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1. Resumen

La industria cosmética ha enfrentado altas demandas de productos mas innovadores y efectivos.
Con ello, los ingredientes activos naturales han ganado protagonismo como una alternativa
sostenible para afrontar estos retos. En este contexto, la biotecnologia ha emergido como
herramienta clave para aprovechar estos activos naturales sin comprometer el medio ambiente. Por
ello, en el presente proyecto, se desarrollé un prototipo cosmético a base de células madre de
Matricaria recutita, obtenidas mediante procesos biotecnoldgicos, con el objetivo de mejorar la
hidratacion de la piel, asi como mitigar el envejecimiento cutaneo gracias a las propiedades
antioxidantes de esta planta. Para ello, se estandarizo el proceso de obtencion de las células madre
vegetales y se desarroll6 un emulgel como matriz cosmética, en el que las células madre fueron
vehiculizadas mediante emulsificacion y estabilizadas mediante gelificacion. Ademas, se evalud
la estabilizacion de las células en la formulacion y la estabilidad fisicoquimica y térmica del
producto final. Como resultado, se obtuvo un extracto de células madre, y un emulgel estable, con
un tamafio de particula promedio de 1.5um, sin separacion de fases ni deterioro de propiedades,
confirmando la viabilidad de la matriz para vehiculizar células madre vegetales. Asi, los hallazgos
de esta investigacién no solo aportan al avance cientifico sobre el uso de células madre vegetales
en cosméticos, sino que también contribuyen al desarrollo de productos mas sostenibles y

respetuosos con la biodiversidad colombiana.

Palabras clave: células madre vegetales, cosmético, biotecnologia, estabilidad, vehiculizacion,

formulacion
2. Introduccién

Colombia se encuentra en una ubicacion geogréafica bastante favorable, lo que ha permitido que el
pais cuente con una biodiversidad abundante. En términos de flora, se tienen registros de
aproximadamente 26.500 especies de plantas?, que permiten ubicar a Colombia como el segundo
pais mas biodiverso?>. De esta manera, el aprovechamiento de estos recursos naturales ha

beneficiado diferentes sectores del pais, en los que se encuentra la industria cosmética.

El sector cosmético con el paso del tiempo se ha vuelto mucho méas competitivo y exigente, desde

el requerimiento de productos mas innovadores, hasta el uso de rutinas de skincare mas rapidas y


https://www.zotero.org/google-docs/?yKxkU4
https://www.zotero.org/google-docs/?SrGDw1

efectivas. En respuesta, los activos naturales han surgido como una solucion frente a los nuevos
retos de la industria. No obstante, el uso de estos ingredientes también se convierte en un desafio,
dado que debe equilibrarse el beneficio de su aplicacion con el impacto ambiental que su
extraccion puede ocasionar. En este sentido, la biotecnologia ofrece una alternativa sostenible, al
posibilitar la produccion en masa de ingredientes activos potenciales sin recurrir a la explotacion
excesiva de los recursos naturales®. Gracias a la optimizacion de los procesos, esta disciplina
permite un desarrollo més sostenible y con costos mas accesibles, al aprovechar la combinacion
de principios de biologia, quimica y tecnologia para manipular organismos vivos y sus
componentes celulares con el fin de crear productos beneficiosos en campos como la salud, la

agricultura y la industria®.

En el contexto del proyecto, la biotecnologia permite obtener células madre de Matricaria recutita
mediante técnicas de cultivo celular, eliminando la necesidad de recolectar grandes cantidades de
plantas, lo que reduce el impacto ambiental y favorece un enfoque sostenible. Este método no solo
contribuye a la creacion de un cosmético innovador y efectivo para el cuidado de la piel, sino que
también optimiza recursos y disminuye el desperdicio, haciendo el proceso mas amigable con el

entorno.

Ahora bien, uno de los principales enfoques de la industria cosmética son los productos destinados
al cuidado de la piel, especialmente frente al proceso natural e inevitable del envejecimiento
cutaneo, caracterizado por la pérdida de elasticidad, firmeza y humectacion de la piel®. La mayoria
de opciones cosmeéticas actuales se basan en ingredientes sintéticos, que suelen presentar una gran
cantidad de efectos secundarios, lo que ha impulsado la busqueda de alternativas mas seguras y
naturales. En este contexto, las células madre vegetales han emergido como una opcion
prometedora frente a los ingredientes sintéticos®. A pesar de los limitados estudios disponibles, se
ha evidenciado que estas células poseen propiedades antioxidantes y beneficiosas para el cuidado
y acondicionamiento de la piel’. De esta manera, se espera que el disefio de este producto
contribuya a mejorar tanto la elasticidad como la hidratacion de la piel, al tiempo que ayude a

reducir el envejecimiento prematuro de sus células.

Las células madre vegetales se definen como células indiferenciadas con la capacidad de

autorrenovarse y de transformarse en cualquier tipo de célula especializada, con potencial para
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formar un organismo completo®. Estas células juegan un rol crucial en el crecimiento y
regeneracion de las plantas, ya que se encuentran principalmente en los meristemos, ubicados en
los extremos de la planta®. En el campo de la biotecnologia, el estudio de estas células ha ganado
relevancia por su potencial en diversas aplicaciones, como la mejora genética de cultivos, la
conservacion de especies en peligro y su uso en productos farmacéuticos gracias a su capacidad
de producir metabolitos especificos'?. Asimismo, el uso de células madre vegetales ofrece
beneficios importantes como la totipotencia, la capacidad de producir distintos metabolitos
mediante la adicion de fitohormonas y su facilidad de propagacion®!.

Entre las especies vegetales estudiadas por el potencial de sus células madre se encuentra la
Matricaria recutita, comunmente conocida como manzanilla. Esta planta medicinal ha sido
empleada en la medicina tradicional en forma de extractos, aceites esenciales y tes, debido a sus
conocidas propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes. Estas cualidades se
deben principalmente a la presencia de metabolitos bioactivos, como los flavonoides (apigenina 'y
luteolina), compuestos fendlicos (resveratrol y acido fenodlico) y terpenos (camazuleno y
bisabolol), que aportan beneficios significativos tanto en este campo, como en el cuidado de la
piel.12,

De este modo, la biotecnologia desempefia un papel importante en el desarrollo y las aplicaciones
de las células madre vegetales, comenzando por las técnicas de obtencién, extraccion y
purificacion®®. Una de las metodologias méas empleadas es el cultivo de tejidos vegetales, que se
realiza in vitro bajo condiciones controladas de luz, nutrientes, temperatura y hormonas, utilizando
medios de cultivo disefiados especificamente para favorecer el crecimiento celular'®. En cuanto al
aislamiento de las células madre, se suele recurrir al proceso de embriogénesis a partir de callos,
que son masas de células no diferenciadas obtenidas de tejidos cultivados con reguladores de

crecimiento, como auxinas y citoquininas®.

Posteriormente, la separacion y purificacion de estas células se lleva a cabo mediante técnicas
como la digestion enzimatica, que permite descomponer los callos en células individuales y, a
través de compuestos selectivos, separar las células madre de las diferenciadas'®. Una vez
purificadas, estas células pueden ser empleadas tanto en su forma original como en extractos,

encontrando aplicaciones en diversos campos. En el area farmacéutica, se destacan especialmente
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por la produccion de compuestos bioactivos con propiedades medicinales, tales como alcaloides,
flavonoides, terpenos y compuestos fenolicos, que poseen efectos antiinflamatorios,
antimicrobianos y antioxidantes®. Sin embargo, sus aplicaciones cosméticas también han cobrado
relevancia. De acuerdo con la FDA, un cosmeético es cualquier articulo destinado a ser vertido,
rociado, esparcido sobre o aplicado de cualquier otra manera al cuerpo humano, con el propésito

de limpiar, embellecer, promover la atraccion o alterar la apariencia®’.

De la misma manera, las células madre vegetales, gracias a su contenido rico en compuestos
bioactivos y su alta biocompatibilidad, han demostrado ser componentes innovadores dentro de la
industria cosmética, ofreciendo beneficios unicos frente a los ingredientes activos tradicionales.
Estos compuestos, como el resveratrol o el bisabolol presentes en plantas como la manzanilla, son
sustancias quimicas producidas naturalmente que generan efectos bioldgicos beneficiosos!®, entre
los que destacan sus propiedades antioxidantes. Al integrarse en productos cosméticos, las células
madre vegetales no solo permiten aprovechar estas propiedades con fines estéticos, sino que
también contribuyen al desarrollo de formulaciones capaces de mejorar la apariencia de la piel,

aportando beneficios protectores que trascienden los efectos convencionales de mejora estética.

En adicién a lo anterior, los cosméticos que cuentan con propiedades antioxidantes han ganado
protagonismo dentro de las tendencias pro-aging, gracias a su capacidad para proteger las células
y tejidos del dafio causado por los radicales libres. Estas moléculas inestables y altamente
reactivas, producidas por factores como la radiacion UV y la contaminacion ambiental,
contribuyen al envejecimiento prematuro de la piel, favoreciendo la aparicion de manchas, arrugas
y otros signos de deterioro cutaneo®®. Los antioxidantes actian neutralizando los radicales libres,
mitigando el estrés oxidativo y ayudando a retrasar los efectos visibles del envejecimiento. Por
ello, suelen estar presentes en cremas faciales, sérums y mascarillas, productos disefiados para

promover una piel de apariencia mas joven y saludable®.

A partir de lo expuesto previamente, con el proposito de formular un producto cosmético a base
de células madre de Matricaria recutita, obtenidas mediante técnicas biotecnoldgicas, esta
investigacion se enfoco en evaluar la incorporacion y estabilizacion de dichas células en una matriz
cosmeética. El desarrollo de este producto no solo pretende beneficiar a los consumidores al ofrecer

una alternativa natural e innovadora para el cuidado de la piel, sino también contribuir al
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conocimiento de la comunidad cientifica sobre el uso y las funciones de las células madre
vegetales, en particular las de Matricaria recutita®!. Este proyecto busca destacar el alto potencial
de las células madre vegetales, obtenidas biotecnol6gicamente, como ingredientes activos en
formulaciones cosméticas, favoreciendo tanto el desarrollo de cosméticos naturales como el
cuidado de la biodiversidad colombiana. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar
un prototipo cosmético que aprovechara estos componentes naturales, guiado por la pregunta:
¢Cudl es el desemperfio de las células madre de Matricaria recutita, obtenidas mediante procesos
biotecnoldgicos, en productos cosméticos para el cuidado de la piel?

3. Metodologia

3.1. Estandarizacion del proceso de obtencion del extracto de células madre vegetales de
Matricaria recutita empleando herramientas biotecnoldgicas.

Para estandarizar el proceso de obtencion, se disefié un protocolo detallado que incluy6 cada paso
realizado, junto con los requerimientos necesarios para garantizar la eficacia del procedimiento.
Como primer paso, se llevo a cabo la preparacion de los medios de cultivo iniciales. Para ello, se
adaptaron dos protocolos!®!*, ajustando la cantidad de nutrientes del medio de cultivo Murashige
& Skoog 1962 (MS), e incorporando reactivos adicionales, como la sucralosa.

Una vez preparados los medios de cultivo, se procedid con la introduccion de las semillas de
manzanilla, previamente sometidas a un proceso de limpieza y desinfeccion. Este proceso incluyd
el uso de hipoclorito al 2.5%, tween 20, alcohol al 70%, extran al 5% y agua destilada.

Posteriormente, las semillas fueron esparcidas en cajas petri para iniciar su germinacion.

Seguidamente, se prepararon medios de cultivo especificos para la organogénesis (denominados
medios MS3). Estos se basaron en el medio MS, pero se enriquecieron con fitohormonas como
acido 2,4-diclorofenoxiacetico y kinetina, con el objetivo de estimular la formacion de brotes ricos
en células madre. Los tallos de las plantulas obtenidas de la germinacién de las semillas in-vitro
con el medio MS inicial fueron destinadas para propagacion en nuevos medios MS, mientras que
las hojas de cada plantula se introdujeron en los medios MS3, permitiendo la obtencion de brotes
de Matricaria recutita. Es importante destacar que, la germinacion de las semillas tomé entre 1y

2 meses, por lo que, se evalud periédicamente qué medios contenian la cantidad suficiente de
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plantulas para iniciar la propagacion. Por su parte, la aparicion de brotes se produjo entre 2 'y 3

semanas después de la transferencia a los medios MS3.

Ahora bien, el extracto de células madre se obtuvo mediante un proceso de maceracion de los
brotes con ayuda de una solucién hidroalcohdlica al 42%. En este paso, los brotes fueron pesados
en tubos falcon, macerados y mezclados con 5mL de la solucion hidroalcoholica. El extracto
recolectado se almacend en un tubo falcon para su posterior analisis. Asimismo, para determinar
la concentracion del extracto, se calcul6 la diferencia entre el peso inicial de los brotes y el peso
del material vegetal remanente tras la extraccion, dividiendo este valor por el volumen de la

solucion empleada (ver Ecuacion 1).

Peso inicial brotes(img) — Peso remanente de material vegetal(mg) (1)

[Concentracion extracto] = =

Es pertinente mencionar que, se busco corroborar la presencia de las células madre en el extracto,

por lo que, se observo una gota del extracto en un microscopio.

3.2. Evaluacion del proceso de incorporacion y estabilizacion de las células madre vegetales

de Matricaria recutita en la matriz cosmética.

3.2.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las células madre encapsuladas

Para evaluar la capacidad antioxidante del extracto de células madre, fue necesario esterilizar la
muestra y eliminar el alcohol presente en ella. Esto se logré mediante un proceso de ultrafiltracion
asistida con nitrégeno (filtracion esterilizante), el cual permitio realizar ambos procedimientos

simultdneamente.

Inicialmente, se tomé un volumen de 0,7mL del extracto, y se diluy6 hasta 11.5mL con agua estéril
tipo 1. Luego, se filtré la muestra hasta reducir el volumen a aproximadamente 5mL. A
continuacion, se volvio a llevar a 30mL con agua estéril tipo I, y se repitio el proceso de filtracion,
obteniendo 10mL antes de ajustar nuevamente a 30mL. Este ciclo se repitié dos veces mas, pero
en la ultima filtracidn se ajusté a un volumen final de 6mL, que fue recolectado en un tubo falcon.
Asi, se obtuvo una muestra de extracto estéril y libre de alcohol. Para determinar la concentracion,
fue necesario determinar la concentracion de esta muestra. Para determinar la concentracion final

del extracto estéril, se utiliz6 la concentracion obtenida previamente en el literal 3.1, junto con el



volumen inicial de extracto sometido a esterilizacion y el volumen final de la muestra procesada

(ver Ecuacion 2).

[Concentracion inicial extracto]

[Concentracion mta estéril] = * Vol inicial extracto (2)

Volumen final del extracto

Con lo anterior, fue posible proceder con las pruebas de actividad antioxidante. No obstante, este
procedimiento sigue siendo estandarizado por otro grupo de investigacion, dado que consiste en
una evaluacién directamente en células de la piel. Por lo tanto, este proyecto no abordara resultados

relacionados con estas pruebas.
3.2.2. Vehiculizacion del extracto de células madre vegetales

Para vehiculizar el extracto sin comprometer la integridad de las células madre, se llevé a cabo un
proceso de emulsificacion y de gelificacion, lo que permitié formar un emulgel. Esto, con el fin de
que se pudiera obtener un tamafio de particula que se encontrara en una escala entre 1-1000 pm?2.
Con ello, se establecieron los excipientes necesarios para la formulacién y cumplir con el objetivo
descrito previamente, al igual que las cantidades necesarias de cada uno (ver Tabla 1). En la tabla,

la fase oleosa se representa en amarillo y la fase acuosa en azul.

Tabla 1. Formulacion emulgel para entrega del extracto de células madre.

EMULGEL
MATERIA PRIMA PORCENTAJE (%) CANTIDAD (q)
Glucate Do 0,67 4,0
Miglyol 8810 10,0 60
Extracto de Células Madre 0,13 0,8
Miristrato de isopropilo 2,00 12
Dimeticona 3,33 20
Fenoxietanol 0,33 2,0
Glicerol 3,33 20
Carbopol 0,67 4,0
Propilenglicol 2,00 12
Novemer 3,33 20
Agua 74,2 445,2
TOTAL 100 600

El proceso consistié en mezclar los componentes de las fases oleosa y acuosa en dos beakers

separados. Posteriormente, la fase oleosa fue afiadida gradualmente a la fase acuosa. Por su parte,
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el carbopol se disolvid en una porcion adecuada de agua tomada de la cantidad total destinada a la
formulacion. Una vez obtenida esta solucion, se incorporo al sistema después de mezclar las fases
oleosa y acuosa. Todo el procedimiento se llevo a cabo utilizando un homogeneizador Ultraturrax

para garantizar la correcta emulsificacion y gelificacion.

3.2.3. Evaluacion del proceso de estabilizacion

Con las células madre de Matricaria recutita estabilizadas en la formulacion, se evalud la
eficiencia del proceso mediante la determinacion del tamafio de particula alcanzado. Para ello, se
utilizo el equipo ANALYSETTE, marca FRITSCH GmbH, modelo 22 Micro Tec PLUS, facilitado
por la Universidad ICESI. Este permitié medir tanto el tamafio promedio de las particulas como la

distribucién dentro de la formulacién.

3.3. Evaluar la estabilidad de la matriz cosmética que contiene células madre vegetales de

Matricaria recutita

3.3.1. Evaluacion de la estabilidad fisicoquimica de la matriz cosmética

Tras establecer la formulacion definitiva de la matriz cosmética, se procedié a evaluar su
estabilidad fisicoquimica mediante pruebas de separacion de fases y analisis organolépticos. Para
las pruebas de separacion de fases, se realizaron inspecciones visuales periddicas durante un

periodo de 1 mes, con el fin de identificar la presencia de multiples fases en el producto.

Estas observaciones se complementaron con pruebas organolépticas, también realizadas por
inspeccion visual, que permitieron evaluar caracteristicas clave de la formulacion. Entre estas se
consideraron la homogeneidad del color azul, la consistencia cremosa, la capacidad de absorcion
rapida en la piel sin dejar sensacion pegajosa, y el olor. Este conjunto de pruebas permitio verificar

la estabilidad visual y sensorial del cosmético.

3.3.2. Evaluacidn de la estabilidad térmica de la matriz cosmética

La estabilidad térmica del prototipo cosmético se evalud de acuerdo con los lineamientos
establecidos en la Decision 833 del 201823, Para ello, la matriz cosmética fue almacenada en
diferentes condiciones controladas: a 4 °C, a 30 °C con una humedad relativa (HR) de 65 = 5 %,

y a 40 °C con una HR de 75 £ 5 %. Para cada una de estas condiciones, se utilizaron recipientes

10
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con 70 g de producto (uno para la condicion de 4 °C y dos para las demas condiciones). Esto se

realizd en una camara de estabilidad CAMS de la marca GAE | Gaelta.

Durante el periodo de evaluacién, que tuvo una duracion aproximada de 1 mes, se monitorearon
de manera simultanea los pardmetros definidos previamente en el item 3.3.1, tales como cambios
en el color, textura, homogeneidad, separacion de fases y caracteristicas organolépticas. Este
analisis permitio verificar la estabilidad del prototipo frente a diferentes condiciones de

almacenamiento y estrés térmico.
4. Resultados y discusion

4.1. Estandarizacion del proceso de obtencion del extracto de células madre vegetales de

Matricaria recutita empleando herramientas biotecnoldgicas.

El protocolo desarrollado establece una metodologia sisteméatica para obtener células madre
vegetales a partir de semillas de manzanilla, comenzando con la preparacion de dos medios de
cultivo diferenciados. ElI medio MS se utilizé para la germinacion de semillas, mientras que el
medio MS3, enriquecido con fitohormonas especificas como 2,4-D y kinetina, se empled para la
induccion de brotes. Esta diferenciacion en los medios de cultivo resulta crucial, ya que los
reguladores de crecimiento presentes en el medio MS3 dirigieron el desarrollo celular hacia los

resultados deseados.

La eleccion del medio MS se basé en el articulo "Micropropagation of Chamomilla recutita (L.)
Rauschert: A shock treatment model with growth regulators”, donde se propone una metodologia
para el crecimiento in vitro de manzanilla utilizando este medio®3. En dicho articulo, se incluyen
diversas combinaciones de fitohormonas y reguladores de crecimiento que no Se incorporaron en
este proyecto debido a diferencias en los objetivos planteados. No obstante, el medio MS demostrd
ser eficaz para el crecimiento de manzanilla, ya que contiene micro y macronutrientes, ademas de
vitaminas esenciales que promueven un desarrollo rapido y adecuado de las plantas a partir de
semillas®*. Aunque tedricamente no seria indispensable el uso del medio MS para obtener
plantulas, su exclusion implicaria un crecimiento més lento. Debido a la limitacion de tiempo para

obtener resultados, no se llevd a cabo experimentacidn adicional para evaluar esta alternativa.

Los resultados obtenidos sugieren que los brotes se formaron a traves de un proceso conocido

11
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como organogénesis, una via morfoldgica en la que las plantas se diferencian mediante la
formacion de estructuras con o sin una fase intermedia?®. Este proceso suele inducirse con
fitohormonas como citoquininas y auxinas?®. Inicialmente, se propuso inducir embriogénesis
somatica indirecta para obtener una masa celular totipotente de la que se pudieran extraer
compuestos de interés. Se planted detener el proceso en la fase de callogénesis, pero, ante la
ausencia de un protocolo especifico para esta especie, se optd por un enfoque generalista. Para
ello, se utilizaron medios de cultivo suplementados con kinetina y 2,4-D, favoreciendo la

proliferacion celular.

Las citoquininas se emplearon por su capacidad para reducir la dominancia del meristemo apical
y promover la generacion de brotes axilares o adventicios?’. Por su parte, las auxinas jugaron un
rol clave en la modulacion del crecimiento y el desarrollo de los tejidos?®. En este estudio, los
brotes adventicios obtenidos se formaron en los segmentos internodales de los explantes, resultado
de procesos de desdiferenciacion y rediferenciacion celular?® . Ademas, la combinacion de auxinas
y citoquininas demostrd inducir tanto la division como el alargamiento celular, lo que posibilité la
formacion de callos, embriones somaticos y brotes®. Considerando las limitaciones temporales,

se decidi6 enfocar el cultivo exclusivamente en la obtencion de brotes.

Figura 1. Microscopia del extracto de células madre: (A) Aumento en 10X; (B) Aumento en
40X; (C) Aumento en 100X.

En este sentido, la obtencion de células madre mediante este protocolo se fundamenta en varios
aspectos clave. Los brotes producidos contenian tejidos meristematicos con células madre
vegetales activas, las cuales, gracias al tratamiento con fitohormonas realizado al cultivo in vitro,

mantienen la totipotencia celular.
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Al obtener el extracto, se verificd la presencia de las células madre de Matricaria recutita mediante
microscopia, como se evidencia en la Figura 1. En esta, se observa una célula madre en diferentes
aumentos, lo que permitié corroborar la presencia de células madre en el extracto. Sin embargo,
esta es una técnica bastante limitada. Al recorrer la muestra en el aumento de 10x solo se podia
enfocar una célula madre en los diferentes cuadrantes, y aunque esto permitié corroborar que si
habia mas de una célula, s6lo es posible indicar de manera cualitativa la presencia de estas por
medio de esta técnica. De esta manera, se identificd que en la gota estudiada del extracto si habia
presencia de células madre, pero se infiere que en concentraciones bajas. No obstante, al no tener
seguridad de la cantidad exacta de células madre, se encontrd la necesidad de abordar una técnica
mas sofisticada, como la citometria de flujo. Esta es una técnica que permite analizar las células,
determinando la cantidad exacta, el porcentaje de células vivas, su tamafio, entre otras

caracteristicas®’.

Con lo anterior, la concentracion obtenida del extracto parte del material vegetal empleado, y su
remanente, posterior al proceso de extraccion, mas no de una concentracion de células madre
Unicamente. Asi, se tuvo en cuenta que el peso inicial de los brotes fue de 15.229,1mg, y el peso
de material vegetal remanente fue de 14.650,1mg. Ademas, el volumen empleado de solucion
hidroalcohdlica fue de 5mL, por lo que, se obtuvo una concentracion de células madre de
115,8mg/mL. La Ecuacién 3 refleja el procedimiento empleado para obtener dicho valor.

15.229,Img — 14.650,Img
SmL

[Concentracion extracto] = = 115,8mg/mL (3)

Como consideraciones finales de este apartado, se debe mencionar que el protocolo presenta
aspectos que podrian optimizarse, como por ejemplo incluir estudios de estabilidad del extracto,
ademas de afadir pruebas de actividad biologica y desarrollar métodos analiticos méas detallados
para la caracterizacion del producto final, como la citometria de flujo. También, seria prudente
repetir el proceso de organogenesis, y continuar con él hasta llegar a los callos, por diferentes

razones.

En primer lugar, se emple6 un tiempo considerable en el entrenamiento de los investigadores en
las técnicas biotecnoldgicas. Al tener el conocimiento de estos procedimientos, es posible contar
con mayor tiempo para realizar el proceso de obtencion de los callos, para lograr concentraciones

mas altas de células madre, y con ello, un extracto mas puro. En segundo lugar, es pertinente seguir
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optimizando el protocolo, dado que, fue la primera vez trabajando con la Matricaria recutita, y al
entender el comportamiento de la planta, se pueden hacer adecuaciones en la cantidad de semillas
plantadas en cada caja petri, 0 las plantulas por cada lote en los procesos de propagacion. Por
ultimo, se podra tener un procedimiento mas estandarizado, donde se pueda llevar un registro mas
exacto de las materias primas empleadas, asi como de las plantulas que se van obteniendo en cada

lote, entre otras consideraciones.

4.2. Evaluacion del proceso de incorporacion y estabilizacion de las células madre vegetales

de Matricaria recutita en la matriz cosmética.

4.2.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las células madre encapsuladas

La concentracion final de la muestra estéril fue de 13,51mg/mL. Esto dado que, se partio de los
115,8mg/mL iniciales en los 0,7mL de muestra, y se consideré el volumen final de 6mL de
extracto. Esto se logrd acorde a lo expresado en la Ecuacion 4. Conocer esta concentracion es
importante para la realizacion del estudio de capacidad antioxidante, dado que con esta se parte
para establecer las concentraciones a emplear en las pruebas.

115,8mg/mL

[Concentracion mta estéril] = p

x 0,7mL = 13,5Img/mL (4)

Ahora bien, el procedimiento descrito en el numeral 3.2.1 fue necesario para la muestra dado que
el estudio de la actividad antioxidante, como se mencion0 anteriormente, se realizara en células de
la piel, y debido a que el extracto contaba con una solucion hidroalcohdlica al 42%, empleada
como solvente en el proceso de extraccion, esta alta concentracion de etanol podria matar estas
células®?. De esta manera, se utilizo un proceso de ultrafiltracion asistida con nitrégeno (filtracion
esterilizante). La ultrafiltracion es una técnica de separacion basada en el uso de membranas
semipermeables que permiten el paso selectivo de moléculas pequefias, como el alcohol y el agua,

mientras retienen compuestos de mayor tamafio®, como las células madre.

La presion generada por el flujo del nitrégeno permite el movimiento del extracto a través de la
membrana, permitiendo la separacion del alcohol sin someter al extracto a elevadas temperaturas
que podrian afectar al extracto. Asimismo, aparte de eliminar el alcohol, el proceso de
ultrafiltracién permite esterilizar el extracto. Esto se logra gracias a la capacidad de las membranas

de retener particulas grandes, como las células madre. Los microorganismos tienen tamafios mas

14


https://www.zotero.org/google-docs/?T55452
https://www.zotero.org/google-docs/?GX1a22

pequefios, pasaran por el filtro, y con los diversos lavados se esteriliza el extracto. Lo anterior,
representa una ventaja, pues a pesar de trabajar en cabinas de flujo laminar en todo el proceso de
obtencion del extracto, este paso garantiza que se encuentra libre de microorganismos que

contaminen la muestra, y en un futuro, la matriz cosmética.

Se debe considerar que, con el extracto libre de alcohol y estéril, fue posible proceder con las
pruebas antioxidantes. No obstante, como se citd previamente, estas pruebas siguen siendo
estandarizadas, y no se tienen resultados concluyentes hasta la fecha. A pesar de ello, es necesario
mencionar que estas pruebas son fundamentales para el prototipo cosmético. Por un lado, el claim
del cosmético es su capacidad antioxidante gracias a la presencia de las células madre, por lo que,
el resultado de la prueba permitira realizar las mejoras pertinentes en el proceso de obtencion del
extracto. Por otro lado, al comprobar la capacidad antioxidante es posible ahondar en
investigaciones relacionadas directamente con el mecanismo de accion de las celulas madre en los
procesos antioxidantes, pues la literatura aun sigue definiendo cuales son las rutas exactas que
emplean estas células, en especial, las de la manzanilla. Por lo anterior, se sigue a la espera de

estos resultados, y darle continuidad a la presente investigacion.
4.2.2. Vehiculizacion del extracto de células madre vegetales

La vehiculizacion se refiere al proceso mediante el cual un principio activo, el extracto de células
madre en este caso, es transportado de manera efectiva desde la formulacion hacia su sitio de
accion, en este caso las capas superficiales o internas de la piel®*. Este proceso no solo implica el
transporte del activo, sino también su liberacion controlada desde la matriz de la formulacion, la
-, 3 age 35 - - -7
penetracién en la barrera cutanea y su estabilidad durante el trayecto®°. La vehiculizacién adecuada
es fundamental para garantizar que el ingrediente activo alcance su destino en las concentraciones

deseadas, sin degradarse ni perder efectividad.

Mas aln, se debe considerar que los procesos de vehiculizacion se vuelven un factor fundamental
a la hora de hablar de cosméticos para el cuidado de la piel, pues estos deben permitir el paso del
ingrediente activo a traves de las capas de la piel. En concordancia, se debe comprender que el
envejecimiento es un “proceso fisioldgico determinado por multiples factores externos e
internos™®. Si bien, a medida que pasa el tiempo, la piel envejece y cambia, pero se debe entender

como un proceso normal en nuestra piel. Con ello, las nuevas tendencias de la industria
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farmacéutica van dirigidas a la aceptacion de estos procesos naturales, y emplear técnicas que los
vuelvan procesos mas amigables. De alli, surgen los cosméticos pro-aging, cuyo objetivo no es
verse mas joven, sino sentirse bien consigo mismo sin importar la edad que se tenga®. Por
consiguiente, se emplean diferentes estrategias que permiten abordar estd tendencia, como

cosméticos humectantes, hidratantes, antioxidantes, entre otros.

En relacion con lo anterior, se ha estudiado que la piel puede perder su hidratacion natural, y ciertos
nutrientes, y por ende, se disminuye la produccién de colageno. Esto genera que la piel pierda
elasticidad, es decir, se debilita y pierde firmeza, pues este cumple funciones en la unién entre la
dermis y la epidermis, y al estar en menores concentraciones, dicha union se debilita®®. También,
se puede atribuir a cambios en la disminucién de la elastina, entre otros diversos factores. Es por
esto que, el prototipo cosmético que se desarroll6 busca tener dos principales propdsitos,
hidratacion y un efecto antioxidante. En lo que respecta a la hidratacion, su funcionalidad es
brindar agua a la piel para brindarle més elasticidad, mientras que, su propiedad antioxidante busca
competir con los radicales libres que hacen parte de ciertos procesos de formacion de arrugas. De
alli, surge la importancia de la vehiculizacion; se requiere una forma cosmética que permita
cumplir con el claim del cosmético y pueda llegar a la dermis y epidermis, donde se forman las

arrugas mas profundas y las mas superficiales, respectivamente?®,

En este caso, el extracto de células madre fue vehiculizado por emulsificacion, y estabilizado por
un proceso de gelificacion, el cual sera explicado mas adelante. En relaciéon con el emulgel
formulado, la vehiculizacién del extracto de células madre se logra mediante la interaccion de
diversos excipientes que trabajan en conjunto para garantizar su transporte hacia las capas mas
superficiales de la piel. Excipientes como el propilenglicol y el glicerol juegan un papel
fundamental en este proceso. El propilenglicol actia como un penetrador cutaneo al alterar de
manera controlada la barrera lipidica del estrato corneo, facilitando la absorcion del extracto®.
Ademas, su capacidad como solvente asegura una dispersion homogénea del principio activo en
el emulgel. Por su parte, el glicerol, al ser un potente humectante, aumenta la hidratacion del estrato

corneo, suavizando la barrera cutanea y favoreciendo la difusion del extracto®.

Otro excipiente clave es la dimeticona, la cual forma una pelicula protectora sobre la piel*,
prolongando el tiempo de residencia del emulgel y, por ende, del extracto en la superficie cutanea.

Asimismo, el Carbopol juega un papel importante como gelificante, ya que proporciona una matriz
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controlada que asegura la liberacion sostenida del extracto de células madre*?. Sin embargo, es
crucial mantener su concentracion dentro de un rango adecuado, ya que un exceso puede aumentar

demasiado la viscosidad, dificultando la liberacion del principio activo.

Los excipientes restantes complementan el sistema, al estabilizar la formulacion y preservar su
integridad. Por ejemplo, el Glucate DO acttia como emulsionante, estabilizando las fases acuosa y
oleosa del emulgel*®, mientras que el fenoxietanol previene la contaminacién microbiana,
protegiendo la estabilidad del extracto**. EI Novemer, por su parte, mas alla de ser el emulsificante
més eficiente de la formulacion, también mejora las propiedades reoldgicas del emulgel,

asegurando una textura ideal para su aplicacion topica®.

En términos de procesos, la vehiculizacion del extracto involucra varias etapas: liberacion del
ingrediente activo desde la matriz, penetracion cutanea facilitada por humectantes y solventes,
distribucion uniforme en la piel gracias a los emulsionantes, y absorcion en las capas de la piel®®.
Adicionalmente, la caracterizacion fisicoquimica del emulgel (viscosidad, homogeneidad) permite
garantizar que el extracto estd adecuadamente integrado en la formulacién. El presente proyecto

aborda dicha evaluacion fisicoquimica.

En relacion con el emulgel, acorde a la Tabla 1, se observa gran cantidad de agua en la matriz
cosmética. Esto se explica dado que, al momento de realizar el pesaje de las materias primas, se
pesaron todos los excipientes de la fase acuosa en un beaker, y los de la fase oleosa en otro; no
obstante, no se considerd que el Novemer es un emulsificante muy fuerte, e inmediatamente entro
en contacto con lo otros excipientes de la fase acuosa, empezd su proceso de emulsificacion. A
pesar de ello, se continud con el proceso normal, y se logro llegar a la emulsion, pero no con las
propiedades deseadas, pues tenia una contextura poco fluida. Se adicion6 un poco mas de agua, y

se logrd mejorar esta caracteristica.

Posteriormente, se adiciond el carbopol, sin embargo, al homogeneizar se evidencié que la
cantidad agregada era mas de la necesaria. El exceso de Carbopol gener6 un emulgel con una
viscosidad muy alta, por lo que se agregé méas agua y se llego a la textura deseada. La correccion
mediante la adicion de agua fue efectiva debido a que el agua actia como medio diluyente,
reduciendo la concentracion del gelificante por unidad de volumen y brindando fluidez la

estructura de la matriz polimérica. Esto no solo disminuya la rigidez del sistema, sino que también
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mejor0 la manejabilidad y la aplicabilidad del producto sin comprometer su estabilidad ni

funcionalidad.
4.2.3. Evaluacion del proceso de estabilizacion

Al analizar los resultados arrojados por el ANALYSETTE, se evidencié la estabilidad de la
formulacion, lo que confirmd que las propiedades del emulgel si le confirieron estabilidad al

prototipo cosmético.

La distribucion del tamafio de particula del emulgel, representada en la Figura 1, evidencia una
curva estrecha con forma de campana de Gauss, lo que refleja una distribucion homogénea y
controlada de las particulas en el sistema. Segun los valores de d10 y d90 (ver Tabla 2), las
particulas se encuentran predominantemente en el rango de 0,8 a 2,3 um, con un valor modal de
1,42 pm y un diametro promedio volumétrico (D[4,3]) de 1,5 um. Este rango estrecho, junto con

un Span de 1,03, indica una dispersion uniforme y estable en la matriz del emulgel.

La homogeneidad en la distribucién del tamafio de particula es crucial para la estabilidad fisica de
la formulacion, ya que minimiza el riesgo de fendmenos como sedimentacion, floculacion o
coalescencia que podrian comprometer sus propiedades. Estos resultados confirman que las
particulas estdn adecuadamente dispersas en la matriz, sin presencia de tamafios extremos que

puedan afectar negativamente el desempefio del sistema.

Por otro lado, la estabilidad de la formulacion puede atribuirse a varios factores relacionados con
su composicioén, principalmente al Carbopol; como agente gelificante, proporciona una matriz
viscosa que mantiene las particulas suspendidas, reduciendo el riesgo de sedimentacién. Ademas,
el Glucate DO, como emulsionante, asegura una emulsificacion eficiente de las fases acuosa y
oleosa, contribuyendo a mantener las particulas en un rango uniforme de tamafio. Excipientes
como el Miglyol 8810 y la dimeticona ayudan a disminuir la tension interfacial entre las fases, lo
que estabiliza aln mas el sistema. Esta combinacidn de propiedades de los excipientes asegura que
las particulas permanezcan homogéneamente distribuidas, lo que repercute directamente en la

calidad final del producto.
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Figura 2. Distribucién de tamafio de particula de la matriz cosmética.

Tabla 2. Resultados distribucion de tamafio de particula.

Q3 (X)in % X in um
10 0.8
50 1.4
90 2.3
Mode 1.42um
Span* 1.03
D [4,3] 1.5 um

* Span (d90-d10)/d50

Asimismo, la distribucién uniforme del tamafio de particula tiene un impacto directo en las
propiedades sensoriales y funcionales del emulgel. Un sistema con particulas uniformes garantiza
una textura suave, una aplicacion agradable y una liberacién controlada del ingrediente activo, en
este caso, el extracto de células madre de Matricaria recutita. Ademas, un tamafio de particula
dentro de un rango éptimo favorece la penetracidon cutanea y la biodisponibilidad del activo,
asegurando la eficacia del producto. La correccién inicial del contenido de agua, que permitio
ajustar la viscosidad del emulgel al diluir la concentracion de Carbopol, también contribuyo a la
estabilidad final del sistema. Este ajuste evitd la formacidn de agregados, favoreciendo una matriz
homogénea y una adecuada dispersion de las particulas.

Con respecto a lo anterior, se debe mencionar que, estos tamarfios de particula pequefios también
contribuyen a permitir un paso mas eficiente por el estrato corneo. Si bien, esta es la capa mas

externa de la piel, y proporciona una fuerte barrera para proteger al cuerpo de patdgenos o
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moléculas externas*®, de igual modo se convierte en un reto a la hora de entregar los activos en los
productos cosméticos. Este esta formado por “células sin nucleo y una membrana celular regular,
los corneocitos’™®, encontrandose fuertemente conectadas, y formando una barrera bastante rigida.
Es por ello que, en las formulaciones cosméticas se buscan tamafios de particula pequefios para
una mejor entrega del producto, dado que estas particulas pueden atravesar de manera mas
eficiente el estrato cdrneo, y llegar a las capas de la piel deseadas. Asi, el prototipo cosmético
fabricado puede describirse como un vehiculo eficiente para la entrega de las células madre de

manzanilla.

A partir de lo anterior, los resultados confirman que la formulacion del emulgel es estable gracias
a la homogeneidad en el tamafio de particula y la funcionalidad de los excipientes seleccionados.
Este analisis indica que las propiedades del emulgel, como su textura, capacidad de aplicacion y
vehiculizacién del extracto de células madre, pueden mantenerse Optimas durante su
almacenamiento y uso, validando la eficacia del disefio de la formulacion. Para este fin, los

siguientes apartados evaluan los resultados obtenidos frente a la estabilidad de la matriz cosmética.

4.3. Evaluar la estabilidad de la matriz cosmética que contiene células madre vegetales de

Matricaria recutita
4.3.1. Evaluacion de la estabilidad fisicoquimica de la matriz cosmética

La evaluacion de la estabilidad fisicoquimica y térmica del producto se realizé en el mismo periodo
de tiempo, del 9 de octubre de 2024 al 9 de noviembre de 2024. En lo que respecta a este apartado,
para los 5 productos evaluados no se evidencié ningin fenémeno que indicara una separacién de
fases, como la cremacion, por ejemplo. Esto se puede atribuir tanto a la reduccién del tamafio de

particula, como a la presencia del Carbopol en la matriz.

Al reducir el tamafio de las particulas se mejora la estabilidad del sistema, pues previene la
separacion de fases debido a la menor tendencia de las gotas de la fase dispersa (fase oleosa) a
fusionarse y/o ascender a la superficie. Esto se explica porque este tamafio reducido incrementa la
energia requerida para que se produzcan estos fenémenos de inestabilidad, como la cremacion o
la coalescencia®’. Ademas, este tamario permite tener una distribucion mas homogénea de las gotas

de aceite en la matriz acuosa, asegurando una mejor estabilidad estructural del emulgel.
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Por su parte, el Carbopol forma una red tridimensional dentro de la fase acuosa, incrementa la
viscosidad del sistema y actia como una barrera fisica que restringe el movimiento de las gotas de
la fase oleosa. Esta red gelificante evita que las gotas puedan desplazarse libremente, reduciendo
aun mas la posibilidad de separacion de fases. Ademas, el Carbopol no solo mejora la estabilidad
mecanica del emulgel, sino que también contribuye a su consistencia y textura, lo que garantiza

que el producto mantenga su integridad durante el almacenamiento y uso.

En conjunto, tanto la reduccion del tamafio de particula como el efecto estabilizador del Carbopol,
permiten que el emulgel conserve su estabilidad fisicoquimica. Esto asegura la calidad del

producto final y la efectividad en la liberacion del extracto de células madre de Matricaria recutita.

4.3.2. Evaluacion de la estabilidad térmica de la matriz cosmética

Para esta seccion, en las tres temperaturas evaluadas, se obtuvieron resultados bastante similares
y satisfactorios. El analisis visual revel6 que se mantuvo el color inicial de la formulacién (azul
claro) sin que hubiera aparicion de zonas amarillas u oscuras. Tampoco se evidencio la aparicion
de exudados que dieran indicios de inestabilidad, después de someter la formulacién a condiciones
desafiantes durante el periodo de evaluacion. La evaluacion sensorial tampoco logré demostrar
diferencias significativas en la textura del emulgel en condiciones tanto normales como aceleradas.
Esto se explica por las razones expuestas en el apartado 4.3.1, pues ambos pardmetros aportan a

gue se mantengan tanto la estabilidad fisicoquimica como la térmica.

Sin embargo, se deben tener consideraciones adicionales para este apartado. En primer lugar, el
color azul, pese a que fue homogéneo a lo largo del estudio para cada pote, entre los potes el color
azul realmente no era igual. Esto se debe a problemas en el desarrollo del prototipo cosmético,
pues el colorante se adicion6 cuando ya se habia formado el emulgel, impidiendo una distribucion
homogénea en el color azul, por lo que se deben hacer mejoras en cuanto al momento en que se
agrega este excipiente. En segundo lugar, al terminar el estudio de estabilidad se requeria volver a
realizar un andlisis de tamafio de particula para establecer si no hubo cambios en el tamafio de
particula de la formulacion, pero no fue posible dado que el equipo se encontraba fuera de servicio;
por lo que, seria pertinente realizar nuevamente la prueba para corroborar si realmente se mantuvo

estable el cosmético.
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Por ultimo, dado a que se trabajaron con excipientes de origen vegetal, que contaban con acidos
grasos, entre otros excipientes propensos a oxidacion, se deberia seguir evaluando si el cosmético
con el paso del tiempo no presenta algun tipo de oxidacién, con el fin de mejorar la formulacion y
adicionar un antioxidante. A pesar de que se este trabajando con un ingrediente activo con
propiedades antioxidantes, el porcentaje que representa en la formulacion es bastante bajo y no

podria ayudar de manera considerable en los procesos de oxidacion, si se llegaran a presentar.
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Figura 3. Emulgel al inicio del estudio de estabilidad térmica (dia O - 9 de octubre de 2024). De
izquierda a derecha. Formulacion a 4°C, a 30°C con HR de 65 +5 %, y a 40 °C con HR de 75 £
5 %.
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Figura 4. Emulgel al final del estudio de estabilidad térmica (1 mes después - 9 de noviembre de
2024). De izquierda a derecha. Formulacion a 4°C, a 30°C con HR de 65 =5 %, y a 40 °C con
HR de 75 £ 5 %.

5. Conclusiones

En conclusion, se logré estandarizar el proceso de obtencidn del extracto de células madre
vegetales de Matricaria recutita mediante herramientas biotecnoldgicas, sentando un precedente
importante para la incorporacién de ingredientes activos sostenibles en formulaciones cosméticas.
Este proceso constituye una base solida para futuras investigaciones, con el potencial de optimizar
la pureza y funcionalidad del extracto. Ademaés, se desarrolld satisfactoriamente un emulgel
estable, en el que la emulsion sirvid como vehiculo para las células madre y el gel proporciond
estabilidad estructural. La formulacion presentd un tamafio de particula homogéneo y 6ptimo,

validando la eficacia del disefio de la matriz cosmética.

Asimismo, el emulgel mostré estabilidad fisicoquimica y térmica durante un mes, sin evidencia de
separacion de fases ni deterioro de propiedades, lo que confirma su viabilidad como sistema
vehiculizador para productos cosméticos. A pesar de estos resultados positivos, es pertinente
realizar ajustes en el protocolo de obtencion del extracto, incluyendo estudios adicionales sobre su
estabilidad, actividad antioxidante y caracterizacion detallada mediante métodos mas avanzados.

Tambien se identificaron areas de mejora en la formulacién cosmética, como el momento de
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incorporacion de ciertos excipientes, por ejemplo, el colorante, y la adicion de antioxidantes que
puedan proteger los componentes sensibles de la oxidacion a largo plazo. Con lo anterior, al
realizar los ajustes necesarios, se puede considerar empezar a hacer un estudio in-vivo para evaluar

el claim del cosmético y la percepcion de las personas frente a este.

Por ultimo, se recomienda continuar la investigacion para fortalecer los resultados obtenidos,
abordar las limitaciones identificadas y explorar nuevas aplicaciones de esta tecnologia,
contribuyendo asi al desarrollo de productos cosméticos innovadores, sostenibles y respetuosos

con la biodiversidad.
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