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RESUMEN

El objetivo del proyecto fue evaluar la eficacia fotoprotectora de una formulacién a base del
extracto de Oreocallis grandiflora, mediante su aplicacion in vivo en la especie Cavia porcellus,
para lo cual se realiz6 la recoleccion, secado, molienda, maceracion y filtracién del material
vegetal con el fin de concentrar compuestos fenolicos y alcanzar un principio activo mas
estable. Una vez obtenido el extracto seco se elaboraron 5 formulaciones tépicas de tipo base de
Beeler: placebo, octilmetoxicinamato, con principio activo de O. grandiflora (al 0,1%; 0,2% y
0,4%), las mismas que fueron aplicadas directamente a la piel de 25 cobayos previamente
rasurados. Para ello se establecieron 5 grupos de analisis, en cada grupo se expuso a los cobayos
a radiacion UV-B por un periodo de 10 minutos (a 300 nanémetros) y se registraron los niveles
de eritema con un mexametro. Los resultados para el analisis de diferencia eritémica fueron:
AF1 (84,51,87,72,71); BF2 (0, 1, 1, 1, 1); CF3 (36, 35, 31, 26, 32); DF4 (12, 6, -8, 4, 4); EF5
(0, 1, 6, 2, 0). Para el andlisis del Factor de Proteccion Solar (FPS) se tomaron lecturas cada 10
minutos durante 4 rondas de radiacién consecutivas en el grupo placebo y la formulacion con
mayor rendimiento (0,4%) obteniéndose los siguientes resultados: Placebo (10 min: 11,39 ; 20
min: 18,21 ; 30 min: 25,66 y 40 min: 34,14), formulacién de O. grandiflora 0,4% (10 min: 1,92
; 20 min: 4,97 ; 30 min: 6,16 y 40 min: 8,28) y FPS: 4. Se concluyd que Oreocallis grandinflora
posee actividad fotoprotectora, dicha cualidad le es concedida por su concentracién de
compuestos fendlicos y que, ademas, su eficiencia fue dos veces mas alta que la formulacion

control. Finalmente, se recomend6 el manejo de tiempos para evitar causar dafio al cobayo.

Palabras clave: <FOTOPROTECCION>, <COMPUESTOS FENOLICOS>, <ERITEMA>,
<RADIACION UV-B>, <FACTOR DE PROTECCION SOLAR (FPS)>, <BASE DE
BEELER>.

2196-DBRA-UTP-2022
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ABSTRACT

The objective of the project was to evaluate the photoprotective efficacy of a formulation based
on the extract of Oreocallis grandiflora, through its in vivo application in the species Cavia
porcellus. For which the collection of drying, grinding, maceration, and filtration of the plant
material was carried out in order to concentrate phenolic compounds and achieve a more stable
active principle. Once the dry extract was obtained, 5 topical formulations of the Beeler base
type were prepared: placebo, octylmethoxycinnamate, with the active principle of O.
grandiflora (0.1%, 0.2%, and 0.4%), the same ones that were applied directly to the skin of 25
previously shaved guinea pigs. For this, 5 group analyses were established, in each group, the
guinea pigs were exposed to UV-B radiation for a period of 10 minutes (at 300 nanometers) and
the erythema levels were recorded with a mexameter. The results for the erythemic difference
analysis were: A) F1 (84, 51, 87, 72, 71); B) F2(0, 1, 1, 1, 1); C) F3(36, 35, 31, 26, 32); D)
F4(12, 6, -8, 4, 4); E) F5 (0, 1, 6, 2, 0). For the analysis of the Sun Protection Factor (SPF)
recordings were taken every 10 minutes during 4 consecutive rounds of radiation in the placebo
group and the formulation with the highest performance (0.4%), obtaining the following results:
Placebo (10 min: 11,39; 20 min: 18,21; 30 min: 25,66 y 40 min: 34,14), formulation of O.
grandiflora 0,4% (10 min: 1,92; 20 min: 4,97; 30 min: 6,16 y 40 min: 8,28) and the SPF: 4. It
was concluded that Oreocallis grandiflora has photoprotective activity, this quality is granted
by its concentration of phenolic compounds, in addition, its efficiency was two times higher
than the control formulation. Finally, time management was recommended in order to avoid

causing harm to the guinea pig.

Keywords: <PHOTOPROTECTION>, <PHENOLIC COMPOUNDS>, <ERYTHEMA>,
<UV-B RADIATION>, <SOLAR PROTECTION FACTOR (FPS)>, <BEELER BASE>.
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INTRODUCCION

En 1984 el meteor6logo Jonathan Shanklin descubrié un agujero en la capa de ozono sobre la
Antértida, motivo por el cual se ha dado la pérdida de un tercio de su espesor en el lapso de una
década, problema que se incrementa de manera incontrolable con el pasar de los afios y, que ha

traido como consecuencia la sobreexposicion a la radiacion ultravioleta (UV) (Benéitez, 2022).

La radiacion en cantidades normales es benéfica para la salud de la piel, pero su exposicion
excesiva puede tener efectos tanto agudos como cronicos en 0jos, sistema inmunoldgico, piel y
sus anexos. Esta radiacion acumulativa aumenta el riesgo de presentar enfermedades cutaneas
como la dermatosis, fotoenvejecimiento, queratosis actinicas y oculares como cataratas vy, en el

peor caso, cancer melandmico (Castafieda et al., 2021).

A nivel nacional, la Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA) reporta que, en las ciudades de
Guayaquil y Quito, al medio dia el indice méximo de exposicién solar ultravioleta oscila entre
14 a 24 UV (Vinueza et al., 2018). El dafio que presenta la capa de 0zono es irreversible siendo un
problema principalmente para la zona ecuatorial, debido a la incidencia directa de la radiacién
sobre los habitantes de esta region. Por tal motivo, se ha visto la necesidad de estudiar los

mecanismos de proteccion ultravioleta tanto bioldgicos, quimicos y fisicos.

En este sentido, la proteccion biologica hace referencia a la melanina, considerada como un
pigmento natural de la piel cuya funcion es ser la primera linea de defensa frente al dafio
ocasionado por la radiacion UV, absorbiéndola y transformandola en calor. La radiacién que no
puede ser retenida por la atmosfera, puede producir dafios en el ADN a través de la
fragmentacion por reacciones quimicas induciendo ionizacion o formacion de dimeros de

pirimidina ciclobutano, generando alteraciones celulares y apoptosis (Sanz et al., 2021).

Por otra parte, la cosmetologia al ser la rama de la Dermatologia que se encarga de la belleza y
sobre todo de mantener la salud en la piel y sus anexos, a través de la implementacion de
métodos de prevencion y planes de cuidado. En su esfuerzo por tratar de minimizar los efectos
nocivos causados por radiacion UV, se han elaborado férmulas fotoprotectoras con filtros UV
cuya accion es la de interferir directamente con las radiaciones solares por medio de la

absorcion, reflexion o dispersion de energia (Castafieda et al., 2021).

En la actualidad la cosmetologia suele incorporar en sus formulaciones productos naturales, a lo
que se lo conoce como fitocosmética. Esta ciencia es casi tan antigua como el hombre ya que se

han encontrado tratados de plantas en culturas tan antiguas como China, India, Egipto, Roma y

1



Grecia, siendo los papiros de Ebers los primeros registros escritos del uso de planas para el

cuidado de la belleza (Ferraro et al., 2012, p.13).

La fitocosmética esta basada en la aplicacién de principios activos de origen vegetal que se
obtienen de distintas partes de las plantas como tallos, hojas, flores, etc., los mismos que son
seleccionados, purificados y tratados durante los procesos de elaboracidn. Una sustancia natural

debe cumplir los siguientes requisitos:

o Origen natural

o Fuentes renovables

o Fabricacidn no agresiva para el medio ambiente

) Biodegradable

o Toxicoldgicamente apropiado

. Libre de pesticidas e hidrocarburos (Torres y Ruiz, 2014).

Gracias a condiciones de estrés, las plantas acumulan en diferentes compartimentos celulares
pigmentos fotoprotectores como los compuestos fendlicos, alcaloides y carotenoides como
respuesta adaptativa, haciéndolos capaces de repeler radiacion UV, de esta manera evitan la
alteracion de su equilibrio al captar la energia luminosa necesaria y fotoinhibiendo el exceso de

la misma.

A través de una investigacion a priori se ha evidenciado que los metabolitos secundarios
confieren caracteristicas fotoprotectoras, sugiriendo su potencial aplicacién en productos
cosméticos. Por esta razén es posible plantear el uso del extracto de O. grandiflora con fines
fotoprotectores de manera que se pueda aprovechar para formulaciones fitoterapéuticas, ya que
estudios indican que esta especie vegetal posee altas concentraciones de compuestos fenélicos y

sus derivados.

Para las industrias farmacéuticas es de vital importancia la prevencion de cualquier efecto
adverso grave en los medicamentos y otros preparados farmacoldgicos, por tal razén, se realizan
de forma continua una serie de ensayos de calidad in vitro e in vivo, que garantizan la inocuidad

y seguridad del producto sujeto a comercializacion.

De la misma manera, los productos cosméticos necesitan pruebas biolégicas para evaluar su
seguridad antes de ser comercializados. A nivel de esta industria cosmetoldgica las especies

animales mas utilizadas son ratas, ratones, cobayos y conejos debido a su bajo coste, facil



acceso y manipulacion, pero sobre todo por la similitud dérmica que presenta respecto a la piel

humana (Chorilli et al., 2009).

Es importante recalcar que todo procedimiento realizado in vivo debe llevarse a cabo bajo
legislaciones para el uso y cuidado de animales de caracter experimental para que, de esta
manera se garantice el bienestar del biomodelo y, también evitar la extincién de especies en
peligro. Los procedimientos mas comunes destinados a los animales de laboratorio se realizan

principalmente en las membranas mucosas, 0jos y piel.

Los tipos de pruebas mas comunes son:

o Test Draize

o Toxicidad aguda

. Corrosion e irritacion de la piel

o Sensibilidad de la piel

o Toxicocinética

o Carcinogenicidad

o Toxicidad productiva y del desarrollo (Etica Animal, 2021).



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la eficacia fotoprotectora de una formulacion a base del extracto de Oreocallis

grandiflora a través de su aplicacion in vivo en la especie Cavia porcellus.

Objetivos especificos

) Extraer los principios activos presente en las hojas de la Oreocallis grandiflora
mediante tratamientos fitoquimicos.

° Elaborar una formulacion a base del extracto de Oreocallis grandiflora haciendo uso de
la tecnologia farmacéutica.

) Emitir radiacion UV-B controlada a la especie Cavia porcellus para determinar la
actividad fotoprotectora de la formulacion magistral a base del extracto de Oreocallis

grandiflora.



CAPITULOI
1. MARCO TEORICO
1.1. Especie vegetal
1.1.1. Etimologia
En la Figura 1-1 se puede observar a la especie vegetal Oreocallis grandiflora o también
conocida cominmente como cucharilla cuyo nombre cientifico proviene del vocablo griego

oreos, que significa “montana” y kalli que significa “belleza”. Se encuentra localizada en los

bosques andinos del sur de Ecuador y en los bosques del norte de Peru (Patil, 2018).

Figura 1-1: Oreocallis grandiflora

Fuente: Patil, 2018.

1.1.2. Taxonomia

Oreocallis grandiflora como se puede observar en la Tabla 1-1, pertenece al reino Plantae,
division Magnoliphyta. Se encuentra dentro de la familia Proteaceae, cuyo orden y género son

Proteales y Oreocallis, respectivamente.



Tabla 1-1: Taxonomia de Oreocallis grandiflora

Reino Plantae
Division Magnoliphyta
Clase Magnoliopsida
Orden Proteales
Familia Proteaceae
Género Oreocallis
Especie Oreocallis grandiflora (Lam.) R.Br

Fuente: Mestanza, 2015.
Realizado por: Gallardo, Daniela. 2022

1.1.3. Descripcion historica

Originalmente fue descrito por el naturalista francés Jean-Baptiste Lamarck en 1786
como Embothrium grandiflora. Robert Brown lo usé como especie tipo para el
género Oreocallis cuando circunscribié el género en 1810. Segun lo previsto por Brown, el
genero incluia especies sudamericanas y australianas, pero en 1991 Peter Weston y Michael

Crisp separaron la especie australiana de Oreocallis. y los colocé en un nuevo género, Alloxylon
(Patil, 2018).

1.1.4. Habitat

Oreocallis grandiflora o cucharilla se encuentra dentro de la familia Proteaceae y es la Unica
especie del género Oreocallis. Son originarias de Ecuador presente en las provincias de Loja,
Zamora, Bolivar y Chimborazo a 1000 y 4000 m, sobre el nivel del mar. Es una especie propia

de bosques andinos (Vinueza et al., 2018).

1.1.5. Descripcion botanica

Segln Cardenas et al. (2017), O, grandiflora crece como un arbusto o arbol que puede llegar a
medir hasta 6 metros de altura. Sus hojas estan dispuestas en un patrén en espiral a lo largo de
las ramas con hojas simples en forma estrecha, larga y eliptica Las hojas jovenes estan cubiertas
por densos pelos rojizos, mientras que las hojas mas viejas tienen una superficie lisa con pelos
concentrados en las nervaduras, varian de 4,8 a 12,7 cm de largo y 1,6 a 3,4 cm de ancho.

Las inflorescencias presentan 7 a 17,5 cm de largo, dan flores que pueden ser de color blanco,
rosa, amarillo o rojo. Los tépalos en su mayoria estan fusionados a lo largo de su longitud, con

solo las puntas de los tépalos sin fusionar



1.1.6. Usosy potencialidades

. Dentro de sus funciones medicinales se encuentran: tratamiento de hernias, Ulceras

gastricas, astringente, afecciones renales, afecciones hepaticas, y quemaduras (Torres, 2008).

o En cuanto a su actividad biolégica y fitoquimica se puede destacar en esta especie
vegetal que es rica en flavonoides en las flores y mayormente en las hojas, resaltando el 3-O-p-
glucurénido de quercetina y el 3-O-B-glucurénido de miricetina, compuestos que le confiere

caracteristicas antioxidantes y antiinflamatorias naturales (Vinueza et al., 2018).

o También posee altas cantidades de compuestos fenolicos como el &cido gélico y el
trolox lo que le permite actuar como agentes reductores donadores de hidrdgeno y electrones e
inhibidores de oxigeno individual y en menores cantidades terpenos importante tanto para la

biodiversidad vegetal como para los usos etnomédicos tradicionales (Espinosa et al., 2013).

) El 25% de los farmacos prescritos en la actualidad son de origen vegetal y forman parte

de varias formulaciones cosméticas, perfumes, etc., (Mestanza Robles et al., 2015).

1.2.Radiacién ultravioleta y sus efectos sobre la salud

1.2.1. Radiacién ultravioleta

Pertenece a una parte del espectro electromagnético que gracias a los fendmenos de la
dispersion, absorcion, conveccién y turbulencia atmosférica llega a longitudes de onda
practicamente nulas sobre la superficie de la tierra al producir su atenuacién total en el caso de

UV-C y parcial en UV-B y UV-A (Bohorquez y Pérez, 2007).

Es tipo de radiacidn no ionizante emitida por fuentes tanto naturales como artificiales. EI sol
emite radiacion UV en una cantidad aproximada del 7,2%. De dicho porcentaje 5,1%
corresponde a UV-A, 13% a UV-B y 0,8% a UV-C como lo indica la Figura 2-1. Su
clasificacion se basa en la medida de su longitud de onda lo que define también qué tanto es

responsable del dafio causado en la piel, la misma que esta representada en nanémetros (Centro

para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 2021).



RESPONSABLE DEL BRONCEADO
DE LA PIEL
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Figura 2-1: Clasificacion de la radiacion ultravioleta

Fuente: Instituto de Hidrologia Meteorologpia y Estudios Ambientales, 2017.

o UV-A: Se caracteriza por presentar una longitud de onda que va desde 315 a 400 nm,
conocida como luz negra. La radiacion UV-A es la menos dafiina para los seres humanos
(Bohdrquez y Pérez, 2007). Aproximadamente el 50% de esta radiacion logra alcanzar una
penetracion méas profunda en la epidermis a comparacion de la radiacion UV-B. Como resultado
de su sobre exposicion causa pigmentacion directa por la fotooxidacion de la melanina,
fenémeno denominado “efecto Meirowsky”. Es el principal responsable del fotoenvejecimiento,

fotosensibilidad y dafio en la retina (Cafiarte, 2010).

o UV-B: Se refiere a la longitud de onda que se encuentra entre 280 y 320 nm, la mayor
parte de este tipo de radiacion es absorbida por la atmoésfera, y la cantidad de energia que logra
atravesarla puede causar dafios en 0jos y piel. Esta radiacién es absorbida en un 90% por la

epidermis y, la sobreexposicion puede producir envejecimiento prematuro y céancer cutaneo
(Navarra, 2022).

o UV-C: Presenta una longitud de onda entre 100 a 280 nm. UV-C es la forma maés
peligrosa de este tipo de radiacion por su intensidad energética. Es absorbida por el oxigeno en
la estratosfera, lo que bloquea por completo su paso a la superficie de la tierra (Bohérquez y Pérez,

2007).



1.2.2. Indice UV

Categoria de
exposicidn

MODERADA

indice UV

30A59

Proteccion recomendada

Factor de proteccion
golar (FPS)
recomendado

Piel clara

Piel oscura

Mo necesita proteccion. Fusde psrmanecer en el
exterior gin rissgo.

g

Mecesita proteccion: manténgase a e sombra, use
camisa, sombrero, crema de proteccion solar y oafas
con filtro sclar. Evite permanecer tiempos prolongados
[m&s de 30 minutos) expuesto a los rayos solares.

60ATS

Figura 3-1: indice UV solar
Fuente: OMS, 2002.
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sombrero, crema de proteccion solar y gafas con filtro
solar. Evite permanecer tiempos prolongados (mas de
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g.m. y las 2 p.m.; busgue la sombra; son
imprescindibles camisa de manga larga, sombrero,
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El indice UV es una medida que representa la intensidad de la radiacion UV solar que pasa a la

superficie terrestre y un indicador de su capacidad para producir lesiones cutaneas. Esta

expresado en una escala de 1 a >11, como se muestra en la Figura 3-1, y caracteriza la

exposicion UV en rangos que van desde baja hasta extremadamente alta (OMS, 2002).

El término IUV fue adoptado el 27 de mayo de 2004 por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS), en colaboracion con la Comision Internacional de Proteccion contra la Radiacion No

lonizante (ICNIRP), el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) y

la Organizacion Meteorologica Mundial (OMM). Debido a su ubicacion geogréfica, Ecuador

recibe grandes cantidades de radiacion ultravioleta casi todo el afio como se puede observar en

la Figura 4-1 (Cafiarte, 2010).




Valores de indice UV para dias de cielo claro en Guayaquil,
Galapagos, Quito, Cuenca, Caracas y Recife.
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Figura 4-1: Valores de indice UV para dias de cielo claro en Guayaquil, Galapagos, Quito,

Cuenca, Caracas y Recife, en 2009.
Fuente: Cafiarte, 2010.

1.2.3. Capas de la piel

La piel es el 6érgano mas grande del cuerpo y conforma la cubierta externa del mismo, tiene
como funcioén principal construir una capa cOrnea con caracteristicas protectora, semipermeable,
que sea capaz de permitir la supervivencia en el medio de desarrollo. Este drgano es capaz de
sintetizar proteinas y lipidos con el fin de facilitar el intercambio de fluidos sin permitir el paso
de agentes nocivos. Presenta un grosor promedio de 0,03 a 0,14 mm (Garcia y Alonso, 2021).

La piel esta conformada por tres capas con origen embriolégico muy diferentes. Epidermis
(derivada del tejido ectodérmico), Dermis e Hipodermis (derivan del mesodermo), en cuento a
la cresta neural es la encargada de las terminaciones nerviosas sensoriales y de los melanocitos
que emigran hacia la epidermis.
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Figura 5-1: Capas de la piel
Fuente: Garcia y Alonso, 2021.

1.2.3.1. Epidermis

Es un epitelio plano poliestratificado y queratinizado que se encuentra cubriendo toda la
superficie corporal, tiene un espesor promedio de 0,1 hasta 2 mm como en zonas como en las
palmas de las manos. En la Figura 5-1 se puede observar las capas que dividen la dermis. Es la

capa de la piel que presenta el mayor nimero de células (Merino y Noriega, 2014).

o Queratinocitos: Constituye el 80% de las células epidérmicas, cuya principal familia
de proteinas que sintetizan son las queratinas. Tiene como funcion formar parte de la barrera
entre el medio externo y el medio interno, proteger el organismo de dafios mecénicos, luz
ultravioleta, sustancias quimicas y es muy activo en la reparacion de heridas (Megias y Pombal,

2019).

. Melanocitos: Conforman un 5% de las células epidérmicas, derivan de la cresta neural
y debido a su naturaleza dendritica contribuyen activamente en las respuestas inmunitarias,
ademas de dotar de proteccion contra los efectos dafiinos de la radiacion UV a través de la
sintesis de melanina y poseen también la capacidad de producir citocinas y quimiocinas

proinflamatorias (Cifuentes, y Victoria, 2019).

El color de la piel va en dependencia de la actividad de los melanocitos caracterizada por los
melanosomas Yy la capacidad de los melanocitos de transferir el pigmento a los queratinocitos.
Existen dos formas de melanina: la eumelanina que proporciona un color marrén parduzco y la
feomelanina con un pigmento rojo amarillento. Se sintetiza por accién de la tirosina bajo la
influencia de la unién de la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) a un receptor en la

membrana de los melanocitos. El receptor MCR tiene 5 variantes y dependiendo de esta se va a
11



determinar la respuesta en la produccion de melanina lo que a su vez va a caracterizar la

respuesta del individuo a la luz solar (Alegre, 2021).

o Células de Merkel: Se encuentra a nivel de la capa basal y tiene funcién mecano —
receptora por lo que se encuentra en los lugares con sensibilidad tactica intensa como mucosa
oral y genital. A nivel de la epidermis se asocia con las terminaciones nerviosas

intraepidérmicas. La queratina 20 es el marcador mas eficaz de estas células (Alegre, 2021).

1.2.3.2. Dermis

Esta capa esta conformada por tejido conjuntivo de origen mesenquimal, el mismo que contiene
fibras de colageno de tipo | y fibras elasticas. Entre las células que conforman la dermis estan
los fibroblastos, macréfagos, mastocitos y adipocitos los cuales presentan vasos sanguineos,
nervios, glandulas subcutaneas y foliculos pilosos. Su grosor llega a un maximo de 5 mm,
conecta con la epidermis a nivel de la membrana basal y estd compuesta principalmente por

fibro-elastica, conteniendo colageno y fibras elésticas (Reiriz, 2014).

Dota de estructura, soporte, resistencia, elasticidad y ademas tiene la capacidad de adaptacion a
movimiento y cambios de volumen. La matriz extracelular contiene gran cantidad de
glicosaminoglicanos como: &cido hialurénico, proteoglicanos y glicoproteinas (Garcia y Alonso,

2021).

La dermis tiene como funciones principales asegurar la nutricion en la epidermis, amortiguar y
proteger a los érganos que se encuentren adyacentes y también constituir la reserva de agua mas
importante de la piel. En esta capa se encuentran también los receptores del tacto que permiten
sentir los cambios de temperatura, dolor, picor, etc. Gracias a esta capa se puede sintetizar la

vitamina D necesaria para mantener la salud (Cantabria labs, 2021).

1.2.3.3. Hipodermis

Es la capa més profunda de la piel, esta integrada por tejido adiposo, razon por la que se puede
afirmar que cumple con funciones de reserva de grasa en todo el cuerpo. Forma la base de la
epidermis y dermis, formada por tejido conjuntivo, l6bulos de grasa sueltos, vasos sanguineos y
nervios que suelen ser mas grandes que aquellos que se encuentran en la dermis. Actlla como

aislante y almacenamiento energético (Garciay Alonso, 2021).
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1.2.4. Fototipos de piel

0-7 8-21 22-42 43 -68 69-84 85+
Fototipo | Fototipo Il Fototipo Il Fototipo IV Fototipo V Fototipo VI
50 50 30 20 20 20
Proteccion ultra. Proteccion ultra. Proteccion maxima. Proteccion Proteccion Ninguna.
moderada. moderada.

Figura 6-1: Fototipos de piel y factor de proteccion solar
Fuente: LASERTAM, 2017.

La melanina se produce acorde al tipo de piel de los individuos, a la cantidad de sangre que
fluye por sus vasos sanguineos entre otros factores bioldgicos. Todos los seres humanos
poseemos la misma cantidad de melanocitos en el cuerpo (aproximadamente 5 millones), pero
de acuerdo a la herencia o a la genética la produccion de melanina va a variar. Las personas de
raza negra o latinos producen méas melanina, mientras que los individuos caucasicos producen

menores cantidades de melanina (Guavita, 2015).

El fototipo se refiere al conjunto de caracteristicas que determinan la afinidad que se tiene a la
adaptacion al sol, cuanto méas baja sea esta capacidad, menos se contrarrestaran los efectos de la
radiacion solar sobre la piel. Se distingues 6 tipos de piel, 1'y Il presentan mayor riesgo de sufrir
fotoenvejecimiento y fotocarinogénesis, en cambio V' y VI presentan bajo riesgo de sufrir estos
efectos adversos. En la Figura 6-1 se muestra los fototipos de piel con su factor de proteccion
solar correspondiente. Debido a estas variaciones, es importante conocer los fototipos de piel
para poder elegir un protector o filtro solar correcto (Cajamarca, 2016). Como se indica en la Tabla
2-1.
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Tabla 2-1: Fototipos cutaneos

FOTOTIPO

ACCION DEL SOL SOBRE LA
PIEL NO PROTEGIDA

CARACTERISTICAS
PIGMENTARIAS

Vi

Presenta intensas quemaduras solares,
casi no

se pigmenta nunca y se descama de
forma ostensible

Se quema facil e intensamente,
pigmenta

ligeramente y descama de forma
notoria
Se quema moderadamente y se
pigmenta

correctamente

Se gquema moderada 0 minimamente y
pigmenta con bastante facilidad y de

forma inmediata al exponerse al sol

Raramente se quema, pigmenta con
facilidad e intensidad (siempre presenta
reaccion de pigmentacion inmediata)

No se quema nunca y pigmenta
intensamente

(siempre  presentan

reaccion de pigmentacién inmediata)

Individuos de piel muy clara, 0jos
azules, pelirrojos y con pecas en la
piel. Su piel, habitualmente, no esta
expuesta al sol y es de color blanco-
lechoso.

Individuos de piel clara, pelo rubio,
ojos azules y pecas, cuya piel, que no
estd expuesta habitualmente al sol, es

blanca.

Razas caucésicas (europeas) de piel

blanca que no esta expuesta

habitualmente al sol
Individuos de piel morena o
ligeramente amarronada, con pelo y
0jos 0scuros (mediterraneos,
mongdlicos, orientales)

Individuos de piel amarronada
(amerindios, indostanicos, &rabes e

hispanos).

Razas negras

Fuente: Marin y del Pozo, 2005.

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022

1.2.5. Efectos de la radiacién UV sobre la salud

La radiacion ultravioleta contribuye a la produccién de vitamina D en la piel de los seres

humanos. Existen dos formas de vitamina D.
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) Vitamina D,: También llamada ergocalciferol, es sintetizada por plantas y hongos.
. Vitamina Ds: También llamada colecalciferol, es resultado de la irradiacion del 7-

dehidrocolesterol en la piel del ser humano y de otros mamiferos

Estas dos formas son igual de importantes en el mantenimiento del metabolismo del calcio. La
produccion de vitamina D en la piel consiste en dos etapas, la primera se presenta una reaccion
rapida inducida por la radiacion UV, luego la ionizacion por calor, etapa que se caracteriza por

ser muy lenta (Salum et al., 2008).

Entre algunas de las actividades benéficas que realiza la sintesis de dicha vitamina D en el

cuerpo humano estan:

o Fortalece a la funcién de barrera de la piel

o Mejora el estado de 4nimo

) Eleva el sistema inmune

o Mantiene y mejora el crecimiento de los huesos

o Contribuye al mantenimiento de la funcion muscular normal
o Contribuye a la absorcion de calcio y fésforo

La radiacion UV es también uno de los agentes fisicos causantes de mutaciones y, esta
directamente relacionado a los procesos de fotocarcinogénesis. Si la piel de un mamifero se
somete a una exposicion cronica de radiacién UV, las consecuencias serian: eritemas, edema,
guemaduras de las células, hiperplasia, inmunosupresion, dafio en el ADN, fotoenvejecimiento

y melanogénesis, alteraciones relacionadas al desarrollo de cancer (Gonzélez et al., 2009).

Se conoce como heliodermatitis a los cambios inflamatorios que se presentan en la piel
sobreexpuesta al sol y se caracteriza por la presencia de mastocitos, melanéfagos y un infiltrado

linfocitico perivascular.

1.2.5.1. Quemaduras o eritema

Se presenta por la exposicion aguda de 2 y 6 horas a radiacion UV-A y UV-B, y manifiesta
dafios visibles en la piel como respuesta inflamatoria causando el eritema, edema, dolor y
vesiculacion por la necrosis de las células epidérmicas (Collantes, 2015). La Figura 7-1 indica la

formacion de un eritema en la piel caracteristico por su coloracién
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Figura 7-1: Eritema
Fuente: Velazco, 2016.

1.2.5.2. Fotoenvejecimiento

Se refiere al proceso de deterioro progresivo e irreversible del colégeno, elastina y fibras que
tienen como funcidn principal dar estructura y mantenimiento a la piel. Es un proceso biolégico,
pero se puede ver acelerado por la exposicion a las radiaciones solares en las areas del cuerpo

con mas exposicion solar y se manifiesta de las siguientes formas:

o Tacto seco

o Falta de elasticidad

o Arrugas y surcos

o Pigmento irregular

o Pequefios derrames capilares
. Elastosis (Maset, 2021).

Entre los factores que aceleran el proceso de fotoenvejecimiento estan: deficiente consumo de
agua, alta ingesta de grasas, baja ingesta de fibras y antioxidantes, deficiente fotoproteccion, etc.
En la Figura 8-1 se puede observar las cominmente llamadas “manchas”, causadas por la

sobreexposicidn a las radiaciones solares.
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Figura 8-1:Fotoenvejecimiento

Fuente: Gonzélez, 2019.

1.2.5.3. Fotocarcinogénesis:

En la Figura 9-1 se muestra la formacién de un melanoma maligno producto de la radiacion UV,
es comUnmente conocida como céancer de piel que causa mutaciones en el ADN celular y
alteraciones en los mecanismos de reparacion. En cuanto al sistema inmunoldégico, la radiacion
solar altera la funcion de presentacion antigena de las células de Langerhans, lo que inhibe la

inmunidad celular (Péez, 2012).

Ll

Figura 9-1: Melanoma maligno

Fuente: Ministerio de educacion de Perd, 2020.

La cantidad de radiacion solar necesaria depende de varios factores geograficos (altitud, latitud,
relieve) y demograficos (edad, sexo, nacionalidad), por tal motivo no se puede establecer con
exactitud la cantidad de luz solar que pueda resultar favorable para los seres humanos. En
consecuencia, cada exposicién se valora con referencia al riesgo de eritema siendo la vitamina

D por Dosis Eritémica Minima (DEM) un factor constante (Salum et al., 2008).
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1.2.5.4. Dermatosis por fotoexposicion

Es una respuesta anémala de la piel a la radiacion que resulta en una fotodermatosis primaria o
idiopéatica (dermatitis, urticaria solar) y enfermedades fotoagravadas (lupus eritematoso, eritema
multiforme). En la Figura 10-1 se muestra una dermatosis fotoagravada. Las alteraciones en la
pigmentacién son manifestaciones secundarias a causa de una quemadura solar, reacciones
fototdxicas o fotoalérgicas. Visualmente se presentan manchas de varios tonos en zonas como

manos, cara y dorso (Collantes, 2015).

Figura 10-1: Dermatosis

Fuente: Barnadas, 2004.

1.3. Fotoproteccion

La barrera de proteccion natural frente a la luz solar esta atribuida a la eumelanina que, en los
fototipos de piel claros (I-111) no llega a ser suficiente, por tal motivo es importante que se
complemente con protectores solares. Para determinar la efectividad de un filtro solar se pueden
asumir dos parametros: el factor de proteccion solar (FPS) y el grado de proteccion UV-A (PA).
El pardmetro méas usado es el FPS que mide directamente la proteccion solar con respecto al
eritema inducido por UV en la piel en condicientes estandarizadas. En el caso de personas que
presenten fototipos de piel | necesitan alta proteccion, asi como personas con albinismo y

vitiligo. Fototipos 1V a VI necesitaran una fotoproteccion mas baja (Salum et al., 2008).

La principal meta de la fotoproteccion se enmarca en reducir el tiempo global de exposicién al
sol, en especial en aguellas horas donde su exposicion es mas severa (12:00 a 16:00 horas). La
fotoproteccion se puede presentar de forma intrinseca de la misma piel y también de manera
exogena. Esta ultima incluye todos los métodos y estrategias destinadas a disminuir los efectos

nocivos causados por la exposicion solar sobre la piel. Los fotoprotectores deben presentar
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caracteristicas como: gran capacidad de absorber, reflejar o dispersar fotones para evitar la
penetracion cutanea (Gilaberte et al., 2003).

Los requisitos biofisicos que deben cumplir los fotoprotectores para generar una genuina
atenuacion de la radiacion UV son:

o Absorcion y filtracion de la radiacion UV tanto en la piel como en el estrato corneo
o Dispersion de la radiacion

. Reflexién de la radiacion

o Destruccion de radicales libres

Los ingredientes activos presentes en los protectores solares estan regulados como cosméticos,
pero en Estados Unidos, Canada y Australia dichos productos son considerados como productos
de venta libre. La entidad encargada de regular los ingredientes activos, métodos de prueba y
requisitos de etiquetado de los productos cosméticos es la FDA. Actualmente se reconocen 16
filtros solares aprobados en Estados Unidos (Gamacho et al., 2020). En la Tabla 3-1 se puede

observar los ingredientes activos segln la FDA.

Tabla 3-1: Categorias de los filtros solares segin la FDA

Categoria Filtro solar

] Oxido de zinc
Categoria | . o
Oxido de titanio
’ Acido paraaminobenzoico (PABA)
Categoria Il o )
Silicilato de trolamina
Cinoxato
Dioxibenzona
Ensulizol
Categoria Ill Homosalato
Meradimato
Octinoxato

Oxibenzona

Fuente: Garnacho et al., 2020.
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022
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1.3.1. Protectores solares

Es un producto comercial que en su composicion posee uno 0 mas filtros solares que pueden ser
de naturaleza orgéanicos o quimicos, fisicos o inorganicos. Ademas, también contienen
sustancias como emolientes, preservantes, emulsificantes, fragancias y colorantes. Estos
productos tienen como objetivo proporcionar proteccion de la piel contra UV-A o UV-B o

ambas (Sanz et al., 2021).

Los mecanismos fotoprotectores incluyen:

Absorcién directa de fotones

o Inhibicién de la inflamacion cronica

o Modulacién de la inmunosupresion

o Induccidén de apoptosis

. Actividad antioxidante directa e indirecta (Cajamarca, 2016).

Las familias de compuestos quimicos organicos mas usados en protectores solares topicos son:

. Para UV-A: Benzofenonas, avobenzona, meradimato, bidisulizole disodico, dietil
diaminohidroxilobenzoilo hexilbenzoato y ecamsule).
. Para UV-B: Cinamatos, salicilatos, octocileno, ensulozole y etilexiltriazona.

o De amplio espectro (UV-A y UV-B): Ecamsule, silatriazol, bemotrizinol y bisoctrizol)
(Sanz et al., 2021).

1.3.2. Filtros solares

Son compuestos especificos que tienen como funcion impedir el paso de la radiacion UV a
través de la absorcion y diseminacién controlada de dichos rayos. Los fotoprotectores pueden

ser de dos tipos:

o Preparados antisolares: Bloquean por completo las radiaciones solares y, por
consiguiente, el bronceado, lo que los hacen adecuados para fototipos de piel que presentan mas

sensibilidad a radiacién UV.

o Preparados solares: Su accion es selectiva, absorben las radiaciones capaces de causar

eritema, pero no aquellas que tienen accién bronceadora.
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En ambos casos de fotoprotectores, en sus formulaciones se utilizan activos llamados filtros
solares y dependiendo de su estructura fisica y concentracion se presentard la actividad

fotoprotectora (Marin y del Pozo, 2005). En base a su accion se pueden clasificar en:

1.3.2.1. Fisicos o0 inorganicos

En este caso el ingrediente activo es un compuesto de naturaleza inorganica, cuya funcién es la
de reflejar o dispersar la radiacién solar. Son de amplio espectro, es decir, que actlan
protegiendo contra la radiacion UV-A y UV-B, ademas, son menos propensos a causar
irritaciones lo que los hace méas adecuados para pieles sensibles y los estudios de toxicidad en

administracion subcutanea e intravenosa demostraron una baja toxicidad general (Garnacho et al.,
2020).

Este tipo de filtro, evita tanto la formacion de eritema como el bronceado. Los pigmentos
micronizados son un ejemplo de filtros fisicos, tienen un tamafio de particula de 10 y 50 nm
adaptados a una formulacion como crema o locion, asi como también el diéxido de titanio al

25% y el Oxido de zinc al 25% (Marin y del Pozo, 2005).

1.3.2.2. Quimicos u organicos

Se considera filtros quimicos a los compuestos conformados por moléculas organicas que
poseen grupos cromdéforos en su estructura, lo que les confiere la capacidad de absorber la
radiacion UV. Los cromoforos son grupos aromaticos o grupos con dobles enlaces conjugados
cuyos electrones tiene la capacidad de saltar de un nivel energético a otro. Su mecanismo de
accion radica en captar la radiacién UV y transformarla en forma de calor de tal manera que se

vuelva inofensiva para la piel (Marcos, 2018).

Estos tipos de filtros por lo general incluyen cinoxato, dioxibenzona, ensulizol, homosalato,
meradimato, octinoxato, octisalato, oxibenzona y avobenzona, en diversas combinaciones. La
mayor desventaja que pueden presentar los filtros organicos son su alta posibilidad de producir
reacciones alérgicas, cutaneas, neurotdxicas y hormonales. También se ha demostrado que
representan cierto grado de peligro para el medio ambiente, en especial para organismos
marinos, razon por la cual se han desarrollado nuevas compuesto y combinaciones para prevenir
la fotodegradacion como en el caso de la adicion de octocrileno, compuesto que previene la

degradacion de la avobenzona (Garnacho et al., 2020).
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En la Tabla 4-1 se muestra el listado de filtros solares organicos e inorganicos aprobados en

productos cosméticos.

1.3.2.3. Bioldgicos

Estos filtros son de tipo antioxidantes cuya funcién es la de evitar la formacion de radicales
libres potenciando el subsistema inmunolégico cutaneo. Entre las mas destacadas se encuentran

las vitaminas A, C y D (Marin y del Pozo, 2005).

Estos filtros reaccionan de tres maneras diferentes al tener contacto con la radiacion solar:
liberan energia en forma de calor, producen cambios en su conformacién molecular y emiten
radiacion a altas longitudes de onda. Suelen ser compuestos aromaticos que contienen en su

estructura un grupo carbonilo como silicilatos, cinamatos y benzofenonas (Sanz et al., 2021).

Tabla 4-1:Lista de filtro UV orgénicos e inorganicos permitidos en productos cosméticos

CONCENTRACION MAXIMA

NOMBRE RANGO PERMITIDA (%)
Metosulfato de alcanfor benzalconio UvB 6 %
Salicilato de homometil UVB; UVA2 10%
Butil metoxidibenzoilmetano UVAL 5%
Acido benciliden alcanfor sulfénico UvB 6 %
Alcafor poliacrilamidometil bencilideno uvB 6 %
Metoxicinamato de etilhexilo UVvB 10 %
Etoxi etil 4-aminobenzoato UVvB 10 %
P-Metoxicinamato de isoamilo UVB; UVA2 10 %
Etil hexil triazona UVB; UVA2 5%
Benzofenona-3 UVB; UVA2 6 %
Etilhexil dimetil PABA uvB 8%

Fuente: Sanz et al., 2021.
Realizado por. Gallardo, Daniela, 2022.
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1.3.2.4. Octilmetoxicinamato (OMC)

Cl)-Si(CH,),
Si-CH,
. o O=Si(CH,),
N CH,
N
S A
N

CH,

Figura 11-1: Estructura quimica del Octilmetoxicinamato

Fuente: Derma Info, 2011.

En la Figura 11-1 se muestra la estructura quimica del octilmetoxicinamato, este compuesto es
un éster organico formado por metoxicinamato y 2-etilhexanol, es un liquido oleoso e incoloro
gue usualmente se utiliza en productos cosméticos o farmacéuticos con proteccion de rayos UV -
B (280 — 320 nm).

La energia absorbida lleva a los electrones a adquirir un estado excitado y al volver al estado de
reposo liberan la energia en forma de calor. Se puede encontrar en formulaciones comerciales
como protector solar UMBRELLA y FILTROSOL y su concentracion méxima va desde 7,5 a

10%. Tiene un pico de absorcidn de radiacion de 311 nm de longitud de onda (Faria, 2016).

1.3.3. Factor de proteccion solar

El quimico Franz Greiter introdujo por primera vez el concepto de FPS en la fotobiologia en el
afio de 1962. El Factor de protecciéon se refiere al nimero de veces que un determinado
fotoprotector aumenta la capacidad de defensa natural de la piel en referencia al eritema que
puede causar la quemadura. Es importante recalcar que FPS solamente hace referencia a la
capacidad de proteccion frente al eritema del que es responsable la radiacién UV-B, mas no a

otros efectos que puedan producir UV-A (Batlle, 2005).

Existen diferentes sistemas que ayudan a la determinacion de FPS entre los cuales varian sus
metodologias lo que causa que para mismos productos se puedan obtener distintos valores en
funcion del método aplicado:

o FDA
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. DIN alemén
. COLIPA

En 1994 cre6 el Sun Proteccion Factor Test Method (método de verificacion del factor de
proteccion solar), con el objetivo de establecer un método valido para todos los paises de la
Uni6n Europea, realizado por la Agrupacion Europea de Fabricantes de Productos de Cosmética
y perfumeria (COLIPA) por lo que el método adoptd el mismo nombre y, ademéas en 1997 el
factor de proteccion UV-B se adapté a los estandares de este método lo que permitié una

clasificacién segun el nivel de proteccion (Batlle, 2005).

o Bajo: 2,4, 6

o Medio. 8, 10, 12

o Alto: 15, 20, 25

o Muy alto: 30, 40, 50
o Ultra: >50

La técnica de referencia para la valoracion de la eficiencia de los protectores solares contra el
eritema provocado por la exposicion a radiacion solar UV-B es la establecida por la Food and
Drug Administration (FDA) (Cajamarca, 2016). El valor numérico que se encuentra en los envases
de un protector solar sefiala el efecto protector frente a UV-B. EI FPS indica el tiempo de

exposicion al sol con la piel protegida.
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Tabla 5-1: Criterios de evaluacion para la valoracién de productos bloqueadores solares segin
los métodos FDA, DIN y COLIPA

MEéToDOS FDA DIN 67501 COLIPA

(ESTANDAR DE EsTADOS UNIDOS) (BORRADOR 1995/1996) (METODO EUROPEO)
Ndmero de individuos 20 Segun el método estadistico, Segun el método estadistico,
valorados de 10 a maximo 20 de 10 a maximo 20
Superficieiradiada  30cmideespalda  3Scmedeespalda>  35cmideespalda
y localizacion
Tipos de piel L, L1, I, asi como los tipos de piel

con valores colorimétricos
de CIE® > 28°

Gl Swgiew T T a0Etimglew iorosimgem
Periodo de irradiacisn 15 min 15+5min 15m
activa
T Ty e T 7 - £ 71 T T oy
B e S b dBE07 =Pl esindareuropsogual s 1 estandar bajo (SPE 044

* SPF alto: 9,8 + 15,0 al SPF 3,4-4,8 * P2: estandar alto (SPF 11,5-13,9),

* P3: estdndar europeo igual si es necesario sustituir por P3
al SPF 11,0-18,0 « P3: estandar alto (SPF 14,0-17,0

Esbectro del simulador ~ Continuo de tipo solar ‘Continuo de tip'o solar Continuo de tipo solar
solar de 290 a 400 nm de 290 a 400 nm de 290 a 400 nm
Umbrales MED =15s 20-180 s
(duracién de la irradiacién)
Recomendadibnpar v I wie T T R A R
el etiquetado del * 5-7 moderado * 5-8 moderado
producto ¢ 8-11 elevado * 9-14 elevado

* 12-20 muy elevado * > 15 muy elevado

> 20 ultraelevado

Fuente: (Batlle, 2005).

FPS se calcula en base a la dosis eritematégena minima (DEM) que indica la proteccion frente a
los rayos UV-B Gnicamente. La DEM indica la cantidad minima de rayos UV-B que tiene la
capacidad de causar dafio o enrojecimiento en la piel. EI FPS se obtiene al dividir la DEM con
la aplicacion del filtro solar, con respecto a la DEM sin filtro solar (Bagazgoitia, 2017).

Cuanto mas alto resulte FPS, maés alta serd la proteccion a la radiaciéon UV-B. Un FPS 25
proporciona una proteccion del 92% de UV-B; FPS 30 protege contra mas del 97,5% y FPS 50
repele hasta el 99% de la misma radiacion. Un protector solar ideal debe tener al menos FPS

30+ con filtro UV-A adicionado (Cajamarca, 2016).
1.4. Metabolitos fotoprotectores en las plantas
Existen una gran gama de compuestos organicos que poseen la capacidad de absorber la
radiacion UV, entre los que destacan los compuestos fenolicos (flavonoides, resveratrol,

picnogenol). Dichos compuestos poseen accion fotoprotetora, pero esta accion va en

dependencia del nimero de anillos fendlicos y su interaccidn (Moya, 2018).
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1.4.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se sintetizan a partir de la ruta del

acido shikimico o de la ruta del acetato.

. Ruta del acido shikimico: fenoles sencillos, &cidos fendlicos, cumarinas, lignanos,
flavonoides, antocianos y taninos.

o Ruta del acetato: derivados fendlicos como atraquinonas y heterdsidos antracénicos
(Kuklinski, 1999: p.98).

Son compuestos orgénicos cuya estructura posee al menos un grupo fenol, un anillo aromético
unido al menos a un grupo hidroxilo. Suelen ser acidos, son responsables de las coloraciones de

flores, frutos y hojas, razon por la que participan en la polinizacion, actian como protectores

frente a las radiaciones ultravioletas y ejercen una eficaz actividad antioxidante (AEFA. 2021).

Segun su estructura quimica se puede clasificar en:

No flavonoides: En este grupo se encuentran:

. Fenoles no carboxilicos

. Acidos fenoles.

Flavonoides: Formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado, dentro

de este grupo se encuentran:

. Antiocianos
. Flaconas, flavononas, flavonoles y flavononoles
o Flavanoles, taninos condensados y lignanos

1.4.2 Flavonoides

Son compuestos organicos de bajo peso molecular que estan constituidos por dos anillos
aromaticos bencénicos unidos a 3 atomos de carbono, cuya estructura general es C6-C3-CB6, tal
y como se muestra en la Figura 12-1. Estos metabolitos secundarios son pigmentos

hidrosolubles que se encuentran en el citoplasma, vacuolas y membranas de células vegetales.
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Son agentes preventivos contra enfermedades neurodegenerativas como cancer, aterosclerosis y

diabetes (Rocha, 2022).

Figura 12-1:Estructura béasica de los flavonoides

Fuente: Pérez, 2003

Generalmente estdn en combinacién con azlcares en forma de glicésidos y también como
agliconas libres. Los glucosidos debido a su conformacion son mas solubles en solventes
polares como lo son el etanol, metanol, acetona etc., pero son también menos reactivos frente a
radicales libres que su aglicona o flavonoide respectivo (Cajamarca, 2016). Como ya se ha
mencionado, los flavonoides tienen la capacidad de absorber la radiacién UV como mecanismo
de defensa, posee también actividad antioxidante directa e indirecta. Las isoflavonas que
presentan caracteristicas fotoprotectoras son:

) Quercetina: Es una isoflavona presente principalmente en frutas y vegetales, cuya
estructura se muestra en la Figura 13-1. Presenta una diversa actividad biologica como:
analgésicas, antiagregantes, vasodilatadoras, antiartriticas, antibacterianas, antigripales,
antiinflamatorias, antiespasmodicas, etc. En algunas formulaciones topicas se ha demostrado

que la quercentina es capaz de inhibir el dafio inducido por la radiacion de tipo UV-B (Rincén,
2022).

o Genisteina: Es un fitoestrégeno isoflavénico que se derivan principalmente de la soja
presenta y se encuentra mayormente en formas glicosiladas. Estudios indican que dicho
compuesto tiene actividad anticancerigena ya que afecta al proceso de carcinogénesis, inhibe las
metiltransferasas del ADN, reduce los niveles de hipermetilaciones en genes supresores de

tumores e impide las formaciones de microvasos tumorales (Srivastava, 2018: p.19).

Un estudio realizado por Gilaberte et al., (2003), sefiala que la aplicacion topica de genisteina en

animales de experimentacién después de haber sido expuestas a radiacién de tipo UV reduce la
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inflamacion, actla frente la fotoinmunosupresion e inhibe la aparicion de tumores. Uno de los
resultados obtenidos mas relevantes muestra que la genisteina puede mantener su efecto
protector ante el dafio inducido por la luz solar, incluso al aplicarlo de 1 a 4 horas después de

haberse sometido a radiacién UV.

. Silimarina: Es basicamente una mezcla de tres flavonides: silibinin, silidianin y
silicristin, se caracteriza por modular efectos agudos y criticos producidos por la radiacion UV
en animales de experimentacion, Protege del dafio en el ADN vy la fotoinmunosupresion. Tiene

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e inmunomoduladores (Cajamarca, 2016).

En el caso de O. grandiflora los flavonoides presentes son: 3-O-glucorénido de quercentina
(miquelianina) y 3-0-glucoronido de miricetina. Compuestos que le confieren caracteristicas
antioxidantes por su capacidad de alterar la tasa de LDL e impedir la formacion de radicales

libres.

Daidzeina
(4',7-dihidraxiisoflavona)

Genisteina 5 OH
(4'.5,7-trihidroxiisoflavona)

Figura 13-1: Estructura quimica de las isoflavonas

Fuente: Luduefa et al., 2007.
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1.5. Ensayos clinicos cosméticos en animales

Figura 14-1: Ensayos clinicos en cobayos
Fuente: Chernetskaya, 2019.

Dentro de las ciencias médicas el uso de animales de experimentacion ha sido fundamental para
el progreso de los campos del desarrollo humano, pese a los grandes avances tecnoldgicos.
Actualmente, el empleo de animales de experimentacion se ha venido incrementando de manera
progresiva para fines distintos relacionados con el campo de la biomedicina con el fin de
garantizar la seguridad de los seres humanos como se indica en la Figura 14-1. Por dicho motivo
la sociedad se ha visto envuelta en una polémica de posturas sobre la ética y la bioética

relacionada a este tipo de entorno (Palacios et al., 2021).

Asi como los medicamentos, los productos cosméticos pueden presentar reacciones adversas al
no ser debidamente probados antes de su venta comercial, dichos efectos pueden deberse a
factores individuales o por uso inadecuado, razén por la cual es importante realizar pruebas

biolégicas para poder evaluar la seguridad.

Las pruebas biologicas se realizar para detectar sensibilidad cutanea, irritacion ocular,
fototoxicidad y citotoxicidad, por lo que le corresponde al técnico — cientifico el realizar estas
pruebas en la busqueda de enfoques alternativos para evitar la muerte y el sufrimiento de los
animales de experimentacion. Entre los animales de laboratorio de uso experimental estan ratas,
ratones, cobayas y conejos. Las limitaciones que poseen estos animales de laboratorio es que su
piel difiere de la piel humana en aspectos como cantidad de pelo, naturaleza del sebo, grosor y
espesor, pero a pesar de esto son los modelos biolégicos mas utilizados por ser de bajo coste y
de facil acceso (Chorilli et al., 2009).
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1.5.1. Ensayos realizados en cosmetologia

1.5.1.1. Test Draize

Tiene como funcién determinar la toxicidad que posee una sustancia aplicandola en la piel o en
los ojos del animal de laboratorio (usando pinzas para mantenerlos abiertos) por un periodo de
hasta 14 dias para obtener resultados reales. Si como resultado se obtiene dafios irreversibles, el
animal es sometido a eutanasia. Los resultados negativos de este test son presencia de Ulceras,

hemorragias, vision borrosa y ceguera (Etica Animal, 2021).

1.5.1.2. Toxicidad aguda

En estos tipos de ensayos se sefialan los efectos adversos al someter al animal de
experimentacion a una Unica exposicion de la sustancia administrada por via oral, dérmica o
inhalatoria. Los resultados negativos de esta prueba son convulsiones, ataques, paralisis y la

muerte (de Lapuente et al., 2014).

1.5.1.3. Corrosion e irritacion de la piel

Los animales de eleccion para este test son los conejos y los cobayos, para esto primero hay que
inmovilizar al animal, afeitando parte de su pelo en la espalda y colocando el quimico
directamente en la piel, posteriormente se cubre el area con una gasa y se deja durante varias
horas, finalmente se retira la gasa y se mide el dafio o irritacion en la piel. Este proceso puede

continuar por 14 dias, no se debe administrar ningun analgésico (Etica Animal, 2021).

1.5.1.4. Toxicocinética

Este test determina la velocidad con la que un quimico de caracter toxico se mueve o disemina a
través del cuerpo. En algunos casos, el metabolismo de ciertos compuestos quimicos tiene como
resultado residuos mas toxicos. El quimico puede ser administrado por ingestion forzada, por
inhalacién o inyeccién. Para su andlisis se realizan tomas de sangre periddicamente. Una vez

finalizado el procedimiento, se somete al animal a eutanasia (Etica Animal, 2021).
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1.5.1.5. Carcinogenicidad

En esta prueba se utilizan sustancias que producen o aumentan el riesgo de crecimiento de
células cancerigenas. Es un proceso a largo plazo que produce la conversion de células normales
a tomorigénicas. Dicha sustancia se coloca en la piel del animal o por via oral. En los modelos
in vivo se necesita de largos periodos de observacion, pero gracias a ello se puede validar

estrategias preventivas (Okada et al., 2021).

1.5.1.6. Toxicidad reproductiva y del desarrollo

Tiene por objetivo evaluar los efectos toxicos que se suscitan como resultado de una exposicién
a una sustancia sujeta a estudios en cualquiera de las fases del ciclo reproductivo de un
mamifero incluyendo la fertilidad, comportamiento sexual, implantacion embrionaria, desarrollo
fetal, adaptacion postnatal y desarrollo. Segun la regulacion REACH todo producto en

cantidades superiores a 10 toneladas debe ser sometido a este test (de Lapuente et al., 2014).

1.5.2. Cobayo

El cobayo, cuyo nombre cientifico es Cavia porcellus, es originario de los Andes sudamericanos
y se lo puede encontrar especificamente en la zona de Ecuador, Per( y Bolivia. Son pequefios,
de aspecto rastico, se caracterizan por ser capaces de desarrollarse bajo condiciones adversas de
clima y alimentacion. Pertenece a la clase Mamifera, orden Rodentia, suborden Histricomorfos,

familia Caviidae, género Cavia, especie porcellus (Chauca, 1997).

En la Tabla 6-1 se puede observar dicha clasificacion taxonémica.

Tabla 6-1: Clasificacion taxonémica Cavia porcellus

Categoria Taxon
Reino Animal
Clase Mamifero
Orden Roedores

Suborden Hystricomorpha

Familia Caviidae
Género Cavia
Especie Cavia porcellus

Fuente: Chauca, 2021
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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La edad en la que este animal alcanza la pubertad se encuentra en dependencia del sexo, medio
ambiente y fondo genético. En el caso de la hembra se presenta entre los 4 a 5 semanas de edad,
en los machos entre las 8 a 10 semanas de edad. Bajo condiciones de laboratorio, los cobayos
domeésticos son poliéstricos, estacionales. Es importante basar el sistema de crianza de acuerdo
al tipo de equipamiento que se disponga en el bioterio, alojamiento, personal disponible y
propdsito, ademas, se recomienda un macho cada 10 hembras por m2. Los machos tienen a
pelear entre ellos, por lo que se deben colocar en jaulas individuales, en el caso de las hembras

no suelen presentar agresividad entre si, ni con machos — hembra (Kunz, 2003).

El cobayo es un animal herbivoro monogaéstrico, la composicion de la racién va a determinar su
mayor o menor actividad digestiva. Su alimentacion se basa en una combinacién de diferentes
nutrientes como proteinas, carbohidratos, minerales, vitaminas y agua, todo esto en dependencia
de la edad, estado fisico, genotipo y medio en el que se desarrolla el cobayo. Asi pues, se
distinguen tres tipos de sistemas de alimentacion: a base de forraje, mixta y base concentrado.
Los machos pueden vivir en colectividad junto con hembras. Su peso promedio al nacer es de
94,5a95,59. (Vivasy Carballo, 2009: p.34).

1.6. Bioterio

El bioterio que esta ubicado dentro de las inmediaciones de la Facultad de Ciencias, en el
segundo piso del edificio de Bioguimica y Farmacia, es un centro especializado en la crianza,
docencia e investigacion de especies menores como Mus musculus y Rattus norvegicus. Dentro
de las cuatro areas se desarrollan macro y micro ambientes controlados con ventilacion,
temperatura e iluminacion automatizada que cumple con parametros establecidos dentro de

protocolos afines a la crianza y manutencion de los sujetos experimentales.
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Figura 15-1: Criaderos de Bioterio de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo

Realizado por: Gallardo, Daniela. 2022
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.Tipoy disefio de investigacion

La investigacion propuesta fue de tipo experimental, la cual se centrd en determinar la actividad

fotoprotectora del extracto de la planta Oreocallis grandiflora utilizando un método analitico,

cuya finalidad fue establecer una relacion de causalidad en donde los resultados fueron

expresados de manera cuantitativa.

2.2. Disefio experimental

2.2.1. Poblacién de estudio

2.2.1.1. Material vegetal

Hojas de Oreocallis grandiflora de las zonas altas de la provincia de Chimborazo.

2.2.1.2. Modelo animal

Especie Cavia porcellus, entre 3 y 4 meses de edad, acondicionados a crianza de bioterio.

2.2.2. Tamao de la muestra

El tamafio de la muestra fue de 25 sujetos de experimentacion, seleccionados de manera

aleatoria entre machos y hembras, divididos en cinco grupos de analisis con cinco individuos

cada uno:

o A — expuesto a radiacién, con formulacion placebo.

o B - expuesto a radiacion, protegido con filtro solar comercial (octilmetoxicinamato).

) C - expuesto a radiacién, protegido con la formulacién farmacéutica a base de O.

grandiflora con concentracion de 0,1%.
o D- expuesto a radiacién, protegido con la formulacion farmacéutica a base de O.
grandiflora con concentracion de 0,2%.

o E - expuesto a radiacion, protegido con la formulacion farmacéutica a base de O.
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grandiflora con concentracion de 0,4%.

2.2.3. Meétodo de muestreo

2.2.3.1. Material vegetal

La poblacion de estudio fueron las hojas de Oreocallis grandiflora. La recoleccion del material
vegetal se realizd en la provincia de Chimborazo, mediante un muestreo aleatorio simple para
obtener aproximadamente 350 g de esta especie vegetal.

2.2.3.2. Modelo animal

Se eligieron cobayos entre machos y hembras de cuatro meses de edad, acondicionados al
bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Para la recoleccion tanto del material vegetal como modelo animal se tomaron en cuenta los
siguientes criterios:

2.2.4. Criterios de inclusion

2.2.4.1. Material vegetal

Las especies vegetales que presentaron hojas intactas, sin insectos, de aspecto fresco, sin

presencia de plagas, sin tierra ni ningin otro material extrafio ajeno a la droga vegetal.

2.2.4.2. Modelo animal

Animales con buena respuesta adaptativa, es decir, que no denoten agresividad ni con otros
individuos ni con quienes los manipulan, con una talla de 30 cm y peso de 1,2 kg,

aproximadamente. Cobayos que se encuentren dentro de los cuatro meses de edad, que no

presenten golpes o heridas abiertas en la piel.
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2.2.5. Criterios de exclusién

2.2.5.1. Material vegetal

Plantas que presentaron dafio por accion de insectos o animales, deterioro por agentes quimicos

y ambientales, plantas en proceso de descomposicidén o contaminacion microbiolégica.

2.2.5.2. Modelo animal

Aquellos animales de experimentacion que presentaron mala respuesta adaptativa y las
condiciones de ambientalizacion, con desviaciones significativas a las caracteristicas promedio
de talla y peso, con algin tipo de enfermedad, que presentaron conflictos intraespecie y
agresividad.

2.2.6. ldentificacién de variables

o Variable dependiente: Actividad fotoprotectora

o Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de Oreocallis grandiflora
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2.2.7. Procedimiento general

[FOTOPROTECCIC’)N EN COBAYOS]

40-50°C durante 24 horas
y

[ 3. Secado en estufa ]

2. Acondicionamiento

[2. Preparacion de IosJ [3. Definicion del método}
del material vegetal

cobayos de irradiacion controlada

4. Molienda del
material vegetal

1. Recoleccion del en el bioterio controlada

[1. Crianza de cobayos
material vegetal

(4. Proceso de Irradiacion J

5. Obtencidn del extracto
seco en rotavapor

5. Determinacién del FPS)

extracto seco (6. Anélisis de resultadosj

[6. Almacenamiento del ]

1. Formulacién de
la base de Beeler

Figura 1-2: Procedimientos generales
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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2.2.8. Operacionalizacién de variables

Tabla 1-2: Operacionalizacion de variables

VARIABLES

CONCEPTO

INDICADORES

INSTRUMENTO DE
MEDICION

Variable Dependiente:

Actividad fotoprotectora del

extracto de O. grandiflora.

Variable Independiente:

Extracto de O. grandiflora

La actividad fotoprotectora es la caracteristica
que poseen ciertas sustancias para prevenir el
dafio causado en la piel y sus anexos como
resultado de la exposicién prolongada a la
radiacion UV.

El extracto hidroalcohdlico es el resultado de
una maceracion con alcohol etilico para
obtener los principios activos presentes en la
planta Oreocallis grandiflora como

compuestos fendlicos.

Prueba de determinacion de FPS, a
través de la irradiacion controlada
en la especie Cavia porcellus con la
aplicacion de la formulacion

farmacéutica.

Tipo de extracto

Concentracion del extracto

- Composicion del extracto

Camara UV
Radiometro
Aplicacion de ANOVA

Mexametro

Rotavapor
Estufa

Desecador

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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2.3.Lugar de investigacion

La investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Tecnologia Farmacéutica, Productos
Naturales y Bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia ubicada en la Facultad de Ciencias
pertenecientes a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, localizada en el canton
Riobamba de la Provincia de Chimborazo.

2.4.Recoleccion del material vegetal

Oreocallis grandiflora se recolect6 en Ecuador, en el canton Alausi perteneciente a la provincia

de Chimborazo, ubicada a 2832 m.s.n.m. con los siguientes puntos geograficos:

o 02°12'S 078°55'W

2.5. Acondicionamiento del material vegetal

1.
Seleccion

5.
Almacena 2. Lavado
miento

Acondicionamiento

4, 3. Secado
Molienda en estufa

Figura 2-2: Acondicionamiento de O.grandiflora
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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Después de haber realizado la recoleccion de la droga vegetal, se procedié a seleccionar
aquellas hojas que se encuentren en mejor estado, es decir, sin afecciones de plagas, marchitas y
que contengan cualquier tipo de material extrafio, se lavé con agua potable para eliminar todo
tipo impurezas. Posteriormente, las hojas fueron colocadas sobre papel periddico hasta eliminar
el exceso de agua y se coloc en la estufa a temperatura entre 40 - 50°C por un periodo de 24

horas. En la Figura 3-2 se presenta el proceso de secado en estufa.

Figura 3-2: Secado de hojas en estufa

Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

Una vez obtenidas las hojas secas, se colocaron en un molino de cuchillas giratorias marca
Arthur H, Tomas C.O, obteniéndose 230 g de la droga vegetal molida como se observa en la
Figura 4-2. Posteriormente se colocd en bolsas plasticas tipo ziploc en un lugar seco y fresco,
con el fin de evitar cualquier tipo de contaminacion por humedad, dichos pasos se resumen en la

Figura 2-2.
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Figura 4-2: Obtencion de la droga vegetal molida

Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

2.6. Obtencion del extracto seco de hojas de Oreocallis grandiflora

En un frasco de vidrio transparente Duran se colocé 20 g del material vegetal y 80 mL de
alcohol al 70% (obtenido a través de la dilucion de un alcohol al 97%) estableciendo una
relacion 1:4 P/V, se agit6 vigorosamente y se dejo reposar en un sitio seco y fuera del alcance

de la luz, durante 7 dias aproximadamente.

Después se procedio a la filtracion del extracto hidroalcohélico en embudo simple con papel
filtro y algoddn, hasta haber obtenido extracto suficiente y libre de impurezas, el mismo que se
colocé en un rota vapor de la marca Heidolph a 220 — 280 rpm y 57°C durante
aproximadamente 2 horas como se indica en la Figura 5-2. Se extrajo el balén de aforo del
equipo y se coloco dentro del desecador durante dos horas y finalmente, con una espatula se

raspo el material seco y se lo coloco en un envase estéril y bien sellado.
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Figura 5-2: Obtencidn del extracto seco de hojas de O. grandiflora
Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

2.7. Formulacién de la base de Beeler

Se realizaron 5 cremas con la formulacién de la base de Beeler para lo cual se necesitaron los

siguientes equipos, materiales y reactivos indicados en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2: Materiales, equipos y reactivos

Materiales y equipos Reactivos y sustancias
Balanza analitica Alcohol cetilico 75 g
Bafio maria Ceradeabejab g
Vidrio reloj Metil parabeno 1 g
Espatula Lauril sulfato 10 g
Varilla de agitacion Propilenglicol 50 g
Cinco vasos de precipitacion de 150 mL Extracto seco de Oreocallis grandiflora 1 g
Cinco envases para crema Agua destilada 375 ¢

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

Para cada una de las formulaciones se colocd en un primer vaso de precipitacion la fase oleosa:
15 g de alcohol cetilico y 1 g de cera, se llevo a bafio maria a una temperatura entre 60 a 65 °C,
por 10 minutos aproximadamente hasta que ambos componentes se fundieran, como se indica

en la Figura 6-2.
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En un segundo vaso de precipitacion se coloc6 la fase acuosa: propilenglicol 10 g, metil
parabeno 0,2 g, agua 75 g y lauril sulfato de sodio 10g (para las formulaciones con principio
activo integrado en esta fase se afiadié el mismo y se agitd hasta que esté totalmente disuelto),
se mantuvo en bafio maria hasta que todos sus componentes se encuentren perfectamente
integrados. Posteriormente se vertio la fase oleosa sobre la acuosa y se batié vigorosamente
hasta obtener la consistencia deseada, se dejo enfriar y finalmente se colocd en un envase con

tapa.

Figura 6-2: Preparacion de la base de Beeler
Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

La primera formulacién (F1) fue una crema placebo que no Ilevé ningln tipo de principio activo,
la segunda formulacion (F2), con 0,2g de octilmetoxicinamato como principio activo, la tercera
formulacion (Fs), con 0,1g del principio activo de O. grandiflora, la cuarta formulacién (Fa),
llevé 0,2 g del principio activo O. grandiflora y finalmente la quinta formulacion (Fs) llevo
integrado 0,4g del principio activo de O. grandiflora en su composicion. Dichos preparados se

presentan en la Figura 7-2.
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Figura 7-2: Formulaciones F1, F2, F3, Fay Fs
Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

2.8. Preparacion y acondicionamiento del bioterio

El bioterio esta constituido por 3 areas conjuntas: area de laboratorios, area de tesistas y el area
de crianza de animales de experimentacion. Como tal, existe una subdivisién dentro de esta

Gltima area de acuerdo a la especializacion aplicada.

La especie Cavia porcellus fue ubicada en el criadero 3 en donde fueron instaladas 5 jaulas con
las siguientes dimensiones: largo de 43 cm, ancho de 50 cm y alto de 46 cm. En cada jaula se
colocaron 5 cobayos (3 hembras y 2 machos) los mismos que fueron previamente aislados

durante 5 dias antes de ser correctamente ubicados segun las especificaciones anteriores.

Figura 8-2: Cuyeras.

Realizado por: Gallardo, Daniela.202
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2.9. Preparacion de las jaulas

La elaboracion de las jaulas se baso en el disefio convencional de las cuyeras de campo, la
estructura fue a base de madera de pino, bordeada con dos tipos de reja estandar de 1cm vy reja
para jaulas de pollos, ajustadas con clavo, tornillos y grapas industriales. El espacio de
separacion entre jaulas fue de 10 cm, con bandejas inclinadas de plastico impermeable debajo

de ellas para la recoleccién de desechos, el producto final se muestra en la Figura 9-2.

L
Figura 9-2: Elaboracion de jaulas
Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

2.10.  Adquisicion de la especie animal

Los cobayos fueron adquiridos en la Provincia de Chimborazo, en la Parroquia de Flores, en las
siguientes coordenadas WGS 84: X: 0760915 Y: 9797622.

2.11. Crianzaen el laboratorio

Se coloco 5 cobayos en cada jaula (3 hembras y 2 machos) como se muestra en la Figura 10-2, a

cada uno de ellos se les coloc6 0,1 g de Ivermectina por via intradérmica para desparasitarlos y
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su alimentacién fue a base de balanceado y hiervas principalmente. La crianza en el bioterio se

llevé a cabo por un periodo de dos meses antes de que los cobayos fueran intervenidos.

Para el mantenimiento de los animales de laboratorio, las limpiezas programadas en el criadero
3 fueron pasando un dia, para evitar la acumulacién de desechos y evitar cualquier tipo de
enfermedad.

Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

2.12. Preparacion del cobayo

Se excluyeron aquellos cobayos que presentaron cualquier tipo de dafio en la piel como
mordidas, laceraciones, golpes, irritacion etc. Se colocé al animal sobre una mesa, como se
muestra en la Figura 11-2 y se procedié a quitar el pelaje en la parte del lomo con una
rasuradora eléctrica y posteriormente con una afeitadora, tratando de no ocasionar dafios en la
piel.

Para evitar errores en las mediciones, este proceso se realizo el dia previo al ensayo. Se tomd

cinco cobayos por cada uno de los ensayos realizados y se los coloc6 en un cepo disefiado para

inmovilizar y proteger al animal, permitiendo también que la irradiacion se centralice.
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Figura 11-2: Preparacion del cobayo

Realizado por: Gallardo, Daniela.2022

2.12.1. Codificacion de la poblacion de estudio con respecto a las formulaciones

Tabla 3-2: Codificacion de ensayos

No. DE COBAYQOS

CODIGO DESCRIPCION
USADOS

AF1 Cobayos expuestos a radiacion con la aplicacion de crema 5
placebo

BF2 Cobayos expuestos a radiacion con la aplicacién de crema 5
control al 0,2%

CF3 Cobayos expuestos a radiacion con la aplicacion de crema 5
de O. grandiflora al 0,1%

DF4 Cobayos expuestos a radiacién con la aplicacion de crema 5
de O. grandiflora al 0,2%

EF5 Cobayos expuestos a radiacion con la aplicacién de crema 5

de O. grandiflora al 0,4%

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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2.13. Definicion del método de irradiacion controlada

Bibliografia indica que la irradiacion en animales de experimentacion se debe medir segun el
nivel de eritema causado, ya que el dafio o la ausencia del mismo es el parametro principal que

se debe evaluar para demostrar la eficacia de un preparado fotoprotector.

En este caso, en primera instancia se utiliz6 una cdmara de flujo laminar con UV incluido de la
marca Thermo Scientific para emitir la radiacion y para el control se utiliz6 un radiémetro. La
camara de flujo laminar presenta una amplia superficie ocasionando que la radiacion se

disemine y no se pueda obtener resultados.

Posteriormente, se optd por utilizar una cdmara UV de la marca UTRA-VIOLET PRODUCTS,
INC., que ademaés de tener una superficie de contacto méas pequefia, indicaba la longitud de onda
con la que se queria irradiar, por lo que este equipo fue seleccionado para llevar a cabo el

experimento.

Antes de empezar con el registro de resultados, se utiliz6 un animal de prueba, se lo colocé en
un cepo para evitar cualquier tipo de movimiento que, ademas tenia una abertura que indicaba el
sitio especifico donde iba a recibir la radiacion y donde se debia tomar las lecturas. Primero se
sometio al animal a una longitud de onda de 300 nm durante 5 minutos y se obtuvieron

resultados aceptables para el blanco, principio activo, pero no para el placebo.

Finalmente, se decidi6 aplicar una longitud de onda de 300 nm por un lapso preciso de 10
minutos y de esta manera, se podia observar un nivel bajo de eritema y las lecturas fueron
aceptables tanto para el blanco, principio activo, placebo y filtro solar comercial. Dicho proceso

se encuentra resumido en la Figura 12-2.
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[DETERMINACI()N DEL METODO ANALfTICO]
[

[Irradiacién en camara de flujo laminar de la marca Thermo Scientific durante 30 min.]

I

¢formacion de eritema?

e

[Irradiacién en camara UV de la marca ULTRA-VIOLET PRODUCTS, INC., durante 3 minutosj

éformacion de eritema?

TTTe®

[cExste diferencia significativa entre la lectura inicial y lectura post- lrrad|aC|on?

e e

(Irradnacmn en camara UV de la marca ULTRA-VIOLET PRODUCTS, INC., durante 5 minttos ]

¢Existe diferencia significativa entre la lectura inicial y lectura post-irradiacion?

B

(Aplicacién de placebo, F1y sz

¢Existe diferencia significativa entre las lectura de las 3 formulaciones?

T

[Irradiacién en camara UV de la marca ULTRA-VIOLET PRODUCTS, INC., durante 10 minutos J

¢Existe diferencia significativa entre las lecturas de las 3 formulaciones?

TT®

Figura 12-2: Determinacién del método de analisis
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022

2.14. Proceso de irradiacion en el cobayo

Para llevar a cabo este procedimiento se requirié de un cepo que pueda acoplarse a la anatomia
del animal, garantizando la inmovilidad del mismo. Una vez ubicado en el cepo, se lo colocé en
la cdmara UV de la marca ULTRA-VIOLET PRODUCTS, INC., a una longitud de onda de 300
nm, durante 10 minutos exactos. Posteriormente, se tomé lectura de la zona irradiada con la
ayuda de un mexametro de la marca Mexametere MX18 y finalmente se registrd las lecturas
realizadas por en los cinco animales. El ensayo para el grupo placebo en la Figura 14-2, el
ensayo control en la Figura 15-2, el ensayo con formulacion al 0,1 en la Figura 16-2, el ensayo
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con formulacién al 0,2 en la Figura 17-2 y finalmente el ensayo con formulacién al 0,4% en la
Figura 18-2.

Figura 13-2: Proceso de irradiacion

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022
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absorber la formulacion
en la piel del cobayo

r
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Figura 14-2: Irradiacion controlada en grupo A

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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Se coloca al cobayo en un
cepo disefiado por el
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Figura 15-2: Irradiacién controlada en grupo B

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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Se coloca al cobayo en un
cepo disefiado por el

investigador para
inmovilizarlo.
J
( 2

El disefio del cepo permite
que el animal reciba la
irradiacion en una zona
especifica de su cuerpo
(lomo)

- J

( )

Se le coloca al cobayo
aproximadamente 0,2g de la
formulacion de O.
grandiflora al 0,1% en la
zona que va a ser irradiada.

- J

~

Una vez cumplido el tiempo
se retira al animal del equipo
con mucho cuidado.

J

( )

Se coloca al animal dentro de
la cAmara durante 10 minutos
exactos.

g J

( )

Se espera 10 minutos para
que se pueda absorber la
formulacion en la piel del
cobayo

g J

Figura 16-2: Irradiacion controlada en grupo C

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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Se toma lectura del nivel de
eritema con la ayuda de un
mexametro

Cada analisis se realiz6 en
cinco cobayos diferentes.
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Se registra el valor obtenido
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cinco cobayos diferentes.
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se retira al animal del equipo
con mucho cuidado.
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exactos.
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( )

Se espera 10 minutos para
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formulacion en la piel del
cobayo

. J

Figura 17-2: Irradiacién controlada en grupo D

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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exactos.
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Figura 18-2: Irradiacién controlada en grupo E

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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2.15. Determinacion de Factor de Proteccion Solar entre la formulacién al 0,4% y grupo

placebo

Se tomo la formulacion de Oreocallis grandiflora al 0,4 % por ser la que presentd mayor
actividad fotoprotectora en los ensayos de irradiacion. Para esta determinacion se establecieron
2 grupos: placebo (Figura 19-2) y formulacién al 0,4 de O. grandiflora (Figura 20-2), se usaron
4 cobayos, los mismos que fueron expuestos a radiacién UV-B controlada con una longitud de
onda de 300 nm, en 4 series de 10 minutos, teniendo un total de 40 minutos de radiacidn

sucesiva por cobayo.

Se coloca 0,2 g

i I .
Se ubica al cobayo en aproximadamente de

Se toma la primera
lectura antes de inciar

un cepo adecuado para
su correcta
inmovilizacién

formulacién placebo vy
se deja absorber por 10
minutos.

Se coloca al cobayo en
la cdmara de radiacion
UV-B por otros 10
minutos y se toma la
cuarta lectura
registrada como EE.

con radiaciéon UV-B y se
registra como EE;

Se coloca al cobayo en
la cdmara de radiacion
uv-B durante 10
minutos mas y se toma
la tercera lectura
registrada como EEg

Se coloca al cobayo en
la cdmara de radiacion
UVv-B durante 10
minutos y se toma la
segunda lectura
registrada como EE,

Finalmente, se coloca al
cobayo en la camara de
radiacion UV-B por ultima
vez un lapso de 10 minutos
y se toma la quinta lectura
registrada como EE,

Se realiza el analisis de
los resultados
obtenidos.

Figura 19-2: Irradiacion sucesiva para grupo placebo

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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Se ubica al cobayo en un
cepo adecuado para su
correcta inmovilizacion

Secoloca0,2 g
aproximadamente de
formulacién con 0,4%
de principio activo y se

deja absorber por 10
minutos.

Se toma la primera
lectura antes de inciar
con radiacién UV-By se

registra como EE;

Se coloca al cobayo en
la cdmara de radiacién
UV-B por otros 10
minutos y se toma la
cuarta lectura registrada
como EE.

Se coloca al cobayo en
la cdmara de radiacién
UV-B durante 10
minutos masy se toma
la tercera lectura
registrada como EEg

Se coloca al cobayo en
la cdmara de radiacién
UV-B durante 10
minutos y se toma la
segunda lectura
registrada como EE,

Finalmente, se coloca al
cobayo en la cdmara de
radiacion UV-B por ultima
vez un lapso de 10 minutos y
se toma la quinta lectura

registrada como EEj

Se realiza el analisis de

los resultados
obtenidos.

Este analisis se lo realizd
por triplicado

Figura 20-2: Irradiacién sucesiva para formulacion al 0,4 % de O. grandiflora

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

2.16. Analisis estadistico de datos

Para el analisis de datos se aplicd el método estadistico tipo ANOVA y un post-test DUNNET
ya que se espera que las desviaciones en los datos obtenidos tras la experimentacidén no tengan
un valor representativo con respecto a F,, es decir, que los coeficientes entre cada grupo de
ensayo sean menores a 1 para poder comprobar la hipétesis investigativa de la experimentacion,

y de esta manera demostrar que la formulacion con acciones fotoprotectoras frente a la radiacion

UV-B es eficaz.
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CAPITULO I
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Extracto seco de hojas de Oreocallis grandiflora
Después de haber obtenido el extracto alcohélico de las hojas de Oreocallis grandiflora, se
elimind el etanol en rotavapor hasta la obtencién del extracto seco con mayor estabilidad. A
partir de 100 g de droga vegetal molida en forma de polvo fino homogéneo, se obtuvo 4,3 g de
extracto seco, del que se utilizd 0,7 g para las formulaciones fotoprotectoras.
3.2.Valores de diferencia eritémica
Una vez realizadas todas las lecturas de los ensayos propuestos se procedio a la tabulacion para
obtener los valores de diferencia eritémica entre la primera medida (antes de la exposicion a
radiacion UV-B) y la medicion resultante (después de la exposicion a radiaciéon UV-B),

arrojando los datos que se sefialan en la Tabla 1-3.

Tabla 1-3: Valores de diferencia eritémica Cavia porcellus usado en el ensayo

Oreocallis grandiflora (extracto hidroalcohdlico

(AF1) (BF2) vehiculizado en base de Beeler), %
(CF3) (DF4) (EF5)
84 0 36 12 0
51 1 35 6 1
87 1 31 -8 6
72 1 26 4 2
71 1 32 4 0

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

El grupo AF1 (placebo) no contiene principio activo en la formulacién, presentd una diferencia
eritémica elevada lo que indica que, al someter al cobayo a radiacion UV-B durante 10 minutos,
a una longitud de onda de 300 nm, no present6 actividad fotoprotectora, en contraste con las

diferencias observadas de las preparaciones con el principio activo.

El grupo BF2, elaborado a base de octilmetoxicinamato arrojo una diferencia baja respecto a su
valor inicial, sefialando que dicho principio activo presenta actividad frente a la radiacién UV-

B. El andlisis de este grupo es de suma importancia ya que, en base a este principio activo
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(utilizado en la mayoria de los protectores solares comerciales) se evalud la eficacia de la

formulacion de Oreocallis grandiflora.

La formulacion CF3 se prepar6 con extracto de Oreocallis grandiflora al 0,1%, vehiculizado en
una base de Beeler. Los valores de diferencia eritémica disminuyeron en un 56% con respecto a
los valores obtenidos en la poblacion placebo AF1, acercandose asi a los valores resultantes en

la poblacién control BF2.

Para la formulacién DF4 de Oreocallis grandiflora al 0,2%, vehiculizado en una base de Beeler,
de los resultados de la diferencia eritémica disminuyeron en un 95% con respecto a las cifras
obtenidas en el grupo placebo BF1, acercandose ain mas a los valores de la poblacién control
BF2.

Para el grupo EF5 de Oreocallis grandiflora al 0,4%, vehiculizada en una base de Beeler, los
resultados obtenidos en diferencia eritémica, disminuyeron en un 98% con respecto al grupo

placebo AF1, siendo casi similar a los valores obtenidos en la poblacién control BF2.

Al analizar los resultados de cada grupo de estudio se puede observar que, la eficacia de las
formulaciones con principio activo de Oreocallis grandiflora aumenta de forma proporcional
con la concentracion usada, siendo asi la concentracién al 0,4% aquella que presentd mayor

eficiencia y similitud respecto al grupo control a base de octilmetoxicinamato.

Finalmente, se puede concluir que, Oreocallis grandiflora posee actividad fotoprotectora frente
a la radiacion de tipo UV-B y ademas también denota actividad antiinflamatoria, caracteristicas
que le confieren los compuestos fendlicos, haciéndola eficaz para formulaciones fitocosméticas
para el cuidado y mantenimiento de la piel.

3.3. Andlisis de ANOVA

Tabla 2-3: ANOVA unidireccional: PLACEBO, CONTROL, 0.1, 0.2, 0.4 - METODO

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia a=0.05

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
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Informacién del factor
Factor Niveles Valores
Factor 5 PLACEBO, CONTROL, 0.1,0.2,0.4

Tabla 3-3: ANOVA unidireccional: analisis de varianza

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 19484 4870.94 88.18 0.000
Error 20 1105 55.24
Total 24 20589
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.
Tabla 4-3: ANOVA unidireccional: medias
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
PLACEBO 5 73.00 14.20 (66.07, 79.93)
CONTROL 5 0.800 0.447 (-6.133, 7.733)
0.1 5 32.00 3.94 (25.07, 38.93)
0.2 5 3.60 7.27 (-3.33,10.53)
0.4 5 1.80 2.49 (-5.13, 8.73)

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

Desv.Est. agrupada = 7.43236

A las medias de las diferencias de eritema se aplicé el andlisis estadistico (ANOVA),
obteniendo un valor P < 1, con lo cual se rechaza la hip6tesis nula y se puede concluir con un
nivel de significancia del 95% que, al menos una de las medias de los datos obtenidos es
diferente, resultado que se puede contrastar con los datos de desviaciones estandar, los cuales
varian de acuerdo con los distintos tipos de concentracion de principio activo presente en la base
de Beeler. EI mayor valor de desviacion estandar se presentd en la formulacion con 0,2% de O.

grandiflora siendo el resultado de 7,27 y el menor en la concentracion con 0,4% de O.

grandiflora con un valor de 2,49.
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3.4. Comparaciones de Dunnett

Tabla 5-3: Agrupacidn utilizando el método de Dunnett con una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacién
CONTROL (control) 5 0.800 A
PLACEBO 5 73.00
0.1 5 32.00
0.2 5 3.60 A
0.4 5 1.80 A

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel

de control.

ICs simultaneos de 95% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para PLACEBO, CONTROL, ...

PLACEBO - CONTROL

0.1 - CONTROL

02 - CONTROL |

I
I
I
l
I
04-CONTROL-| | » {
I
;
0

20 40 60 80

Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.

Gréfico 1-3: ICs simultaneos de 95% de Dunnett

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

En el analisis estadistico de Dunnet se obtuvo que la formulacion a base de O. grandiflora con
concetraciones 0,2 y 0,4 % son significativamente iguales al resultado de la media del grupo
control con un nivel de significancia de 95%. Por tanto, la media obtenida en la base de Beeler
de concentracion 0,1% no es significativamente igual a la del grupo control, tal como se muestra

en la gréfica.
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3.5. Determinacion del Factor de Proteccion Solar FPS entre en la formulacién al 0,4% y

grupo placebo

Para el andlisis correlacional entre la formulacion placebo y el grupo con principio activo de O.
grandiflora al 0,4% vehiculizado en una base de Beeler, se estableci6 el porcentaje del
incremento eritémico para cada grupo (relacién entre el valor inicial, es decir, sin exposicion a
radiacion hasta después de 40 minutos de haber sometido al cobayo a radiacién). Cabe recalcar,
gue las tomas de lecturas se realizaron cada 10 min. Estos valores se pueden observar en Tabla
6-3y 7-3.

Tabla 6-3: Porcentaje de incremento eritémico para placebo

TIEMPO EN MINUTOS % ERITEMICO
10 11,39
20 18,21
30 25,66
40 34,14

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

DESARROLLO DE ERITEMA (VEHICULO)

40,00
35,00

30,00 y=0,7571x+3,425 e
R2=0,9976 .t

%

25,00

20,00

Eritema

1500 - e
10,00 -
5,00

0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo, minutos

Gréfico 2-3: Desarrollo de eritema para el vehiculo
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

En el Gréfico 2-3 se indica que el porcentaje eritémico en el grupo placebo es directamente

proporcional al tiempo de exposicion, llegando a un maximo de 34,14 en la cuarta lectura y
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presentando un aumento de 7 + 2 unidades en cada una de las lecturas. De la ecuacién de la

recta se obtuvo el valor de DEM de la siguiente manera:

y = 0,7571x + 3,425
50 = 0,7571x + 3,425
x = (50-3,425)/0,7571

DEM = 61,52 minutos

Tabla 7-3: Promedio del porcentaje (en tres sujetos de experimentacion) de incremento

eritémico para formulacidn al 0,4% de O. grandiflora

TIEMPO EN MINUTOS % ERITEMICO
10 1,92
20 4,97
30 6,16
40 8,28

Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

DESARROLLO DE ERITEMA (FORMULACION)

9,00
8,00 i

700 - e
y =0,2026x + 0,2667

6,00 RZ=0,9712 . ’
5,00 o .7

400 - e

Eritema, %

300 e
2,00 ®
1,00

0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo, minutos

Gréfico 3-3: Desarrollo de eritema para formulacion
Realizado por: Gallardo, Daniela, 2022.

En el Grafico 3-3 se indica que el porcentaje eritémico en la formulacién de O. grandiflora al
0,4% es directamente proporcional al tiempo de exposicién, llegando a un maximo de 8,28 en la
cuarta lectura y presentando un aumento de 2 + 1 unidades en cada una de las lecturas. De la
ecuacion de la recta se obtuvo el valor de DEM de la siguiente manera:
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y = 0,02026x + 0,2667
50 = 0,02026x + 0,2667
x = (50-0,2667)/0,2026

DEM = 245, 48 minutos

Una vez obtenidos los DEM de cada grupo se pudo definir el valor del FPS para lo que se

realizaron los siguientes célculos:

FPS = DEM de la piel protegida/ DEM de la piel no protegida
FPS =245, 48/ 61,52
FPS=4

Después del analisis de datos se puede afirmar que, en un lapso de 40 minutos la formulacion de
0. grandiflora protege la piel del cobayo de la radiacion UV-B 4 veces méas que al aplicar
solamente la formulacion placebo. Dicho resultado reafirma la actividad fotoprotectora que

presentan las hojas de O. grandiflora.

En un estudio realizado por Garcia et al., (2010) titulado “Actividad fotoprotectora de los
polifenoles de Yucca periculosa™, con aplicacion in vivo en cobayos, se evalué el Factor de
Proteccién Solar del Octilmetoxicinamato, estudio que dio como resultado un valor de FPS = 2
+ 0,1. En la formulacion con mejor rendimiento a base del extracto seco de Oreocallis
grandiflora al 0,4%, la evaluacion del FPS presentd el doble de eficacia fotoprotectora para

UV-B respecto al grupo control de OMC.
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CONCLUSIONES

o La obtencion del extracto seco de Oreocallis grandiflora a través de operaciones
unitarias (extraccion, filtracion, concentracion), permiti6 manejar un complejo fitoquimico
activo mas estable, libre de clorofilas, grasas y solvente, lo que favorecio su vehiculizacién en la
base de Beeler.

o Gracias a la aplicacion de la tecnologia farmacéutica se logré realizar una formulacion
topica que sirvié como vehiculo del principio activo de O. grandiflora, de esta manera se aplicd
correctamente y de forma segura en el sujeto de experimentacion.

o Después de emitir radiacion UV-B controlada en la especie Cavia porcellus haciendo
uso de cada una de las formulaciones elaboradas, se determind que la especie vegetal O.
grandiflora presenta actividad fotoprotectora, asi como también antiinflamatoria y antioxidante.
Determinando que el FPS de la formulacion al 0,4% en relacion al placebo fue cuatro veces mas

eficaz en términos de fotoproteccion.
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RECOMENDACIONES

o Para obtener resultados mas notorios se recomienda trabajar con cobayos cuyo pelaje
sea de color blanco, ya que son de tez clara y de esta manera los efectos fotoprotectores
resaltaran alin mas.

o Es de suma importancia que la longitud de onda a la que se emite la radiacion sea
controlada, al igual que el tiempo de exposicién para evitar en lo posible el dafio al animal de
experimentacion.

o Antes de empezar con la exposicion a radiacion UV-B se debe asegurar que solo la zona
planificada para recibir dicha radiacion esté descubierta, el resto del cuerpo del animal debe
estar totalmente cubierto por el cepo.

o Antes de empezar la parte experimental se debe definir el protocolo de trabajo para

cumplir con las normas de ética para el cuidado de los animales de experimentacion.
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