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RESUMEN

El objetivo fue la determinacion de la actividad fotoprotectora in vitro del extracto
hidroalcoholico liofilizado las hojas de Zea mays, analizada a las concentraciones de 2000, 200 y
20 ppm. Se efectud el acondicionamiento y control de calidad de la droga cruda. El tamizaje
fitoguimico demostro la presencia de compuestos fenolicos y flavonoides en las hojas de Zea
mays. El extracto utilizado en todos los ensayos fue obtenido por liofilizacion a partir del extracto
hidroalcohdlico concentrado previamente en un evaporador rotatorio. Mediante cromatografia en
capa fina se evidencid la posible presencia de compuestos flavonicos de tipo glucosidico. El
contenido de flavonoides totales, fenoles totales, y capacidad captadora de radicales libres fueron
determinadas por métodos espectrofotométricos. El factor de proteccion solar fue obtenido
mediante la aplicacion de la ecuacion de Mansur. La actividad fotoprotectora in vitro fue evaluada
a través del método de muerte celular inducida por radiacion UVB sobre Escherichia coli. Las
Unidades formadoras de colonias (UFC) sobrevivientes fueron detectadas en intervalos de 30
minutos durante 3 horas. Los contenidos de flavonoides y fenoles totales fueron de 158.41 mg
QE/100 g extracto liofilizado y de 128.22 mg GAE/100 g extracto liofilizado, respectivamente.
La capacidad captadora de radicales libres obtuvo un valor de 29.4%. El extracto de las hojas de
Zea mays de concentracion 20 ppm presentd un FPS de 6.8 en contraste con los controles etilhexil
metoxicinamato y octildimetil-PABA que obtuvieron valores de 16.88 y 14.59, respectivamente.
El extracto de Zea mays a una concentracion de 2000 ppm exhibi6 un caracter fotoprotector mayor
sobre Escherichia coli con respecto a los controles positivos etilhexil metoxicinamato vy
octildimetil-PABA ensayados a la misma concentracion, hecho que se verifica por la presencia
de UFC en el caso del extracto hasta los 150 min y en los controles hasta los 120 min. Se

recomienda el estudio toxicoldgico de las hojas de Zea mays para posteriores investigaciones.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACOLOGIA>, <MAIZ (Zea mays) >,
<EXTRACTO SECO>, <FOTOPROTECCION>, <FACTOR DE PROTECCION SOLAR>,
<RADIACION UVB>, <Escherichia coli (BACTERIA) >.
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SUMMARY

The objective was to determine the in vitro photoprotctive activity of lyophilized hydroalcoholic
extract of the Zea mays leaves which were analyzed at concentrations of 2000, 200, 20 ppm. The
conditioning and quality control of the raw drug was carried out.Phytochemical screening showed
the presence of flavonoids and phenolic compounds in the Zea mays leaves. The extract used in
all tests was obtained by lyophilization from the previously concentrated hydroalcoholic extract
on a rotary evaporator.By thin layer chromatography, the possible presence of flavone compounds
type glycosidic was evidenced. The content of total flavonoids, total phenols, and capacity to
attract some free radicals were determined by spectrophotometric methods. The sun protection
factor was obtained by applying the Mansur equation. In vitro photoprotective activity was
evaluated by the cell death method induced by UVB radiation on Escherichia coli. Surviving
colony forming units (CFUs) were detected in a 30 minute intervals for 3 hours. The contents of
total phenols and flavonoids were 158.41 mg QE / 100 g lyophilized extract and 128.22 mg GAE
/ 100 g of lyophilized extract, respectively. The capacity of free radicals obtained a value of
29.4%.The extract from the Zea mays leaves concentration 20 ppm showed an SPF of 6.8 in
contrast to ethylhexyl methoxycinnamate and octyldimethyl-PABA controls which obtained
values of 16.88 and 14.59, respectively. A greater photoprotective character on Escherichia coli
with respect to the ethylhexyl methoxycinnamate and octyldimethyl-PABA positive controls
tested at the same concentration,was shown in a Zea mays extract at a concentration of 2000
ppm,this is verified by the presence of CFU in the case of extract up to 150 min and in controls
up to 120 min. It is recommended the toxicology study of Zea mays leaves for further

investigations.

KEY WORDS: BIOCHEMISTRYY, PHARMACOLOGY, MAIZE OR CORN AS IT IS
KNOWN IN SOME COUNTRIES (ZEA MAYS), DRY EXTRACT, PHOTOPROTECTION,
SUN PROTECTION FACTOR (SFP), UV RADIATION, ESCHERICHIA COLI BACTERIA,

XVii



INTRODUCCION

Es consabido que la radiacion solar es vital para el desarrollo de la vida en la Tierra; ademas,
proporciona muchos beneficios a la salud, ya que; estimula la produccién de vitamina D3
(colecalciferol), que estd implicada en el metabolismo dseo, y en el funcionamiento del sistema
inmune. También se utiliza para tratar enfermedades de la piel tales como psoriasis y vitiligo. Sin
embargo la radiacién solar es capaz de producir perjuicios a la salud y dafiar principalmente la

piel por efecto de los rayos UV (Mora, et al., 2012, pp. 825-837) .

En los Gltimos afios, la incidencia de diversas enfermedades y trastornos en la piel relacionada
con la radiacion ultravioleta (UV), han tenido un incremento considerable. La reduccién en la
concentracién del ozono en la estratosfera ha provocado que la poblacion se encuentre a
exposicion directa a la radiaciones ultravioleta A y B (Mollineda, et al., 2015, pp. 52-61). Un informe
del departamento de Ciencias Planetarias de la Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA)
determiné que el nivel de radiacion ultravioleta en el Ecuador presenta alto riesgo para los
habitantes del pais, especialmente para las ciudades de la sierra por la altitud, latitud, y la cercania

con la linea equinoccial (Auquilla Guzméan & Quizhpe Tello , 2016).

La exposicion excesiva de la piel a la radiacion UV activa un proceso complejo asociado con
reacciones morfologicas y quimicas; dando como resultado la formacidon de especies reactivas de
oxigeno, cambios histoquimicos de diferente gravedad, espesamiento del estrato espinoso y

aplanamiento de la unién dermo-epidérmica (Romanhole, et al., 2015, p. 366-370).

La radiacion UV es absorbida por varios cromoforos en la piel, tales como melanina, ADN, ARN,
proteinas, aminoacidos aromaticos (tirosina y triptéfano) y &cido urocanico, entre otros. La
absorcion de la radiacion UV  por los cromo6foros desencadena diferentes reacciones
fotoquimicas e interacciones secundarias (Romanhole, et al., 2015). Se encuentra epidemiolégica y
molecularmente vinculada a los tres tipos mas comunes de cancer de piel, carcinoma basocelular,
carcinoma de células escamosas y melanoma maligno. Los factores genéticos también influyen

en el riesgo de enfermedades de la piel mediadas por la radiacion UV (D’Orazio , et al., 2013, pp.
12222-12248).

Los efectos ocasionados por la radiacion UV en la piel son irreversibles, y acumulativos como:
envejecimiento y patologias dérmicas, que actualmente son un importante problema de salud a
nivel mundial (Cefali, et al., 2016, pp. 346-353).



Las plantas medicinales constituyen un recurso invaluable constante expansion de preparaciones
medicinales, con una excelente ventaja de un minimo efecto secundario. La identificacion y
validacion cientifica de fuentes que contienen compuestos activos valiosos entre la biodiversidad,
puede proporcionar una cura para muchas enfermedades y trastornos (Balasubramania & Padma,
2013, pp. 4034-4037).

Muchos de estos compuestos poseen capacidades antioxidantes significativas que se asocian con
menores incidencias y tasas de mortalidad de varias enfermedades humanas (Cemeli, et al., 2009, p.
51-67). Ademas, los compuestos antioxidantes que son responsables de la capacidad antioxidante
pueden aislarse y utilizarse como antioxidantes para la prevencion y el tratamiento de trastornos
relacionados con los radicales libres (lannitti & Palmieri, 2011, pp. 1-34). De este modo muchos
enfogques de la investigacion globalmente estdn buscando identificar plantas para combatir

enfermedades asociadas con el dafio oxidativo (Balasubramania & Padma, 2013, pp. 4034-4037) .

Por lo anterior, la investigacion tiene como objetivo la determinacion de la actividad
fotoprotectora in vitro del extracto hidroalcohélico liofilizado de las hojas de Zea mays a 2000,
200 y 20 ppm para su potencial aplicacion como filtro UVB, mediante el método de muerte
celular inducida a E. coli ATCC 25922, identificando a su vez los compuestos responsables de
dicha actividad a través del screening fitoquimico y cromatografia en capa fina (TLC).

Balasubramania, Kiruthika y colaboradores en el afio 2013 realizan la primera investigacion
sobre los extractos de las hojas de Zea mays demostrando que poseen un alto contenido de
antioxidantes especialmente en las primeras etapas de crecimiento de la planta, dicha
investigacion se enfoca en: Proyeccion de Propiedades Antioxidantes de Zea mays en diferentes
periodos de crecimiento los resultados revelaron que las hojas de Zea mays poseian niveles
considerables de antioxidantes en todos los periodos de crecimiento estudiados, pero observaron
que las hojas en el décimo dia de crecimiento tenian la maxima actividad de los antioxidantes ,
seguido de cerca por las hojas en los 5 y 15 dias de crecimiento. El examen fitoquimico revel6 la
presencia de fenoles y flavonoides en las hojas de Zea mays (Balasubramania & Padma, 2013, pp. 4034-
4037). Posterior a esta investigacion se realizaron varias investigaciones con extractos de Zea
mays como: Actividad anticancerigena de los extractos de las hojas de Zea mays sobre células
Hep2 inducida por estrés oxidativo, que se centra en la capacidad de los diferentes extractos
(acuoso, metanolico y cloroférmico) de las hojas de Zea mays, los resultados obtenidos validan
que los extractos de las hojas de Zea mays son un excelente agente antiapoptético, como lo
demostr6 en su capacidad para reducir el estrés oxidativo que fue inducido en las células por
H.0,. La actividad maxima fue exhibida por el extracto metandlico seguido de los extractos

acuoso y cloroférmico (Balasubramanian & Padma, 2013, pp. 149-158). Ademas se estudia Los extractos
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de hojas de Zea mays protegen a la célula de Saccharomyces cerevisiae contra muerte celular
inducida por el estrés oxidativo; este estudio, fue realizado al igual que la anterior investigacion
descrita con tres extractos diferentes de las hojas de Zea mays, los resultados mostraron que los
tres extractos pueden aliviar efectivamente la toxicidad del estrés oxidativo. Los extractos de
hojas de Zea mays son una rica fuente de antioxidantes y pueden proteger eficazmente las células
eucariotas (células de levadura) contra el estrés oxidativo inducido por el perdxido de hidrégeno
(Balasubramania & Padma, 2013, pp. 83-92). Al obtener excelentes resultados en estas investigaciones
realizaron el estudio de Los extractos de hojas de Zea mays protegen a las células de fibroblastos
de embriones de pollo primario de la apoptosis inducida por peréxido de hidrégeno in vitro los
resultados indican que las hojas de Zea mays proporcionan proteccion a los fibroblastos de
embriones de pollo contra la muerte celular inducida por H,O; (Balasubramania, et al., 2013, pp. 638-

646).

Las investigaciones mas recientes fueron realizadas por Okokon Jude y colaboradores donde
investigan la actividades analgésica y antiinflamatoria de las hojas de Zea mays los resultados
obtenidos en esta investigacion revelan que el extracto (170-520 mg / kg) inhibi6 la inflamacién
y dolores causados por diferentes agentes flogisticos utilizados de una manera dependiente de la
dosis. EI GC-MS determind la presencia de &cidos grasos poliinsaturados y compuestos fendlicos
que pueden ser responsables de las actividades observadas del extracto, el mismo que podria ser
atil para el tratamiento de la inflamacion y patologias que causan dolor (Okokon & Koofreh Davies,
2016, pp. 73-82).

El uso de proteccion solar es esencial para combatir el dafio de la piel, por lo tanto, se esta llevando
a cabo numerosos estudios dirigidos a desarrollar formulaciones que sean seguras y eficaces,
explorando compuestos naturales de origen vegetal capaces de absorber la radiacion UV y que
posean actividad fotoprotectora . Los polifenoles, especialmente los flavonoides, que poseen

propiedades de absorcion de la radiacion serian Gtiles en este sentido (Cefali, et al., 2016, pp. 346-353).
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1.1 Luz solar

La luz solar es una energia electromagnética radiante constituida principalmente por el espectro
de luz ultravioleta (100 — 400 nm), luz visible (400 — 760 nm) e infrarroja (760 — 1.800 nm),
también estan presentes longitudes de onda corta (ionizantes) y de onda larga (microondas y
radiofrencuencia). Estas radiaciones son modificadas de manera importante por su paso a través

de la atmosfera y solamente los dos tercios de esta energia penetran la tierra (Young, et al., 2017, p.
S$100-5109)

1.1.1 Interaccion entre la radiacion electromagnética y la piel: Fototoxicologia

A lo largo de la vida, la piel se expone a diferentes longitudes de onda del espectro
electromagnético que alcanzan la superficie de la Tierra, incluyendo la radiacion UV, luz visible
e infrarroja (IR) del sol, luz artificial y fuentes de calor. Estas radiaciones tienen diferentes niveles
de penetracién cuando impactan la piel humana, como puede verse en la Fig. 1.1. Es interesante
comparar la capacidad de penetraciéon del UV-A y las radiaciones UV-B a través de la piel.
Mientras la radiacion UV-A atraviesa la dermis, la radiacion UV-B mas enérgica s6lo penetra en
la epidermis. Las radiaciones visibles e IR tienen mayor capacidad de penetracién pero,
afortunadamente, son menos energéticas. Teniendo en cuenta los efectos inducidos por la

radiacion UV sobre la piel (Leon, 2014, pp. 3-5)

UV-B UV-A VIS IR

Epidermis

Dermis

Sub-cutaneous tissue

Figura 1-1.Penetracion de la piel de las diferentes radiaciones
Fuente:(Ledn, 2014, pp. 3-5).



1.2 Radiacion Ultravioleta

La radiacion solar ultravioleta o radiacion UV es una parte de la energia radiante del sol, se
transfiere en forma de ondas electromagnéticas en cantidad casi constante (constante solar), su
longitud de onda fluctda entre 100 y 400 nm y constituye la porcidn as energética del espectro

electromagnético que incide sobre la superficie terrestre (Méndez Flores, 2011).

La radiacion solar ultravioleta es vital para el desarrollo de la vida en la Tierra; ademas,
proporciona muchos beneficios a la salud ya que interviene en la produccion de la vitamina D, en
el proceso de la fotosintesis e incluso sirve como antidepresivo. Pero sus efectos no solo son
buenos, pues también es capaz de producir perjuicios a la salud y de dafar principalmente la piel

por efecto de la radiacion UV (Mora, et al., 2012, pp. 825-837).

El dafio provocado por la radiacién ultravioleta dependera de la intensidad de la radiacion, el
tiempo de exposicion y el tipo de piel de cada persona (Narayanan et al. 2010). Los niveles de
penetracion de los rayos UVB y UVA a nivel de la piel son diferentes. EI 70% de la radiacion
UVB es absorbida por el estrato corneo de la epidermis, a diferencia de la radiacion UVA que es

absorbida entre el 70-80% por células de la dermis y melanocitos de la epidermis basal. (Young, et
al., 2017, p. S100-S109)

La potencia de los rayos UV que llega al suelo depende de un nimero de factores, tales como:

Hora del dia, Temporada del afio, Distancia desde el ecuador (latitud), Altitud, Formacién
nubosa, Reflejo de las superficies. (Mora, et al., 2012, pp. 825-837)

1.2.1 Tipos de radiacion

Aun cuando los rayos UVA y UVB constituyen s6lo una pequefia porcion de los rayos solares,
estos son la causa principal de los efectos dafiinos del sol en la piel. Los rayos UV dafian el ADN
de las células de la piel. Los canceres de piel comienzan cuando este dafio afecta el ADN de los

genes que controlan el crecimiento de las células de la piel. (Lozano, et al., 2016)

La radiacién UV se divide en tres tipos en funcién de su longitud de onda como se muestra a

continuacion:



Tabla 1-1. Tipos de radiacién UV

El extremo superior del rango

corresponde al limite con la luz
visible es la que produce el
UVA 315 - 400 nm bronceado. No tiene tanta 20%

energia.. Esta  radiacion
provoca el envejecimiento
prematuro de la piel

En este rango del espectro el
ozono atmosférico absorbe casi
el 90% de esta radiacion. Esta
radiacion provoca dafios en los
0jos y en la piel, eritemas
solares (enrojecimientos de la
piel). La sobreexposicion

uvB 280 - 315 nm puede provocar cancer de la 80%

piel. Dado que la cantidad de
radiacion UVB que llega a la
superficie estd fuertemente
relacionada con la capa de
0zono, una reduccién en esta
capa implicara un aumento en
la radiacion que llega a la
superficie terrestre.

El rango inferior de la banda
(100 nm) corresponde al limite
con los rayos X

uvC 100-280nm e

Fuente: (Lozano, et al., 2016)



1.2.2 indice ultravioleta

El indice ultravioleta (UVI) es una escala de valores recomendada por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), relacionada con la intensidad de la radiacion UV que induce el inicio del
eritema en la piel humana (Sergio, et al., 2014, pp. 1-79) .Sin embargo, es importante enfatizar
que no hay limite superior. Cuanto mayor sea el valor, mayor seré el potencial de dafio solar a la
piel y los ojos. El indice se expresa como un valor superior a cero, mientras mas alto, mayor es
la probabilidad de lesiones cutaneas y oculares y menor el tiempo en que tarda en producirse

(OMS, et al., 2013).

El indice UV es una escala de irradiacion calculada multiplicando por 40 la integral de irradiancia
eritematica CIE en vatios m-2. El término "eritema" se refiere al enrojecimiento de la piel debido
a guemaduras solares. Existen otras integrales de irradiacién que describen otros efectos fisicos y
biolégicos de la radiacion UV. Sin embargo, éste se ha convertido en el que se usa con mas
frecuencia. Para una descripcion mas completa, incluyendo el calculo de la integridad de

irradiancia eritemal de CIE (Fioletov, et al., 2016, pp. 15-19).

Existe una estrecha relacion entre el incremento de cancer de piel en poblaciones de piel clara de
todo el mundo y la exposicion excesiva a la radiacion UV solar; este incremento también esta

asociado a al contacto continuo con fuentes artificiales de radiacion UV como las camas solares
(OMS, et al., 2013).

El IUV es un vehiculo importante para aumentar la concienciacion de la poblacién sobre los
riesgos de la exposicion excesiva a la radiacion UV y para advertir a las personas de la necesidad
de adoptar medidas de proteccion. Si se impulsa a las personas a que reduzcan su exposicion al
sol, pueden reducirse los efectos perjudiciales para la salud y pueden disminuirse de forma

significativa los costos de la atencion de salud (OMS, et al., 2013).

CATEGORIA DE EXPOSICION INTERVALO DE VALORES DEL IUV

MODERADA 3A5
ALTA 6A7

Figura 2-1. Categorias de UV
Fuente: (OMS, et al., 2013)



1.2.3 Efectos bioldgicos de la radiacion UV en la salud

Las consecuencias bioldgicas que se derivan del aumento de la radiacion UV son numerosas. En
los ecosistemas terrestres, éstos afectan plantas, patdgenos, herbivoros, microbios del suelo y
otros procesos basicos. Como cada tipo de organismo reacciona a los dafios inducidos por UV de
una manera diferente, los cambios eventuales en el equilibrio pueden conducir a alteraciones
significativas en el ciclo de carbono y nitrégeno. Ademas, aparte de la dependencia de la
concentracién de ozono, la radiacién UV también se ve afectada por factores de cambio climatico,
por lo que se espera que se produzcan interacciones complejas, afectando asi de manera diversa

a los ecosistemas terrestres (Yagura, et al., 2012).

Los efectos de la radiacién UV en la salud humana estan mejor definidos. Ademas de producir
vitamina D, la radiacion UV-B esta relacionada con el cancer de piel, fotoenvejecimiento,
inmunosupresion y cataratas, por mencionar s6lo algunos de los efectos nocivos. Es ampliamente
conocido que en los seres humanos el beneficio mas importante se deriva de la produccion de
vitamina D. Sin embargo, hay un limite en esta produccion que, al pasar, conduce a la degradacion
de las vitaminas ya formadas, logrando asi niveles tdxicos. Se ha demostrado que las dosis diarias
y poco diarias de UV son suficientes para prevenir la falta de vitamina D (Lopes & McMahon, 2016,
p. 118-126).

Se especula que las ventanas y los protectores solares, que bloguean principalmente UVB y
facilitan la penetracion de UVA, dan lugar a una reduccion de los niveles cutaneos de vitamina
D, posiblemente correlacionada inversamente con el aumento de la incidencia de melanoma.
Mecéanicamente, la radiacion UV es la causa de muchos efectos destructores, como la induccion
del dafio del ADN, inseparable de los benéficos. Ademas, varias longitudes de onda UV muestran
diferentes capacidades de penetracidn de la piel, con la diversificacion en la carcinogénesis como

el resultado (Yagura, et al., 2012, p. 4277-4294).

1.3 La Piel

La piel constituye aproximadamente el 16 % de la masa corporal, es el érgano mas grande del
cuerpo. La piel esta constituida por dos capas primarias, la epidermis y la dermis, que juntas esta
formadas por componentes epiteliales, mesenquimales, glandulares y neurovasculares. La
epidermis, de origen ectodérmico, es la capa mas externa y sirve de punto de contacto del cuerpo
con el medio ambiente. Como tal, las caracteristicas bioldgicas y fisicas de la epidermis
desempefian un papel enorme en la resistencia a factores estresantes ambientales tales como

patdgenos infecciosos, agentes quimicos y UV (D’Orazio , et al., 2013, pp. 12222-12248).



Los queratinocitos son las células més abundantes en la epidermis y se caracterizan por su
expresion de citoqueratinas y formacion de desmosomas y uniones estrechas entre si para formar
una barrera fisicoquimica efectiva. La dermis, derivada del mesodermo, subyace a la epidermis 'y
alberga estructuras cutaneas incluyendo foliculos pilosos, nervios, gldndulas sebaceas y glandulas
sudoriparas. La dermis también contiene abundantes células inmunes y fibroblastos, que
participan activamente en muchas respuestas fisioldgicas en la piel (D’Orazio , et al., 2013, pp. 12222-
12248).

La epidermis, demarcada de la dermis por una membrana basal, estd organizada en capas
funcionales definidas en gran parte por caracteristicas de queratinocitos tales como tamafio,
forma, nucleacion y expresién de la queratina. Los queratinocitos epidérmicos nascentes
formados como resultado de la division celular por las células madre de queratinocitos en el
estrato basal experimentan una diferenciacion programada a medida que emigran hacia afuera
hacia la superficie de la piel para formar finalmente corneocitos, que estan estrechamente unidos
a células muertas pero intactas que forman el principio Barrera de la capa mas externa de la

epidermis (D’Orazio , et al., 2013, pp. 12222-12248).

Cornified layer

Keratins 1, 10 |Loricrin,
Involucrin Filaggrin

Cornifin

Epidermis

Spinous layer

Basal layer Keratins 5, 14

{
{
{

Melanocyte

» (Dermis) —

Figura 3-1 Estructura epidérmica y diferenciacion de queratinocitos
Fuente: (D’Orazio, etal., 2013, pp. 12222-12248).

Ademés de la creacion de una barrera fisica altamente efectiva, los queratinocitos también
acumulan pigmentos de melanina a medida que maduran, y la melanina epidérmica funciona para
bloguear de manera potente la penetracion de UV en la piel. Aunque la melanina puede
encontrarse en abundancia en los queratinocitos epidérmicos, no se fabrica en estas células. Mas
bien, la sintesis de melanina se limita a los melanocitos, que se derivan de la cresta neural y son

la segunda célula mas abundante en la epidermis (James & Nordlund, 2007, pp. 271-281).



De hecho, la mayoria de la melanina en la piel se encuentra en los queratinocitos donde se acumula
para funcionar como un "protector solar natural” para proteger la piel contra los fotones UV
entrantes. Ademas de bloquear la penetracion de UV en la piel, la melanina puede tener muchos
otros efectos fisiolégicos importantes, incluyendo influencias reguladoras sobre la homeostasis
epidérmica, barrido de radicales libres para proteger contra lesiones oxidativas y, posiblemente,

incluso la actividad antimicrobiana ( Wang, et al., 2008, pp. 679-682) .

1.3.1 Melanina

La cantidad y el tipo de melanina epidérmica es el principal factor que determina la tez de la piel
y la sensibilidad UV. La melanina es un gran bioagregado compuesto de subunidades de
diferentes especies de pigmento formado por la oxidacion y la ciclacién del aminoacido tirosina.
Intrigante, los intermedios de la melanogénesis pueden tener importantes funciones reguladoras
en la piel. La melanina existe en dos formas quimicas principales: eumelanina, un pigmento
oscuro expresado abundantemente en la piel de individuos fuertemente pigmentados, y
feomelanina, pigmento sulfatado de color claro resultante de la incorporacion de cisteinas en los
precursores de melanina. La eumelanina es mucho mas eficiente en el bloqueo de los fotones UV

que feomelanina, por lo tanto mas eumelanina en la piel, menos UV-permeable es la epidermis
(Slominski, et al., 2010, pp. 1155-1228).

Las personas de piel clara que son casi siempre sensibles a los rayos UV y tienen alto riesgo de
cancer de piel tienen poca eumelanina epidérmica y por lo tanto “reciben" mucho mas UV que
los individuos de piel mas oscura. Por lo tanto, cuanto més clara sea la piel, mas dafiina sera la
exposicion a los rayos UV. De hecho, los niveles de feomelanina son similares entre los
individuos de piel oscura y de piel clara, y es la cantidad de eumelanina epidérmica la que
determina la tez de la piel, la sensibilidad UV vy el riesgo de cancer. Los datos sugieren que la
feomelanina puede promover la lesion oxidativa del ADN y la melanomagénesis al generar

radicales libres en los melanocitos incluso en ausencia de radiacién UV (Slominski AT, 2013, p. 212).

1.3.2 Pigmentacion de la piel

La pigmentacion de la piel es uno de los rasgos fisicos humanos mas evidentes con consecuencias
sobre la susceptibilidad al cancer de piel. Las variaciones en la pigmentacion de la piel dependen
de la ubicacion geografica y la etnia de la poblacidn (Scherer & Rajiv, 2010, p. 141-153).

La coloracion de la piel se debe principalmente a la sustancia pigmentaria melanina, producida
en organulos especializados (melanosomas) dentro de melanocitos dendriticos, y transferida a

queratinocitos vecinos. Los dos tipos de melanina sintetizados en reacciones quimicas bien
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definidas son la eumelanina protectora de color oscuro y la fenomelanina ligera rojo-amarilla que
contiene azufre. Los eventos que conducen a la sintesis de la melanina son controlados por
cascadas de sefializacién que implican una serie de genes que codifican ligandos, receptores,
factores de transcripcion, transportadores de canal y muchas otras moléculas cruciales. Varias
variantes dentro de los genes involucrados en la pigmentacion se han asociado con fenotipos de
alto riesgo como piel clara, cabello castafio-rojo y ojos verde-azules. Muchas de estas variantes
también han estado implicadas en el riesgo de varios canceres de piel. Las variantes dentro del
gen de la pigmentacién clave, el receptor de melanocortina 1 (MC1R), en particular, han estado
ubicuosamente ligados con rasgos de alto riesgo y canceres de piel que implican tanto funciones
pigmentarias como no pigmentarias y probable interaccion con variantes en otros genes (Scherer &

Rajiv, 2010, p. 141-153).

La piel esta entre los determinantes mas importantes de la sensibilidad UV y el riesgo de cancer
de piel. La "Escala de Fitzpatrick™ es una escala semicuantitativa compuesta de seis fototipos que
describen el color de la piel por cutis basal, nivel de melanina, respuesta inflamatoria a los rayos

UV y riesgo de cancer (Scherer & Rajiv, 2010, p. 141-153).

La dosis eritematosa minima (MED) es un método cuantitativo para informar la cantidad de UV
(particularmente UVB) necesaria para inducir quemaduras en la piel 24-48 horas después de la
exposicion, determinando eritema (enrojecimiento) y edema (hinchazon) como puntos finales.
Cuanto mas justa sea la piel, mas facil sera para los rayos UV causar inflamacion (quemaduras
solares). MED, por lo tanto, es mas alto en personas de piel oscura ya que se necesita mas
radiacion UV para "quemar" la piel rica en eumelanina. En contraste, las personas de piel clara
cuya piel expresa predominantemente feomelanina tienen MEDs bajos. Baja fototipo Fitzpatrick

se correlaciona con ambos MED y con melanoma y otros cancer de piel riesgo (Ravnbak, 2010).

1.3.3 Respuestas cutaneas a los rayos UV

La radiacion UV tiene muchos efectos sobre la fisiologia de la piel, con algunas consecuencias
gue se producen agudamente y otros de manera retrasada. Uno de los efectos agudos mas obvios
de la radiacion UV en la piel es la induccién de la inflamacién. La radiacién UVB induce una
cascada de citocinas, mediadores vasoactivos y neuroactivos en la piel que juntos dan lugar a una
respuesta inflamatoria y provoca "quemaduras solares”. Si la dosis de UV excede una respuesta
de dafio umbral, los queratinocitos activan las vias apoptoticas y mueren. Tales queratinocitos
apoptéticos pueden ser identificados por sus nacleos picnéticos y se conocen como “células de

guemadura solar" (Skobowiat C, 2013, pp. 595-601).
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La radiacion UV también conduce a un aumento en el espesor epidérmico, denominado
hiperqueratosis. Al causar lesiones celulares, la radiacion UV induce las vias de respuesta al dafio
en los queratinocitos. Las sefiales de dafio, tales como la activacion de p53, alteran profundamente
la fisiologia de los queratinocitos, mediando el paro del ciclo celular, activando la reparacion del
ADN e induciendo la apoptosis si el dafio es suficientemente grande. Varias horas después de la
exposicion a los rayos UV, sin embargo, y las sefiales de respuesta al dafio disminuyen, los
queratinocitos epidérmicos proliferan de forma robusta, mediada por una variedad de factores de
crecimiento epidérmico. EI aumento de la division celular de los queratinocitos después de la
exposicion a los UV conduce a la acumulacion de queratinocitos epidérmicos que aumenta el

espesor epidérmico. La hiperplasia epidérmica protege mejor la piel contra la penetracion UV
(Slominski AT, 2013, p. 212).

Junto con la hiperqueratosis epidérmica es la melanizacion adaptativa de la piel, también conocida
como curtido .La radiacién UV up-regula la produccién y la acumulacién epidérmica de melanina
pigmento en la piel (McGill & Martin Horstmann, 2013, p. 707-718). Esta importante respuesta fisiol6gica
protege la piel contra los subsiguientes dafios por UV, y los defectos en esta via estan relacionados

con la susceptibilidad al cancer. (Park & Youn, 2011, pp. 23-28) .

El oscurecimiento de la piel mediada por UV es en realidad bifasico, con un oscurecimiento inicial
de la piel que se produce a partir de la redistribucion y / o cambios moleculares a los pigmentos
de melanina epidérmica existentes. Aumentos tardios en el oscurecimiento de la piel, mediada
por la real regulacién en la sintesis de melanina y la transferencia a queratinocitos, comienzan

varios horas a dias después de la exposicion a los rayos UV (Park & Youn, 2011, pp. 23-28) .

La melanizacion adaptativa es probable una respuesta fisioldégica compleja que implican maltiples
tipos de células de la piel que interactian de una variedad de maneras. La radiacion UV tiene
muchos otros efectos sobre la piel, incluyendo la induccién de un estado inmunotolerante o
inmunosupresores 'y la produccion de vitamina D mediante la conversion directa de 7-

deshidrocolesterol en vitamina D (colecalciferol) (Polefka, et al., 2012, p. 134-143).

La luz solar del ambiente, en su mayor parte, es una mezcla de UVA y UVB, sin embargo, cada

componente UV puede ejercer diferentes y distintos efectos sobre la piel ( Sklar, et al., 2013).
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La radiacion UVB, por ejemplo, es un potente estimulador de la inflamacion y la formacion de
fotolesiones de ADN (como los dimeros de timina mutagénicos), mientras que UVA es mucho
menos activo en estas medidas, pero en su lugar es un potente conductor de dafio oxidativo de

radicales libres al ADN Y otras macromoléculas (Slominski AT, 2013, p. 212).

UVB, Sunlight

N

' Eumelanin
NM 3/ Pigment-related proteins : melanogenic
M ‘enzymes, melanosomal structural
o

Figura 4-1. Mecanismos de la respuesta fisioldgica del bronceado
Fuente: (D’Orazio J, 2013, p. 12222-12248)

1.3.4 Foto envejecimiento prematuro

La exposicion repetida y prolongada a los rayos ultravioleta generan envejecimiento prematuro
de la piel o fotoenvejecimiento, este proceso estd caracterizado por cambios bioquimicos,
guimicos e histoldgicos. La radiacién UV afecta principalmente al tejido conectivo provocando
una degradacion de la elastina y colageno que provoca elastosis, intensa sequedad cutanea,

arrugas muy definidas, flacidez entre otras (Han, et al., 2014, p. 291-299)

La radiacion UVA'Y UVB son capaces de cruzar la epidermis y llegar a las dermis, estas pueden
interactuar con croméforos y fotosensibilizadores enddgenos, resultando en la generacion de
ROS causando dafio al ADN, a las proteinas Y lipidos. Ademas, la radiacion UVB puede
interactuar directamente con el ADN y generar fotoproductos de dipirimidina tales como dimeros

de pirimidina de ciclo butano y fotoproductos de pirimidona de pirimidina (Hiraku, et al., 2007, p.
205-212).

La radiacion UVB es considerada como la radiacién mas danina. La radiacién UV activa varias
vias de transduccion de sefiales relacionadas con el crecimiento, la diferenciacion, la senescencia
y la degradacion del tejido conectivo por la activacion de varios receptores de la superficie

celular. Esto incluye citocinas o receptores de factores de crecimiento como receptores del factor
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de crecimiento epidérmico (EGF), factor de necrosis tumoral (TNF), interleuquina 1 (IL-1) y
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF). Inmediata y transitoria (inflamacion, formacion
de células de quemadura solar, prurito) o retrasada y cronica (fotoenvejecimiento,
inmunosupresion, carcinogénesis). Las exposiciones a los rayos UV también se usan en la
dermatologia para tratar muchas enfermedades de la piel incluyendo psoriasis, dermatitis atopica,
vitiligo, etc (Debacq, et al., 2012, p. 236-240.).

1.3.5 Cancer de piel

El cancer de piel es una de las consecuencias de la exposicion excesiva al sol, pero también hay
otros efectos. Las quemaduras y los bronceados son los resultados a corto plazo de la exposicion
excesiva a los rayos UV, y son sefiales de dafio a la piel. La exposicion prolongada pueden causar
envejecimiento prematuro de la piel, arrugas, pérdida de la elasticidad de la piel, manchas oscuras
(pecas, algunas veces llamadas “manchas de envejecimiento” o “manchas del higado” y cambios

precancerosos de la piel (Valachovic & Zurbenko, 2014).

La exposicion solar UVR es el principal factor de riesgo para las tres formas mas comunes de
melanoma cutaneo maligno (MM), carcinoma basocelular (CBC) y carcinoma escamoso (SCC).

La exposicion a la radiacion UV provoca dafios en el ADN de la piel. (Norval & Halliday, 2011, p.
965-977)

El cancer de piel es un crecimiento no regulado de células anormales; Ilamado asi por el tipo de
células de la piel de la que se originan, por ejemplo: Basal, escamosa y melanoma. El riesgo de
cancer de piel esta fuertemente influenciado por la exposicion UV y por la pigmentacion de la

piel (Valachovic & Zurbenko, 2014).

Los canceres de piel se dividen principalmente en melanomas y canceres de piel no melanoma
(CPNM), estos ultimos incluyendo carcinomas de células basales y de células escamosas (BCC y
SCC, respectivamente). Melanoma es responsable de la mayoria de las mortalidades relacionadas
con el cancer, y los NMSC se describen tipicamente como teniendo un curso mas benigno con

caracteristicas localmente agresivas (Narayanan & Saladi, 2010, p. 978-986).
Los canceres de piel no melénicos (CPNM) comprenden los carcinomas de células basales y los

carcinomas de células escamosas. Aunque raramente son mortales, el tratamiento quirdrgico es

doloroso y a menudo desfigurante.
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Es dificil determinar la evolucion en el tiempo de la incidencia de los canceres de piel no
melanicos porque no se ha logrado un registro fiable de estos tipos de cancer. Los canceres de
piel no melanicos son mas frecuentes en las partes del cuerpo que tiene mayor exposicion a la

radiacion UV las orejas, cara, el cuello y los antebrazos (OMS, et al., 2013).

Figura 5-1. Carcinoma de Células Escamosas
Fuente: (OMS, et al., 2013)

Figura 6-1. Carcinoma de Células Basales
Fuente: (OMS, et al., 2013)

Los melanomas son menos frecuente ,pero es | principal causa de muerte por cancer de piel y su

notificacion y diagnostico correcto es mas probable que en los Los canceres de piel no melanicos.

Dentro de los factores de riesgo de melanomas tenemos

¢ En las poblaciones de piel clara es la presencia de numerosos lunares atipicos .

e Se ha comprobado en estudios experimentales que los pacientes con melanoma presentan un
menor tiempo de eritema y un enrojecimiento de la piel mas prolongada que los controles.

e Exposicidn alta e intermitente a la radiacion UV solar.

¢ La incidencia de melanoma en poblaciones de piel blanca generalmente aumenta conforme

disminuye la latitud (OMS, et al., 2013).
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Figura 7-1. Melanoma Maligno
Fuente: (OMS, et al., 2013)

1.4 Fotoproteccion

La Fotoproteccion tdpica moderna implica tanto factores protectores primarios (filtros solares)
que absorben o reflejan la radiacion UV y factores secundarios (por ejemplo, antioxidantes,
osmolitos y enzimas de reparacion del ADN) que pueden interrumpir la cascada fotoquimica
provocada por la penetracion de UV, limitando asi el dafio de la piel (Reena, et al., 2012, p. 335-342).

Los efectos de proteccion se pueden clasificar de acuerdo a mecanismos como:

e Absorcion directa de fotones

e Modulacion de la inmunodepresion

¢ Inhibicion de la inflamacion cronica

¢ Induccion de apoptosis

o Actividad antioxidante directa para neutralizar o atrapar especies reactivas del oxigeno

e Actividad antioxidante indirecta(induccion de la respuestas citoprotectoras intrinsecas que

permiten la detoxificacion de diversos oxidantes )

La Fotoproteccion es una estrategia preventiva y terapéutica fundamental frente al

fotoenvejecimiento y el cancer de piel (Hupel, et al., 2011, pp. 362-371).

1.4.1 Factor de Proteccion Solar

El Factor de Proteccion Solar (SPF) es el dato mas importante para cuantificar la efectividad de
un protector solar, siendo universalmente aceptado. El método se basa en determinar la dosis
eritematosa minima (MED), definida como la menor cantidad de energia necesaria para
desencadenar el eritema, en areas de piel protegida y no protegida. El valor de SPF se calcula
entonces como la relacion entre el MED de piel protegida y no protegida. La primera publicacion

de un método para determinar el SPF fue presentada en 1978 por la agencia estadounidense de la
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FDA, seguida por otras publicaciones de la FDA y otras agencias reguladoras internacionales
(Sergio, et al., 2014, pp. 1-79).

El Factor de Proteccion Solar (SPF 25) protege contra el 92% de la radiacién UV-B, en
comparacion con el Factor De Proteccion Solar 30+ (SPF 30+) que protege més del 97,5 %. Se
considera que un Factor De Proteccion Solar debe tener, por lo menos, un SPF 30+ y que al
adicionarle filtros UV-A, se potencie su eficacia contra el espectro de radiacion ultravioleta (UV)
(Moreno & Moreno, 2015, pp. 31-39).

Tabla 2-1. Clasificacién del FPS segin COLIPA

FPS TIPO DE INTENSIDAD
FOTOPROTECCION SOLAR
2-4-6 Bajo Baja
8-10-12 Medio Madia
15-20-25 Alto Alta
30-40-50 Muy alto Alta
+50 Ultra Muy alta

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

1.4.2 Filtros solares

Los filtros solares son aquellas sustancias que contenidas en productos cosméticos de proteccion
solar, estan destinadas especificamente a filtrar ciertas radiaciones para proteger la piel de efectos
perjudiciales de causan los rayos UV, que tienen la capacidad de interactuar con la radiacion

incidente a través de tres mecanismos basicos: la reflexion, la dispersion y la absorcion ( Schalkal
& Silva, 2011) .

La dispersion ocurre cuando los rayos UV chocan contra una pelicula o pantalla que desvia su
trayectoria, permitiendo asi la disipacién en el entorno. En la absorcion las moléculas del protector
solar absorbe la radiacion UV. Implica la incorporacion de energia en la estructura del protector,

los fotones son absorbidos hasta alcanzar la piel y conducidos en forma de calor (Moreno & Moreno,
2015, pp. 31-39).

1.4.3 Filtros quimicos u organicos

Los filtros solares quimicos absorben la energia dafiina y transforman en forma no agresiva antes
de transmitirla a la piel, estos son compuestos organicos aromaticos conjugados con un grupo
carbonilo, absorben el 95% de la radiacion en longitudes de onda de 290-320 nm. Los filtros
quimicos tienen un mecanismo de accién muy diferente al de los filtros inorganicos; por medio

de anillos aromaticos conjugados que hacen parte de su estructura, y de la excitacién y posterior
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estabilizacion de electrones, convierten la radiacién en calor. Estan divididos en filtros contra

UVB y contra UVA ( Dias da Silva Cabral, et al., 2011).

1.4.3.1 Filtros contra UV-B

El PABA fue el primer filtro solar utilizado en el mercado, tiene un pico de absorcion de 283 nm.
Mediante puentes de hidrogeno se unen fuertemente a los queratinocitos. Es resistente al agua,
alta sustantividad y eficacia. Pero pronto se limitd debido a las frecuentes reacciones cutaneas
adversas que producia, razon por la cual desde los afios 80, es comdn encontrar filtros solares

libres de PABA (Moreno & Moreno, 2015, pp. 31-39).

Esteres de PABA: son derivados del PABA con una molécula adicional de Hidrocarbono
.También es conocido como Pamidato u octil-dimetil-PABA (2-etil-hexil p-dimetil-
aminobenzeno) tiene resistencia al agua, protege hasta longitudes de onda de 311 nm, es usado

poco en cosméticos por ser derivado del PABA ( Dias da Silva Cabral, et al., 2011).

Los cinamatos son solubles en agua tiene bajo potencial irritante, se usa con frecuencia en
cosméticos fotoprotectores. Existen dos tipos octinoxato (octil-metoxi-cinamato), u OMC y
cinoxato (2-etoxi-etil-p-metoxicinamato). EI OMC es el filtro mas usado en lo protectores solares
con un pico de accion sobre longitudes de onda hasta 320 nm (UVB). El cinoxato cubre un
espectro de hasta 289 nm y es un filtro poco usado. (Moreno & Moreno, 2015, pp. 31-39)

Los salicilatos son usados para aumentar los efectos de otros filtros solares UVB, disminuyendo
la fotodegradacion. Por su alta sustantividad y efectividad, se usan en varios protectores,

combinados con filtros como avobenzona (Moreno & Moreno, 2015, pp. 31-39).

Octocrileno: el perfil de absorcion se extiende desde 290 hasta 360 nm con absorcion maxima a
307 nm. El compuesto tiene un excelente perfil de seguridad con baja irritacion, fototoxicidad y
potencial fotoalérgico. El octocrileno se puede utilizar en combinacion con otros absorbedores de
UV para lograr formulas SPF mas altas y para agregar estabilidad (Reena, et al., 2012, p. 335-342).
Ensulizol o Fenilbenzimidazol acido sinfénico es un filtro UVB selectivo, que permite casi toda
la transmisién UV A, soluble en agua, se utiliza en productos formulados para sentirse mas ligero
y menos aceitosos, como el uso diario de cremas hidratantes cosméticas (Reena, et al., 2012, p. 335-
342).
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1.4.3.2 Filtros contra UV-A

Benzofenonas son principalmente absorbentes de UVB, la oxibenzona absorbe bien a través de
UVA Il y puede considerarse un absorbente de amplio espectro. Aumenta significativamente la
proteccion UVB cuando se usa en una formula dada. La oxibenzona tiene la mayor incidencia de
dermatitis por contacto y fotocontacto de todos los filtros solares, y estas reacciones se
intensifican por la exposicion al sol o al calor.Las benzofenonas tienen una sustantividad pobre,
pero la captacion de las moléculas es detectable en la sangre y la orina después de la aplicacion
topica. Sin embargo, la absorcion sistémica parece ser de poca consecuencia biolégica. Las
moléculas se vuelven inestables con la exposicion UV a través de reacciones de oxidacion y el

consumo de reservas antioxidantes (Cole, 2001).

La oxibenzona no es fotostable y puede generar radicales de oxigeno tras la exposicion a los rayos
UV. Existe una preocupacion por su efecto endocrino y carcinégeno, aunque los estudios
cientificos actuales no han apoyado estos temores (Reena, et al., 2012, p. 335-342).

Los antranilatos son filtros UVB débiles, y absorben principalmente en la porcion cercana al UVA
del espectro. Los antranilatos son menos eficaces en este intervalo que las benzofenonas, y son

menos utilizados (Reena, et al., 2012, p. 335-342).

El butil methoxidibenzoilmetano o avobenzona proporciona una proteccion superior a través de
una gran porcién del rango UVA, incluyendo UVA I. A pesar de su eficacia y amplio espectro, la
avobenzona es intrinsecamente fotountable y puede producirse fotodegradacion significativa con
una pérdida de 50-90% de moléculas después de 1 hora de exposicion a los rayos UV. Para
aumentar la fotoestabilidad de la avobenzona, se afiaden moléculas tales como absorbente de UV

(por ejemplo, octocrileno) y filtro no UV (por ejemplo, 2, 6-naftalato de dietilhexilo) (Reena, et al.,
2012, p. 335-342).

El acido tereftalilideno dicamfor sulfénico o Mexoryl SX proporciona proteccion dentro del rango
cercano a los UVA. El compuesto es fotoestable, resistente al agua, y tiene baja absorcion

sistémica (Reena, et al., 2012, p. 335-342).

1.4.4 Filtros fisicos o inorganicos

Los filtros inorganicos, o filtros fisicos, son moléculas estables a la luz que protegen de la
radiacion ultravioleta por dispersion, reflejo o absorcién de la misma, dependiendo del tamafio de
la particula, debido a que el tamafio original es grande, los filtros son opacos y pueden alcanzar a

brindar proteccion hasta contra la luz visible, por lo cual son muy utiles en fotodermatosis como
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el lupus eritematoso sistémico y otras. Los filtros UV inorgénicos mas utilizados son: Didxido de
titanio (TiO2) y 6xido de zinc (ZnO) que funcionan bien en la luz reflectora. (Lowe, 2006, pp. 9-17).
El dioxido de titanio es un filtro UV de amplio espectro que no penetra en el estrato cérneo. Se
ha sometido a un proceso de micronizacién para mejorar la cosmesis. El dioxido de titanio
microfino proporciona fotoproteccion contra UVB y UVA Il (315-340 nm), pero carece de
cobertura dentro de UVAI (340-400 nm) (Lowe, 2006, pp. 9-17).

El 6xido de zinc es un ingrediente seguro y eficaz en los productos fotoprotectores. Es fotoestable,
no fotorreactivo,y no fotocatalitico. Tiene poco potencial para irritacién o sensibilizacién. El
oxido de zinc micronizado mas pequefio se considera como un protector UV de amplio espectro.
Aunque no es tan eficiente en la gama UVB como el didxido de titanio, este filtro UV inorganico
cubre predominantemente los espectros UVA, con proteccion en UVA 1. El 6xido de zinc también

se considera inferior como un filtro UV a los protectores solares organicos (Lowe, 2006, pp. 9-17).

1.4.5 Filtros Biol6gicos

Nuevos compuestos, especialmente de materiales vegetales, con la capacidad para absorber o
bloguear la radiacion UV han sido ampliamente investigados para el desarrollo como productos
para proteger la piel contra radiacion solar. Por lo tanto, nuestro objetivo fue realizar una revision
de la literatura de los compuestos vegetales que se la piel contra la radiacion solar cuando se
incorpora en formulaciones topicas. El término «Fito cosmética» se utiliza para referirse a

extractos de plantas o aceites con propiedades cosméticas (Cefali, et al., 2016, pp. 346-353).

1.4.5.1 Antioxidantes

El efecto antioxidante es un mecanismo clave de la actividad de proteccion fotografica de
extractos de plantas. El dafio UV de la piel depende principalmente de la generacion de especies
reactivas del oxigeno, llamadas ROS. Estas especies incluyen radicales peroxilo, radicales
hidroxilo, anién superoxido y, principalmente, sus precursores activos: ozono, peréxido de
hidrégeno y oxigeno singlete. La presencia de ROS determina la lipo-peroxidacion de la célula
de membrana y mejora el envejecimiento de la piel y dafio tisular. Los antioxidantes probinientes
de plantas pueden proporcionar nuevas posibilidades para el trataendo y prevencién de varias
enfermedades. Los extractos de planta poseen una fuente importante de antioxidantes como:
compuestos fenodlicos, polifendlicos y flavonoides, a los cuales se atribuye propiedades

fotoprotectoras (Radice, et al., 2016, pp. 144-162).
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Los antioxidantes se usan comunmente en formulaciones cosméticas para prevenir el
envejecimiento de la piel. La mayoria de estas formulaciones contienen actualmente al menos una
sustancia con propiedades antioxidantes. Los estudios publicados recientemente han informado
sobre los efectos beneficiosos de los compuestos antioxidantes derivados de plantas, en los
protectores solares porque protegen contra el dafio solar. Los compuestos con anillos aroméaticos
pueden absorber los rayos UV, especialmente UVA y UVB en un rango de longitud de onda de
200-400 nm. Por lo tanto, los compuestos fendlicos tales como flavonoides se pueden utilizar

como filtros solares (Cefali, et al., 2016, pp. 346-353).

Los flavonoides estan divididos en seis clases: flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas,
flavanoles y antocianidinas.Los flavonoles son uno de los flavonoides mas omnipresentes en
plantas, y se presentan generalmente en formas glicosiladas por asociacion con un resto de azlcar
(glucosa, ramnosa, etc.). El representante principal son la quercitina y el kaempferol. Los flavones
son menos comunes que flavonoles en las plantas. Normalmente, las flavonas estan presentes
como glicésidos o polimetoxilados derivados. Los compuestos principales de esta clase son la
luteolina y la apigenina. Las isoflavonas son estructuras similares a los estrogenos y encontrado
en plantas leguminosas. Los principales compuestos son genistein y daidzeina, presentes como

agliconas, glucdsidos, acetilglucésidos y malonilgluc6sidos (Cimpoiu , 2013, pp. 1125-1142)

Los flavonoides son la clase méas estudiada de compuestos con propiedades protectoras del sol.
Son una clase de compuestos polifendlicos sintetizados por las plantas a través de la via
metabdlica del fenilpropanoide y han sido objeto de considerable interés cientifico y terapéutico.
La quercetina (3,4'-dihidroxiflavonol) y la rutina (quercetina-3-O-B-rutinosida) son los
flavonoides mas estudiados. Los flavonoides no sdlo tienen potencial antioxidante y

anticancerigeno, sino que también protegen los sistemas renal, cardiovascular y hepatico
(Patwardhan & Bhatt, 2016, p. 129-138).

La quercetina (3, 5, 7, 3 ', 4'-pentahidroxiflavén) es un flavonoide natural méas abundante, esta
presente en varias frutas y hortalizas comunes (manzanas, uvas, Limones, tomates, cebollas,
lechuga, brdcoli, col rizada, semilla de algoddn etc.), bebidas (té, vino tinto), y varias plantas. La
quercetina es considerada como un poderoso antioxidante y quelante de iones metalicos, se cree

que la quercetina es capaz de prevenir los efectos de la luz ultravioleta y reducir el dafio oxidativo
(Svobodova, et al., 2013, pp. 137-145).
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L5 Zea mays

Figura 8-1. Zea mays
Fuente: (Yéanez, et al., 2013)

1.5.1 Clasificacion cientifica

Tabla 3-1. Clasificacién cientifica de Zea mays

Reino: Plantae Orden: Cyperales
Division: Magnoliophyta Familia: Poaceae
Clase: Liliopsida Género: Zea - maiz

Subclase: Commelinidae Especie: Zea mays —

maiz

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

1.5.2 Descripcién botanica

Zea mays es una planta monocotiledénea anual de elevado porte (60-80 cm de altura), frondosa,

con un sistema radicular fibroso y un sistema caulinar con pocos macollos. Las yemas laterales

en la axila de las hojas de la parte superior de la planta formaran una inflorescencia femenina

(mazorca) cubierta por hojas y que serviran como reserva. Las mazorcas son espigas de forma

cilindrica con un raquis central donde se insertan las espiguillas por pares estando cada espiguilla

con dos flores postiladas, una fértil y otra abortiva, en hileras paralelas (Ortega, 2015).

Las hojas que se desprenden de los nodos son alternas, lanceoladas y acuminadas, con pequefias

ligulas, naciendo en los nudos de forma alternada. Los entrenudos y las yemas florales estan
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cubiertos por una vaina. La parte superior de la planta estd compuesta de una espiga central con
algunas ramificaciones laterales que es donde se produciran los granos de polen (Inflorescencia
masculina en panicula dominante). La coloracion de la panicula est4 en funcion de la tonalidad
de las glumas y las anteras pudiendo ser verdosa o amarillenta. A lo largo del eje central las
espiguillas se distribuyen de forma polistica estando protegidas por dos glumas (superior e
inferior). La lemma del flésculo estéril es ovada, membranosa, sin nervios, mientras que el

flésculo fértil es orbicular, sin quilla. Ambas inflorescencias presentan espiguillas apareadas
(Ortega, 2015).

1.5.3 Uso medicinal

Las hojas de Zea mays tiene una historia en la etno medicina ya que eran usadas para diversos
tratamiento por lo tanto se puede asumir que no son toxicas estas tiene un efecto diurético,

actividad antidiabética, anticancerigena 'y antibacterial (Balasubramania, et al., 2013, pp. 638-646).

1.5.4 Composicion y principios activos

Estudios previos de Zea mays indican que presentan un alto contenido de antioxidantes entre ellos:
acido ascorbico, tocoferol, Carotenoides, licopeno, glutation reducido, clorofila, fenoles totales y

Flavonoides (Balasubramania & Padma, 2013, pp. 4034-4037).

155 Plantas C4

Las plantas C4 son aquellas plantas con un mecanismo de concentracion de CO2 en el que los
acidos C4 (malato, aspartato) son el primer producto de fotosintesis. EI nimero de especies de
plantas terrestres que son C4 es reducida (alrededor del 3%), aproximadamente el 50% de las
gramineas son C4 siendo un ejemplo de estas el maiz (Zea mays). Las plantas C4 tienden a estar
activas durante el verano, cuando las temperaturas son mas altas y agua del suelo mas baja. La
via C4 también da como resultado una mejora en el uso de agua y nitrdgeno en comparacién con
las plantas C3.

La posesion de un mecanismo de concentracion de CO2 que sobrepasa la fotorrespiracion tiene
un impacto en la eficiencia con la que la luz, el nitrégeno y el agua son utilizados por las plantas
y en la temperatura 6ptima para la fotosintesis. En las plantas C4, la fotosintesis esta saturada de
CO2 en el aire y las tasas de fotosintesis saturada de CO2 son a menudo més altas que en las
plantas C3.

El mecanismo C4 confiere ventajas a la eficiencia del uso del agua a las plantas C4 porque la

fotosintesis puede operar a bajas concentraciones intercelulares de didxido de carbono (c.100
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mbar), y por lo tanto menor conductancia estomatica, que en las plantas C3. La eficiencia del uso
del agua en las plantas C4 es el doble de las plantas C3 (por ejemplo, el trigo (C3) y el maiz (C4)
usan, respectivamente, aproximadamente 600 y 300 g H>O por gramo de materia seca producida).
Las plantas C4 tienen mayor gasto de energia porque generan el PEP y la enzima asociada y por

ende necesita mayor cantidad de luz. (Leegood, 2016, p. 680-688)
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CAPITULO II

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales, Laboratorio
clinico, y Laboratorio de Bromatologia de la Escuela de Bioquimica y Farmacia perteneciente a
la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, localizada en el Cantédn
Riobamba, Provincia de Chimborazo.

2.2 Recoleccion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realiz6 en la comunidad Yayulihui del Canton Quero
Provincia de Tungurahua, la planta se encontraba en estado de floracién por el mes de septiembre
del 2016 a una altura de 3091 msnm entre las coordenadas S 1°24'41.9076”,W 78°37'28.1712”

2.3 Acondicionamiento del material vegetal

Luego de la recoleccion del material vegetal se procedi6 a su limpieza, lavandolas con agua
potable para eliminar cualquier tipo de sustancias extrafias inmersas en las hojas seleccionadas.
Posteriormente fueron colocadas sobre papel periddico para su secado a una temperatura
ambiente y protegidos de la luz. Una vez seco el material vegetal se procedi6é a moler en un molino
de cuchilla giratoria marca Arthur H, Tomas C.O, para obtener particulas pequefias de 2 y 3 mm.
El material vegetal triturado fue almacenado en una funda de papel en un lugar seco y protegido

de la luz para evitar todo tipo de contaminacion.

2.4 Control de calidad de la materia vegetal

2.4.1 Determinacién del contenido de humedad

La determinacion de humedad de la muestra vegetal se realiz6 mediante el método gravimétrico

el cual se basa en la perdida en masa de la muestra por desecacion basado en la Farmacognosia

de Trease and Evans. (EVANS , 2009)
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2.4.2 Determinacién de cenizas totales

La determinacion de cenizas totales de la muestra vegetal se realizO mediante el método
gravimétrico el cual se basa del residuo obtenido de la incineracion de la muestra, basado en la
Farmacognosia de Trease and Evans. (EVANS , 2009)

2.4.3 Determinacién de cenizas solubles en agua

La determinacion de cenizas solubles en agua se realiz6 mediante el método gravimétrico, basado

en la Farmacognosia de Trease and Evans. (EVANS , 2009)

2.4.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

La determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico se realiz6 mediante el método

gravimétrico, basado en la Farmacognosia de Trease and Evans. (EVANS , 2009)

2.5 Tamizaje Fitoquimico

Se procedi6 a identificar cualitativamente los componentes quimicos presentes en las hojas de
Zea mays mediante screening o tamizaje Fitoquimico para lo cual se realizaron extracciones
sucesivas con solventes de polaridad creciente: éter etilico, etanol, y agua respectivamente segun

la Farmacognosia y Productos Naturales de Miranda Martinez y Cuellar (Miranda Martinez & Cuellar,
2010)
Luego de haber obtenido los diferentes extractos vegetales se procedié a realizar la caracterizacion

de cada extracto.Mediante reacciones selectivas se logrd identificar cualitativamente los

metabolitos secundarios presentes en las hojas de Zea mays.

2.6 Obtencion del extracto seco de hojas de Zea mays

En un frasco de vidrio ambar se colocé 50 g de material vegetal seca y triturada y 100 ml de
etanol al 70 % .y se procedi6 a sonicar en un sonicador marca por 45min posteriormente se filtrd
al vacio, el residuo solido fue desechado .El filtrado se transfirié a un balén esmerilado de 250
mL y se concentrd en un rotavapor BUCHI 461 a 60°C y presion reducida, hasta evaporar el
etanol por completo .seguidamente se procedi6 a filtrar y congelar el concentrado.

El siguiente paso fue la eliminacion del agua por liofilizacion usando manteniendo congelado el

concentrado con nitrégeno liquido hasta eliminacion completa del agua. (KINUTHIA, et al., 2016, p.
416-422.)
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2.7 Cromatografia en capa fina

Los flavonoides presentes en las hojas de Zea mays fueron identificados mediante cromatografia
de capa fina (TLC), utilizando como fase estacionaria placas de silica gel 60 F 254 marca Merck
de 10 cm de largo por 5 cm de ancho; como fase movil se utiliz6 un sistema de solventes
compuesto por: Acetato de etilo: Acido acético: Acido férmico: Agua, en proporcion (10: 1.1:
1.1:2.6) mL respectivamente; como revelador se emple6 Cloruro de aluminio al 1 % en metanol

y como potenciador de fluorescencia PEG 400 al 5% en metanol (Wagner & Bladt, 1996).

Se disolvieron 20 mg de extracto seco en 10 mL de etanol al 70% que corresponden a 2000ppm
mediante agitacion magnética por 15 min con un Agitador Vortex Modelo: Vibrate- IT,una vez
disuelto se procedid a sembrar 20 pL de la muestra en la placa de silica gel a 1 cm de distancia
del borde inferior dejandolo secar por 1 minuto. La placa sembrada fue colocada en el interior de
una cuba que contenia la fase mavil (Acetato de etilo: Acido acético: Acido formico: Agua).luego
del desarrollo de la cromatografia se dej6 secar la placa al ambiente para su posterior revelado
con cloruro de aluminio (Al Cl3) al 1 % y después sumergida en PEG 400 al 5% para mejorar su
fluorescencia. Se observé con una lampara UV maraca largo (365 nm) en la cual se pudieron

visualizar manchas redondas de color verde y se calcula los Rf.

2.8 Preparacion del estandar McFarland

Mediante el método de la FDA se realizé la preparacion del estandar McFarland que fue usado
para estandarizar la concentracion de las suspensiones bacterianas utilizadas en el ensayo de
fotoproteccion mediante la comparacion de la turbidez. Se prepard el estandar McFarland Ne 0.5
que corresponde a una suspension bacteriana con una concentracién aproximada de 1.5x108
UFC/mL, para lo cual se mezcl6 0.5 mL de Cloruro de Bario (BaCl,) al 1% con 9.5mL de Acido
Sulfarico (H2SO4) al 1 % esta reaccién produjo Sulfato de Bario precipitado apreciando una

solucion blanquecina turbia (FDA, 2015).

Para comprobar la exactitud de la turbidez se realiz6 la curva de calibracion del estandar
McFarland por espectrofotometria midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 625 nm;
este valor debe estar entre 0.08-0.1

Para determinar el Ne de estandar McFarland que corresponde a la suspension, el valor de su
absorbancia se reemplazo en la ecuacién de la recta obtenida a partir de la curva de calibracion

realizada con el estandar McFarland Ne 1, 2, 3,4,
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2.9 Efecto de proteccion solar por el método de muerte celular inducida

Aplicando el método propuesto por Avila Acevedo con pequefias modificaciones se realizd la
reactivacion de una cepa de Escherichia coli ATCC 25922, la misma que se cultivo en caldo de
infusién cerebro corazén y luego en agar Muller Hinton para su reactivacion. Se prepard una
solucion de 2000ppm de extracto de las hojas de Zea mays pesando 50 mg de extracto seco en
25 mL de etanol al 70%; las soluciones de 200 y 20 ppm se prepararon por disoluciones a partir
de la solucion de 200ppm y 200ppm respectivamente .Las suspensiones bacterianas de
concentracion 0.5 McFarland (1.5x108 UFC/mL) fueron diluidas con 5 mL solucién salina

(cloruro de sodio) al 9% de igual manera en tubos de cuarzo de 1 cm de didmetro (Avila Acevedo,
et al., 2005, pp. 301-309).

Los tubos que contenia las suspensiones bacterianas fueron colocados detras de cada uno de
los tubos que contenian los extractos de Zea mays de diferente concentracién ambas columnas
formaron unidades experimentales. Las unidades experimentales fueron irradiadas con una
lampara de UVB marca Philips Broadband TL 40 w/12 RS a una dosis de radiacion de 0.60
Jicm2.Se determind el nimero de UFC sobrevivientes a la radiacion UVB sembrando
aproximadamente 5uL de la suspensién bacteriana en agar Muller ;cada 30 minutos durante 3
horas .En el tiempo 0y 1 las bacterias fueron sembradas luego de realizar diluciones con solucion

salina al 0.9% (Avila Acevedo, et al., 2005, pp. 301-309).

Se realizd el analisis del extracto de las hojas de Zea mays y de los controles etilhexil
metoxicinamato (OMC) vy octildimetil-PABA (pamidato O) a concentraciones de 20 ppm, 200
ppm, 2000 ppm cada muestra por triplicado en tres replicas. El blanco utilizado fue el etanol al
70%.

2.10  Determinacion del factor de proteccion solar (FPS) in vitro

La determinacion del factor de proteccidn solar (FPS) in vitro de las hojas de Zea mays se realiz6
a una concentracion de 20 ppm y de igual concentracion a los controles positivos (OMC Y
Pamidato-0O), el blanco fue etanol al 70% el mismo que fue usado para disolver las sustancias
fotoprotectoras.

Se realiz6 un analisis espectrofotométrico registrando las absorbancias a diferentes longitudes de
onda comprendidas entre 290-320 nm, con intervalos de 5nm; utilizando el espectrofotometro UV
Cole Parmer S-21590 y celdas de cuarzo de 1 cm. (Goncalves, et al., 2013, pp. 122-127) .

El célculo del FPS del extracto y de los controles positivos se determind mediante la ecuacion

propuesta por Mansur.
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FPS=CFx Y320 EE G.) x1 () xAbs (1)
Donde:
EE (1) Representa el espectro del efecto eritemal
I () Representa la intensidad dl espectro solar
Abs (L) Representa la absorbancia del producto con proteccion solar
CF es el factor de correccion igual a 10
Los valores de la relacion entre el efecto eritemal y la intensidad de la radiacion para cada longitud

de onda EE (X) x I (A) son constantes como se indica a continuacion.

Tahle. 2: Mormalized product function used in the calculation of SPE.
Wavelength {nm) EE x | {mormalized)

250 0.0 50

295 0.0E1T

el 0.2874

305 03278

310 0. 1864

315 (.08 34

320 (L0180

Total [N

EE — erythemal eftect spectrum; | — Solar intensity spectrum.

Figura 1-2 Valores de EEx | preestablecidos
Fuente: (Goncalves , et al., 2013, pp. 122-127)

2.11  Determinacion del contenido de flavonoides totales

Se procedi6 a cuantificar los flavonoides totales presentes en los extractos de las hojas de Zea

mays a 3200ppm para lo cual se disolvieron 32mg de extracto seco en 10 ml de etanol al 70%.

e Posteriormente se tom¢ una alicuota de 100puL del extracto etandlico se mezcl6 con 300 pL
de solucién de Nitrito de Sodio (NaNO,) al 5% p/vy 4 mL de agua destilada.

o Se agitd la mezcla y se dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

e Transcurrido los 5 minutos sé agrego a la mezcla 300 pL de solucién de cloruro de aluminio
(AICI3) al 10 % p/v.

o Se agitd y se dejé reposar por 6 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz

e Como siguiente paso se adicionaron 2 ml de Hidréxido de sodio (NaOH) 1M.

e Seguidamente se mezclé y se dejé reposar durante por 5 minutos a temperatura ambiente 'y
protegido de la luz.

e Finalmente se procedio a registrar las absorbancias a una longitud de onda de 510 nm; el
blanco utilizado se prepar6 de la misma manera excepto la sustancia fotoprotectora (Boukhris,

etal., 2012, p. 1206-1213) .
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El contenido de flavonoides totales se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina
por gramos de extracto seco (mg EQ/g ES) los cuales fueron calculados mediante la ecuacion de
la recta A=0.001C+0.0015 establecida anteriormente obtenida a partir de la curva de calibracion
del estdndar de quercetina que fue elaborada con soluciones de 20, 40, 60, 80, y 100ppm en
metanol al 98% con un coeficiente de correlaciéon de R2 = 0.9948 (Chavez, 2016).

El ensayo se realizo por triplicado; los resultados fueron obtenidos despejando la concentracién
en la ecuacién de la recta, reemplazando el valor de la absorbancia y multiplicando el resultado

obtenido por el factor de dilucion empleado.

2.12  Determinacion de fenoles totales

Se preparo los extractos de las hojas de Zea mays a 3000ppm con etanol al 70%.

o Posteriormente se tomd una alicuota de 2ml del extracto etandlico de hojas de Zea mays se
mezcld con 0.5 mL de reactivo de Folin —Ciocalteu al 20%

e Mezclar bien por 1 minutos y dejar reposar durante 5 minutos

e Se afiadieron 0.5 mL de carbonato de sodio (NaCQ3) al 20 %

¢ Inmediatamente se afiadieron 5 mL de agua destilada y se agito por 1 minuto.

e Se dej6 reposar la mezcla por 1 hora a temperatura ambiente y protegido de la luz.

e Se centrifug6 por 4 minutos

o Se efectuaron las lecturas a una longitud de onda de 765 nm.

El contenido de fenoles totales se expresé como miligramos equivalentes de acido galico por
gramos de extracto seco (mg EGAE/QES). (Huang & Teik, 2013, pp. 122-127)

El ensayo se realizé por triplicado; los resultados fueron obtenidos despejando la concentracién
en la ecuacidn de la recta, reemplazando el valor de la absorbancia y multiplicando el resultado

obtenido por el factor de dilucion empleado.

2.13  Determinacion de la Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante del extracto de las hojas de Zea mays se evalué mediante el ensayo de
radical estable DPPH* (2,2- difenil-1-picrilhidrazil libre).

El DPPH* es un radical libre que se puede obtener directamente disolviendo el reactivo en un
solvente organico (metanol). La reduccion del DPPH* se monitorea por la disminucion de la
absorbancia a una longitud de onda caracteristica, en su forma de radical libre el DPPH* absorbe

a 515 nm y cuando sufre una reduccion por la acciéon de un antioxidante, esta absorcion
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desaparece. La disminucion del radical DPPH* proporciona un indice para evaluar la capacidad

antioxidante del compuesto que se esté analizando. (Gongalves de Oliveira, et al., 2013, p. 102-105)

e Para preparar el extracto se pes6 50 mg de extracto seco de las hojas de Zea mays y se afor6 a
25 ml con etanol al 70% obteniendo una concentracion de 2000 ppm.

o Para la determinacion de la actividad antioxidante se preparé una solucion pesando 5g del
reactivo DPPH* aforando a 250 mL con metanol al 99,83%.

e Se elabor6 una curva de calibracion del &cido gélico pesando 5 mg y aforando a 100 mL,
posteriormente se realizo diluciones a concentracion de 10,20,40,60,80,100 ppm

Para realizar el ensayo se tomo 100 uL de extracto de las hojas de Zea mays y se mezcl6 con 3,9
mL de DPPH* en metanol (60um).

o Se agitd vigorosamente se dejé reposar durante 1 hora a temperatura ambiente y protegido de
laluz.

e Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm en el
siguiente orden: a) Metanol (para encerar el equipo), b) Muestra de DPPH*, ¢) Blanco (3,9mL
Metanol+ 100uL solvente del extracto), d) Patrén (estandares de acido galico), €) Muestra de
Zea mays 2000ppm.

La inhibicidn de los radicales libres DPPH* en porcentaje (%I) se calculd de la siguiente manera

de acuerdo al autor Behnaz Tohidi,y colaboradores (Tohidi, et al., 2016, pp. 153-161)

Abs conctrol—-Abs muestra
1%= X 100

Abs conctrol

Donde:

%I=Porcentaje de inhibicién de los radicales libres

Abs control= Absorbancia de la muestra de la reaccion control que contienen los reactivos
excepto de prueba.

Abs muestra= Absorbancia del extracto de las hojas de Zea mays

Posteriormente se determind Actividad antioxidante IC50 del extracto etandlico de Zea mays

mediante la ecuacion de la recta
2.14  Analisis de datos
Los datos de las unidades formadoras de colonias (UFC) sobrevivientes, fueron obtenidos en tres

ensayos cada uno por triplicado de cada muestra a diferentes concentraciones, tanto para los

controles positivos como para el extracto etandlico de hojas de Zea mays (20 ppm, 200 ppm, 2000
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ppm), los cuales fueron transformados a las &reas bajo la curva para su respectivo anélisis
estadistico.

El tratamiento de los datos se realizd6 mediante el programa estadistico SPSS STATICS 21
aplicando el disefio de blogues Aleatorios utilizando pruebas no paramétricas, de este la prueba
de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para determinar la normalidad y permite medir el grado
de concordancia que existe entre la distribucion de un conjunto de datos y una distribucion teérica

especifica. Posterior se realizd Anova de un factor y prueba de tukey.
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CAPITULO 11

3 MARCO DE RESULTADOS ANALISIS Y DISCUSION

3.1 Control de calidad de la materia vegetal

Al someter al material vegetal a las pruebas de control de calidad descritas anteriormente en el
Capitulo I1 se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 1-3. Determinacion del Control de calidad de las hojas de Zea mays

PARAMETRO Zea mays LIMITES ACEPTADOS
(Real Farmacopea Espafiola
2002)

Contenido de Humedad 11.17+0.87% 14%

Contenido de Cenizas 4.3+0.26% 5%

Totales

Contenido de Cenizas 1.5+0.11% 2%

Solubles en Agua

Contenido de Cenizas 0.32+0.038% 1%

Solubles en Acido

Clorhidrico

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

3.1.1 Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad fue determinado mediante el método gravimétrico basado en la perdida
en masa de la muestra por desecacion, obteniendo como resultado un valor de 11.17% de
humedad de la droga cruda de las hojas de Zea mays, dicho resultado se encuentra dentro de los
limites establecidos por la Real Farmacopea Espafiola 2002 donde nos establece que el valor
debe encontrarse en un maximo de 14%. El resultado obtenido puede evitar procesos enzimaticos
de degradacion de los metabolitos presentes o proliferacién de microorganismos, desencadenando
la pérdida de su accion cosmecéutica, garantizando de esta manera la estabilidad y calidad de la

droga vegetal durante el desarrollo de la investigacion.
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3.1.2 Determinacién de cenizas Totales

El contenido de cenizas totales fue determinado mediante el método gravimétrico, el cual se basa
en el residuo obtenido de la incineracion de la muestra. El resultado que se obtuvo en este analisis
fue 4.3 %, este porcentaje se encuentra dentro de los limites establecidos por la Real Farmacopea
Espafiola 2002 donde nos establece que el valor debe encontrarse en un méaximo de 5%.Este
parametro de calidad analizado nos permite conocer la calidad del material vegetal, ya que un

porcentaje bajo descarta la posibilidad de contaminacién.

3.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

El contenido de cenizas solubles en agua fue de 1.5 % este porcentaje se encuentra dentro de los
limites establecidos por la Real Farmacopea Espafiola 2002 donde nos establece que el valor
debe encontrarse en un maximo de 2%,lo que indica que hubo un contenido bajo de materia

organica en la droga cruda de hojas de Zea mays .

3.1.4 Determinacion de cenizas solubles en acido clorhidrico

La determinacion de cenizas solubles en acido clorhidrico se realizd6 mediante el método
gravimétrico, obteniendo un resultado de 0.32%, este porcentaje se encuentra dentro de los limites
establecidos por la Real Farmacopea Espafiola 2002 donde nos establece que el valor debe
encontrarse en un maximo de 1%, dicho resultado es un indicativo de ausencia de contenido de
arena y tierra silicea.

Los resultados obtenidos en el control de calidad de la droga cruda, permitié conocer que cumplia

con todos los parametros establecidos para la realizacion de la presente investigacion.

3.2 Tamizaje Fitoquimico

Se realiz6 el tamizaje fitoquimico para identificar los metabolitos secundarios presentes en las
hojas de Zea mays, mediante reacciones de coloracion y precipitacion. La extraccion de los
metabolitos secundarios se realizé con solventes de polaridad creciente: éter etilico, etanol, y agua
respectivamente.

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico fueron los siguientes :en el extracto etéreo se
pudo identificar la presencia de aceites y grasa mediante la reaccion de Sudan, Triterpenos y
esteroides a través de la reaccion de Lieberman- Burchard con una coloracion de verde oscuro,
en el extracto alcohdlico se pudo observar cualitativamente la presencia de catequinas |,

compuestos fenodlicos mediante la reaccion de Cloruro Férrico con una coloracion de verde
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intenso, ademas la presencia de flavonoides con la reaccion de shinoda y Antoncianidina. En el
extracto acuoso se ratifico la presencia de aceites y grasas, Compuestos fendlicos, y flavonoides
mediante reacciones de identificacion descritas anteriormente para cada compuesto.

Gracias a los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de las hojas de Zea mays se
evidencié la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides que poseen propiedades
antioxidantes los cuales son de gran interés en el presente estudio para la determinacion de la
actividad fotoprotectora.

Los resultados corroboran estudios anteriores sobre extractos de las hojas de Zea mays en la cual

identifican la presencia de compuestos fendlicos y los flavonoides y la ausencia de alcaloides en

las hojas de Zea mays. (Balasubramania & Padma, 2013, pp. 4034-4037)

Tabla 2-3 Resultados del tamizaje fotoguimico de hojas de Zea mays

ENSAYO TIPO DE EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
Sudéan Aceites y grasas * N/A 1FF

Dragendorff Alcaloides - - -
Mayer Alcaloides - -
Wagner Alcaloides - - -

Balget Lactonas y - - N/A
coumarinas

Lieberman- Triterpenos y ++ (Verde ++ (Verde N/A

Burchard esteroides 0SCuro) 0Scuro)

Catequinas Catequinas N/A + N/A
Resinas Resinas N/A - N/A
Fehling Azucares N/A - -

reductores
Espuma Saponinas N/A - -
Cloruro Compuestos N/A +++ (Verde +++ (Verde
Férrico fendlicos intenso) intenso)

Borntrager Quinonas N/A - N/A

Shinoda Flavonoides N/A ++ AHr
Antoncianidina  Antoncianidina N/A + N/A
Mucilagos N/A N/A -
Nihidrina N/A - N/A
(+++)Abundante (++) Moderado (+) Escaso (-)Ausencia (N/A) No aplica

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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3.3 Extracto seco de hojas de Zea mays

Finalizado el proceso de liofilizacion se obtuvo un polvo fino y homogéneo de color amarillento

el mismo que fue sellado y guardado en un desecador para evitar la hidratacion.

3.4 Cromatografia en capa fina

Quercetina-3-O-glucosido
Quercetina-3-O-glucorénido
' Quercetin-3-O-rhamnoside

Kaempferol-3-O-gentiobiosido
Quercetina-3-galactosil-7-0O-ramnoésido

Figura 1-3. Cromatografia en capa fina del extracto de Zea mays
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

Tabla 3-3. Posibles compuestos identificados en hojas de Zea mays por TLC

Zea mays
Compuesto  Rf Posibles compuestos identificados Rf

1 004 e

2 0.33  Quercetina-3-galactosil-7-O-ramndsido 0.34
Kaempferol-3-O-gentiobiosido 0.30

3 0.52 Quercetin-3-O-rhamnoside 0.48

4 0.58 Quercetina-3-O-glucorénido 0.55

5 0.65 Quercetina-3-0O-glucdsido 0.64

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

Mediante cromatografia se obtuvo un perfil cromatégrafico de los compuestos de tipo flavonico,

en las hojas de Zea mays evidenciando los Rf que se detallan a continuacién los cuales fueron
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comparados con datos bibliogréficos para su posible identificacion. Con el uso de una lampara
UV a una longitud de onda de 365 nm se pudo apreciar la presencia de cuatro compuestos de
interés, los cuales se presumen que son los siguientes: Quercetina-3-galactosil-7-O-ramnosido o
Kaempferol-3-O-gentiobidsido con un Rf de 0.33, Quercetin-3-O-rhamnosidecon un Rf de 0.52,
Quercetina-3-0O-glucorénido con un Rf de 58 y Quercetina-3-O-glucésido con un Rf de 0.65.
Dichos compuestos se asumen que pueden ser los responsables de la actividad fotoprotectora ya

tienen propiedades antioxidantes.

Segun Gupta, Alka en el afio 2016 menciona que la quercetina y sus derivados han mostrado un
gran potencial antioxidante frente a los efectos de fotodegradacion en la piel ya que inhibe el dafio

oxidativo inducido por irradiacion UVB. (Gupta, et al., 2016, pp. 248-252)

Harborne y Williams (1976) han llevado a cabo extensas investigaciones quimiotaxonémicas de
flavonoides de la familia Poéceas, a la cual pertenece Zea mays Yy detectd la presencia de
compuestos flavénicos de tipo glucosidico entre ellos la flavona C-glicdsidos vy tricina en
extractos hidrolizados de la mayoria de las especies de esta familia. En extractos no hidrolizados,
el tricin-5-glucosido podria ser identificado por medio de Cromatografia en capa fina, ya que este
compuesto da una mancha fluorescente caracteristica. Sin embargo, la mayoria de los otros

glicosidos no se estudiaron en detalle. (Bouaziz, et al., 2001, pp. 849-851)

3.5 Preparacion del estandar McFarland

Se realiz6 una curva de calibracion para identificar la concentracion del estandar McFarland N.0.5

Tabla 4-3. Estandar McFarland
N° estandar  Absorbancia 625
McFarland ppm

1 0,169
2 0,389
3 0,561
4 0,801
X=0,58 0,082

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Grafico 1-3. Curva de calibracién del estandar McFarland
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

Luego de realizar la curva de calibracion del estdndar McFarland se obtuvo la absorbancia de la
muestra de 0.082; dicho valor se encuentra dentro del rango establecido (0,08-0.1) para el estandar
McFarland N 0.5. Al reemplazar la absorbancia obtenida en la ecuacién de la recta se obtuvo un
valor de 0.58, lo que es un indicativo de que la muestra corresponde al estandar McFarland No
0.5.

A través de la curva de calibracion del estandar McFarland No 0.5 se pudo identificar que
aproximadamente esta presentaba una suspension bacteriana homogénea de E. coli a una
concentracion de 1.5 x10® UFC/mL. Mediante este ensayo permitié la preparacion de inéculos

normalizados para el uso en el ensayo de la actividad fotoprotectora de Zea mays

3.6 Efecto de proteccion solar por el método de muerte celular inducida

La actividad fotoprotectora se evalu6 mediante muerte celular inducida por UV-B usando un
modelo celular de E. coli.

Los datos obtenidos en este ensayo tanto para los controles como para los extractos de diferente
concentracion, fueron en Unidades formadoras de colonia (UFC) sobrevivientes. EI nimero de
bacterias supervivientes se detectd de acuerdo con el método de dilucién en diferentes periodos

de tiempo.
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Tabla 5-3. Efecto fotoprotector del control positivo etilhexil metoxicinamato (OMC)

76000000 84000000 8088888,9 88888888,9
(£144222051)  (+5431390,25) (+9752492,56)  (+17524585,9)

0 1188888,89  2433333,33 5177777,78
(+284800,125)  (+403112,89) (£556277,31)

0 2688,89 3555,56 5355,56
(+679,05) (+487,62) (£343,19)

0 0 2155,56 3111,11
(+240,370) (+266,67)

0 0 0 1000
(+282,84)

0 0 0 0
0 0 0 0

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

Tabla 6-3. Efecto fotoprotector del control positivo octildimetil-PABA

76000000

84222222,2 87555555,6 90666666, 7

(+14422205,1)  (+827311576) (+11215069,2)  (+12961481,4)
0 588888,89 2044444,44 431111111
(£176383,42)  (+328295,26)  (+257120,81)
0 844,44 3933,33 4822,22
(£240,37) (+400) (+737,86)
0 0 711,11 1511,11
(£226,08) (£247,21)
0 0 0 355,56
(+218,58)
0 0 0 0
0 0 0 0

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017



Tabla 7-3. Efecto fotoprotector del extracto de las hojas de Zea mays

76000000 82000000 841111111 87333333,3
(+14422205,1)  (+2121320,34) (+4284986,71) (+2598076,21)
0 1888888,89 1822222,22 1877777,78
(£252212,43)  (+210818,51)  (+258736,24)
0 3644,44 3666,67 3211,11
(+455,83) (+489,90) (+176,38)
0 700 1144,44 1888,89
(£132,29) (+166,67) (£176,38)
0 0 911,11 1200
(+105,41) (+158,11)
0 0 0 980
(£557,31)
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
20,000
18,000 \
16,000
14,000 N
$12,000
IS
£10,000
)
Q 8,000 (]
6,000
4,000
2,000
0,000
0 30 60 90 120 150 180
TIEMPO (MIN)
¢ BLANCO B OMC20ppm A PAMIDATO 20 ppm
Zea mays 20 ppm Lineal (BLANCO) Lineal (OMC 20 ppm)
Lineal (PAMIDATO 20 ppm) Lineal (PAMIDATO 20 ppm) Lineal (Zea mays 20 ppm)
BLANCO OMC 20 ppm PAMIDATO 20 ppm Zea mays 20 ppm
y=-0,6049x +18,146 y=-0,2028x+19,158 y=-0,2043x+18,763 y=-0,1478x+18,354
R?=1 R?=0,9824 R?=0,9953 R?=0,9772

Grafico 2-3. Efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida de E. coli. por UV-

B Blanco, OMC 20 ppm, PAMIDATO 20 ppm, Zea mays 20 ppm
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Gréfico 3-3. Efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida de E. coli. por UV-B

Blanco, OMC 200 ppm, PAMIDATO 20 ppm, Zea mays 20 ppm
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Gréfico 4-3. Efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida de E. coli. por UV-B

Blanco, OMC 2000 ppm, PAMIDATO 2000 ppm, Zea mays 2000 ppm
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Los resultados mostraron que la poblacion bacteriana de concentracion 1.5 x10® UFC sin
proteccion (Blanco) alcanz6 la muerte celular a los 10 minutos de someterle a radiacion UV-B
con una disminucidn de las UFC sobrevivientes igual a cero .Posterior a los 30 minutos del ensayo
se observa que las UFC sobrevivientes van disminuyendo considerablemente tanto para los
controles como para el extracto etandlico de las hojas de Zea mays es decir que todas las muestras
analizadas poseen actividad fotoprotectora a las diferentes concentraciones; siendo las UFC
sobrevivientes directamente proporcional a la concentracion. El extracto hidroalcoholico de hojas
de Zea mays protegieron sus respectivas poblaciones bacterianas de una manera similar a los
controles positivos etilhexil metoxicinamato (OMC) y octildimetil-PABA (Pamidato O) ya que
no alcanzaron la muerte celular hasta los 60 min en todas las concentraciones analizadas.
Transcurridos los 90 min del ensayo se puede apreciar una disminucién considerable de las UFC
sobrevivientes de los controles positivos en las concentraciones de 200 ppm y 2000 ppm
identificando que para la concentracion de 20 ppm los dos controles hay muerte celular, en tanto
gue para el extracto de las hojas de Zea mays tuvo mejor eficiencia ya que la poblacién bacteriana
protegidas con este extracto no alcanzé muerte celular identificando las UFC sobrevivientes tanto
para la concentracion de 20 ppm ,200 ppm, 2000 ppm. En el tiempo 120 min se evidenci6 las
UFC sobrevivientes para los controles positivos solo para la concentracion de 2000 ppm, mientras
que para el extracto etandlico de las hojas de Zea mays.Las UFC sobrevivientes se evidenciaron
en la concentracion de 200 ppm y 2000 ppm. Las UFC sobrevivientes en tiempo 150 min para los
controles positivos fue nula es decir que hubo muerte celular; en cambio para el extracto de las
hojas de Zea mays present? actividad fotoprotectora a una concentracion de 2000 ppm verificando

que presenta un efecto fotoprotector significativo a mayor tiempo que los controles positivos.

Avila Acevedo y colaboradores en el afio 2005 public6 una investigacion, en la cual determina la
actividad fotoprotectora de Buddleja escorpioides, mediante el método de muerte celular inducida
a Escherichia coli ATCC 25922, en esta investigacion el control positivo fue ethylhexyl

methoxycinnamate identificando un menor efecto fotoprotector que los extractos analizados
(Avila Acevedo, et al., 2005, pp. 301-309)

Garcia Bores Ana y colaboradores en el afio 2010 publicé una investigacion en la cual realiza la
determinacion de la Actividad fotoprotectora de polifenoles de Yucca periculosa , mediante el
método de muerte celular inducida a Escherichia coli ATCC 25922 basandose en la investigacion
de Avila Acevedo realizada en el afio 2005,en esta investigacion menciona que la exposicion de
un cultivo bacteriano a radiacion UVB produce un rapido descenso de la poblacion bacteriana

debido al dafio al ADN \ alpha 46 \ beta. La supervivencia celular tratada con el extracto analizado
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y el tiempo de 150 min fueron similares a los de Parsol (ethylhexyl methoxycinnamate) el

compuesto activo de los filtros solares comerciales. (Garcia Bores, et al., 2010, pp. 100-108)

3.7 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realizd con los datos de area bajo la curva obtenidos de los controles
positivos y el extracto hidroalcoholico liofilizado las hojas de Zea mays a concentraciones de:
20, 200, 2000 ppm. Mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para
determinar la normalidad de los datos estas pruebas reportaron que los datos se encuentran
normales, identificando la normalidad de la distribucién en ambas pruebas

Se aplico el test de ANOVA de un factor, para verificar si existe diferencia entre los indices de
fotoproteccién.

Tabla 8-3. Test Anova de un factor para el indice de fotoproteccion

Suma de gl Media cuadrética F Sig.
cuadrados
11375644767294 12639605296993
Inter-grupos 9 5,895 ,000
58820,000 9872,000
17151596350772 21439495438465
Intra-grupos 80
37760,000 472,000
28527241118066
Total 89
96400,000

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

Planteamiento de la hipétesis:

Ho: No existe diferencias en los fotoprotectores (etilhexil metoxicinamato , octildimetil-PABA y
Zea mays) en indice de fotoproteccion p >0.05

H1: Existe diferencias en los fotoprotectores (etilhexil metoxicinamato, octildimetil-PABA 'y Zea
mays) en indice de fotoproteccion p <0.05.

Decision:

Existe argumentos para desechar Ho, porque el nivel de significacion es menor a 0.05 (0.00) por
lo tanto existe diferencia significativa en los fotoprotectores (etilhexil metoxicinamato,

octildimetil-PABA y Zea mays) con respecto al indice de fotoproteccion.

3.8 Factor de proteccion solar (FPS) in vitro

El factor de proteccidn solar del extracto etandlico de las hojas de Zea mays y de los controles se
determind a una concentracion de 20 ppm la misma concentracién minima utilizada en el ensayo

de Fotoproteccion, calculando mediante la ecuacion de Mansur.
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Tabla 9-3. Resultados del Factor de Proteccion Solar (FPS) in vitro

. Extracto etanlico de lashojas =~ 6.8(x0.09)
de Zea mays
etilhexil metoxicinamato (OMC) 16.88 (+0.34)
(OMC)
Pamidato-O (PAD) 14.59 (£0.57)

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Gréfico 5-3 Comparacion de resultados del FPS in vitro
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

Los resultados obtenidos en este ensayo determind un valor de FPS de 6.8+0.09 para el extracto
etandlico de las hojas de Zea mays 16.88+0.34 para el control ethylhexyl methoxycinnamate
(OMC), 14.59+0.57 para el control octildimetil-PABA (Pamidato-O) apreciando el factor de
proteccion méas alto para el control etilhexil metoxicinamato (OMC) seguido por el control
octildimetil-PABA (Pamidato-O) y posteriormente del extracto etandlico de las hojas de Zea
mays, el cual se encuentra en un rango medio segun la clasificacion COLIPA. Este valor de FPS
del extracto puede deberse a la concentracion con la que se realizo esta determinacion ya que fue
de 20 ppm, la concentracién minima con la que se realizd el ensayo de actividad fotoprotectora
por muerte celular inducida con E. coli.

Los filtros solares deben tener dos actividades: primero, proporcionar un FPS mayor de 15 vy,

segundo, tener propiedades antioxidantes. (Avila Acevedo, et al., 2005, pp. 301-309)
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3.9 Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determiné mediante el método espectrofotométrico con
cloruro de aluminio (AICIs); para lo cual se tom6 como referencia la ecuacion de la recta que
A=0.001C+0.0015 (R?=0.9948) corresponde a la curva de calibracion del estandar de quercetina
propuesta anteriormente por un estudio similar (Chavez, 2016).

El ensayo se realiz6 con una concentracion del extracto de 3200ppm del cual se tomé una alicuota
de 100 pL con el proposito de que la absorbancia obtenida se encuentre dentro de la curva de
calibracion del estandar de quercetina. Posteriormente se realizo los célculos, reemplazando el
valor de la absorbancia obtenida en la ecuacidon de la recta propuesta anteriormente; dando como
resultado una concentracion de 57.5 ppm a partir de la cual se procedio a realizar los calculos para
obtener el contenido de flavonoides totales expresados en mgEQ/g de extracto seco y en %EQFT.

Obteniendo de esta manera los resultados expresados en la siguiente tabla:

Tabla 10-3. Contenido de Flavonoides Totales en hojas de Zea mays

mg Equivalentes de g Equivalentes de

quercetina /g de quercetina /100 g de
extracto seco extracto seco
(% EQFT)
158.41+0,91 15.841+0.12

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

El contenido de flavonoides totales presentes en las hojas de Zea mays fue de 158.41 mg
Equivalentes de quercetina /g de extracto seco, lo que significa que existe 15.84 g Equivalentes
de quercetina /100 g de extracto seco (% EQFT).EI contenido de flavonoides presentes en las
hojas de Zea mays corroboran en los resultados obtenidos en el ensayo de Fotoproteccion donde
estos filtros naturales bloquean o neutralizan la radiacion UV con buena eficacia.

Kiruthika, Balasubramanian y colaboradores en el afio 2013, realizaron una investigacion acerca
de Propiedades Antioxidantes en la hojas de Zea mays en diferentes periodos de crecimiento, en
la que observaron que las hojas en el décimo dia de crecimiento tenian la maxima actividad de
los antioxidantes especialmente la presencia de fenoles y flavonoides (Balasubramania & Padma, 2013,
pp. 4034-4037), sin embargo en esta investigacion no se cuantifico los flavonoides totales, pero fue

reportada su presencia de los mismos en las hojas de Zea mays .
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3.10  Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind mediante el método espectrofotométrico con el
reactivo de Folin —Ciocalteu al 20%; para lo cual se tom6 como referencia la ecuacién de la recta
A=0.1925 C+5.05x10* (R?=0.9909) correspondiente a la curva de calibracién del estandar de

acido gélico con soluciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm respectivamente.

Tabla 11-3. Absorbancias del estandar de acido galico

Concentracion de Absorbancia
acido gélico
20 0,203
40 0,21
60 0,226
80 0,233
100 0,242

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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0,22 —e— ACIDO GALICO

Absorbancia
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concentracion de acido gélico (ppm)

Gréfico 6-3. Curva de calibracion del acido galico
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Tabla 12-3. Contenido de fenoles totales en las hojas de Zea mays

- mg Equivalentes de Acido g Equivalentes de Acido

Gaélico /g de extracto seco  Galico /100g de extracto
seco

Extracto etandlico de las 128.22+1.55 12.822+0.155

hojas de Zea mays

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

El contenido de fenoles totales presentes en las hojas de Zea mays fue de 128.22 mg Equivalentes
de Acido Galico /g de extracto seco lo que significa que existe 12.822 g Equivalentes de Acido
Gélico /100g de extracto seco.

Kiruthika Balasubramanian en el afio 2013 realiza una investigacion en la cual, mediante el
cribado fitogquimico identific6 compuestos fendlicos y flavonoides como los principales
componentes antioxidantes en las hojas de Zea mays. Los efectos protectores del cancer se han
atribuido a los flavonoides y compuestos fendlicos mediante una amplia variedad de mecanismaos,
incluyendo la eliminacion de radicales libres, enzimas modificadoras que activan o desintoxican

carcindgenos (Balasubramanian & Padma, 2013, pp. 149-158).

Chathurika Wijewardana y colaboradores en el afio 2016 en una investigacion denominada
“Efectos interactivos sobre el CO2, la sequia y la radiacion ultravioleta-B sobre el crecimiento y
el desarrollo del maiz”. Identifico un aumento de la concentracion fendlica bajo tratamiento UV-
B, lo que implica que las plantas conservan mecanismos para proteger los tejidos subyacentes
contra la radiacion dafiina. Algunos estudios indican que la radiacion UV-B induce la
acumulacién de compuestos fendlicos en la planta al activar su biosintesis, que podria ser un
mecanismo protector contra la radiacion UV-B. (Wijewardana & W. Brien Henry , 2016, p. 198-209). Lo
que corrobora la importancia compuestos fenolicos en las hojas de Zea mays.

3.11 Capacidad captadora de radicales libres

La capacidad antioxidante del extracto de las hojas de Zea mays se evalu6 mediante el ensayo de
radical estable DPPH* (2,2- difenil-1-picrilhidrazil libre), para lo cual se realizé una curva de
calibracion del DPPH* a concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 respectivamente con la finalidad
de encontrar una absorbancia adecuada del extracto que se encuentre dentro de la curva de
calibracion de acido gélico.
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Tabla 13-3. Absorbancias de estandar de acido galico con DPPH*

Concentracion de Absorbancia
acido gélico
10 0,599
20 0,483
40 0,340
60 0,216
80 0,099
100 0,078

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Gréfico 7-3. Curva de calibracién de estandar de acido galico
Realizado por: BARRERA, Ana, 2017
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Tabla 14-3 Resultado de Actividad Antioxidante ICso del extracto de Zea mays

Actividad Antioxidante VALORES DE

ICso del extracto etandlico de Zea mays REFERENCIA
1Cso

4.8+0.57 (ug mL™) Optimo 1Csp <15 pg mL?)
Bueno 15ug mL?1 < ICs < 50
Hg mL*)

Promedio 50 pg mL* pg mL
ICs0 <100 pg mL?)
Débil 1Csp >100 pg mL™)

Realizado por: BARRERA, Ana, 2017

Se evalud la actividad antioxidante del extracto etanélico de la hojas de Zea mays a través del
célculo de porcentaje de radicales DPPH* capturados. El porcentaje de inhibicion de los radicales
libres fue de 29.4%.Posterieomente se reemplazd el valor del porcentaje de inhibicion en la
ecuacion de la recta y se obtuvo un valor de 4.8+0.57 (ug mL™?) lo cual nos muestra que esta en
un valor optimo segun la clafificacion de Francislene J, M.y Caneschi, C.2016. EIl resultado

pueden justificarse con el contenido de flavonoides presentes en el extracto etandlico.
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CONCLUSIONES

1. El extracto hidroalcoholico liofilizado de las hojas de Zea mays presentd actividad
fotoprotectora in vitro frente a la radiacion UVB, la capacidad fotoprotectora del extracto
hidroalcoholico liofilizado depende de su concentracion, es decir a mayor concentracion
mayor actividad fotoprotectora.El extracto de Zea mays a una concentracion de 2000 ppm
exhibi6 un caracter fotoprotector mayor sobre Escherichia coli con respecto a los controles
positivos etilhexil metoxicinamato (OMC) y octildimetil-PABA (pamidato O) ensayados a la
misma concentracién, hecho que se verifica por la presencia de UFC en el caso del extracto

hasta los 150 min y en los controles hasta los 120 min.

2. El tamizaje Fitoguimico permiti6 identificar cualitativamente la presencia de varios
compuestos presentes en las hojas de Zea mays destacandose entre estos: aceites, grasas,
triterpenos, esteroides, catequina, compuestos fenodlicos, flavonoides, antocianidina. La
actividad fotoprotectora se atribuye a la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y
antocianidinas. A través de la cromatografia en capa fina (TLC) se pudo separar e identificar
la posible presencia de compuestos flavonicos como: Quercetina-3-galactosil-7-O-ramndsido
o Kaempferol-3-O-gentiobidsido, Quercetin-3-O-rhamnoside, Quercetina-3-O-glucorénido,
Quercetina-3-0O-glucésido mediante la comparacion de los Rf consultados en bibliografia.

3. La determinacion del factor de proteccion solar (FPS) in vitro se realizO mediante
espectrofotometria aplicando la ecuacion de Mansur: todas las muestra se analizaron a una
concentracion de 20 ppm tanto el extracto de las hojas de Zea mays como los controles
positivos obteniendo un factor de proteccion solar del extracto de 6.8 (£ 0.09) este valor es
menor que el control etilhexil metoxicinamato (OMC) que obtuvo un factor de proteccion solar
de 16.88 (x£0.34) de igual manera es menor que el control octildimetil-PABA (pamidato O)
con un factor de proteccién de 14.59 (x0.57) , encontrandose el factor de proteccién solar del

extracto de las hojas de Zea mays en un rango medio segun la clasificacion COLIPA
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RECOMENDACIONES

¢ Durante el ensayo es recomendable tomar todas las medidas de Bioseguridad en el Laboratorio

para evitar tanto errores en los resultados como contaminacion personal.

e En el ensayo de Fotoproteccion por muerte celular inducida con Escherichia coli se
recomienda realizar las diluciones de suspension bacteriana necesarias, especialmente en el

tiempo 0y 1 con el objetivo de obtener un UFC sobrevivientes que sea de facil contabilidad.

o Durante el ensayo de muerte celular inducida con Escherichia coli se recomienda realizar una
homogenizacion y pipeteo adecuado de las suspensiones bacterias que permitan tomar la
muestra para la siembra con una probabilidad de tomar la misma cantidad de bacterias muertas

como de bacterias vivas y de esta manera obtener datos confiables.

e Es recomendable para la preparacion de las suspensiones bacterianas de E. coli tomar las
colonias en la fase exponencial de crecimiento, ya que en esta fase las bacterias consumen los
nutrientes del medio a velocidad maxima, lo que permitiria obtener colonias de gran tamafio

después de realizar la siembra nuevamente.

e Se recomienda realizar estudios toxicoldgicos de las hojas de Zea mays para que puedan ser
aplicados en la industria cosmética ya que segun estudios realizados posee compuestos

antioxidantes que le confiere algunos beneficios.

e Impulsar el estudio farmacognésico y fitoquimico de especies vegetales del Ecuador
especialmente de la zona Andina con potencial actividad fotoprotectora, pues muchas de ellas
contiene cantidades significativas de antioxidantes que necesitan determinarse, fomentando

de esta manera el conocimiento ancestral y contribuyendo a la investigacion cientifica.
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ANEXOS

ANEXO A: Andlisis estadistico del efecto fotoprotector

Tabla 1-A. Resultados de las areas bajo la curva de las sustancias fotoprotectoras a 20 ppm de
supervivencia bacteriana de Escherichia coli

BLANCO OMC 20 PAMIDATO 20 Zea mays 20

1020000000 1464078000 1185036000 1251114000
+91651513,9 124289462 +115112805,9 +34121314,35

900000000 1239054000 1146018000 1317117000
+91651513,9 +124289462 +115112805,9 +34121314,35
1080000000 1260096000 1362024000 1299132000
+91651513,9 +124289462 +115112805,9 +34121314,35

960000000 1272114000 1353030000 1317132000
+120000000 +28927229 +36035649,52 +41606478,19
1080000000 1227090000 1425018000 1260123000
+120000000 +28927229 +36035649,52 +41606478,19
1200000000 1281066000 1392024000 1236132000
+120000000 28927229 +36035649,52 +41606478,19
1320000000 1269078000 1362024000 1335147000
+216333077 +72001253,1 +141013744,3 +41617294,13
1200000000 1389054000 1224036000 1254126000
+216333077 +72001253,1 +141013744,3 +41617294,13

900000000 1260096000 1080018000 1311150000
+216333077 +72001253,1 +141013744,3 +41617294,13



Tabla 2-A. Resultados de las areas bajo la curva de las sustancias fotoprotectoras a 200 ppm de

supervivencia bacteriana de Escherichia coli

BLANCO

1020000000
+91651513,9

900000000
+91651513,9

1080000000
+91651513,9

960000000
+120000000

1080000000
+120000000

1200000000
+120000000

1320000000
+216333077

1200000000
+216333077

900000000
+216333077

OMC 200

1524192000
+133810403,3

1320180000
+133810403,3

1272186000
+133810403,3

1188156000
+191698279,5

1530186000
+191698279,5

1209150000
+191698279,5

1239174000
+86763817,83

1275162000
+86763817,83

1110156000
+86763817,83

PAMIDATO 200

1275132000
+146079978,8

1443156000
+146079978,8

1566132000
+146079978,8

1191132000
+64496884,48

1254114000
+64496884,48

1125132000
+64496884,48

1380132000
+126015000,3

1506162000
+126015000,3

1632162000
+126015000,3

Zea mays 200

1374181500
+82973534,78

1401219000
+82973534,78

1245906200
+82973534,78

1380187500
+83917218,49

1254183000
+83917218,49

1221172500
+83917218,49

1257207000
+51003859,24

1353160500
+51003859,24

1335165000
+51003859,24



ANEXO A Resultados de las &reas bajo la curva de las sustancias fotoprotectoras a 2000 ppm
de supervivencia bacteriana de Escherichia coli

BLANCO OMC 2000 PAMIDATO 2000 = Zea mays 2000

1020000000 1335297000 1569240000 1326226500
+91651513,9 +129841268,8 +119398393,3 +72714734,86

900000000 1530315000 1800222000 1410219000
+91651513,9 +129841268,8 +119398393,3 +72714734,86
1080000000 1284306000 1737204000 1265406200
+91651513,9 +129841268,8 +119398393,3 +72714734,86

960000000 1986294000 1461231000 1380246000
+120000000 +259665201,9 +110005845,8 +12141866,75
1080000000 1485312000 1272213000 1365207000
+120000000 +259665201,9 +110005845,8 +12141866,75
1200000000 1854297000 1269213000 1356214500
+120000000 +259665201,9 +110005845,8 +12141866,75
1320000000 1107309000 1518156000 1383231000
+216333077 +141013744,3 +93753821,79 +11346195,96
1200000000 1461264000 1446183000 1401219000
+216333077 +141013744,3 +93753821,79 +11346195,96

900000000 1356285000 1332222000 1380244500
+216333077 +141013744,3 +93753821,79 +11346195,96



ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS POR REALIZO MEDIANTE EL PROGRAMA
ESTADISTICO SPSS STATICS

Descriptivos
Indicz_fotoproteceian
Intervalo de confianza para la
media al 95%

Destiacion Limits
N Media fipita Erortipico | Limiteinferior | supedor | Minmo | Maximo
Blanco G| 1073333333 | 1452583005 | 441946340 | GGM677AE03 | 11BAGBRA1G | 0000000 | 1E009
Pamidata 20 G| 1181005333 | 123TING6 | 4124008554 | 11BRG2ATI | T3TEA25085 | ME00G | 1E009
ONC 20 O | 1295747333 | TB6Q72400 | 2608657470 | 1235401584 | 1353003082 |  1E+000 | 1E+009
Zeamays 20 G| 1286757000 | 36300091 58 | 120003053 | 12588842600 | 1314609720 | 1E008 | 1E009
Pamidata 200 O | 1374806000 | 1751310032 | 5837700106 | 1240188304 | 1500423606 | 1E+000 | 2E+009
OMC 200 G| 1296504667 | 1438040004 | A7O3487012 | 11BBGGG4T | 1407042006 |  1E008 | 2E009
Zeamays 200 G| 1313508027 | 6G900406.40 | 22666468080 | 1260B67S1 | 13BG328194 | 1E+00G | 1E009
Pamidato 2000 O | 1489536667 | 1BOA141647 | B3271388.20 | 1343632084 | 1635440750 |  1E+000 | 2E+009
ONC 2000 G| T4BBOA0ET | 2765093840 | G219979466 | 1276337559 | 1TOABEITT4 | ME+008 | 2E009
Zeamays 2000 O | 1363134836 | 4418004069 | 1472008023 | 1329167460 | 1397102281 |  1E+000 | 1E+000
Total 60| 1326343388 | 1790337305 | 18GTIR1317 | 1288845467 | 1363841274 | 00000000 | ZE+009

Prueba de homogeneidad de varianzas

Indice_fotoproteccion

Estadistico | gl1 gl2 Sig.
de Levene
3,956 9 80 ,000




Pruebas de normalidad

Fotoprotector a diferent Kolmogorow-Smimoy® Shapiro-Wilk
concentracian Estadistico gl Sig. | Estadistico l Sig.
Indice_fotoproteccion  Blanco 148 ] ,200‘ 837 ] 545
Pamidato 20 275 g 048 95 g 225
OMC 20 352 g 002 764 g 08
Zea mays 20 213 g 200 93 g 215
Pamidato 200 60 g 200 963 g 826
OMC 200 226 ] ,EUD‘ 880 ] 149
Zea mays 200 239 g 147 84 g 173
Pamidata 2000 130 g 200 28 g 462
OMC 2000 218 g 200 927 g 452
Zeamays 2000 216 g 200 867 g 3
ANOVA de un factor
Indice_fotoproteccion
S3uma de Media
cuadrados ] cuadratica F Sig.

Inter-grupos 1,138E+18 a 1,264E+17 5,895 aoo

Intra-grupos 1,7165E+18 a0 2144E+16

Total 2, BAR3E+18 84

Subconjuntos homogéneos

HSD de Tukey®

Indice_fotoproteccion

Fotoprotector a
concentracién

diferente

Subconjunto para alfa=0.05

1

2

Blanco
Pamidato 20
Zea mays 20
OMZ 20

OMZ 200

Zea mays 200
Fea mays 2000
FPamidato 200
OMC 2000
Famidato 2000
Sig.

[{n O {u T u T U T I ¢ I s I s

1073333333
1281025333
1286797000
1295747333
1296504667

053

1281025333
1286797000
1295747333
1296504667
1313592022
1363134856
1374806000
14588950667
14539536667

Joaz




ANEXO B: Evidencias fotogréficas de la investigacion

Secado del material vegetal

Control de calidad del material vegetal

Tamizaje Fitoquimico extracto alcohélico

Concentracion del Extracto

Hidroalcoholico




Obtencion del extracto seco por liofilizacion

Preparacion de las Unidades

Experimentales

Exposicion de Bacterias E.coli a Radiacion
UVv-B

UFC en el tiempo 0 (0 min)

UFC sobrevivientes en el tiempo 5 (120

min)

UFC sobrevivientes en el tiempo 6 (150

min)




