a la hora de evaluar el crecimiento capilar
mediante este método, se procedid a cubrir la identificacién y mover de ubicacion, a cada una de
las cajas, de manera tal que el investigador no conociera a que grupo pertenece cada animal

evaluado.

2) Al final de las semanas 2, 3, 4 y 5; se tom6 un mechdn de pelos, por traccion,
dentro de la zona afeitada, procurando que estos sean extraidos con sus respectivos
foliculos.

En la semana 5, tomo un mechon de pelos, por traccion, dentro y fuera de la zona
afeitada, para ser comparados. Dicho procedimiento también se realiz6 con los ratones
del grupo control-control.

Una vez obtenido el mechén de pelo, este se colocd sobre una superficie blanca
(cartulina) y se procedié a separar los pelos aplicando friccion con la ayuda de los
dedos. Luego, se procedid a seleccionar los pelos completos y separarlos de aquellos
que estaban partidos o que no presentaban foliculo piloso. Luego, se tomaron 10 de
estos pelos y se pegaron sobre una cartulina blanca, a la cual se le habia aplicado una
fina capa de pegamento en barra, y una vez inmovilizados los pelos, se recubrieron con
cinta adhesiva transparente (Figura 26). A cada ficha de pelos, se le identifico con el
grupo del ratén, su nimero y la fecha de la obtencion de la muestra.
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La medicion de longitud de estos pelos se realizd con la ayuda de una lupa de 6
dioptrias (aumento x6 de la imagen) y un vernier digital (marca DIGITAL
CAPILPER) de una apreciacion de 0,02 mm.

Figura 31. Procedimiento esquematizado de la medicion de pelos obtenidos por
traccion.

Al finalizar el ensayo en ratones, se continuo con el procedimiento de eutanasia de los
mismos, que consistié inicialmente, en la aplicacion de una inyeccion de una mezcla de
ketamina/xilacina, pero a una dosis tres veces superior a la dosis anestésica (270 mg/Kg de
ketamina + 15 mg/Kg de xilacina), con el objetivo de producir una sobredosis anestésica (HSUS,
2013).

Una vez alcanzada la inconsciencia, se introdujo al animal dentro de una camara que
contiene un algodén impregnado con halotano (C,HBrCIF3), dicho compuesto desplaza el oxigeno
dentro de los tejidos del animal, provocando paralisis y su posterior fallecimiento (HSUS, 2013).

Para asegurar el fallecimiento del animal, se procedié a causarle un neumotérax bilateral,
por medio de una toracotomia bilateral por medio de una aguja, colapsando asi su cavidad toracica
del ratén y provocando su muerte (HSUS, 2013).

5.5.7. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en el estudio fueron procesados en el paquete estadistico GraphPrism
version 8. Se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para observar la distribucion normal de los datos.
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Los resultados de las variables cuantitativas se presentaron con medidas de tendencia
central en medidas de frecuencias, porcentajes y valores absolutos mediante graficos. Para las
diferencias de los valores medios, se utilizd la prueba t de Student, aceptando valores
significativos inferiores a p<0,050.

En este sentido, para observar las diferencias entre los valores medios entre los distintos
grupos se realiz6 una prueba de ANOVA de 1 via para obtener el valor F de Fisher.

Para obtener las diferencias y valores comparativos entre cada grupo se realizé una prueba
de ANOVA de 2 vias, considerando el factor de columna como el tratamiento y el factor de filas
como los valores obtenidos entre las semanas del estudio.

A este andlisis se le hizo una prueba Pos-Hoc bajo el método de Tukey para verificar las
relaciones entre medias, considerando que cada medida fue tomada en tiempos diferentes. Los
valores F significativos fueron aceptados por encima de 1, asi como diferencias estadisticas con
valores de p<0,050.
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Resultados y discusion

Esta Gltima fase de la investigacion (ensayo preclinico en ratones C57BL6//BIOU) se
realizo siguiendo el protocolo explicado en el capitulo anterior (Procedimiento experimental). Es
necesario acotar, que durante el procedimiento inicial de afeitado de los ratones, se observo que 3
individuos del grupo AD (agua destilada), presentaban un nevo melanocitico (lunar), que cubria
toda la region dorsal del animal (Figura 32), el cual mostraba la misma coloracién del pelo, dicho
rasgo no se presento en ningun otro raton de los demas grupos de estudio (CC, AE, ER, HR, TC,
CH y MXD).

Figura 32. Ratones AD1, AD2 y AD3 que presentaban nevo melanocitico (lunar), en la
region dorsal de su cuerpo.

Inicialmente, se pensé que dicha particularidad no traeria ningun impacto en la evaluacion
capilar de estos individuos y estos no se descartaron debido que no se contaban con mas ratones
de la misma linea y edad. Sin embargo, los lunares demostraron tener un efecto negativo en la
escala de crecimiento capilar y registro fotografico al momento de obtener resultados. Por otro
lado, no pareci6 afectar la metodologia en la que se mide la longitud de los pelos arrancados.

6.1. Registro fotogréafico y escala de crecimiento capilar:

Los resultados mostrados en la Figura 33, ilustran la progresién del crecimiento capilar,
con respecto al tiempo, desde la semana 0 hasta la semana 5. Después del afeitado (semana 0), se
percibe que todos los ratones C57BL6//BIOU presentan una coloracion rosada en su piel (a
excepcion de 3 individuos del grupo AD).

La estimulacion del crecimiento capilar se evalué observando el oscurecimiento en el
color de la piel, de un rosa vivo a un color gris/negro, los cuales son indicativos del paso de la fase
telogena (descanso) a fase anagena (crecimiento activo) de los foliculos pilosos de la zona
afeitada (Oh et al., 2014).
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Figura 32. Observacion macroscopica de la region dorsal de los ratones C57BL6//BIOU.
AD (agua destilada), AE (aceite esencial de romero al 5%), ER (extracto de romero al 5%), HR
(hidrolato de romero), TC (tonico capilar), CH (champt) y MXD (minoxidil al 5%).
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Durante todo el estudio, no se observaron efectos adversos debidos a la aplicacion de los
productos por via tépica como: irritacion, descamacion o sefiales conductuales que indiquen
malestar en los ratones (barbering, acicalamiento excesivo o inapetencia).

A partir de la semana 2, se puede observar que la piel de la mayoria de los individuos de
los grupos AD, AE, ER, HR, TC y CH pasé de un color rosado a una tonalidad gris/negro, lo cual
se traduce en un crecimiento considerable del pelo en estos grupos. Por otro lado, solo la mitad de
los individuos del grupo MXD presentaban dicho fendmeno.

En la semana 4, todos los ratones de los grupos AD, AE, HR, TC y CH, mostraron tener
un crecimiento capilar considerable (puntaje entre 3,5 y 5 en la escala), mientras que el grupo
MXD aln presentaban grandes zonas de piel sin pelo (un puntaje de 2), siendo este el grupo que
presentd menor crecimiento capilar.

Al final de la semana 5, se puede observar que todos los ratones de los grupos AD, AE,
HR, TC y CH, recuperaron practicamente todo el pelo de la regidn afeitada (puntaje entre 4,75 y
5), mientras que en el grupo MXD solo dos individuos lograron recuperar todo su pelaje,
resultando en un puntaje promedio de 3,75.

La Tabla N°15 muestra, la media grupal, del puntaje en el crecimiento capilar de todos los
grupos, a lo largo de las 5 semanas del ensayo. Notese que, si bien es cierto que los puntajes de la
escala de crecimiento se expresan en nimeros enteros, se considerd6 mas adecuado expresarlos en
con nameros decimales, en funcion el promedio de los puntajes de cada grupo, observandose esta
forma de expresar los resultados en otras investigaciones similares (Oh et al., 2014, Murata et al.,
2013).

Tabla N°15: Media grupal en la escala de crecimiento capilar de los grupos AD, AE, ER, HR,
TC,CHy MXD; de lasemanalalabs.

Grupo Semanal Semana2 Semana3d Semana4 Semanab
AD 1 2,5 3,75 4,75 5
AE 0,5 2,25 3,75 5 5
ER 1 1,5 2,5 4,25 5
HR 1,25 1,5 3,25 3,75 4,75
TC 0,5 1,75 2,75 3,5 4,5
CH 0,5 1,25 3,75 5 5
MXD 0,25 1 2 2,75 3,75

De manera general, entre las semanas 1 y 5, se observd un crecimiento notable en el pelo
de los ratones de los grupos AD, AE, ER, TC y CH; en donde estos recuperaron entre un 70%-
100% del pelo al finalizar la semana 4, exhibiendo un crecimiento mayor que el del grupo MXD
(Grafico N°1).
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Por su parte, el grupo MXD fue el que presentd un menor crecimiento capilar segun esta
escala, en donde se puede observar que ocupo el Gltimo lugar al final de todas las semanas de
estudio, el promedio de los ratones de este grupo solo logré recuperar, aproximadamente, el 75%
de su pelaje al final de la semana 5.

Los grupos AE y CH demostraron ser los tratamientos que estimularon el crecimiento
capilar con mayor rapidez, ya que los ratones pertenecientes a estos grupos recuperaron todo su
pelaje al final de la semana 4.

Grafico N°1: Comparacion del efecto del crecimiento capilar, mediante la escala de puntaje, en
ratones C57BL6//BIOU luego de la aplicacion topica de agua destilada (AD), aceite esencial al
5% (AE), extracto de romero al 5% (ER), hidrolato de romero (HR), tonico capilar (TC), champu
(CH) y minoxidil al 5% (MXD).

Escala Visual

AD
AE
ER
HR
TC
CH
MXD

S2 S3 S4

Semanas del tratamiento

La escala visual, en conjunto con el registro fotogréafico, demuestran que los tratamientos
que contienen derivados del romero (aceite esencial, extracto o hidrolato) inducen el crecimiento
capilar mediante la rapida estimulacion de la fase andgena en el crecimiento del pelo (cambio de
color rosa a gris/negro en la piel) (Oh et al., 2014).

Sin embargo, es contradictorio que el grupo AD, siendo el control negativo, presentara un
aparente crecimiento capilar similar (en comparacion al grupo AE y CH) o inclusive superior (en
comparacion a los grupos ER, HR, TC y MXD) que otros tratamientos. Esta discrepancia es
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facilmente explicada por el tipo de metodologia empleada (una escala cualitativa) y el hecho que 3
de los ratones de este grupo presentaban lunares dentro de la zona afeitada (Figura 26).

Se debe recordar que, en esta escala de crecimiento, se evalta la recuperacion del pelo en
la zona afeitada en funcion del oscurecimiento de dicha zona, o en otras palabras, la aparicion de
una coloracion gris/negra sobre la piel afeitada de color rosa intenso. Es en este punto en donde se
puede evidenciar el impacto que tienen los lunares sobre este método de evaluacion, ya que el
lunar al ser del mismo color del pelo del animal, puede dar la impresién de que existe un

crecimiento capilar cuando realmente no es asi, lo que se traduce en un puntaje considerablemente
mayor al valor real.

Por esta razon, los estudios de crecimiento capilar en ratones C57BL/6 se valen de
métodos adicionales como software de analisis de imagenes (Imagen J o Leica LAS Image
Analysis), analisis histoldgicos (estudios de papila dérmica), bioquimicos (fosfatasa alcalina, DTH
en piel o sangre, PCR, Wester Blot, entre otros), o la medicion de pelos arrancados; los cuales
permiten realizar una evaluacion del crecimiento capilar mucho mas objetiva (Baek et al.,2023;
Oh et al., 2014; Liu et al., 2022).

6.2. Medicion de la longitud del pelo:
A continuacion, la Tabla N°16 muestra los valores descriptivos (longitud del pelo) de
todos los grupos de estudio entre las semanas 2 y 5, obtenidos del registro de 1280 pelos

recolectados a lo largo del estudio.

Tabla N°16: Valores de longitud del pelo (en mm), de los grupos AD, AE, ER, HR, TC,CHy
MXD; entre las semanas 2 y 5.

AD AE ER HR TC CH MXD
Muestra
N=4 N=4 N=4 N=4 N=4 N=4 N=4
Longitud del pelo (mm):
Minimo 2,74 4.810 4,221 4,913 3,872 3,016 2,460
Maximo 5,553 6,716 6,347 6,696 6,517 6,645 5,454
Rango 2.813 1.907 2,126 1,784 2,645 3,629 2,995
Promedio 4,237 6,085 5,400 6,087 5,727 5,286 3,981
X)
Desviacion
Estandar 1,173 0,8943 0,9814 0,8281 1,259 1,731 1,356
(£SD)
Coeficiente
de Variacion 27,69 14,70 18,17 13,61 21,99 32,75 34,07
(%)

Minimo: valor minimo registrado. Méaximo: valor maximo registrado. Rango: diferencia entre el valor minimo y
maximo.
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En dicha tabla se muestran diversos parametros estadisticos como el promedio, desviacién
estandar y coeficiente de variacion; notese que los dos ultimos son elevados. Sin embargo, esta
discrepancia se debe a que estos datos corresponden a todos los pelos recolectados entre las
semanas 2 y 5; por consiguiente, es de esperarse que, con el paso del tiempo, la longitud de los
pelos aumente, haciendo que los datos se dispersen entre si, lo que es totalmente normal
considerando el contexto de este estudio. Incluso, una desviacion estandar y coeficiente de
variacion bajos, indicarian que los valores de longitud son similares en el tiempo, interpretdndose
como la inexistencia de crecimiento capilar, fendmeno que no deberia presentarse en la realidad.

A continuacion, en los gréficos N°1 y N°2, se muestra la comparacion del crecimiento capilar
entre la semana 2 y 5, en forma de graficos de columna y cajas.

Gréfico N°2: Comparacion en el crecimiento capilar (medido en mm) en forma de columnas, de
los grupos AD, AE, ER, HR, TC, CH y MXD; entre las semanas 2 y 5.
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Gréfico N°3: Comparacion en el crecimiento capilar (medido en mm) en forma de cajas, de los
grupos AD, AE, ER, HR, TC, CH y MXD; entre las semanas 2 y 5.
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Inicialmente, en ambas graficas se observa que los grupos que presentaron una mayor
longitud de pelo en promedio, parecen ser los grupos de aceite esencial (AE) e hidrolato (HR);
mientras que los que presentaron un menor crecimiento fueron los grupos de agua destilada (AD)
y minoxidil al 5% (MXD). Sin embargo, es necesario realizar pruebas estadisticas que permitan
determinar si existen diferencias reales en el crecimiento capilar de los distintos grupos.

Para poder realizar una prueba de ANOVA, y determinar si el crecimiento es diferente
entre los grupos, es necesario que los datos de los grupos presenten una distribucion normal. Para
esto, se procedié a realizar una prueba de Shapiro-Wilk para los datos de longitud de cada grupo
de estudio, usando como valor critico un nivel de confianza del 95% (o= 0,05) para rechazar o
aceptar las siguientes hipdtesis:

e Hy— p-valor > 0,05. Los datos se ajustan a una distribucion normal.
e Hj; — p-valor <0,05. Los datos NO se ajustan a una distribucién normal.
En el hipotético caso, de que los datos no presenten una distribucion normal, sera
necesario hacer uso de métodos estadisticos no paramétricos, los cuales permitirian analizar la

varianza de los datos sin la necesidad de que estos presenten una distribucion normal.

Ahora, en la Tabla N°17 se muestran los valores de W y p de los grupos AD, AE, ER,
HR, TC, CH y MXD durante todo el estudio.

Tabla N°17: Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para los datos de los grupos AD, AE, ER,
HR, TC, CH y MXD entre las semanas 2 y 5.

AD AE ER HR TC CH MXD
Prueba Shapiro-Wilk
W 0,9893 0,8245 0,9304 0,8423 0,7596 0,8654 0,9561
p-valor 0,9538 0,1539 0,5970 0,2022 0,0673 0,2800 0,7545
Normalidad Si Si Si Si Si Si Si

Nota: se comprueba la normalidad de los datos si p-valor>0,05.

En dicha tabla, los valores de p obtenidos son mayores que el valor critico (p-valor >
0,05) en todos los casos, por consiguiente, se concluye que los datos de longitud de pelo en todos
los grupos de estudio se ajustan a una distribucién normal.

Se debe acotar que, el p-valor es un coeficiente de correlacion para el modelo de
distribucién normal, siendo este equivalente al coeficiente de correlacién (R?) que se emplea en
las curvas de calibracion. Por consiguiente, mientras estos valores (p-valor) sean mas similares a
1, los datos se ajustan mas al modelo de normalidad (Tapia et al., 2021). Incluso, si el p-valor es
multiplicado por 100, se obtiene la probabilidad de que dicho conjunto de datos provenga de una
distribucion normal, siendo un p-valor de 1 el equivalente a una probabilidad del 100% de que los
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datos provengan de una distribucién normal. Sin embargo, se debe aclarar que este Gltimo caso es
muy poco probable en escenarios reales.

Considerando lo descrito en el parrafo anterior, se puede afirmar que los grupos que
presentaron un mayor ajuste a una distribucion normal fueron los grupos AD y MXD. Esto puede
deberse a que el promedio y desviacion estandar de estos grupos es, relativamente menor, en
comparacion a los demas grupos, lo cual causa que el valor de p tienda a 1.

Una vez comprobada la normalidad de los datos, se realiz6 una prueba de ANOVA de una
via, usando como valor critico un nivel de confianza del 95% (o= 0,05) para rechazar o aceptar las
siguientes hipotesis:

e Hy — p-valor > 0,05. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de los grupos.

e H; — p-valor <0,05. Al menos una de las medias de los grupos es
estadisticamente diferente a las demas.

A continuacion, en la Tabla N°18, se muestran los resultados de la prueba ANOVA para
los datos de longitud de los pelos arrancados de todos los grupos de estudio, para un valor critico
de 0,05.

Tabla N°18: Resultados de la prueba ANOVA de una via, de la comparacion del largo del pelo
de todos los grupos de estudio.

SS DF MS Valor de F Valor de P
Entre grupos 17.14 6 2,587 17,11 0,0026
Dentro de los 27,14 3 9,246 55,37
grupos
Residual 3,006 18 0,1670
Total 47,88 27

SS: suma de cuadrados. DF: grados de libertad. MS: media de los cuadrados. Nota: existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los grupos si p<0,05.
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Gréfico N°4: Resultados de la prueba ANOVA de la longitud del pelo de los grupos AD, AE,
ER, HR, TC, CH y MXD, en las semanas 2 y 5. El resultado de la prueba se indica con (**), el
cual expresa que p < 0,05.
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En dicha tabla, se puede observar que el valor del estadistico p es de 0,0026 (p=0,0026),
por lo tanto se aprueba la Hi, lo que significa que, la media de al menos de uno de los grupos de
estudio es estadisticamente diferente a las demas.

Sabiendo esto, se procedié a comparar cada una de las medias de los grupos de tratamiento
(AE, ER, HR, TC y CH) con respecto a los grupos AD y MXD, empleando la prueba de Tukey.
Con esta prueba, se generé un valor de p para cada comparacion usando como valor critico un
nivel de confianza del 95% (o= 0,05) para rechazar o aceptar las siguientes hipotesis:

e Hy — p-valor > 0,05. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de ambos grupos.

e H; — p-valor <0,05. Existen diferencias estadisticamente significativas en la
media de los tratamientos con respecto al grupo AD o MXD.

La aprobacion de la hipotesis nula (Ho) se puede interpretar como la inexistencia de
diferencias en el crecimiento capilar del tratamiento con respecto al grupo AD 0 MXD (o incluso
ambos). Mientras que la aprobacién de la hipotesis alterna (Hi) se interpreta como que el
crecimiento capilar de los grupos de tratamiento es significativamente mayor (debido a que el
promedio de crecimiento es mayor en todos los casos) con respecto al grupo AD o MXD (o
incluso ambos).
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Los resultados de esta prueba se reflejan en la Tabla N°19, en esta se muestran los valores
de p, para todos los tratamientos ademas se puede observar que estos son menores al valor critico
(p <0,05).

Tabla N°19: Prueba de ANOVA con analisis post-Hoc bajo la prueba de Tukey de los grupos
AE, ER, HR, TC y CH, asumiendo como HDS a los grupos AD y MXD.

Estimulo Evaluado Valor de p
Agua Destilada (AD) Minoxidil al 5% (MXD)
AE 0.0039* 0,0079*
ER 0,0075* 0,0057*
HR 0,0044* 0,0086*
TC 0,0015* 0,0036*
CH 0,0047* 0,0203*

Nota: el simbolo (*) indica que p < 0,05, y se aprueba la H;.

En la tabla anterior, se puede observar que los p valores obtenidos en cada comparacion
son menores que el valor critico (p < 0,05), y por consiguiente, se puede afirmar que el
crecimiento capilar de todos los grupos es significativamente mayor al de los grupos AD y MXD.

Gréfico N°5: Prueba de ANOVA con analisis post-Hoc bajo la prueba de Tukey de los grupos
AE, ER, HR, TC y CH, asumiendo como HDS a los grupos AD y MXD. EIl simbolo (*) indica
que la media del grupo presenta diferencias estadisticamente significativas con los grupos AD y
MXD (p<0,05).
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Por su parte, el poco crecimiento capilar que presento el grupo MXD puede deberse a la
falta de eficacia ocasional que puede presentar el farmaco minoxidil, fenomeno que ha sido
reportado tanto en roedores como en humanos en distintas investigaciones (Naranjo et al.2020;
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Suchonwanit et al., 2019). Siendo una posible causa, la rapida estimulacion del ciclo de
crecimiento de los foliculos hacia la fase telégena, y posteriormente, anagena; provocando un
retraso en el crecimiento capilar, especialmente en las primeras semanas del tratamiento
(Suchonwanit et al., 2019)

Ahora bien, sabiendo que todos los tratamientos estimulan el crecimiento capilar en mayor
medida que el agua destilada y el minoxidil, se procedera a determinar cuél de estos tratamientos
es el mejor. Para esto, se procedio a realizar nuevamente un test de ANOVA, pero comparando
Unicamente a los grupos AE, ER, HR TC y CH, usando como valor critico un nivel de confianza
del 95% (o= 0,05) para rechazar o aceptar las siguientes hipotesis:

e Hy — p-valor > 0,05. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de los grupos.

e H; — p-valor <0,05. Al menos una de las medias de los grupos es
estadisticamente diferente a las demas.

A continuacion, en la Tabla N°20, se muestran los resultados de la prueba ANOVA para
los datos de longitud de los pelos arrancados de los grupos AE, ER, HR, TC y CH, para un valor
critico de 0,05.

Tabla N°20: Resultados de la prueba ANOVA de una via, de la comparacion del largo del pelo
de los grupos AE, ER, HR, TC y CH.

SS DF MS Valor de F Valor de P
Entre grupos 88,78 4 22,19 9,02 0,32
Dentro de los 1954,67 795 2,45 2,38
grupos
Residual 5,26 20 0,1670
Total 2043,4 799

En dicha tabla, se puede observar que el valor de p es mayor que el valor critico (p-valor
> 0,05), por lo tanto se aprueba la H; y se determina que no existen diferencias estadisticamente
significativas, en el crecimiento capilar, entre los grupos AE, ER, HR, TC y CH. Sin embargo, se
puede tener una estimacion inicial al observar detalladamente el Gréafico N°3, en donde se
observa que el grupo AE es el que presenta un mayor crecimiento capilar debido a su posicién en
la gréfica, pero para afirmar esto, es necesario aumentar el tamafio de la muestra para verificar
esta hipdtesis con su correspondiente analisis estadistico.
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Gréfico N°6: Resultados de la prueba ANOVA de la longitud del pelo de los grupos AE, ER,
HR, TC y CH, en las semanas 2 y 5. El resultado de la prueba se indica con (ns), el cual expresa
que p > 0,05.
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Ahora, para determinar en cual semana se presenta un mayor crecimiento capilar, se
procedié a comparar la media de longitud de todos los grupos en cada una de las semanas de
estudio, mediante la prueba de Tukey. La comparacion se realizo de la siguiente manera: semana
2 vs semana 3, semana 3 vs semana 4 y semana 4 vs semana 5; considerando las siguientes
hipotesis:

e Hy — p-valor > 0,05. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de ambos grupos.

e H; — p-valor <0,05. Existen diferencias estadisticamente significativas en la
media de los grupos.

Ahora, en la Tabla N°21 se muestran los resultados de la prueba de comparacién multiple
de Tukey de los grupos AE, ER, HR, TC y CH.

Tabla N°21: Prueba de comparacion maltiple de Tukey para los grupos AE, ER, HR, TC y CH;
entre las semanas 2 y 5.

Diferencia Media Valor de p (Ajustado) Diferencia Estadistica

semana 2 vs semana 3 -1,340 <0,0001 Si
semana 3 vs semana 4 -0,9191 <0,0001 Si
semana 4 vs semana 5 -0,2981 0,1219 No

Nota: se considera que existe diferencia estadistica si el valor de p es menor a 0,05 (p<0,05).

En dicha tabla, se puede detallar que el crecimiento capilar es significativo entre las
semanas 2 y 4 (p-valor <0,05). Mientras que entre las semanas 4 y 5, el crecimiento capilar no es
estadisticamente diferente (p-valor > 0,05).
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Este fendmeno entre las semanas 4 y 5, se debe a los pelos de dichas semanas estan cerca
de alcanzar su méximo de longitud (aproximadamente 6,7 mm), razon por la cual, el crecimiento
capilar es minimo, o inclusive, inexistente. Esto se puede observar con mayor claridad si se
muestra dicho crecimiento en una grafica de linea (Grafica N°7), en la cual se aprecia que el
crecimiento capilar es considerable (estadisticamente significativo) entre las semanas 2 y 4, y
cuando la longitud se aproxima a 6,7 mm (en la semana 5), la gréfica se aplana, y es en este punto
donde el crecimiento se detiene (no es estadisticamente significativo).

Gréfica N°7: Crecimiento capilar (en mm) de los grupos AE, ER y HR entre las semanas 2 y 5.
Notese, que la grafica se aplana cuando el valor de la longitud se aproxima al limite de
crecimiento capilar.
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A continuacidn, los datos de longitud del pelo, dentro (DA) y fuera (FA) del area afeitada,
de los grupos AE, ER, HR, TC y CH se muestran en la Tabla N°22.

Tabla N°22: Datos de longitud (en mm) de los pelos dentro y fuera del area, de los ratones de los
grupos AE, ER, HR, TC y CH; en la semana 5.

AE ER HR TC CH
Muestra
N=4/4 N=4/4 N=4/4 N=4/4 N= 4/4
Mediciones de Longitud del Pelo (mm):
Minimo DA 6,619 6,256 6,384 5,444 6,258
FA 6,405 6,490 6,499 6,558 6,522
Maximo DA 6,808 6,454 6,912 7,298 7,073
FA 4,723 6,733 6,685 6,666 6,660
Rango DA 0,189 0,198 0,528 1,854 0,815
FA 0,318 0,243 0,186 0,108 0,138
Promedio (X) DA 6,716 6,347 6,696 6,517 6,645
FA 6,617 6,601 6,602 6,605 6,602
Desviacion estandar DA 0,082 0,094 0,224 0,793 0,410
(xSD) FA 0,149 0,113 0,077 0,050 0,057

DA: dentro del area afeitada; FA: fuera del area afeitada. SS: suma de cuadrados. DF: grados de libertad. MS: media
de los cuadrados. Nota: existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los grupos si p<0,05.
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Se compard la longitud de los pelos dentro y fuera de la zona afeitada de cada uno de los
ratones de los grupos de estudio AE, ER, HR, TC y CH; al final de la semana 5, mediante una
prueba ANOVA. Los resultados de esta prueba se muestran en la Tabla N°23.

Tabla N°23: Resultados de la prueba ANOVA de una via, en la comparacion de la longitud del
pelo dentro y fuera del &rea afeitada de los ratones de los grupos AE, ER, HR, TC y CH.

SS DF MS Valor de F Valor de P
Entre grupos 0,8506 4 0,1418 0,9240 0,5126
Dentro de los 0,3974 1 0,3974 2,590
grupos
Residual 0,9205 4 0,1670
Total 2,168 13

SS: suma de cuadrados. DF: grados de libertad. MS: media de los cuadrados. Nota: existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los grupos si p<0,05.

En dicha tabla, se puede conemplar gque el p valor es mayor que el valor critico (p > 0,05),
por lo tanto se concluye que no existen diferencias estadisticamente significativas en la longitud
del pelo dentro y fuera del area afeitada en la semana 5.

Gréfica N°8: Comparacion de la longitud del pelo dentro y fuera del area afeitada, de los grupos
AE, ER, HR, TC y CH, al final de la semana 5.
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Luego, se compar0 la longitud del pelo dentro de la zona afeitada de los ratones de los
grupos AE, ER, HR, TC y MXD con pelos tomados de los ratones del grupo control-control (CC),
Estos datos se muestran en la Tabla N°24.
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Esta comparacion se realizé mediante una prueba ANOVA de una via, comparando la

media del grupo CC con los demés grupos (AE, ER, HR, TC y CH), estos resultados se ven
reflejados en la Tabla N°24.

Tabla N°24: Datos de longitud (en mm) de los pelos dentro de la zona afeitada de los grupos AE,
ER, HR, TC y CH; y de los ratones del grupo CC.

AE ER HR TC CH CC
Muestra
N=4 N=4 N=4 N=4 N=4 N=4
Longitud del pelo (mm):

Minimo 6,619 6,256 6,384 5,444 6,258 6,55

Maximo 6,808 6,454 6,912 7,298 7,073 6,663

Rango 0,18 0,19 0,52 1,85 0,81 0,11

Promedio (X) 6,71 6,34 6,69 6,51 6,64 6,60
Desviacion Estandar (+SD) 0,082 0,0094 0,224 0,793 0,410 0,050
Valor de p 0,164 0,489 0,539 0,835 0,866 @ --------

Minimo: valor minimo registrado. Maximo: valor maximo registrado. Rango: diferencia entre el valor minimo y
maximo.

En esta tabla, se obtiene que, el p valor es mayor que el valor critico (p > 0,05) en todos
los casos, aprobandose asi la Ho esto quiere decir que no existen diferencias estadisticamente

significativas entre el largo del pelo de los grupos tratados con respecto al grupo control-control,
ya que este logro alcanzar su maxima longitud.

Gréfica N°9: Comparacion de la longitud del pelo (en mm) de los grupos tratados (AE, ER, HR,
TC y CH) con respecto al grupo CC. El simbolo (ns) sefiala que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos.
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Finalmente, si se comparan las graficas de crecimiento capilar de los métodos 1y 2, se
podra observar una gran discrepancia con respecto al grupo AD (agua destilada). En la Gréfica
N°10 se muestra una comparacion de las gréaficas de crecimiento capilar (por semana) de todos los
grupos.

Gréfica N°10: Comparacion del crecimiento con el método 1 (escala de crecimiento) y método 2
(medicion de pelos).
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En esta comparacion se puede observar que el crecimiento capilar de los grupos es similar
entre ambos métodos, a excepcion del grupo AD, ya que en el método 1 (escala de puntaje) este es
uno de los grupos que presenta mayor crecimiento capilar. Por el contrario, en el método 2
(longitud de pelo) fue uno de los grupos con menor crecimiento.

Esta discrepancia en torno al grupo AD, se debe a la susceptibilidad del método 1 a
malinterpretar los lunares como crecimiento capilar, cuando esto no es cierto. Se debe recordar
que, en el grupo AD se presentaron 3 individuos con nevo melanocitico (lunar) (Figura 32) el
cual altera significativamente el puntaje de estos ratones, haciendo que el promedio del
crecimiento capilar de este grupo sea considerablemente mayor en este método. Por lo tanto, se
puede intuir que este método de evaluacion solo es adecuado cuando se emplea ratones sin nevo
melanocitico.

Por otro lado, el método 2 demostrd ser mas objetivo y consistente con respecto a lo que se
esperaba del crecimiento capilar del grupo AD, ya que en este método dicho grupo fue uno de los
que presento un menor crecimiento capilar, lo cual tiene sentido considerando que es el grupo de
control negativo.
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Conclusiones

e Se logro la obtencidn del extracto de romero (Rosmarinus officinalis) al 2,7% de pureza,
mediante extraccion en Soxhlet con etanol al 70%. Obteniéndose un rendimiento del 3,7%.

e Se formuld y elabor6 un ténico capilar y champu que contenian aceite esencial, extracto e
hidrolato de romero; en las siguientes proporciones:

v Ténico: 5% de aceite esencial (al 98% v/v), 27% de hidrolato de romero,
5% de extracto de romero (al 2,7%) y 63% de otros ingredientes.

v" Champu: 0,004% de aceite esencial (al 98% v/v), 40% de hidrolato de
romero, 3,1% de extracto de romero al (52,7%) y 56,86% de otros
ingredientes.

e Del ensayo en ratones C57BL6//BIOU se desglosan las siguientes conclusiones:

v" El registro fotogréafico demostré un crecimiento capilar considerable en los
grupos que contenian extractos derivados del romero (AE, ER, HR, TC y
CH).

v' La escala de crecimiento capilar mostré que los grupos AD, AE, ER, HR,
TC y CH; fueron los grupos que presentaron un mayor crecimiento capilar
al finalizar el estudio.

v’ Los grupos AD, AE, ER, HR, TC y CH lograron recuperar,
aproximadamente, entre el 95% y 100% de su pelaje al finalizar el estudio.
Por el contrario, el grupo MXD solo recupero solo el 75%
aproximadamente.

v Los tratamientos de los grupos AD, AE, ER, HR, TC y CH; demostraron
estimular el crecimiento capilar, en mayor medida, que el grupo tratado con
minoxidil al 5%

v La escala de crecimiento capilar demostr6 serias limitaciones a la hora de
evaluar ratones con nevo melanocitico (lunar) en la region afeitada,
alterando el puntaje de los ratones del grupo AD.

v La medicion de pelos arrancados demostrd, estadisticamente hablando, que
los extractos de romero (en los grupos AE, ER, HR, TC y CH) estimulan el
crecimiento capilar en los ratones C57BL6//BIOU.
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v No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
crecimiento capilar entre los grupos AE, ER, HR, TC y CH.

v Se demostrd, que no existen diferencias estadisticamente significativas, en
la longitud de los pelos de los grupos tratados (AE, ER, HR, TC y CH), en
comparacion de los pelos fuera de la zona afeitada y de los ratones del
grupo control-control (CC).

v Se determind que el método 2 (longitud de pelo) es méas objetivo y
consistente, en comparacion al método 1 (escala visual), al evaluar el
crecimiento capilar en ratones que presentan nevo melanocitico (lunar).

v Se demostrd que los tratamientos empleados en esta investigacion (aceite
esencial, hidrolato, extracto, tonico capilar y champu) estimulan en mayor
medida, el crecimiento capilar que el farmaco comercial minoxidil.
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Recomendaciones

e Aumentar el tamafio de la muestra para determinar si existen diferencias, estadisticamente
significativas, en el crecimiento capilar de los distintos tratamientos.

e Estudiar el efecto sobre el crecimiento capilar que pueden tener todas las posibles
combinaciones entre aceite esencial, extracto e hidrolato; mediante un disefio experimental
factorial.

e Estudiar el efecto sobre el crecimiento capilar que pueden tener los extractos empleados en
esta investigacion, en concentraciones distintas.

e En caso de presentar ratones con melanocitico (lunar), descartar a estos individuos, o en su
defecto, repartirlos equitativamente entre los demas grupos.

e Emplear un software de analisis de imagenes, para evaluar con mayor objetividad el
crecimiento capilar en la escala visual.

e Emplear métodos histologicos (papila dérmica) y bioquimicos (testosterona, DTH, enzima
5aR, entre otros) para entender con mayor profundidad los mecanismos de accion que
tienen estos extractos sobre el crecimiento capilar.

e Repetir este ensayo en ratones C57BL/6 tratados con testosterona, para evaluar el
potencial de estas sustancias en el tratamiento de la alopecia androgénica.
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AnNexos

Anexo 1. Aval de CEBIOULA.

Zi=1
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Mérida, 21 de febrero 2024

Protocolo; CEBIOULA/131

Estudiante Robert José Aljorna Molero

El comité de ética del BIOULA, evalué el proyecto “Estudio de la Capacidad de Crecimiento Capilar
de Productos Elaborados con Extractos de Romero (Rosmarinus officinalis) en Ratones (Mus
musculus) C57BL6//BIOU”, identificado por el comité como protocolo CEBIOULA/131.

Cuyo objetivo es estudiar, de manera experimental, la capacidad promotora del crecimiento capilar
de distintos productos derivados de romero (Rosmarinus officinalis) de forma individual (en forma de
extracto, hidrolato y aceite esencial) y en conjunto (en forma de ténico capilar y champd) en ratones
(Mus musculus) de la linea C57BL6/BIOU.

Luego del analisis correspondiente de este proyectd, el comité decidio OTORGAR el AVAL
BIOETICO para la realizacién del trabajo, debido a los siguientes elementos de juicio

1.- El disefio metodoldgico es adecuado.

2 - El protocolo cumple con las normas bioéticas en el uso de animales experimentales y las personas
involucrados en el mismo seran asesoradas y apoyadas técnicamente por el personal de Bioética del
Bioterio de la Universidad de Los Andes (BIOULA), el cual posee ampiia experiencia en la materia.

Atentamente,

Por el Comité de Etica

Uk

M.V. \kpsyl Montero

Prof{a). ﬁm

La Hechicera, via principal de Santa Rosa, Edificio BIOULA
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Anexo 2. Imagenes del Ensayo en ratones
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Glosario

e Adherencia (en medicina): numero total de dias de toma de medicacion de acuerdo con
las pautas del prescriptor durante el periodo de seguimiento.

e Anestesia: pérdida temporal de las sensaciones de tacto y dolor producida por un
medicamento.

e Bioterio: lugar acondicionado para criar, mantener y utilizar animales de laboratorio o
experimentacion

e Ciclo estral: conjunto de fendmenos que ocurren entre dos menstruaciones. ES un
conjunto de acontecimientos fisiolégicos recurrentes que son inducidos por las hormonas
reproductivas.

e Consanguineo: que tiene parentescos de consanguineidad con uno o varios individuos.

e Cualitativo: relativo a cualidad.

e Cuantitativo: relativo a cantidad.

e Desviacion estandar: es una medida de la dispersién de los datos. Es decir, mide cuanto
se alejan los valores de los datos de la media. Cuanto mayor sea la dispersion, mayor es la
desviacion estandar.

e Dorsal: perteneciente o relativo al dorso, espalda o lomo.

e Emoliente: sustancia que se emplea para ablandar o suavizar un tejido.

e [Estadistico W: es un estadistico de prueba que se utiliza en la prueba de Shapiro-Wilk
para determinar si un conjunto de datos proviene de una distribucion normal. La prueba de

Shapiro-Wilk es aplicable cuando se analizan muestras compuestas por menos de 50
elementos.

2
_ Qitaixg)

W= -2

e Eutanasia: fallecimiento sin dolor fisico.

e Foliculo piloso: cavidad en forma de saco o bolsa formada por un grupo de células. En los
ovarios, un foliculo contiene un 6vulo, y en la piel, un foliculo contiene un cabello.
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e Glandula sebéacea: 6rgano que produce una secrecion que puede verterse a través de la
piel o de las mucosas, como las glandulas salivales y sudoriparas, o al torrente sanguineo,
como el tiroides.

e Hipoactividad sexual: conducta caracterizada por un déficit de actividad sexual.

e Histologia: disciplina cientifica que se ocupa del estudio de las estructuras microscéopicas
de los seres vivos.

e Hormona: producto de secrecion de ciertas glandulas que, transportado por el sistema
circulatorio, excita, inhibe o regula la actividad de otros 6rganos o sistemas de 6rganos.

e Humectante: sustancia que mantiene el agua contenido dentro de un material.

e In vitro: locucion latina que significa "en el vidrio". Se utiliza para referirse a algo que
sucede en un tubo de ensayo, en un medio de cultivo o en otro ambiente artificial de
laboratorio.

e Inflamacion: alteracion patoldgica en una parte cualquiera del organismo, caracterizada
por trastornos de la circulacion de la sangre y, frecuentemente, por aumento de calor,
enrojecimiento, hinchazon y dolor.

e Libido: impulso y raiz de las mas varias manifestaciones de la actividad psiquica. lujuria,
lubricidad, lascivia, concupiscencia, deseo, apetito, libidine.

e Murido: adjetivo que se refiere a un mamifero del orden de los roedores.

e p-Valor (en estadistica): es una medicién estadistica entre 0 y 1 que se usa para el
contraste de hipdtesis. En estadistica general y contrastes de hipotesis, el valor p se define
como la probabilidad de que un valor estadistico calculado sea posible dada una hipotesis
nula cierta.

X -1
Zp—valor =
g/\n

e Raza: cada uno de los grupos en que se subdividen algunas especies bioldgicas y cuyos
caracteres diferenciales se perpettan por herencia

e Roedor: mamifero, generalmente pequefio, unguiculado, con dos incisivos en cada
mandibula, largos, fuertes y encorvados hacia fuera, cuyo crecimiento es continuo y que le
sirven para roer.
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e Solvente: sustancia que puede disolver y producir con otra una mezcla homogénea.

e Taxonomia: ciencia que estudia los principios, métodos y fines de la clasificacion. En
particular, se aplica en biologia para ordenar de forma jerarquica y sistematica los grupos
de animales y vegetales, con sus nombres.

e Volétil: capacidad de un compuesto para pasar de un estado liquido a un estado
gaseoso. Esto permite que el compuesto se disperse en el aire.
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