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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de titulacion fue determinar el efecto fotoprotector in vitro del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Buddleja incana a 20, 200 y 2000 ppm de concentracion; asi
como, complementar el estudio con los ensayos de genotoxicidad e irritacion ocular. Previamente,
se efectud el acondicionamiento y control de la droga cruda. En el tamizaje fitoquimico fue
revelada cualitativamente la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides. El extracto fue
sometido a ensayos fisicoquimicos con el fin de estandarizarlo, para luego ser concentrado en un
evaporador seguido por liofilizacion. El contenido de flavonoides, fenoles y capacidad
antioxidante fueron determinados mediante técnicas espectrofotométricas, asi como el FPS in
vitro, por medio de la ecuacién de Mansur. La actividad fotoprotectora se comprobé mediante el
método de muerte celular inducida por exposicion de Escherichia coli (ATCC 25922) a la
radiacion ultravioleta, el nimero de UFC sobrevivientes se detectaron en intervalos de 30 minutos
durante 3 horas. Para comprobar la irritacion ocular in vitro del extracto, se uso la prueba de
membrana corioalantoidea y su variante que incluye azul tripan como indicador de lesion. El
ensayo de genotoxicidad in vitro fue realizado sometiendo las raices de Vicia faba al extracto de
B. incana, para luego observarlas al microscopio e identificar las células en division y aquellas
con presencia de micronucleos como indicadores de genotoxicidad. Los resultados revelan un
contenido de fenoles de 27.9 GAE/100 g liofilizado y de flavonoides de 6.5 QE/g. El extracto de
B. incana presenta un efecto fotoprotector muy similar a los controles etilhexil metoxicinamato y
octildimetil-PABA a las mismas concentraciones al comparar el nivel de supervivencia, por
medio del analisis estadistico de Tukey del que se concluye que no existe diferencia significativa,
alcanzando la supervivencia bacteriana hasta los 90 min. El extracto no presenta signos de
genotoxicidad ni irritacion ocular en ninguna de las concentraciones evaluadas. Se recomienda
identificar estructuralmente los compuestos responsables de la actividad fotoprotectora para su

aplicacién como nuevos filtros solares.

PALABRAS CLAVE: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA>,
<BIOQUiMICA>, <QUISHUAR (Buddleja incana)>, <EXTRACTO SECO>,
<FOTOPROTECCION >, <RADIACION UV >, < FACTOR DE PROTECCION SOLAR
(FPS)>, <GENOTOXICIDAD>, <IRRITACION OCULAR>.
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SUMARY

This dissertation work aims at determining the photoprotective effect in vitro of the
hydroalcoholic extract of Buddleja incana leaves at 20, 200 and 2000 ppm of concentration; as
well as, complement the study with the genotoxicity and eye irritation tests. Previously,
conditioning and control of the crude drug were effectuated. In phytochemical screening, the
presence of phenolic compounds and flavonoids was qualitatively revealed. The extract was
subjected to physical-chemical tests to standardize it, to then be concentrated in an evaporator
followed by lyophilization. The content of flavonoids, phenols and antioxidant capacity were
determined by spectrophotometric techniques, as well as the SPF in vitro, through the Mansur
equation. The photoprotective activity was checked through the method of cell death induced by
exposure of Escherichia coli (ATCC 25922) to ultraviolet radiation, the number of UFC survivors
was detected at 30-minute intervals during 3 hours. To verify the ocular irritation in vitro of the
extract, the chorioallantoic membrane test and its variant that includes trypan blue as an indicator
of injury were used. The genotoxicity test in vitro was carried out by submitting the roots of Vicia
faba to the extract of B. incana, to observe them under a microscope then and identify dividing
cells and those with the presence of micronuclei as indicators of genotoxicity. The results disclose
the content of phenols of 27.9 GAE / 100 g lyophilized and flavonoids of 6.5 QE / g. The extract
of B. incana presents a photoprotective effect very similar to the controls ethylhelix
methoxycinnamate and octyl dimethyl-PABA at the same concentrations when comparing the
survival level, employing the Tukey statistical analysis from which it is concluded that there is
no significant difference, reaching the bacterial survival until 90 min. The extract shows no signs
of neither genotoxicity nor eye irritation at any of the tested concentrations. It is recommended to
structurally identify the responsible compounds of the photoprotective activity for its application

as new sunscreens.

Key words: <TECHNOLOGY AND ENGINEERING SCIENCES>, <BIOCHEMISTRY>,
<QUISHUAR (Buddleja incana)>, <DRY EXTRACT>, <PHOTOPROTECTION>, <UV
RADIATION>, <SUN PROTECTION FACTOR (SPF)>, <GENOTOXICITY>, <OCULAR
IRRITATION>
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Introduccion

El sol es considerado como la estrella mas visible desde el planeta Tierra, la energia que emite es
fundamental para el desarrollo de la vida; proporciona algunos beneficios, como la produccion de
vitamina D, el funcionamiento del sistema inmunoldgico, la modulacién de reacciones
enzimaticas entre otros; sin embargo, en la actualidad, por la alta intensidad con la que llegan los
rayos del sol a la superficie de la Tierra, puede considerarse como una grave amenaza para la
salud, principalmente para la piel, al ser el érgano mas expuesto al ambiente (Gonzalez y Castro,
2010: p.10).

El aumento indiscriminado de la contaminacion a nivel mundial, generada por el ser humano, ha
sido una de las causas principales, que ha conllevado a la degradacién acelerada de la capa de
0zono, y como consecuencia al aumento de la intensidad de la radiacion solar, principalmente en
la zona geogréfica ecuatorial. ElI Ecuador al estar ubicado en dicha zona se ve afectado
fuertemente por los rayos solares que tienden a incidir de manera directa (LOpez Figueroa, 2011:
p.315).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud la radiacion solar en el ser humano, por sus altos
niveles y larga exposicion, representa un potencial de riesgo para la poblacion, y es el factor mas
importante para la incidencia de lesiones malignas, cancer de piel, diversos tipos de ceguera y
debilitamiento del sistema inmunoldgico a mediano o largo plazo, en la poblacién a nivel mundial
(OMS, 2003: pp. 1-3).

La radiacion ultravioleta interactia con las células de la piel; causando un dafio extenso, que
conlleva desde enfermedades degenerativas, hasta incluso cancer; como resultado del estrés
oxidativo, producto de la generacion abundante de radicales libres, que destruyen el material
genético de las células. La radiacion UVB causa la mayor parte de lesiones cutaneas, y es
considerada de 1000 a 100 000 veces méas cancerigena que la UVA (Romanhole et al., 2015:
pp.367-368).

La elevada exposicion principalmente a los rayos UVB reducen la capacidad de defensa de las
enzimas antioxidantes, inducen un estrés oxidativo, deteccion del ciclo celular,

fotoenvejecimiento prematuro y cancer en la piel (Gilaberte & Gonzalez, 2010: pp. 660-661).

Segun la Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA) en su informe Hyperion del 28 de enero
2009, afirma con un 95 % de confiabilidad que en el territorio ecuatoriano los niveles de radiacion
ultravioleta en la Costa superan los 18 UVI, mientras que para la region sierra superan los 22

UVI, siendo considerando estos indices un potencial riesgo. La (OMS) en conjunto con la



Organizacion Meteorolégica Mundial (OMM) indican que el maximo tolerable para la exposicién
humana es de 11 UVI (EXA, 2009).

En un reporte actual de noviembre del 2017, el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia
(Inamhi) comunicé que las ciudades andinas de Riobamba y Latacunga registraran los indices de

radiacion ultravioleta (UV) muy altos, alcanzando un pico de 13 puntos (Maisache, 2017).

En el Ecuador, de acuerdo a cifras de la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (Solca), el cancer
de piel manifestado en sus principales formas como carcinoma de células basales (CBC),
carcinoma de células escamosas (CEC) y melanoma, va en un continuo aumento, con una
incidencia del 40,7 % de los casos en hombres, y un 37,5 % en mujeres. (SOLCA Quito, 2017).

Al evidenciar las graves consecuencias que puede traer a mediano o largo plazo la incidencia de
la radiacion solar en el Ecuador, como resultado de la ubicacién geografica y el debilitamiento de
la capa de ozono, el siguiente trabajo de investigacion se enfoca en la busqueda de alternativas

naturales que ayuden a proteger a la poblacion de las radiaciones solares.

En los vegetales, uno de los mecanismos de defensa identificados frente a la radiacion UV, es la
produccién de compuestos polifendlicos, dentro de los cuales el grupo mas caracteristico son los
flavonoides. Diversas investigaciones correlacionan el aumento de la produccion de flavonoides

cuando la planta esta bajo estas condiciones de estrés ambiental (Carrasco, 2009: pp.59-60).

Es asi que, tomando como base el estudio de Avila Acevedo y colaboradores, se pretende hallar
metabolitos Utiles con actividad fotoprotectora, en Buddleja incana, planta nativa de nuestra
region, que se encuentra a grandes alturas y por tanto recibe mayor incidencia de radiacion solar,
dicha investigacion es viable, ya que se cuenta con todos las técnicas, equipos y materiales

necesarios (Avila Acevedo et al. 2005).

Los flavonoides compuestos presentes en las plantas, poseen diversas actividades bioldgicas,
especialmente actividades antimicrobianas, antioxidantes y fotoprotectoras, en la actualidad los
extractos activos ricos en flavonoides se han convertido en un componente importante para el
descubrimiento de nuevas moléculas activas para la fotoproteccién humana (Costa et al., 2015:
p.413).

Esta actividad fotoprotectora se debe, a que varios metabolitos secundarios presentan similitud
estructural con los filtros quimicos, que los hace susceptibles a la absorcién de radiacién en la
region ultravioleta hasta de un 90 %, con la diferencia que estos actlan unicamente formando una
pelicula externa que refleja o dispersa la radiacion y la emite en forma de calor, sin causar efectos
adversos como lo hacen los filtros quimicos incorporados en fotoprotectores convencionales
(Costa et al., 2015: p. 414).



Es asi que; para el desarrollo del proyecto se siguieron los lineamientos y metodologias
establecidos en fuentes bibliogréaficas, y partiendo de estudios realizados previamente por la
comunidad cientifica, se pretende aportar al desarrollo efectivo dirigido a mejorar la salud de la
poblacion y, en consecuencia, su calidad de vida, dando cumplimiento a lo estipulado en el
objetivo 3 del Plan Nacional del Buen Vivir (Secretaria Nacional de Planificacion y desarrollo

Ecuador, sf).

Es trascendental buscar una solucion temprana al problema, ya que de lo contrario podrian ser la
causa de un mayor numero de secuelas y un aumento desmedido de personas afectadas de cancer
de piel u otras complicaciones como dermatitis irritativa, disrupcién hormonal (estrogénica y
androgénica) que generada por la absorcion de los compuestos quimicos incluidos en las
formulaciones de bloqueadores solares y productos cosméticos para la proteccion de la piel (Costa
etal., 2015:pp.413-415).

Esta investigacion representa un importante aporte para nuestra sociedad ya que la intensidad de
los rayos solares en nuestro pais es muy significativa, generando un mayor riesgo en la poblacion
ecuatoriana de padecer problemas de la piel, principalmente en zonas de mayor altura como es la

region Sierra (Mena et al., 2010).

Por ello, se pretende evaluar la actividad fotoprotectora in vitro mediante el método de muerte
celular inducida sobre E. coli ATCC 25922, metodologia establecida por J.G. Avila Acevedo, en
su estudio de fotoproteccion con Buddleja scordioides, estableciéndose asi un estudio base, para
el desarrollo futuro de formulaciones de proteccion solar, que se apliguen a la comunidad (Avila
Acevedo et al., 2005: pp.301-309).

Ademas, se pretende evaluar la toxicidad de la planta y su seguridad del extracto mediante
ensayos in vitro de genotoxicidad, test de micronucleos e irritacion ocular y el test de membrana
corioalantoidea en huevo de gallina, con el fin de garantizar la utilizacion del extracto de Buddleja

incana en protectores solares y productos cosméticos (Reis Mansur et al. 2016:pp.251).

Este trabajo de investigacion se lo desarroll6 en el laboratorio de Productos Naturales de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.



OBJETIVO GENERAL

Determinar las actividades fotoprotectora, genotoxica y de irritacion ocular in vitro del extracto

hidroalcohdlico de Buddleja incana _Quishuar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comprobar la calidad de la planta, asi como del extracto mediante ensayos
fisicoquimicos.

- Establecer cualitativamente la presencia de los metabolitos secundarios presentes en
Buddleja incana, por medio del tamizaje fitoquimico.

- Determinar, mediante espectrofotometria la cantidad de flavonoides, fenoles totales, y la
capacidad antioxidante del extracto hidroalcoh6lico de Buddleja incana.

- Evaluar el efecto protector del extracto mediante el ensayo de muerte celular inducida
sobre Escherichia coli ATCC 25922 por exposicion a radiacion UV.

- Definir el Factor de Proteccion Solar in vitro del extracto hidroalcoh6lico por
espectrofotometria utilizando la ecuacion de Mansur.

- Determinar la capacidad del extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana para inducir
irritacion ocular mediante la prueba de irritacion sobre membrana corioalantoidea.

- Determinar la genotoxicidad del extracto mediante el ensayo de micronucleos en Vicia

faba variedad minor.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Luz solar

La luz solar o radiacion solar, se la define como la energia que trasfiere el sol hasta una superficie,
dicha energia tiene la capacidad de viajar en forma de ondas; que liberan energia cuando
colisionan con un objeto. Esta reaccion se da gracias a sus propiedades eléctricas y magnéticas,
conocidas como ondas electromagnéticas, que van desde los rayos cdsmicos, rayos gamma, rayos

X, rayos UV, rayos visibles e infrarrojos (Abal, n.d :pp.1-7).

Dichas radiaciones sufren importantes modificaciones por su paso a través de la atmosfera y
Unicamente dos tercios de la misma logran llegar a la superficie de la Tierra, en forma de
radiaciones ultravioleta: UVB (0.3%), UVA (5.1%), radiaciones visibles (62.7%) e infrarroja,
(31.9%); las cuales son esenciales para llevar a cabo los procesos metabdlicos en varios

organismos vivos (Gonzélez et al., 2009 : p.70).

1.2 Radiacién ultravioleta

La radiacion ultravioleta (UV) constituye parte de las radiaciones electromagnéticas emitidas por
el sol, con longitudes de onda que van de 100 a 400 nm, estableciéndose como la parte mas
energética del espectro electromagnético, que logra llegar a la superficie terrestre. En cantidades
moderadas la radiacion UV es beneficiosa para la salud, ya que ayuda a la produccién de vitamina
D, en varias especies contribuye en los procesos fotosintéticos. Sin embargo, una exposicion
excesiva causa alteraciones en el normal funcionamiento de varios sistemas bioldgicos (OMS,
2016).

Tres longitudes de onda diferentes forman la radiacion UV: la UVA (315-400 nm), la UVB (280-
315) y la UVC (100-280 nm), esta Gltima presenta la energia mas alta; no obstante, es absorbida
por la capa de ozono en la atmosfera; mientras que las radiaciones UVA y UVB logran penetrar
la capa de ozono vy llegan a la superficie terrestre, en un 95% y 5% respectivamente, siendo

considerada la UVB un mayor factor riesgo ya que contribuyen cerca del 80% de los efectos



dafinos que se asocian a su exposicién, mientras que la UVA produce el 20% restante ( Vargas
etal., 2013).

Cuando la piel se somete a la exposicion de la radiacion UV, parte de ésta es absorbida, reflejada

0 se trasmite a diferentes capas de células, hasta que el fotdn incidente se disipa. La cantidad de

luz que se absorbe hacia los tejidos es la mas importante ya que se trata de energia que puede
causar dafio, en dependencia del tipo de piel, la intensidad de la radiacion o la cantidad de tiempo

de exposicién (Lopez y Nevotl, 2006: pp. 25-26).

Una exposicion excesiva tanto a los rayos UVA como UVB se relaciona con desarrollo de
eritema, edema, quemaduras, hiperplasia, dafios en el ADN, fotoenvejecimiento prematuro,
cancer cutaneo, cataratas y otras enfermedades oculares. Estas alteraciones pueden estar
directamente relacionadas con los niveles de radiacién que logran llegar a la piel; siendo asi, que
en un 70 % la radiacion UVB llega al estrato corneo en la epidermis, mientras que la UVA es
absorbida por las células de la dermis en un 70 a 80 % (Gonzéalez Pimariega et al., 2009: pp. 70-
71).

1.3 Tipos de radiacion UV.

La radiacion UV se divide de acuerdo a su longitud de onda, cuando mayor sea ésta, menor

energia presentara.

Tabla 1-1. Tipos de radiacién UV

TIPO DE LONGITUD DE
RADIACION ONDA CARACTERISTICAS

uv
Los rayos UVA inducen dafio tisular a través de la produccidn de especies
reactivas de oxigeno (Wang, Osterwalder y Jung 2011)
Estan clasificados como "carcinogénicos para los humanos" por la OMS; y
se ha relacionado con el 67% de los melanomas malignos.

UVA 315- 400 nm Genera foto-envejecimiento, caracterizado por la presencia de fibras

elasticas anormales en la dermis y por una disminucion de los diferentes
tipos de colageno.

La mayor parte de las camaras bronceadoras emiten este tipo de rayos,
porque son las causantes del aumento de cancer de piel.

Se considera como la “radiacion de quemaduras”. Es capaz de penetrar
solamente hasta la epidermis y actta principalmente en la capa basal.
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Es causante de efectos adversos tanto directos como indirectos como la
formacion de fotoproductos, estimulacion de la sintesis de ADN, detencion
del ciclo celular, fotoenvejecimiento, fotocarcinogénesis de tipo escamoso
y carcinoma de células basales, dafio en los ojos y en la piel produciendo

uvB 280- 315 nm eritemas solares. (enrojecimiento).
Son los responsables de la disminucién de la capacidad de defensa del
sistema inmunoldgico, como consecuencia de la reduccidn en los niveles de
enzimas antioxidantes en la piel.
Se caracteriza porque tiene mayor capacidad de producir dafio genotoxico y
quemadura solar.

uvC 100-280 nm Tiene mas energia que los otros tipos de rayos UV, pero no logra pasar por

la capa de ozono atmosférica y por tanto no son normalmente la causa de

problema para la piel.

Fuente: (Gonzalez Pimariega et al., 2009: pp.70-72.

1.4 Factores de los que depende la intensidad de la radiacion UV

Entre los principales factores que afectan la intensidad con la que llegar los rayos UV, se

encuentran:

Latitud. — depende de la elevacion del sol, cuando mas cerca de la linea ecuatorial més
intensa es la radiacion UV.

Nubosidad. — la intensidad de la radiacion aumenta cuando no hay nubes, pero puede
incluso ser alta con su presencia, ya que algunos tipos de nubes tienen la capacidad de
reflejar y aumentar la intensidad total de la radiacidn, por lo tanto, un cielo nublado no
garantiza el bloqueo total de los rayos UV.

Reflejo en las superficies. — los rayos UV tienen la capacidad de reflejar o dispersar la
radiacion en diferentes tipos de superficies como la nieve que refleja en un 80%, la arena
en un 15%, asi como en otras superficies como el pavimento o la hierba.

Altitud. — a medida que aumenta la altura la atmosfera es mas delgada, y por tanto es
capaz de absorber menor cantidad de radiacion UV. Con el incremento de altitud (por
cada 1000 metros), la intensidad de la radiacion va en aumento del 10 al 12%.

Ozono. — el ozono tiene la capacidad de absorber parte la radiacion UV, que podria llegar
a la superficie terrestre, la concentracion de este podria variar a lo largo del afio y del dia
(OMS, 2003: pp.2-3).




1.5 indice ultravioleta.

El indice UV solar mundial, corresponde a una medida de la intensidad de la radiacion solar UV
que llega a la superficie de la tierra, y es capaz de iniciar el eritema o enrojecimiento de la piel;
dicho indice se expresa como un valor mayor a cero, y cuanto mas alto sea, mayor es la

probabilidad de producir lesiones cutaneas y oculares. (OMS, 2003: pp.4-5)

Este indice es calculado mediante un modelo matematico, en el cual se relaciona la intensidad de
la radiacion solar en la superficie terrestre, con la concentracion de ozono pronosticado, la
cantidad de nubosidad que se espera y la elevacion de la superficie; dicho indice tiende a variar a
lo largo del dia y indica la nocividad con la que pueden llegar los rayos UV a la piel (US EPA,
2017).

Segln la OMS, el prondstico del indice ultravioleta es de suma importancia para aumentar la
conciencia en la poblacion sobre los riesgos excesivos que puede producir la radiacién UV y
ademas advierte a las personas la necesidad de adoptar las medidas de proteccion necesarias, con
el tnico objetivo de reducir los efectos perjudiciales para la salud y por ende los costos de atencion

en salud. EI lUV se divide en rangos de exposicion (figura 1-1)(OMS, 2016, p.4).

Figura 1-1: Categoria de exposicion de la radiacion UV

MODERADA 3A5
ALTA 6A7

Fuente: (OMS,2003)

1.6 Efectos que produce la radiacion UV en la salud

La radiacién UV emitida por el sol, en cantidades moderadas presenta varios efectos positivos
para la salud de la poblacion, permite la sintesis de vitamina D, la cual tiene accion antirraquitica
y previene la osteoporosis, estimula la proteccion hormonal, promueve la generacion de las
células de la piel, ayuda a la circulacion sanguinea y estimula la produccién de neurotransmisores

gue son los responsables del estado de &nimo de las personas (Maske et al., 2013)



Sin embargo, una exposicidn excesiva a la radiacion trae consigo un sin namero de efectos
secundarios, dando lugar a efectos tanto agudos como cronicos, afectando especialmente a la piel
y a los ojos que son aquellos érganos mas expuestos a la radiacion, entre los efectos agudos se
destaca el eritema, quemaduras en la piel, fotoconjuntivitis, fotoqueratitis; mientras que los
efectos cronicos van desde el fotoenvejecimiento prematuro hasta cancer de piel y cataratas.
(Reyes y Vitale, 2013: pp.236- 237).

Estos problemas de salud estéan relacionados directamente con la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), los cuales desempefia funciones positivas in vivo, ya que se relacionan con la
produccién de energia, la fagocitosis, la regulacion del crecimiento celular y la sefializacién

intercelular. Cuando los mecanismos de defensa estan desequilibrados, la piel podria ser afectada

ser afectada por el aumento de ROS, causando estrés oxidativo con deterioro de las membranas
celulares, proteinas, carbohidratos y &cidos nucleicos promoviendo su oxidacién (Reis Mansur et
al., 2016: p. 252).

La radiacion UVA se caracteriza por causar necrosis en las células endoteliales, altera las
estructuras de las fibras de colageno y elastina, acelerando el envejecimiento de la piel. Tiene la
capacidad de penetrar hasta la dermis e incluso es capaz de causar dafio en los vasos sanguineos,
en la estructura del ADN y en el sistema inmunolégico, desencadenando en la formacion de
cancer, esta se relaciona con el 67 % de los melanomas malignos (Gonzalez Pimariega et al.,
2009: p.71)

La radiacién UVB es conocida como la radiacion de quemaduras, tiene la capacidad de producir
quemadura solar y dafio genotdxico mil veces mayor, esta llega Unicamente a la epidermis
actuando sobre la capa basal de las células, dafiando a los queratinocitos, produce efectos
biolégicos como la formacién de fotoproductos, estimulacion de la sintesis de ADN, deterioro del
ciclo celular, disminuye los niveles de enzimas antioxidantes y se considera que es la responsable
de inducir céncer de tipo escamoso y carcinoma de células basales (Gonzalez Pumariega et al.,
2009: pp.71-72).

Tabla 2-1: Algunos efectos de la radiacion UV en la salud humana

Efectos de la radiacion UV en la salud humana

Piel Melanoma maligno
Quemaduras solares
Dafio crénico de la piel
Fotodermatitis




Ojos Fotoconjuntivitis
Cancer de cornea
Cataratas

Melanoma uveal ocular

Retinopatia solar aguda

Sistema Aumento de susceptibilidad de infecciones
inmunitario | Deterioro de inmunizacion profilactica

Activacion de infeccion por el virus latente

Fuente: (Herndndez, Morera y Wright, nd)

1.7 La piel

La piel constituye el 6rgano que reviste nuestro cuerpo, brinda una proteccidn de barrera con el
medio externo, disminuye las pérdidas hidricas y de temperatura, y protege de la radiacion UV y
algunos agentes infecciosos. Esté& constituida por una capa mas externa, denominada epidermis,
conformada por tejido epitelial, a medida que estas células van madurando desde la base hacia la
periferia, se trasforman en células que conforman el estrato cérneo de la piel. Las células méas
abundantes de la epidermis son los queratinocitos, juegan un papel importante en la expresion de
citoqueratinas, formacién de desmosomas y uniones estrechas para formar una barrera

fisicoquimica muy efectiva (Losquadro, 2017: p.283).

La dermis se encuentra entre la epidermis y la hipodermis, es responsable de la variacion regional
en el espesor de la piel. Esta compuesta principalmente de colageno, pero también contiene
elastina, vasos sanguineos, nervios y glandulas sudoriparas. Las células primarias que forman la
dermis son lo fibroblastos responsables de la produccion de colageno, elastina y otras proteinas.
La dermis también contiene abundantes células inmunes y fibroblastos, que participan

activamente en muchas respuestas fisiologicas en la piel (D’Orazio et al., 2013:pp. 12222-12248).

Proxima a la dermis, formando la capa mas profunda se encuentra la hipodermis, o tejido celular
subcutaneo, rico en tejido adiposo, separado por tabiques fibrosos. Este tejido se caracteriza por
poseer adipocitos y es pobremente irrigado es decir contiene muy pocos vasos sanguineos
(Franco, 2003: pp.130-131).

Los queratinocitos a mas de crear una barrera fisica, acumulan pigmentos de melanina, la cual
funciona para bloquear de manera potente la penetracion de la luz ultravioleta en la piel. Aunque

los queratinocitos epidérmicos contengan abundante melanina, no se fabrica en estas células, ya
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gue la sintesis de melanina se limita a los melanocitos que constituyen las segundas células mas

abundantes de la epidermis y la Gnica fuente de pigmento en la piel (Schmidt, 2013:pp.308-313).

La melanina es la Unica fuente de pigmento en la piel y cabello, puede tener muchos otros efectos
fisioldgicos importantes, incluyendo influencias reguladoras sobre la homeostasis epidérmica, la
eliminacion de radicales libres para proteger contra la lesién oxidativa y posiblemente incluso la
actividad antimicrobiana (D’Orazio et al., 2013 pp. 12222-12248).

Las ondas intensas y cortas de radiacion UVB estimulan a los organulos conocidos como
melanosomas a producir melanina, la cual es absorbida por los queratinocitos; mientas que las
ondas mas largas, correspondientes a la radiacion UVA penetra mas profundamente en la piel, y
reacciona con la melanina dandole un tono café. (figura 2-1) (Schmidt, 2013:pp.308-313).

Figura 2-1: Produccién de melanina incidencia de rayos UVA-UVB

$2

k

Foto: © 2012 Gary Carison

Fuente: Schmidt, 2013: p.308

1.7.1 Melanina

La cantidad y el tipo de melanina epidérmica es el principal factor que determina la naturaleza de
lapiel y la sensibilidad a los rayos UV. La melanina esta compuesta por subunidades de diferentes
especies de pigmentos formadas por oxidacion y ciclacion del aminoécido tirosina. Hay dos
formas quimicas principales de melanina, la eumelanina, de color pardo o negro, contienen azufre,
es un pigmento oscuro expresado con abundancia en la piel de individuos muy pigmentados, y la
feomelanina, pigmentos amarillos o rojo-parduscos resultantes de la incorporacion de cisteinas,

gue integran mayor proporcién de azufre que la eumelanina (Marin y del Pozo, n.d.: pp. 116-118).
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La eumelanina es mucho mas eficaz en el bloqueo de los rayos UV que la feomelanina, por lo
tanto, cuanto méas eumelanina en la piel, menos permeable a los rayos UV es la epidermis. Las
personas de piel clara casi siempre son sensibles a los rayos UV y tienen un alto riesgo de cancer
de piel tienen muy poca eumelanina epidérmica y, por ende, reciben mucha mas radiacion UV

que las personas de piel mas oscura (Marin y del Pozo, n.d. pp. 116-118).

De hecho, los niveles de feomelanina son similares entre las personas de piel oscura y de piel
clara, y es la cantidad de eumelanina epidérmica la que determina la coloracién de la piel, la
sensibilidad a los rayos UV y 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 rayos UV (D’Orazio et al. 2013).

La sintesis de melanina tiene lugar en los feomelanosomas y eumelanosomas, a partir de la
tirosina, la cual mediante una sucesién de oxidaciones catalizadas por la tirosinasa conducen a la
sintesis de DOPA (dihidroxifenilalanina), para a continuacion producir un intermediario la
dopaquinona, y a partir de este se conducen dos vias distintas para la formacion de las

feomelaninas y eumelaninas.(figura 3-1) (Marin y del Pozo, n.d. pp. 116-118)

Figura 3.1: Sintesis de las melaninas

Intermediario Eumelaminas

NO COOH o COOH indol
Q7T - X371 - X7
NO NH, NO NH, 0 NH,
Tirosina CisteinilDOPA

Cisteina Tricocromos

Feomelaminas

Fuente: (Marin & del Pozo, n.d. pp. 116-118)

1.7.2 Pigmentacién de la piel y fototipos cutaneos

El tipo de la piel, es uno de los factores mas importantes para determinar el riesgo de cancer de
piel y la sensibilidad a los rayos UV. La piel presenta diferente capacidad de adaptacion frente a
la radiacion emitida por el sol, y el conjunto de caracteristicas que establecen si la piel se broncea
0 noy en gué grado lo hace, es conocido como fototipo cutaneo. Las personas con un fototipo de
piel I y 1l enfrentar mayor riesgo de cancer de piel que aguellas con fototipos V y VI (Maddodi,
etal, 2012: pp. 1075 - 1082).

Fitzpatrick clasifico a los diferentes tipos de piel en los denominados fototipos cutaneos de

acuerdo a la “Escala de Fitzpatrick™ que corresponde a una escala semicuantitativa, que describen
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el color de la piel, nivel de melanina, respuesta inflamatoria a los rayos UV y el riesgo de cancer,

expresando en seis fototipos (Ravnbak, 2010: p: B4153).

La dosis minima eritematosa (MED) es un método cuantitativo que informa la cantidad de

radiacion UV (particularmente UVB) necesaria para inducir quemaduras solares en la piel 24-48

horas después de la exposicion determinando el eritema (enrojecimiento) y el edema (hinchazon)

=. Cuanto mas blanca es la piel, méas féacil es que los rayos UV causen inflamacion (quemaduras

solares). MED, por lo tanto, es mas alta en personas de piel oscura ya que se necesita mas

radiacion UV para "quemar™ la piel rica en eumelanina. El fototipo de Fitzpatrick bajo se

correlaciona tanto con MED como con melanoma y otro riesgo de cancer de piel (D’Orazio et al.,
2013: pp. 12222-12248).

Tablas 3-1: Pigmentacion de la piel, la escala de Fitzpatrick y el riesgo de UV.

Fitotipo de Fenotipo Eumelanina Respuesta cutanea a | MED Riesgo
Fitzpatrick epidérmica los rayos | (mJ de
ultravioleta cm?) cancer
| La piel es de color blanco Piel que se quema
brillante +/- siempre 'y no se | 15-30 4
Ojos azules o verdes broncea nunca
I La piel blanca. Se quema  casi
Ojos azules, avellana + siempre y se broncea | 25-40 +++ ]
0 marrones. Cabello rojo, minimamente ++++
rubio o castafio
1 Piel  ligeramente  morena Se quema facilmente
Ojos marrones ++ y se broncea de forma | 30-50 +4+
Cabello oscuro gradual
v Piel marrén claro Ojos Se quema
oscuros  Cabello  oscuro minimamente y se
+++ broncea siempre facil 40-60 ++
e intensamente.
\Y Piel expuesta es marrén En esta piel el eritema
Ojos pasa casi inadvertido
oscuros Cabello oscuro ++++ y el bronceado es | 60-90 +
muy  intenso Yy
persistente
Vi La piel expuesta es negra. No se queman y cuyo
44 bronceado es | 90-150 +/-
maximo.

Fuente: (D’Orazio et al. 2013) (Gonzalez Bosquet, 2010.)
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1.7.3 Respuestas de la piel frente a los rayos UV

La radiacion ultravioleta produce diferentes efectos en el normal funcionamiento de la piel,
algunas ocurren de manera retardada mientras que otras de manera aguda, uno de los efectos
aguados producidos por la radiacion es la induccién de la inflamacién con la produccién de una
cascada de citoquinas, mediadores vasoactivos y neuroactivos en la piel, que en su conjunto dan
como resultado inflamacidn, con la consiguiente generacion de quemaduras solares. Si la dosis
UV excede el umbral de dafio, los queratinocitos inician la apoptosis y mueren, dichas células son

conocidas como "células de quemaduras solares”(D’Orazio et al., 2013 pp. 12222-12248).

El dafio celular causado por la radiacion UV, conduce a la activacion del gen p53, alterando
significativamente la fisiologia de los queratinocitos, y por ende la deteccién del ciclo celular, el
ADN activa una reparacion e induce la apoptosis cuando el dafio es muy grande. Sin embargo,
varias horas después de la exposicion a la luz ultravioleta y a las sefiales de respuesta, al dafio
disminuye y los queratinocitos proliferan, mediados por varios factores de crecimiento
epidérmicos, su acumulacién aumenta el grosor de la epidermis (hiperqueratosis) (Lépez
Camarillo et al., 2012: pp.142-143).

Otra respuesta producida por la piel es la melanizacidn adaptativa, mas conocida como bronceado,
la radiacién UV regula la produccién y acumulacién de melanina, esta repuesta fisiologica va a
proteger a la piel contra el dafio posterior a los rayos UV, y los defectos que pueda producirse en
esta via se relacionan con la susceptibilidad de un individuo a generar cancer (Maddodi, Jayanthy
y Setaluri 2012).

La radiacion UVB, es un potente estimulador de la inflamacion y la formacion de lesiones del
ADN, por la formacién de enlaces covalentes entre mélelas de timina (dimeros de timina
mutagénica), dimeros de pirimidina (CPD) y otros protoproductos tales como los dimeros de
citidina y citidina-timidina. Mientras que los UV A son mucho menos activos, pero es considerado
un potente impulsor del dafio oxidativo de los radicales libres al ADN, tanto los rayos UVA como
UVB pueden contribuir a la carcinogénesis a través de diferentes mecanismos (D’Orazio et al.
2013).

Ademas de inducir la formacion de fotodimeros, la radiacion UV causa mutaciones al generar
ROS como el anién superoxido, el perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo, los cuales atacan
macromoléculas como proteinas, lipidos, ARN, ADN, alterando su estructura e interfiriendo en

su funcién. (figura 4-1). Los nucledtidos son muy susceptibles a la lesion causada por radicales
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libres, y la oxidacién de sus bases promueven el emparejamiento incorrecto lo cual es causa de

mutagénesis (D’Orazio et al. 2013).

Figura 4-1: Generacion de radicales libres oxidativos por la radiacion UV.

Oa H,O
O, — H,O0, <~ OH _Z .
u <

Fuente: (D’Orazio et al., 2013)

1.7.4 Fotoenvejecimiento prematuro

El fotoenvejecimiento implica cambios en la apariencia y funciones de la piel, como producto de
una exposicion solar prolongada y repetida, en este complejo proceso interactian varios
elementos incluyendo metaloproteinasas, citosinas, ROS y mediadores de la inflamacién sobre
varias estructuras celulares cutdneas principalmente en el tejido conectivo provocando
degradacién del colageno y elastina, intensa sequedad, arrugas definidas, flacidez entre otras
(Navas y Navas, 2017: pp. 22-25)

Los cambios mas significativos del fotoenvejecimiento se presentan en la dermis, y se caracteriza
por la presencia de material baséfilo en la dermis superficial y media, fenémeno conocido como
elastosis. Estos cambios epidérmicos requieren la movilizacion de la matriz extracelular, coldgeno
y elastina, lo cual es efectuado por la metaloproteinasas, cuya actividad se ve influenciada por la
radiacion UV. Los fibroblastos son las células clave de todos estos cambios (Gilaberte y
Gonzélez, 2010).

Las especies reactivas de oxigeno, durante la radiacion solar, cumplen varias funciones como;
modifican las proteinas, alteran los lipidos, dafian el ADN, aumentan los depdsitos de elastina en
la dermis, inducen las sintesis de metaloproteinasas, y en general dirige las interacciones que

conducen al fotoenvejecimiento prematuro (Gilaberte y Gonzélez, 2010).

1.7.5 Radiacion UV y cancer de piel

El cancer de piel, representa el tipo de cancer méas frecuente, corresponde a un crecimiento
incontrolado de células a anormales en la piel, cuyo principal factor causal es la acumulacion de
mutaciones no reparadas en el ADN, desencadenando mutaciones o defectos genéticos

principalmente en el gel supresor de tumores p53, su causa mas frecuente se da por la radiacién
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ultravioleta o las camaras de bronceado, que hacen que las células de la piel comiencen a

multiplicarse rdpidamente y formen tumores malignos (Conic et al., 2018:pp. 40-46).

Segun datos epidemioldgicos, se relacionan todas las formas de cancer de piel con la exposicién
a los rayos UV y se estima que estos son causantes de casi el 90% de los canceres de piel no
melanoma, CBC y CEC, mientras que el melanoma maligno presenta un porcentaje muy pequefio,
sin embargo, es el responsable de la mayoria de muertes asociados al cancer de piel (Schmidt,
2013: pp.25-32).

Los céanceres de piel se agrupan en dos categorias principales, melanoma que corresponde al
nombre genérico de los tumores mel&nicos o pigmentados y cénceres de piel no melanoma,
Ilamado asi porque se originan en células que no acumulan pigmento. El riesgo de cancer de piel
estd influenciado directamente por la exposicion a los rayos UV y por la pigmentacion de la piel
(Mohan y Chang, 2014:pp. 40-46.e7).

Las personas con piel clara, es decir con niveles bajos de melanina, muestran fenotipos muy
sensibles a los rayos UV, los cuales tienden a quemarse en lugar de broncearse; las mutaciones
que contribuyen a una tez blanca y deterioro del bronceado, especificamente a los defectos de
sefializacién en el receptor melanocortina 1 (MC1R), se asociacion con una reparacién menos
eficiente del ADN en los melanocitos, es asi que un individuo con MC1R defectuoso no solo sufre
de dosis altas de radiacion porque su piel es menos capaz de bloquear los rayos UV, si no que
pueden acumular un mayor nimero de mutaciones debido a una reparacion defectuosa en el ADN.
(D’Orazio et al. 2013)

El carcinoma de células basales corresponde a la forma mas frecuente de cancer de piel, se origina
a partir de las células epidérmicas pluripotenciales de la capa basal, y es menos frecuente a partir
de los anexos cutaneos, en pacientes inmunodeprimidos y con sindromes genéticos, existe una
mayor predisposicion de desarrollar este tipo de carcinoma, aproximadamente el 80% de los
tumores se desarrollan en sitios expuesto como el cuello y la cabeza, es un tumor de lento
crecimiento y aparecen como llagas abiertas, manchas rojas, crecimientos rosados, protuberancias
brillantes o cicatrices (figura 5-1) (Mohan y Chang, 2014:pp. 40-46.e7).

Figura 5-1: Carcinoma de células basales

Fuente: Craythorne & Al-Niami, 2017
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El carcinoma espinocelular es un tumor maligno, tiene sus origenes a partir de los queratinocitos
escamosos en la epidermis de la piel o membranas mucosas, los pacientes que presentan un mayor
riesgo de desarrollar, incluyen los inmunodeprimidos, aquellos con riesgo de inmunosupresion
cronica (receptores de donantes de érganos), en condiciones de cicatrizacion crénica (lupus
eritematoso, Ulceras en las piernas, quemaduras). Las lesiones se presentan como papulas

costrosas, nodulos ulcerados (Figura 5-1) o verrugosos (Craythorne y Al-Niami, 2017)

Figura 6-1: Carcinoma de células escamosas

-~
-

Mas de 1 mill6n de casos de carcinoma de células escamosas se diagnostican cada afio en los EE.
UU. Y (segln diferentes estimaciones) hasta 8,800 personas mueren a causa de la enfermedad.
La incidencia de la enfermedad ha aumentado hasta un 200 por ciento en las Gltimas tres décadas
en los Estados Unidos (Guy et al., 2015 pp: 45).

El melanoma maligno es la forma mas peligrosa de cancer de piel, estos crecimientos cancerosos
se desarrollan cuando el dafio es irreparable en el ADN, se origina a partir de los melanocitos de
las capas basales de la epidemis, este tipo de tumores tienen la capacidad de diseminarse desde
los vasos linfaticos hacia la via sanguinea, por lo que su control resulta extremadamente dificil
(Lbépez-Nevotl 2006).

Los melanomas a menudo se parecen a los lunares, presenta una coloracion negra y marrén, pero
también pueden ser de color piel, rojos, purpura, azul o blanco. EI melanoma mata anualmente a
aproximadamente 10.130 personas en los EE. UU. (Mohan y Chang, 2014:pp. 40-46.€7).

Si el melanoma es reconocido y tratado temprano, casi siempre es curable, pero si no lo es, el
cancer puede avanzar y propagarse a otras partes del cuerpo, donde se vuelve dificil de tratar y
puede ser fatal. Si bien no es el mas comdn de los canceres de piel, causa la mayoria de las
muertes. En 2016, se estima que 76,380 de estos serdn melanomas invasivos, con

aproximadamente 46,870 en hombres y 29,510 en mujeres (Mohan y Chang, 2014:pp. 40-46.e7).
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Figura 7-1: Melanoma nodular

Fuente: Craythorne & Al-Niami, 2017

Entre los factores de riesgo que influyen en el desarrollo de melanoma tenemos:

La principal causa de riesgo es en poblaciones de piel clara la presencia de numerosos

(lunares) atipicos.

- Los melanomas son mas habituales en las personas de tez clara, ojos azules y pelo
pelirrojo o rubio.

- Una exposicion alta e intermitente a la radiacion UV solar.

- La incidencia de melanoma en la poblacién blanca generalmente aumenta conforme
disminuye la latitud, siendo la incidencia mas alta la registrada en Australia.

- El riesgo de melanoma es mayor en personas con antecedentes de canceres de piel no

melénicos y queratosis actinica, ambos indicadores de la exposicion acumulada a la

radiacion UV (OMS, 2016).

1.7.6 Cancer de piel en el Ecuador

En el Ecuador el cancer es un problema creciente de salud publica, constituye la segunda causa
de muerte después de las enfermedades cardiovasculares y en mujeres de 30 a 64 afios de edad,
constituye la primera causa de muerte. En 1980 el cancer present6 un porcentaje del 6%, mientras
gue para el 2016 esta cifra se increment6 en un 16% segln el INEC; para el 2020 se espera

diagnosticar 31.420 casos nuevos de cancer en todo el pais. (SOLCA [n.d]).

Segun estadisticas publicadas por SOLCA, cada afio se presentan 650 casos nuevos de cancer de
piel, por lo que su incidencia se va incrementado significativamente, es asi que en mujeres es la
tercera causa mas frecuente de céncer, mientras que en hombre se encuentra en segundo lugar,
luego del cancer de prdstata, se cree que la principal causa son los altos indices de radiacion

ultravioleta que llegan al pais en los ultimos afios (Molineros Daniel 2017).

En el Ecuador, no hay disponibilidad de estadisticas actuales en cuanto a casos de cancer de piel,

sin embargo, segun el Registro Nacional de Tumores, de la Sociedad de lucha contra el Cancer
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nucleo de Quito, en sus datos mas actuales presenta estadisticas oficiales de cancer del pais, siendo
el cancer de prostata el méas frecuente en hombres con una tasa de incidencia del 66.7 %, seguido
por el de piel con un 40,7 %. En mujeres, se reporta una incidencia del 37,5 %, este incremento
se debe en gran parte al mejoramiento en su diagndstico. (SOLCA, 2017:pp.10-11)

Figura 8-1: Tasa de incidencia de cancer por cada 100.000 hombre en Ecuador 2011-2013
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Fuente: Sociedad de lucha contra el cancer (SOLCA Quito). 2017.

Figura 9-1: Tasa de incidencia de cancer por cada 100.000 mujeres en Ecuador 2011-2013
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Fuente: Sociedad de lucha contra el cancer (SOLCA Quito). 2017

1.8 Fotoproteccion

El principal objetivo de la fotoproteccidon es prevenir el dafio que ocurre en la piel como producto
de una exposicion a la radiacion UV, es una estrategia preventiva y fundamental frente al cancer
de piel y al fotoenvejecimiento prematuro, una de las estrategias méas actuales en fotoproteccion
pretende reparar el ADN del dafio solar. (Gilaberte y Gonzélez, 2010: pp.659)
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La piel tiene varios mecanismos de proteccion y defensa, cuya eficacia varia segtn los individuos,
siendo los més afectados aquellos de fototipos claros. Para reducir dichos dafios, se han
desarrollado estrategias de fotoproteccion que se basan en reducir el tiempo de exposicion solar,
cubrirse con ropa adecuada, llevar gafas y complementar lo anterior aplicando fotoprotectores

con un factor de proteccion solar (FPS) 15 o superior (Gilaberte y Gonzalez, 2010: pp.271).

En la actualidad existen diferentes tipos de fotoprotectores, entre los agentes fotoportectores

naturales tenemos los siguientes (tabla 4-1)

Tabla 4-1: Propiedades de fotoproteccion de agentes naturales

AGENTE FOTOPROTECCION
Atenua toda la luz UVC emitida por el sol, el 90% de la luz UVB y una

Ozono atenuacion minima o nula en la luz solar UVA.

La transmision de luz UVB disminuye en un 3% por cada aumento de
Latitud y altitud | grado en la latitud. Por cada 1000 pies de aumento en la elevacion, hay un

aumento de 4% a 10% de la luz UVB que llega a la superficie de la tierra.

Hora del diay La luz UVB es mas fuerte desde las 10 a.m. hasta las 2 p.m.

estacion La luz UVA es relativamente constante durante el dia.

Se pueden producir reducciones significativas en la radiacién UVB con
Contaminantes | polvo, cenizas volcanicas y aerosoles.

La nieve, el hielo, la arena, el vidrio y el metal pueden reflejar hasta el
85% de la luz UVB

Sombra Los paraguas brindan poca proteccién contra la luz ultravioleta.

Los nadadores pueden obtener radiaciones UV significativas porque

Agua penetra hasta una profundidad de 60 cm sin atenuacion significativa.

La piel humana absorbe la radiacion UVB, dispersa la mayoria de luz
Espesor de la piel | visible y refleja del 5% al 10% de toda la radiacién solar desde 250 nm
hasta 3000 nm

Hay una penetracion cinco veces mas baja de UVA a través de la
Melanina epidermis de piel oscura en comparacion con la de las personas de piel
clara.

La epidermis de la piel oscura tiene un SPF intrinseco de 13.4, mientras

que la piel clara tiene un SPF de 3.3.

Fuente: Al-Jamal, Griffith, & Lim, 2014: pp. 22-29
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Es aconsejable tomar medidas de fotoproteccidn a todas las edades, de manera especial en la
infancia y la adolescencia, ya que las quemaduras producidas en estas etapas, constituyen un

factor de riesgo para el desarrollo de melanoma en la vida adulta. (Cestari y Buster, 2017:pp.110).

1.8.1 Factor de proteccion solar (SPF)

La Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), estandarizé la
definicién de factor de proteccién solar y adopté dicha prueba como un estandar de oro para
determinar cuantitativamente la fotoproteccion eritemogénica de un producto. Segin la FDA,
comprende la relacion numérica entre la dosis minima de eritema (MED) de la piel protegida por
2 mg/cm? del producto analizado y la MED de la piel desprotegida después de la exposicion a

una dosis determinada de radiacion solar estandarizada (Al-Jamal et al., 2014: pp.22-29).

El SPF, también se lo define como el nimero de veces que el fotoprotector aumenta la capacidad
de defensa de la piel frente al enrojecimiento o eritema previo a la quemadura, esta definicion
indica Unicamente la capacidad de proteccion frente al eritema y no a otros efectos producidos
por la radiacion. Cuando mas alto es SPF, mas alta es la proteccion de la piel frente a los rayos
solares (Arellano et al.,2017:p. 92).

Un filtro solar con SPF 15, en términos de porcentaje, bloquea aproximadamente el 93% de los
rayos UVB, en comparacion con uno con SPF 30 que protege contra mas del 97%; mientras que
uno con SPF 50 impide el paso de los rayos UVB mas del 98%, pueden parecer diferencias sin
significancia, pero para personas con una piel sensible a la luz o antecedentes de cancer, estos
porcentajes altos marcan la diferencia, sin embargo ningun fotoprotector tiene la capacidad de

bloquear el 100 % de los rayos UV (skincancer Foundation 2012).

Existen diferentes métodos para determinar el SPF, en dependencia del pais donde donde se
fabriquen los fotoprotectores, asi tenemos el método de la FDA o americano, DIN o aleméan, SAA
o0 australiano y COLIPA o europeo; siendo este Gltimo el mas aceptado, aunque su aplicacién no
es obligatoria, es ampliamente utilizado por ser un método perfectamente estandarizado (Arellano
etal., 2017:p. 92).

En funcion del SPF, Colipa clasifica a los productos en varios tipos o categorias (tabla 5-1).
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Tabla 5-1: Categoria del SPF segiin COLIPA.

TIPO DE FOTOPROTECTOR SPF
Bajo 2-4-6

Medio 8-10-12

Alto 15-20-25

Muy alto 30-40-50
Ultra 50+

Fuente: (Bendova et al. 2007)

1.8.2 Filtros solares

Los filtros solares se han convertido con el paso de los afios, en los productos mas utilizados como
barreras contra los rayos UV, su uso cotidiano ha demostrado una reduccion significativa en el
desarrollo del fotoenvejecimiento prematuro y cancer de piel, son sustancias que contienen
moléculas o complejos moleculares, que tienen la capacidad de reflejar, absorber o dispersar una
parte de los fotones de la radiacion solar, con una mayor o menor eficacia (Kora¢ y Khambholja,
2011: pp.165-167)

Un filtro solar para ser considerado eficaz debe cumplir varias condiciones, debe ser seguro es
decir no producir reacciones de sensibilidad o toxicidad; debe ser estable frente a los agentes
externos como el aire, humedad, luz, pH de la piel; debe ser compatible con los componentes de
la formulacion, como con la superficie cutanea y debe responder ante un amplio espectro de la
radiacion (Jallad, 2017:pp.356-359).

En funcién de su mecanismo de accion y composicion, los filtros solares se agrupan en dos
grupos, los filtros fisicos y quimicos, hoy en dia se incorporan ademas los filtros bioldgicos, entre
los cuales se encuentran las sustancias antioxidantes (Asociacion Argentina de Dermatologia,
c2013).

1.8.2.1 Filtros quimicos

Los filtros quimicos también conocidos como filtros organicos, se caracterizar por absorber la
radiacion UV a través de su estructura de anillo aromatico de estructura conjugada, la energia
absorbida, es emitida nuevamente como radiacion térmica, la mayoria de filtros quimicos
bloguean una region especifica de la luz ultravioleta, por lo que la gran parte de bloqueadores

solares quimicos incorporan varios filtros en su formulacién y en dependencia de la longitud de
22



onda absorbida, estos se clasifican en filtros UVB, UVA y de amplio espectro (Kora¢ y
Khambholja, 2011:pp.356-359).

Al presentar estos filtros la capacidad de absorberse en la piel, se presenta el riesgo de
intolerancia, por lo que no es recomendable su aplicacion en nifios, pieles sensibles o lesionadas
como cicatrices, quemaduras, tratamiento poslaser, o pieles intolerantes (Marin y del Pozo [sin
fecha]).

Tabla 6-1: Estructuras quimicas y grupos croméforos de los filtros solares quimicos

Acrilatos -
-
R Rz
Dervados de
los benzimidazobes HOBS\@FN
|
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", \D/
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H3CO —@—c :§ —¢|: —OR
H H

Fuente: (Marin y del Pozo, n.d.-b)
e Filtros quimicos UVB

Estos filtros tienen la capacidad de absorber la luz UV de 305-310 nm. Entre los filtros mas
utilizados se encuentran los derivados de cinamatos, el acido p-aminobenzoico (PABA),
benzimidasoles, derivados del bencilidenalcanfor, estos bloquean de forma eficaz hasta un 90%
de la radiacion UV y son capaces de proteger frente al eritema y la quemadura inducidos por la
radiacion (Kora¢ y Khambholja, 2011).
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En muchos de estos filtros quimicos utilizados en productos de proteccion solar, no se han
establecido un uso seguro para el ser humano a largo plazo, y varias investigaciones recientes
sugieren un sin numero de afecciones que puede traer para la salud, como para el medioambiente
(Jallad, 2017:pp.356-359).

Aminobenzoato como el PABA, fueron los primeros compuestos en ser utilizados, no son
solubles y tienen la capacidad de unirse a los queratinocitos por puentes de hidrogeno, su uso fue
limitado debido a los constantes problemas cutaneos que presentaba como alergia de contacto,
mediante pruebas in vitro se demostro que era cancerigeno, ya que contribuye a la liberacion de
radicales libres de oxigeno y por lo tanto tiene un limite de incorporacion en las formulaciones y

es aconsejable evitar su uso (Reyes y Vitale, 2013).

Los cinamatos (octinoxato y cinoxatos) son compuestos muy resistentes al agua, y fueron los que
remplazaron al PABA, presentan una potencia irritativo muy bajo y son incompatible con la
ovobenzofenona un filtro UVA, son muy utilizados en EE.UU. porque se ha comprobado que no
producen irritacion cutanea, sin embargo, presentan un impacto muy grande en los ecosistemas
marinos ya que su acumulacion tiende a degradar gran parte de la fauna marina (Reyes y Vitale,
2013).

Los salicilatos (Octisalatos, Homosalatos y la Trolamina salicilato) son sustancias muy seguras y
estables, absorben pobremente la radiacién UVB, por lo que, para alcanzar un factor de proteccion
solar deseado, se requieren de concentraciones muy altas, al no penetrar el estrato corneo
presentan una respuesta sensibilizadora baja, lo que les confiere interés galénico como solventes

de otros ingredientes (Asociacion Argentina de Dermatologia. et al. 2013).

e Filtros quimicos UVA

Entre los filtros organicos més utilizados frente a la radiacion UVA, tenemos las benzofenonas,
son cetonas aromaticas con un amplio espectro de accion, la oxibenzona es una de las
benzofenonas mas usadas a nivel mundial, son altamente inestable y producen reacciones
fotoalérgicas, como la dermatitis de contacto; ademas se ha evidenciado en modelos animales que
es el causante de la disrupcion hormonal; otro filtro quimico que proporciona una proteccion en
el rango UVA muy extensa es la avobenzona, es foto inestable tras una hora de aplicacion reduce
su eficacia en un 50-60%, por lo que se le incorpora otras sustancias como la oxibenzona,

dietilhexil 2,6-naftalato, para alcanzar una estabilidad frente a los rayos UV (Vallejo et al. , 2010).
1.8.2.2 Filtros fisicos

Los filtros fisicos corresponden a moléculas de naturaleza inorganica, son particulas minerales

micronizadas que actuan, reflejando, dispersando o absorbiendo la radiacion, la micronizacion
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hace gue estos filtros ofrezcan un amplio espectro de accién, ademas que son resistentes al agua
y fotoestables, lo que reduce el riesgo de sensibilizacion y bajo potencial alergénico (Asociacion

Argentina de Dermatologia et al., 2013).

Entre los filtros fisicos que mas se destacan tenemos el 6xido de cinc (Zn0O), didxido de titanio
(TiO) y la mica, estos brindan proteccion tanto contra los rayos UVA como UVB, siendo el
primero el que confiere una mayor proteccion contra los rayos UVA, y el segundo frente a las
rayos UVB; suelen ser formulados en conjunto con los filtros quimicos, en concentraciones que
van del 3 al 10%, y rara vez causan irritaciones, por lo que son diariamente incorporados en

formulaciones para personas con piel sensible y nifios (Kora¢ y Khambholja, 2011).

La mayor desventaja que presentan este tipo de filtros es que al ser mas refractivo, causan el
fendbmeno llamado de blanqueamiento cuando se aplican sobre la piel, ademas su aplicacion es
maés dificil, por lo que afecta seriamente la eficacia de los productos y la estética, pero con la
llegada de las nano-particulas (10-50 nm) de titanio y zinc se ha corregido dicha desventaja (Reyes
y Vitale, 2013).

Estos filtros al ser formulados como nano-particulas tienden a ser mas reactivas, generando un
impacto tanto ambiental como en la salud de sus consumidores, ya que se ha visto un aumento de
iones Zn en la sangre y orina de humanos expuestos a productos con filtros solares que contienen
nano-particulas de ZnO, durante su exposicién a través de una piel sana. En cuanto al impacto
ambiental se ha determinado que las nano particulas de ZnO al quedar retenidas en los océanos y
mareas causan una hiperproduccion de peréxido de hidrogeno, cambiando el equilibrio de los
nutrientes especialmente de los fosfatos, lo cual genera un desequilibrio en el fitoplancton marino,

gue forma la base a la cada alimentaria marina (Jallad, 2017: pp. 353-357).

1.8.2.3 Filtros biolégicos

Los filtros biolégicos comprenden principalmente aquellas sustancias antioxidantes, que evitan
la formacion de radicales libres, actian frente a la radiacion que es capaz de atravesar la piel. Con
mayor frecuencia son utilizadas en fotoprotectores, principalmente en forma de vitaminas A

(betacarotenos), C y E (en forma de acetato o palmitato) (Kora¢ y Khambholja, 2011).

Estas vitaminas han demostrado que, mediante su aplicacion tépica, presenta propiedades
antirradicales y actlan contra el envejecimiento y los céanceres de piel fotoinducidos, que se
forman como consecuencia de la exposicion prolongada al sol. La combinacion tanto de filtros
UVA, UVB como antioxidantes dan lugar a preparados de elevada eficacia y de amplio espectro

de proteccidn solar (Marin y del Pozo, n.d.).
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Hoy en dia, hay una gran tendencia en la utilizacion de componentes naturales para proteger a la
piel contra los rayos UV, entre los productos que tienen la capacidad de absorber la radiacion
tenemos el escualeno, los péptidos, nucledtidos que han protegido a la piel de muchos mamiferos
durante afios. Una alta concentracion de péptidos vegetales protege los enlaces peptidicos de las

proteinas que forman la piel (Kora¢ y Khambholja, 2011).

El alto indice de escualeno lipido proveniente del aceite de oliva, protege los lipidos mas sensibles
de la piel, la alantoina es un nucleétido que proviene de la planta conocida cominmente como
lengua de vaca se usa por sus propiedades curativas, calmantes y anti irritantes, este nucle6tido
tiene la capacidad de absorber la radiacion UV que dafia el ADN de las células. Actualmente el
extracto de esta planta ya es incorporado en productos para el cuidado de la piel, productos

antiacné (Asociacion Argentina de Dermatologia. et al. 2013).

La aplicacion tépica de sustancias con potencial antioxidante puede modular las vias de
sefializacion relacionadas con ROS inducidas por la exposicién a UV-B, dando como resultado
una disminucion de la peroxidacion lipidica intracelular, aumento de la capacidad antioxidante
enddgena y el aumento en la viabilidad celular. Por lo tanto, para proteger la piel contra las
consecuencias a largo plazo del fotodafio generado por ROS, se necesitan nuevos materiales para

la proteccién de la piel contra la radiacién UV-B (Mishra, et al. 2012: pp. 669-683)

En los Gltimos afios, los compuestos naturales han surgido con considerable interés, como agentes
fotoprotectores para reducir los dafios en la piel inducidos por la radiacion UV, por lo general, las
plantas y los extractos de las mismas tienen un alto papel protector predominante debido a sus
antioxidantes como (vitamina C, vitamina E), flavonoides y acidos fendlicos, su mecanismo de
accion es prevenir el dafio oxidativo que se generan las membranas células de los queratinocitos
(Rodrigues et al. 2016).

1.9. Fitoconstituyentes con actividad fotoprotectora.

El uso de fotoprotectores activos es muy beneficioso para combatir los efectos nocivos de los
rayos UV. Las categorias importantes de fitoconstituyentes beneficiosos incluyen &cidos
fendlicos, flavonoides y polifenoles de alto peso molecular (Asociacion Argentina de

Dermatologia. et al. 2013).

Los acidos fendlicos naturales incluyen acido hidroxicindmico y &cido hidroxibenzoico. Los
polifenoles de alto peso molecular, también conocidos como taninos, incluyen polimeros
condensados de catequinas o epicatequinas y polimeros hidrolizables de &cido gélico o elagico.

Muchos flavonoides, como la quercetina, la luteolina y las catequinas, son mejores antioxidantes
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que el acido ascorbico, alfa-tocoferol y betacaroteno. Otros fitoconstituyentes fotoprotectores
incluyen la curcumina, los compuestos de ajo cafeico y &cido ferdlico, apigenina, genisteina,
resveratrol, cido nordihidroguayarético, cido carnésico, la silimarina, entre otros (Saraf y Kaur,
2010).

e Antocianinas

Las antocianidinas y sus derivados, protegen contra una variedad de oxidantes a través de una
serie de mecanismos. Se ha descubierto que las cianidinas, "funcionan como un potente
antioxidante in vivo " en estudios recientes en animales japoneses (Tsuda, Kato y Osawa 2000).
Son capaces de proteger los lipidos de la membrana celular de la oxidacion por una variedad de
sustancias nocivas, neutralizan las enzimas que destruyen el tejido conectivo. Estudios en
animales confirman que la cianidina es un antioxidante cuatro veces mas potente que la vitamina
E (Kora¢ y Khambholja, 2011).

e Proantocianidina

Funcionan como un inhibidor de la mutacion del ADN, bloquea la elastasa, mantiene la integridad
de la elastina en la piel y actla de forma sinérgica con la vitamina C y E. Se ha investigado y

demostrado que en forma de crema es efectiva contra los efectos peligrosos del sol (rayos UV).

En un estudio, las proantocianidinas en semilla de uva, ejercieron un efecto antioxidante
protegiendo diferentes acidos grasos poliinsaturados de la peroxidacion lipidica inducida por la
luz UV, ademas en ensayos sobre ratones, disminuy6 el tamafio de los tumores cutaneos expuestos

a radiacién UV cancerigena ( The Netherlands: i.BioCeuticals,” 2011).
e Resveratrol

Pertenece a una clase de compuestos polifenélicos Ilamados estilbenos, es un compuesto
liposoluble que actia como antioxidante y antimutagénico; en estudios se ha demostrado que
inhibe el desarrollo de lesiones y la tumorigénesis en un modelo de cancer de piel de ratén (Saraf
y Kaur, 2010:pp. 1-11).

La aplicacion tépica de resveratrol en ratones antes de la irradiacion UVB produjo una
disminucidn significativa en la generacién de ROS y la inhibicion del edema de la piel. Los
estudios a largo plazo han demostrado que la aplicacion topica con resveratrol da como resultado
la inhibicién de la incidencia de tumores inducidos por UVB vy el retraso en el inicio de la
tumorigénesis cutanea (Saraf y Kaur, 2010:pp. 1-11.).
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e Quercetina

Pertenece a los flavonoles, tiene efectos antiinflamatorios y antioxidantes y actia como un
inmunomodulador. Se ha informado que una dieta rica en quercetina inhibe la formacién de
tumores cutaneos en tres modelos de carcinogénesis cutanea en ratones cuando se administra por
aplicacion tépica. La quercetina y la rutina se probaron como posibles factores topicos de
proteccion solar en seres humanos y se encontrd que proporcionan proteccion tanto en el rango
UVA como UVB (Choguenet, et al., 2008:p. 1117).

e Apigenina

Es un flavonoide, se descubri6 que la apigenina es efectiva en la prevencidn de la carcinogénesis
cutanea inducida por UVA / UVB en ratones, en ensayos realizados con Calendula officinalis se
determind, mediante la prueba de oreja de ratén, que los flavonoides eran responsables de la
actividad y, de estos, la apigenina era mas activa que la indometacina. Artemisia inculta y
Cuminum cyminumo también contienen apigenina y luteolina que han demostrado actividad

antiinflamatoria cuando se usa bajo las condiciones adecuadas (Choquenet, et al., 2008:p. 1117).
e Silimarina

La silimarina es un compuesto flavonoide formada por silibina, silidianina y silicristina. La
silibina es el metabolito mas activo. La silimarina tépica ha demostrado tener un notable efecto
antitumoral. EI nimero de tumores inducidos en la piel de ratones sin pelo por la luz UVB se
redujo en un 92%. La silimarina reduce la formacién de células solares y la apoptosis inducida
por la radiacion ultravioleta. El resultado no estuvo relacionado con un efecto de proteccion solar
y un mecanismo antioxidante puede ser responsable. El tratamiento con silimarina previene la

supresion inmune inducida por UVB y el estrés oxidativo in vivo (Saraf y Kaur, 2010:pp. 1-11).

1.10 Antecedentes de la investigacion

El uso tradicional de plantas en medicamentos y cosméticos, hoy en dia constituye la base para
investigaciones y nuevas tendencias, por su alto potencial, es asi que a continuacién se recopilan
varios estudios realizados tanto in vitro o in vivo para valorar la actividad fotoprotectora en

diferentes especies (Benavides N. 2011).

Avila Acevedo y colaboradores en su estudio de fotoproteccion, in vitro establecen que existe una
correlacion entre el extracto metandlico de las hojas de Buddleja scordioides y su efecto

fotoprotector, esto lo atribuyen a los compuestos verbascosido y linarin, que dicho extracto
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presenta, al absorber la radiacién UV-B, mostrando ademas, que el compuesto verbascdsido tiene
una mejor calidad de proteccion que los otros compuestos, esto podria ser atribuido a su buen

coeficiente de extincion y a sus propiedades antioxidantes (Avila Acevedo et al., 2005).

Estudios realizados anteriormente con Buddleja incana implantan que dicha especie posee
actividad antioxidante comprobada, atribuida a la presencia de polifenoles, flavonoides, por otra
parte, investigaciones con especies del género Buddleja en extractos hidroalcoh6licos y acuosos,
dan evidencia de su fuerte actividad antioxidante, asociado al poder cicatrizante en heridas de la

piel y el proceso inflamatorio (Benavides N. 2011) (Letelier M. et al. 2006).

Estudios recientes han demostraron que debido a la radiacion UV, se produce una difusion
lisosémica, con la consecuente liberacion de hierro aumentando el desequilibrio redox. Por lo
tanto, una posible ruta para proteger las células del dafio de los rayos UV seria proteger los
lisosomas. En un trabajo reciente se ha demostrado que los flavonoides epicatequina y su
epicatequina metilada son capaces de proteger a estos organulos y evitar la liberacion intracelular
de hierro (Rodrigues et al., 2016:p.334).

Un estudio realizado en el extracto acuoso de Vigna angularis una planta nativa de Japén, dio
como resultado que esta planta previene el envejecimiento cutaneo es decir suprime su rugosidad,
engrosamiento, sequedad y arrugas, al estimular la sintesis de colageno y elastina, gracias a los
bioflavonoides, y compuestos polifendlicos con actividad antioxidante, especialmente la rutina
que es capaz de regenerar la vitamina C después de que neutralice un radical, la vitamina C juega
un papel critico en la fabricacion de coladgeno, un componente importante de las paredes de los

capilares, asi como el marco de soporte de la epidermis (Hwang et al., 2014: pp.1339).

Los frutos de Spondias purpurea cominmente conocidos como ciruelas, son una fuente natural
importante de compuestos fendlicos como los taninos, los acidos fenolicos y los flavonoides,
segln un estudio publicado para evaluar su actividad fotoprotectora se muestra que las cascaras
de este fruto, son efectivos contra los rayos UVB y UVA, por su capacidad para absorber la
radiacion, asi como para combatir los efectos nocivos producidos por las ROS, gracias al

contenido de dicaffeoil-glucosa, rutinay guercetina, encontrados (Silva et al , 2016:pp.509-514).

En una revision cientifica realizada con el extracto de la planta Polypodium leucotomos (helecho)
muestra que es una planta rica en polifenoles, con propiedades antioxidantes. En dosis de 7,5
mg/Kg. protege la piel, reduciendo el eritema y la deplecién de células de Langerhans. Es
protectora frente a las reacciones fototdxicas y los cambios histoldgicos y pigmentarios inducidos
por los UVA (Dinkova-Kostova, 2008: pp. 1548-1559).

En otra revision cientifica con la misma planta se establece que Polypodium leucotomos evita la

peroxidacion causada por la radiacion UV, al inhibir la propagacion de las reacciones de cadena
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en la peroxidacidn lipidica, ademas se ha visto que es capaz de depurar ROS como el anién
superdxido, los radicales hidroxilos, los oxigenos asilados y el peréxido de hidrogeno, mediante
una inhibicién de la enzima cox-,. Ejerce un efecto citoprotector frente al dafio solar,
incrementando la supervivencia celular, al inhibir la induccién de 6xido nitrico sintetasa,
expresion del factor de necrosis tumoral alfa y la apoptosis. (Asociacion Argentina de
Dermatologia. et al. 2013)

1.11 Buddleja incana

Esta especie es un arbusto grande que crece en la regién andina central de Ecuador, Colombia,
Venezuela, Bolivia y Chile, su rango de distribucién varia entre 1400-4200 metros de altura, en

formacidén de bosque seco a subhimedo (Reynel C,2009:pp.40-45).

En el Ecuador se conoce comunmente como quishuar y las hojas se usan para tratar heridas
infectadas. En Bolivia una infusion de las hojas es 0til para tratar la neuralgia, el catarro y como
un lavado para heridas, mientras que en Chile se cita su uso para el tratamiento de Ulceras y
verrugas callosas, mediante una decoccién de las hojas y las flores (Houghton, 1984:pp. 293-
308).

Figura 10-1: Buddleja incana

Fuente: Reynel C,2009;pp.40
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e Clasificacién cientifica

Tabla 7-1: Clasificacién cientifica de Buddleja incana.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Scrophulariaceae
Genero Buddleja
Especie Buddleja incana

Fuente: (Teopicos Ruiz & Pavén [sin fecha])

e Descripcién botanica
Buddleja incana, nativa del Ecuador, es un arbusto, que por lo general no supera los 12 m de
altura, con un diametro de 20-50 cm y de tronco robusto; sus hojas simples, alargadas y
lanceoladas miden de 10 a 30 cm, son gruesas, de color verde claro u obscuro, el envés de las
hojas de color blanquecino, densamente cubierta de pelos diminutos que le dan un aspecto

afelpado y suave al tacto, con un borde finamente dentado (Reynel C,2009:pp.40-45).

Las flores son pequefias, hermafroditas de aproximadamente 5-7 mm de longitud, agrupadas en
racimos, sus pétalos varian de amarillo a naranja, y forman un tubo corto con 4 estambres y 1
pistilo, su floracién se da en los meses de mayo a septiembre, sus frutos tienen forma de drupa o
baya blanda, su fructificacion se da en los meses de junio y agosto (Villarpando y Villalobos,
2011:pp.30-31)

e Composicidén quimica

Los glucosidos flavonoides e iridoides son los principales metabolitos secundarios aislados que

se presentan en todo el género Buddleja (Houghton 1984).

Seguin Avila y colaboradores en su estudio realizado sobre Buddleja, han identificado algunos
metabolitos secundarios como, iridoides, flavonoides, saponinas, triterpenoides, alcaloides en
pequefias cantidades. Los iridoides como la aucubina, flavonoides y terpenoides han demostrado
tener actividad antiinflamatoria, presentando ademaés actividad antioxidante atribuida a la

presencia de compuestos fendlicos y terpenoides, mientras que su actividad anti fungica la han
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atribuido a sesquiterpenos presentes en la corteza y raices de este género (Avila A. y Romo de
Vivar, 2002:pp. 1003-1005)

En el estudio correspondiente a la evaluacién de la actividad fotoprotectora de Buddleja
scordioides, se establece que el extracto metandlico de dicha planta contiene metabolitos
secundarios como compuestos verbascésido (FPS 24+0.7), linarin (FPS 5+0.3) y flavonoides
(FPS 5£0.8), los cuales hacen que la actividad fotoprotectora contra las radiaciones UVA'Y UVB

sea muy significativa (Avila Acevedo et al. 2005a).

1.12 Ensayos in vitro para evaluar la eficacia y seguridad de fotoprotectores a base de

productos naturales

Muchas pruebas in vitro estan disponibles para evaluar la eficacia y seguridad tanto de extractos
crudos como de las formulaciones, uno de los métodos mas aceptados es el Método
espectrofotométrico, la prueba de Colipa que se realiza para evaluar la eficacia de las
formulaciones, a través de la determinacién del factor de proteccién solar (SPF) y la evaluacién
del factor de proteccion UVA. Mientras que para la evaluacion de la seguridad in vitro, se
encuentran las pruebas del HET-CAM, CAM-TBS y genotoxicidad.(Reis Mansur et al.,
2016:pp.251)

Las nuevas sustancias requieren una evaluaciéon toxicol6gica adecuada antes del consumo
humano, especialmente aquellas sustancias que se usan a diario. De acuerdo con la Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil (ANVISA), dependiendo de la particularidad de cada
producto quimico o natural, se requieren varios puntos finales toxicolégicos tales como irritacién

ocular, sensibilizacion de la piel y potencial genotoxico. (ANVISA 2012)

Para los productos de la piel expuestos a la luz solar, como fotoprotectores, es necesario realizar
ensayos adicionales, ya que son productos que entran en contacto directo con las mucosas y son
de uso diario, sin embargo, la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos
(OCDE) y el Comité de Coordinacion Interinstitucional sobre el uso y validacion exitosos de los
métodos de Refinamiento, Reemplazo y Reduccién (3R) no recomienda el uso de animales de
laboratorio sino la validacion mediante métodos alternativos y reproducibles ( Avila et al.,
2017:p.83).

1.12.1 Ensayo de Genotoxicidad (test de micronucleos) MNs

Los estudios de genotoxicidad tienen gran importancia, ya que se encargan del estudio de la
unidad fundamental de la herencia de toda célula, por esto, y considerando que muchos

compuestos quimicos de uso personal pueden resultar genotdxicos, en la actualidad se ha
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incrementado el interés por conocer el impacto que estas generan en la salud. Es asi que el test de
micronucleos (MNs) por su alta sensibilidad, sencillez de evaluacion y facilidad de realizacion se
ha convertido en la prueba més utilizada y recomendada por Centro Europeo para la Validacion
de Métodos Alternativos y OECD (Antonio T. Araujo Soto 2015).

La genotoxicidad es la capacidad relativa que tiene un agente fisico, quimico o biolégico de
producir un dafio en el material genético, originando efectos bioldgicos adversos en los seres
vivos, el dafio en el material genético se produce en el ADN y en aquellos componentes celulares
que estan relacionados con la funcionalidad y comportamiento de los cromosomas dentro de las
células como las proteinas y el ARN (OECD, 2016:pp.1-2).

El test de microndcleos in vitro, constituye una prueba Gtil para la deteccion de microntcleos en
el citoplasma de células interfasicas. Los micronucleos pueden originarse a partir de fragmentos
de cromosomas acéntricos (es decir, que carecen de un centrémero), o cromosomas completos
que no pueden migrar a los polos durante la etapa de anafase de la division celular. EIl ensayo
detecta la actividad de sustancias de prueba clastogénicas (fragmentos de cromosomas
procedentes de su ruptura) y aneuogénicas (Los cromosomas enteros que no migraron durante la
anafase) en células que han sufrido division celular durante o después de la exposicion a la
sustancia de prueba (OECD, 2016:pp.1-2)

Los microntcleos son fragmentos de cromosomas conocidos, en el campo de la hematologia,
como cuerpos de Howell-Jolly. Su forma es generalmente ovalada o redonda, con un didmetro
gue va desde 0.4 a 1.6 micras. Su formacién ocurre en la anafase de la mitosis (Garcia-Bores et
al., 2017:p.74).

Figura 11-1: Formacion de nacleos y microntcleos a partir de una célula madre.
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Fuente: (Igbal, 2016:pp. 785-802).

Entre las plantas superiores, V. faba es considerado como un excelente modelo genético para la
vigilancia de la toxicidad ya que, ofrece deteccidn de dafios en el ADN o anomalias en la division
celular. La planta V. faba se usa habitualmente para fines citoldgicos, fisioldgicos, estudios
radiobioldgicos y evaluacion de toxicidad (Igbal, 2016:pp. 785-802).

Como ventajas del ensayo de la técnica de microntcleos tenemos la posibilidad de probar un sélo

agente o sustancia quimica sin otro compuesto; o probar mezclas de muestras complejas, ademas
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ofrece la posibilidad del andlisis de una abundancia de células en diferentes periodos del ciclo
celular y la formacion de micronucleos persistentes hasta la siguiente interface (MMAYA, 2014).
Varios ensayos realizados sobre otras especies medicinales relacionan la presencia de ciertas
sustancias quimicas vegetales con el dafio citotdxico y genotoxico. Algunos son capaces de causar
mutaciones bacterianas y pueden retrasar potencialmente el desarrollo de canceres en humanos.
Varias plantas ya se han estudiado genotoxicamente, como el extracto de Schinus terebinthifolius,
Helichrysum simillimum, Helichrysum herbaceum y Helichrysum rugulosum., que indica
mutagenicidad. La deteccion y evaluacion del dafio causado por los componentes toxicos de la
planta es importante para reducir el riesgo cuando se usa terapéuticamente, particularmente

durante el tratamiento prolongado (Macédo et al., 2008:pp.509-516).

1.12.2 Ensayos de irritabilidad ocular in vitro

Los ensayos de irritabilidad ocular in vitro constituyen una alternativa fundamental para evaluar
la seguridad de los productos cosméticos faciales, los cuales al entrar en contacto directo con las
membranas mucosas oculares podrian generar irritacion (Lagarto, et al, 2006: p.293).
Antiguamente estas pruebas se las realizaba en conejos mediante el test de Draize, sin embargo,
por la agresividad y sufrimiento que causaban en los animales, la industria y varias agencias
reguladoras han buscado alternativas, teniendo presente las tres R’s de Rusell y Burch; que son la
reduccion, el refinamiento y reemplazo, lo cual ha motivado al fomento y desarrollo de métodos
que contribuyan a disminuir la utilizacion de animales en pruebas toxicoldgicas (Murillo,
2003:p.187).

Las pruebas in vitro son una alternativa til, no solo por la reduccion de la exposicién de los
animales a productos potencialmente toxicos, sino que ademas logran una buena correlacion de
los resultados obtenidos con las pruebas clinicas realizadas en animales (Lagarto, et al,
2006:p.293).

1.12.2.1 Test de membrana corioalantoidea en huevo de gallina HET-CAM

El ensayo de la membrana corioalantoidea del huevo de gallina, conocido por las siglas HET-
CAM de su nombre en inglés, es una prueba propuesta por Liepke, modificada por Spielmann y
por Steiling; que permite estimar in vitro el potencial de irritacion ocular de sustancias y productos
terminados (Murillo, 2003:p.187).

El método HET-CAM permite identificar reacciones por irritacion similares a las que ocurren en
el ojo de los conejos usando el Test de Draize, este método HET-CAM, determina tres reacciones

hemorragia, lisis y coagulacion de la membrana corioalantoidea al noveno dia de su fecundacion,
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cuando el tejido nervioso y la percepcion del dolor atn no se han desarrollado, pero hay evidencia

de una notable vascularizacion (Murillo, 2003:p.187).

En el ensayo se examina y evalUa el dafio vascular, se basa en registrar los tiempos necesarios
para que se produzca la lesion, y el porcentaje de irritacion se obtiene de acuerdo con la gravedad
y la velocidad a la cual ocurre el dafio, después de colocar la sustancia de ensayo de manera directa

sobre la membrana corioalantoidea (Murillo, 2003:p.187).

La perspectiva mas ampliamente utilizada para este ensayo, es la determinacion del tiempo de
reaccion hasta la aparicion de cada uno de los parametros (hemorragia, lisis y coagulacion), se ha
evidenciado que una exposicion de 5 minutos de la sustancia a ensayar es suficiente para

visualizar los efectos toxicos e irritantes (Bender et al., 2011:pp.530-537).

1.12.2.2 Test de membrana corioalantoidea en huevo de gallina con azul tripAn CAM-TB

Es un método complementario al HET-CAM, fue desarrollado por Hagino entre 1991 a 1993, este
método proporciona una evaluacion cuantitativa del dafio generado en la membrana

corioalantoidea del huevo de gallina (Murillo, 2003: p.187).

El colorante azul tripan retenido en la membrana se determina mediante métodos
espectrofotométricos para cuantificar la proporcion del dafio en el tejido, es una medida mas
objetiva y cuantitativa de irritacion que la obtenida por el método HET-CAM, en la cual solo se
obtiene una estimacion subjetiva de la hemorragia, lisis y coagulacion (Espinoza, 2015:pp.25-
28).

El ensayo CAM-TB se basa en que las células muertas, es decir aquellas que han sufrido deterioro
en las paredes celulares se tifien por el colorante azul tripan, debido a la unién con las proteinas
dentro de las células, por lo tanto, la cantidad de colorante absorbido se correlaciona con la

cantidad de células muertas de la membrana corioalantoidea (Wilson, et al.2015:pp.32-46)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de la investigacion

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Escuela de
Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias, de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo, ubicada en el cantén Riobamba, provincia de Chimborazo.

2.2 Recoleccion de la materia vegetal

El material vegetal fue recolectado en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
perteneciente a la parroquia Lizarzaburu, del canton Riobamba, provincia de Chimborazo en el

mes de septiembre del 2017 a una altura de 2842 m.s.n.m.

2.3 Identificacion botanica y taxonémica

Se tomaron diferentes muestras de la planta, las cuales fueron identificadas en el herbario de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, cuyo responsable es el Ing. Jorge Caranqui.

2.4 Acondicionamiento del material vegetal

Una vez recolectado el material vegetal, se procedié a la seleccion de aquellas hojas en buen
estado, con una superficie integra y libre de coloraciones extrafias. A continuacion, las hojas
fueron lavadas con agua potable para retirar cualquier impureza y secadas durante 4 horas en una
estufa de corriente de aire a una temperatura de 40 °C. Una vez seco el material vegetal, se
procedié a pulverizar en un molino de cuchillas giratorias marca Arthur H, Tomas C.O, para
finalmente obtener particulas pequefias de 2 y 3 mm. El material fue almacenado en papel en un

lugar fresco, seco y en la oscuridad para evitar cualquier tipo de contaminacion.
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2.5 Control de calidad de la droga cruda.

2.5.1 Determinacion del contenido de humedad

Se realiz6 mediante el método gravimétrico que se basa en la en la pérdida de masa por desecacion
en la estufa. Se partié de 2 gramos del material vegetal seco y triturado, los cuales se trasfirieron
a una capsula de porcelana previamente tarada y posteriormente colocada en la estufa a una
temperatura de 105 °C durante 3 horas. Una vez cumplido el tiempo se coloco la capsula en un
desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se peso. Se trasfirid nuevamente la capsula a
la estufa durante una hora mas y se repitié el proceso hasta alcanzar un peso constante (Miranda,
2000: pp. 34-35)

La determinacion se realiz6 por triplicado y los célculos se realizaron mediante la siguiente

férmula.
%H= (M2-My) /(M2-My) *100
Donde:
%H= porcentaje de pérdida de peso por desecacion
M,= masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)
M;= masa de la capsula con la muestra desecada (g)
M= masa de la capsula vacia

100= factor matematico

2.5.2 Determinacion de cenizas totales

Se realiz6 por el método gravimétrico, obteniendo el residuo mediante incineracion de la muestra.
Para su determinacion se pesaron 2 g + 0.5 mg del material vegetal seco y triturado en un crisol
previamente tarado. La muestra fue calcinada en un reverbero hasta quedar totalmente
carbonizada, a continuacion, fue incinerada en un horno mufla a una temperatura de 700 °C,
durante 2 horas, cumplido el tiempo, el crisol fue colocado en un desecador hasta alcanzar la
temperatura ambiente para posteriormente ser pesado, el procedimiento se repitié cada 30 minutos

hasta que el residuo fuera totalmente blanco y el peso constante (Miranda, 2000: p. 32).
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En caso de presentar trazas de carbon en el residuo, se coloca gotas de perdxido de hidrégeno o
acido nitrico, y se evapora con la finalidad de que el residuo sea totalmente blanco. El ensayo se

realizé por triplicado y los resultados fueron obtenidos con la siguiente formula:
%Cl= (M2-M) /(M1-M) *100
%Cl= porcentaje de cenizas en base hidratada
M= masa del crisol con la muestra incinerada (g)
M= masa del crisol vacio (g)
M;= masa del crisol antes del proceso de incineracién (g)
100= factor matematico
%Ct = CI/(100-H) *100
%Ct= porcentaje de cenizas totales en base anhidra
Cl= porcentaje de cenizas en base hidratada
H= porcentaje de humedad

100= factor matematico

2.5.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

Es un método gravimétrico en el que, a partir de las cenizas totales obtenidas, se adiciona 20 ml
de agua destilada, se procede a tapar el crisol con un vidrio reloj y se hace hervir de manera suave
durante 5 minutos en un reverbero. Con ayuda de un papel filtro totalmente limpio se filtra la
solucidn, el residuo retenido conjuntamente con el papel filtro se colocan nuevamente en el crisol,
para posteriormente ser carbonizados en un reverbero e incinerados en un horno mufla a 700 °C,

durante 2 horas (Miranda, 2000: p.33).

Cumplido el tiempo se coloc6 en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se peso,
el proceso se repiti6 en intervalos de media hora hasta alcanzar un peso contante. La

determinacion fue realizada por triplicado y los célculos realizados mediante la siguiente formula.
%Ca= (M2-M,) /(M1-M) *100
%Ca= porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada

Mz= masa del crisol con las cenizas totales (g)
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M.= masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M;= masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M= masa del crisol vacio (g)

100= factor matematico

2.5.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Se realiz6 mediante el método gravimétrico, en el que, a partir de las cenizas totales obtenidas, se
afiadié 3 mL de &cido clorhidrico HCI al 10 %. El crisol tapado con un vidrio reloj se calent6 a
bafio maria durante 10 minutos, el vidrio reloj fue lavado con agua caliente y unido al contenido
del crisol. Posteriormente la solucidon fue filtrada con ayuda de un papel filtro libre de cenizas y
el residuo lavado con agua caliente, hasta que la solucion filtrada al colocarse dos gotas de nitrato
de plata 0,1 M no indique la presencia de cloruros. El filtrado con el residuo fue desecado en la
estufa de 100- 105 °C para luego ser trasferidos al crisol inicial e incinerados en un horno mufla
a 700 °C, durante 2 horas. Cumplido el tiempo el crisol fue trasferido al desecador hasta llegar a
temperatura ambiente y finalmente se pesd. El proceso se repitio a partir de la incineracién de la

muestra pesando el crisol cada media hora hasta obtener un peso contante (Miranda, 2000: p.33).

El ensayo se realiz6 por triplicado y para obtener el resultado se realizaron los calculos

mediante la siguiente férmula.
%B= (M2-M) /(M1-M) *100
%B= porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico
M= masa del crisol con las cenizas insolubles en acido clorhidrico base hidratada
M= masa del crisol vacio (g)

M;= masa del crisol con la muestra de ensayo (Q)

2. 6. Tamizaje fitoquimico

Por medio del tamizaje fitoquimico se procedi6 a identificar cualitativamente los compuestos
quimicos presentes en las hojas de Buddleja incana, para lo cual se pesé exactamente 30 g de la

droga cruda, seca y triturada, y se realiz6 extracciones sucesivas con solventes de polaridad
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creciente, con el fin de aumentar la extraccion de sus metabolitos, los solventes utilizados fueron

éter etilico, etanol y por ultimo agua. El procedimiento se indica a continuacion.

Figura 1-2: Proceso de extraccidn para realizar el tamizaje fitoquimico

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

I
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO
Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR
]

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracién|

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO .
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Fuente: Miranda, 2000

Una vez obtenido cada uno de los extractos, se procedié a realizar los diferentes ensayos de
caracterizacion correspondientes para cada extracto, e identificar los metabolitos secundarios

mediante reacciones de precipitacion o coloracion.

Figura 2-2: Protocolo a seguir para realizar el tamizaje fitoquimico del extracto etéreo

EXTRACTO ETEREO
I
DNIDIR EM FRACCIONES

|
ml 5 L‘\L

ENSAYO DE BALJET
EER%%ES’?N (LACTONAS ¥ COUMARINAS)

5
ENSAYOD
(ACEITES

Engmt (dividir bn 3 pordones)  ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER ¥ WAGNER (TRITERPENOSE STERQIDES)
(ALCALOIDES) |

Fuente: Miranda, 2000
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Figura 3-2: Protocolo a seguir para realizar el tamizaje fitoquimico del extracto alcohélico

EXTRACTO ALCOHALICO
|
DIVIDIR EN FRACCIONES
imL 2mL 2mL ‘ 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE I ENSAYO DE 2mL ENSAYODE )
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE Cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(AZ REDUCTORES) LIEBERVANB RD |renoLe SBY TANNGS BORNTRAGER] (CARDENCLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFH
N BLARD. ) (QUINONAS) MAYER Y WAGNER
2mL (ALCALOIDES)
aivee ENS%—\TC_) DE 2mL
mi
e ENSAY(% EEL BALJET AT ENSAYO DE
INOACIDOS
(LACTONAS) (AM ) ANTOCIANIDINA
2mL
ENSAYOQ ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE
SHINODA
(FLAVONQIDES)

Fuente: Miranda, 2000

Figura 4-2: Protocolo a seguir para realizar el tamizaje fitoquimico del extracto acuoso

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) Iﬁ/INUSCAI\IYAOGI(DDES
2 mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 1 0O 2 GOTAS
ENSAYO DE
2 mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCT ORES)

2 mL
ENSAYO DE CLORURO 2 mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Fuente: Miranda, 2000

2. 7. Estandarizacion del extracto

2.7.1 Determinacion de requisitos organolépticos: olor, color, sabor.

Para la determinacion del olor se tomd una tira de papel filtro y se introdujo en el extracto
alcohdlico de Buddleja incana y se determin si su olor era caracteristico de la planta. El color se
determind llenando las tres cuartas partes de un tubo de ensayo completamente limpio y
observando cuidadosamente su color, trasparencia, presencia de particulas o la separacion en
capas (Miranda, 2000: p.56).
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2.7.2 Determinacion del pH.

El pH del extracto alcohdlico de Buddleja incana se midié con un medidor de pH digital marca
Accumet XL 150 (Miranda, 2000: p.58).

2.7.3 Determinacion de la densidad relativa.

La densidad relativa comprende la relacion entre la masa de un volumen de la sustancia analizar
y la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura. Para ello inicialmente se peso el
picnémetro vacio y seco, luego fue llenado con el extracto alcoholico de Buddleja incana se
esperd 15 minutos a una temperatura de 25 °C + 1 y se procedio a pesar, la operacion fue repetida

con el agua destilada manteniendo la misma temperatura (Miranda, 2006: p.56).

La operacion se llevo a cabo por triplicado y los resultados obtenidos mediante la siguiente

formula.
D2s5= (M1-M) /(M2-M)
Donde:
D2s= densidad relativa del extracto alcohélico de Buddleja incana
M= peso del picndmetro con el extracto alcohélico de Buddleja incana (g)
My= peso del picnémetro con el agua (g)

M= peso del picnémetro vacio (g)

2.7.4 Determinacion del indice de refraccion

Para la determinacién del indice de refraccion se colocd una gota del extracto alcohdlico de
Buddleja incana sobre el prisma de medicion, se cerré el termoprismay se enfoco la luz por medio
del espejo de tal modo que la interseccion del reticulo permanezca sobre la linea limite de los

campos oscuro y claro (Miranda, 2000: p.56). El ensayo se realizé por triplicado.

2.7.5 Determinacion de solidos totales: método gravimétrico

Los sélidos totales indican la variacion de masa, por perdida de sustancias volatiles, por accion
del calor, para ello se tomaron 5 mL del extracto alcoholico de Buddleja incana, en una cépsula

previamente tarada y se evaporé a bafio de agua hasta que el residuo esté seco. Una vez seco el
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residuo las capsulas fueron llevadas a la estufa durante 3 horas, para luego ser colocadas en un
desecador hasta que alcance la temperatura ambiente, el proceso se repite hasta peso constante,

en intervalos de una hora (Miranda, 2000: pp.58-59).

El ensayo fue realizado por triplicado y el porcentaje de sélidos totales calculados mediante la

siguiente formula.
St= (Pr-P) /V*100
St= porcentaje de solidos totales
Pr=masa de la capsula més el residuo (g)
P=masa de la capsula vacia (g)
V= volumen de la porcién de ensayo.

100=factor matematico para el célculo.

2. 8. Obtencidn del extracto seco de Buddleja incana

Para la obtencion del extracto seco de Buddleja incana se trasfirieron 100 g del material seco y
triturado a un frasco de vidrio color &mbar y se adicioné 1000 mL de etanol al 70 %, dejando
macerar por un periodo de 72 horas, cumplido el tiempo se procedié a sonicar el extracto, por 45
minutos, se filtrd y el residuo fue desecado. El filtrado obtenido fue trasferido a un balon de
destilacion y concentrado en un rotavapor marca BUCHI 461 a una temperatura de 60°C hasta la

evaporacion completa del etanol, para posteriormente conservar el concentrado en refrigeracion.

El concentrado obtenido fue colocado en nitrégeno liquido y una vez congelada la muestra se
elimind el agua por liofilizacién, al final del proceso se obtuvo el extracto seco de las hojas de

Buddleja incana como un polvo fino, homogéneo de color marrén y de consistencia sélida.

2.9. Determinacién de fenoles totales

El contenido fendlico total del extracto de Buddleja incana se determind mediante el ensayo de
Folin-Ciocalteu, el cual es un ensayo que se basa en la trasferencia de electrones y proporciona
una capacidad de reduccién que va expresada en el contenido fendlico. El contenido fendlico total
de extractos de plantas y su rendimiento depende del solvente seleccionado para la extraccion
(Noreen et al., 2017: p. 794).
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Para la determinacion se prepar6 la curva de calibracion, usando diferentes concentraciones de
acido galico de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, se tomé una alicuota de 250 pL de cada una de las
concentraciones y se llevé a balones aforados de 25 mL, se adicion6 15 mL de agua destilada méas
1.25 mL de reactivo de Folin, se homogeniz6 por 30 segundos en agitador VVortex y se dejé reposar
durante 8 minutos, para luego colocar 3.75 mL de una solucion de carbonato de sodio (Na2CQO3)
al 7.5 %y ser aforado a 25 mL, se homogeniz6 5 veces y se dejé en reposo en la oscuridad durante

dos horas, se efectuaron las lecturas en un espectrofotdmetro a 765 nm (Huang y Ng, 2012: p.123).

Una vez obtenida la curva del acido galico, se prepar6 soluciones de 100 ppm en etanol al 70 %
a partir del extracto seco de Buddleja incana y se procedi6 de la misma manera que el estandar.
El contenido fendlico total se calculé como miligramo equivalente de &cido galico (mg EGAE/g
de liofilizado) por g de liofilizado mediante el uso de la curva de calibracion del acido gélico
(Noreen et al., 2017: p. 794).

El ensayo se realiz6 por triplicado y los resultados se obtuvieron despejando la concentracion en
la ecuacion de la recta, remplazando el valor de la absorbancia y el resultando multiplicando por

el factor de dilucion.

2. 10. Determinacion del contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determind mediante colorimetria para ello se prepard un
estandar de quercetina a diferentes concentraciones 20 ,40 ,60 80 y 100 ppm y se procedid de la

siguiente manera.

Se tomd 1 mL de la solucién de cada uno de los estandares, en tubos de ensayo, a cada uno de
estos se adicion6 4 mL de agua destilada més 0.3 mL de solucidn de nitrato de sodio (NaNO2) al
5 %, se agitd cada una de las muestras y se dejé reposar durante 5 minutos protegido de la luz y
a temperatura ambiente. Trascurrido los cinco minutos se adiciond 0.3 mL de cloruro de aluminio
(AICIs) al 10 % p/v se vorteriza por lo menos 1 minuto y se deja en reposo durante 5 minutos en
obscuridad, luego se adiciond 2 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 1 M, se vorterizé por 15
segundos y en este punto se aprecia la formacion de un complejo rosado por la unién de los
compuestos fendlicos con el aluminio, se guardan las muestras en obscuridad durante 15 minutos
y finalmente se leen en es espectrofotdémetro a una longitud de onda de 510 nm. (Huang y Ng,
2012: p.123)

Con las absorbancias obtenidas se obtuvo la curva de calibracion A= 0.0014 C + 0.0144 y se
procedio de la misma manera, preparando soluciones de 100 ppm a partir del extracto seco de

Buddleja incana, los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de quercetina
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por mg de extracto seco (mg EQ/g de liofilizado). El ensayo se realizé por triplicado remplazando
el valor de la absorbancia y el resultando multiplicando por el factor de diluciéon (Huang y Ng,
2012: p.123).

2. 11. Determinacién de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante del extracto de las hojas de Buddleja incana se midi6 usando el ensayo
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), radical libre que se monitorea por la disminucion de la
absorbancia a una longitud de onda de 517 nm, dicha disminucién del radical libre se da por
accion de los antioxidantes presentes en el extracto y proporciona un indice de la capacidad

antioxidante que se esta evaluando (Mensor et al., 2001: pp. 128-129).

Para el ensayo se pes6 25 mg del liofilizado de las hojas de Buddleja incana y se afor6 a 25 mL
con etanol al 70 % obteniendo una concentracion de 1000 ppm, se realizaron las diluciones
respectivas para obtener concentraciones de 10, 20, 50, 100,200, 500 y 1000 ppm. Se prepar6 la
solucion de DPPH, pesando 5.9 mg del reactivo y aforando a 250 mL con metanol al 99 %, el
reactivo fue guardado en obscuridad durante 40 minutos para que se estabilice (Costa et al., 2015:
p. 415).

Posteriormente se realizd la curva de calibracion del acido galico, para ello se pes6 25 mg de
acido gélico y se afor6 a 25 mL, para luego realizar las diluciones a concentraciones de 10, 20,
50, 100, 200, 500 y 1000 ppm respectivamente.

De cada uno de los extractos de Buddleja incana a diferentes concentraciones, se tomé una
alicuota de 100 pl, se adicion6 2.9 ml de la solucién de DPPH, se vorterizaron los tubos y se
incubaron durante 20 minutos a 37 ° C, de igual manera se procedi6 con cada una de las soluciones

de 4cido gélico a diferentes concentraciones.

Trascurrido el tiempo se midi6 en el espectrofotometro a una longitud de onda de 517nm, de la
siguiente manera, matenol para encerar el equipo, muestra de PPDH, blanco, patron (estandares
de acido galico) y las muestras de Buddleja incana. La inhibicion de los radicales libres DPPH
en porcentaje de inhibicion (1%) se calcularon mediante la siguiente férmula propuesta (Costa et
al., 2015: p. 415)

%= Abs contol—Abs muestra

x 100

bs contol
Donde:
% | = corresponde al porcentaje de inhibicion de los radicales libres

Abs control= Absorbancia de la muestra de la reaccién control que contienen los reactivos

excepto de prueba.
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Abs muestra= Absorbancia del extracto de las hojas de Buddleja incana

Por ultimo, se determiné Actividad antioxidante, mediante el calculo de la cantidad de
antioxidante necesario para inhibir el 50% del radical libre DPPH IC50 del extracto

hidroalcohélico de las hojas de Buddleja incana.
2.12 Preparacion del estindar McFarland

Para ejecutar ensayo de fotoproteccidn se prepard previamente el Estandar McFarland, esto es (til
para ajustar la concentracion de las suspensiones bacterianas que van a ser irradiadas, mediante

una comparacion de la turbidez (Ferraro et al, 2002: pp.310).

Para ello, se preparé el estandar McFarland 0.5 segun lo que indica la FDA, que corresponde a
una suspension bacteriana con una concentracion de 1.5x108 UFC/ mL, se mezclé 0.5 mL de
cloruro de bario (BaCl,) al 1% p/v con 9.5 mL de acido sulfarico (H2SO4) al 1% v/v y se obtuvo

un precipitado de sulfato de bario como una solucién blanquecina turbia (FDA 2001).

Para verificar la exactitud de la turbidez se realizd, un control del estandar McFarland mediante
espectrofotometria, midiendo las absorbancias a una longitud de onda de 625 nm; para determinar
el nimero de estandar McFarland correspondiente a cada una de las suspensiones, el valor
obtenido de la absorbancia fue remplazado en la ecuacién de la recta obtenida a partir de la curva

de calibracion realizada con estandar McFarland No 1, 2, 3, 4 (Ferraro et al, 2002:pp.310).

Tabla 1-2: Composicion de la turbidez estandar de McFarland

Numero de | Cloruro de bario | Acido sulfarico Densidad de bacterias
turbidez estandar | (BaCly) 1% mL | (H2SO4) 1% mL | aproximada UFC
0,5 0.05 9.95 1.5 x108
1 0.10 9.90 3.0 x108
2 0.20 9.80 6.0x108
3 0.30 9.70 9.0x108
4 0.40 9.60 1.2x108
5 0.50 9.50 1.5x108
6 0.60 9.40 1.8x108
7 0.70 9.30 2.1x108
8 0.80 9.20 2.4x108
9 0.90 9.10 2.7x108
10 1,0 9.00 3.0x108

Fuente: Ferraro & National Committee for Clinical Laboratory Standards., 2002
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2.13 Factor de proteccion solar mediante el método de muerte celular inducida a Escherichia
coli ATCC 25922

Realizando pequefias modificaciones se aplicé el método de muerte celular inducida propuesto
por José Guillermo Avila Acevedo, para lo cual se reactivé una cepa de Escherichia coli ATCC
25922, la cual fue cultivada en caldo de infusion cerebro corazén, para luego ser sembrada en
agar Muller Hinton, las bacterias fueron incubadas hasta que alcanzaron su fase exponencial y
estaban aptas para el ensayo (Avila Acevedo et al., 2005:p.303).

Se prepar6 una solucién de 2000 ppm a partir del extracto seco de las hojas de Buddleja incana,
pesando 50 mg del liofilizado en 25 mL de etanol al 70%, las soluciones de 20 y 200 ppm se
prepararon mediante diluciones a partir de la solucién madre de 2000 ppm, cada una de las
soluciones fueron colocadas en tubos de cuarzo de 1 cm de didmetro, para la suspension
bacteriana de concentracién 0.5 McFarland, se realiz6 suspendiendo una cantidad de bacterias en
solucidn salina (cloruro de sodio) hasta alcanzar la turbidez requerida, 5 mL de la solucién de
bacterias fueron colocados de igual manera en cada uno de los tubos de cuarzo (Avila Acevedo
et al., 2005:p.303).

Formando unidades experimentales se colocaron los tubos que contenian las suspensiones
bacterianas detrds de cada uno de los tubos que contenian los extractos de Buddleja incana a
diferentes concentraciones, las unidades experimentales fueron irradiadas con la ayuda de una
lampara UVB marca Philips Broadband TL 40 w/12 RS. a una dosis de radiacion de 0.60 J/cm?,

la radiacion emitida fue controlada cada diez minutos con la ayuda de un radiémetro.

Para determinar la cantidad de UFC sobrevivientes a la radiacion UVB, se sembraron
aproximadamente 5 uL de la suspension bacteriana de cada uno de los tubos en medio de cultivo
agar Muller, la siembra se realizd6 cada 30 minutos durante 3 horas. Para los tiempos
correspondientes a los 0 y 30 minutos se realizaron las diluciones respectivas con solucion salina
al 0.9 % (Avila Acevedo et al., 2005: p.303). En el ensayo se evaluo el extracto de las hojas de
Buddleja incana, los controles octildimetil-PABA (pamidato O) y etilhexil metoxicinamato
(OMC) a concentraciones de 20, 200 y 2000 ppm, cada muestra por triplicado, ademas se evalud

un blanco el cual contenia Gnicamente etanol al 70% (Avila Acevedo et al., 2005: p.303).

2.14 Determinacion del Factor de Proteccion solar SPF in vitro

El factor de proteccion solar es una medida usada para evaluar la efectividad del protector solar;
El SPF in vitro se determiné de acuerdo al método espectrofotométrico de Mansur. Para lo cual,

se prepar6 un extracto hidroalcohdlico a partir del liofilizado de las hojas de Buddleja incana de
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concentracion 20 ppm, de igual manera los controles positivos (OMC y Pamidato) a la misma
concentracion, el blanco fue etanol al 70% utilizado como disolvente de las sustancias

fotoprotectoras. (Oliveira et al., 2017)

Las muestras se analizaron por triplicado. Posteriormente, se realizd6 un barrido
espectrofotométrico registrando las absorbancias a longitudes de onda (A) entre 290 y 320 nm,
con intervalos de 5 nm. Las lecturas se hicieron en el espectrofotémetro UV Cole Parmer S2150
usando cubetas de cuarzo de 1 cm. El célculo de SPF se obtuvo de acuerdo con la ecuacion
propuesta por Mansur (Oliveira et al., 2017).

320
FPS = CF x ZEE(A) % I(1) x Abs(1)

290

Donde:

EE (A) representa el espectro de efecto eritemal

I (A) representa la intensidad del espectro solar

Abs (A) representa la absorbancia del producto con proteccién 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 (A) x | (A) son constantes como se indica a continuacion. ( De Lima-Saraiva et al.,
2017)

Tabla2-2: Valores de EE x | preestablecidos

Table. 2: Normalized product function used in the calculation of SPF

Wavelengih (nm) EE x I (normalized)
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0. 1864
315 0.0839
320 0.0180
Total 1.0000
EE — erythemal effect spectrum; T — Solar intensity spectrum.

Fuente: (Mishra, & Chattopadhyay, 2012)
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2.15 Determinacion de la irritabilidad ocular in vitro, método HET-CAM

Para evaluar el potencial irritante del extracto de las hojas de Buddleja incana, se realiz6 mediante
la prueba HET-CAM (prueba de la membrana corioalantoidea en huevo de gallina- de acuerdo
con ICCVAM (Costa et al., 2015:pp.415-418)

La metodologia seguida consisti6 en la aplicacion de los extractos de Buddleja incana a diferentes
concentraciones en embriones de pollos, para ello se prepar6 extractos de 62,5 125, 250 y 500
ppm. Para el ensayo se utilizé huevos frescos fértiles con un peso entre 50 -60 g, los cueles fueron
colocados en una incubadora automatica y mantenidos a una temperatura de 37.5 £ 0.5 - C con
una humedad relativa de 62.5 + 7.5% durante 10 dias (Bender et al., 2011:pp.530-537).

Una vez cumplido el tiempo, la cascara de huevo alrededor de la camara de aire fue retirada
cuidadosamente y con la ayuda de unas pinzas la membrana blanca de la cascara fue removida de
igual forma, exponiendo asi la membrana coriolantoidea, para un anélisis visual, en la cual se
observa que la misma se encuentre en 6ptimas condiciones para la prueba (Reis Mansur et al.
2016bh).

Después de que la CAM fue expuesta, se aplicaron 300 ul de cada uno los extractos en cada una
de las membranas, para cada concentracion se usaron tres huevos, luego de la aplicacion de los
extractos, se examinaron las membranas y los vasos sanguineos durante 5 min. Se registré el
tiempo de aparicién, medido en segundos, de cada efecto irritante (hemorragia, lisis y
coagulacion). De igual manera se procedio6 con los controles positivo (NaOH 0.1 M) y un control
negativo (agua destilad) (Costa et al., 2015:pp.415-418).

Mediante la siguiente formula se determino la puntuacion de irritacion (1S):

301—-H)*5 301-L)*7 301-C)*9
5= (BOI=H)S | (301-L)+7  (301-C)
300 300 300

Donde H = es el tiempo necesario para comenzar las reacciones hemorragicas
L = tiempo necesario para comenzar la lisis del vaso
C =tiempo necesario para comenzar la coagulacion.

La puntuacion promedio se calculé para cada extracto y los extractos se clasificaron en cuatro
categorias: 0 - 0.99 correspondiente a no irritante; 1- 4.99 ligeramente irritante; 5.00-8.99
correspondiente a irritante moderado; y 9.00-21.00 correspondiente a irritante severo (Costa et
al., 2015:pp.514).

49



2.16 Determinacion de la irritabilidad ocular in vitro, método CAM-TB

Es un método cuantitativo para evaluar la toxicidad de varias formulaciones, la prueba utiliza azul
Tripan como indicador de lesiones, ademas muestra una buena correlacion con el test in vivo de
Drize, test de irritacion ocular realizada en conejos. La metodologia seguida en este ensayo es
similar a la ya descrita en el método HET-CAM hasta tener expuesta la CAM (Reis Mansur et al.,
2016:p.253).

Posteriormente 300 L de cada uno de los extractos preparados a diferentes concentraciones 62.5
125, 250 y 500 ppm, fueron colocados en la superficie de la CAM, para luego de 20 segundos,
ser removidos con solucion salina, inmediatamente se colocaron 500 ul de una solucion de tamp6n
fosfato salino 0.1 % de la tincion de azul trypan por un minuto en un area limitada de la membrana,

por un anillo de silicona de 18 mm de diametro (Lagarto et al., 2006:pp. 251-258).

El exceso de la solucién de azul Tripan se enjuago con agua destilada y la zona de la membrana
limitada por el anillo de silicona se retird con ayuda de unas tijeras, la misma que fue colocada
en 5 ml de una solucién de formamida para luego ser agitados y centrifugados. La solucién
sobrenadante resultante, fue llevada al espectrofotometro para medir su absorbancia a una
longitud de onda de 595 nm. La cuantificacion de la tincién azul tripdn que entr6 a las células
podria estar correlacionada con el perjuicio causado por la formulacion a la membrana
coriolantoidea (Reis Mansur et al., 2016:p.253)

La puntuacion para cada extracto fue evaluada utilizando la siguiente ecuacion, se utilizaron tres
huevos como control negativo los cuales fueron sometidos al mismo procedimiento, pero sin ser

agregado ningln extracto (Costa et al., 2015:p.414).
TBS = d x—— x 10%nmol

1000
TBS = Cantidad de colorante absorbido

d = Concentracion de colorante (obtenido por ploteo de la curva patrén) /mg de membrana.

Cada extracto fue clasificado de acuerdo con un valor promedio de tres huevos basado en
puntuaciones de acuerdo a la cantidad de colorante absorbido < 0.100 nmoles/ mg no irritante,
0.100- 0.150 nmoles/ mg irritante moderado y > 0.150 nmoles/ mg irritante severo (Garcia, et al,
2004:p.104).
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2.17 Determinacion del potencial de Genotoxicidad (test de microndcleos) MNs

Para el ensayo de genotoxicidad se utilizé semillas de Vicia faba variedad Minor, las cuales fueron
remojadas en agua destilada durante 24 horas y almacenadas a 4° C. cumplido el tiempo, las
cascaras de las semillas fueron retiradas, y las plantulas comenzaron a germinar, para ello fueron

colocadas entre dos capas de algodén humedecido (Garcia-Bores et al., 2017:p.74).

Después de siete dias, cuando las raices primarias alcanzaron una longitud de 1-2 cm fueron
seleccionadas al alzar, 3 semillas por tratamiento, y fueron tratadas durante 24 y 48 horas con el
extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana a concentraciones de 0.05, 0.1,0.2y 0.4% p /v, se
utilizé agua de grifo como control negativo y etanol absoluto como control positivo, los
tratamiento fueron incubado a 22 ° C (Igbal, 2016:p.787).

Al finalizar el tiempo de exposicion para cada tratamiento, las raices fueron costadas y colocadas
en una solucion de Farmer (25 mL de &cido acético y 75 mL de metanol) a 4° C durante 24 horas,
cumplido el tiempo las semillas fueron hidrolizadas en HCI 1N a 55 ° C durante 8 minutos esto

permitié romper los enlaces de la pared celular de la planta (Garcia-Bores et al., 2017:p.74).

A continuacion, las raices fueron enjuagadas tres veces con agua destilada para eliminar el HCl y
colocadas en etanol al 70% durante 10 minutos a 4° C y maceradas en acido acético al 45%, se
prepararon las regiones de células meristemaéticas y F1 a partir de la punta de cada raiz por
separado, cortando la seccion meristematica alrededor de 1 mm de longitud por encima de la
punta de la raiz y las células F1 (alrededor de 1 mm hacia arriba de la seccion meristematica, los

cortes fueron colocados en placas porta objetos (Corréa et al., 2016:pp.200-201).

Por ultimo, las secciones cortadas fueron tefiidas durante 5 minutos con acetato de orceina al 1%
para su posterior observacion a través de un microscopio optico. 3000 células se anotaron por
cada grupo experimental y se determind la frecuencia de microntcleos MCN y el indice mitotico
MI (Garcia-Bores et al., 2017:p.74).

(M) total = nimero de células de cada fase x 100/1000

(MCN) = numero de células interfasicas con MCN x 100/1000

2.18 Analisis de datos

Los datos obtenidos en UFC sobrevivientes, del ensayo de fotoproteccién mediante el método de
muerte celular inducida a Escherichia coli, fueron trasformados en areas bajo la curva (ABC),
tanto del extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana como de los controles positivos Palmidato-

O y OMC a concentraciones de 20, 200 y 2000 ppm, para su respectivo analisis estadistico.
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El tratamiento de los datos obtenidos, se analiz6 mediante el programa estadistico SPSS
STATICS 23, aplicando la prueba de Shapiro-Wilk se determiné si los datos provienen de una
distribucién normal, es decir medir el grado de concordancia entre los mismos, posteriormente se
realizo el analisis de varianzas por medio del ANOVA de un factor y la prueba de Tukey para

comparar las medias entre todos los tratamientos.

El ensayo de genotoxicidad también fue sometido a un analisis estadistico por medio del mismo
programa estadistico antes indicado, en el cual se determiné la normalidad de los datos, tanto para
el indice mitético como de micronicleos del extracto de Buddleja incana a diferentes
concentraciones y de los controles positivo y negativo. Para el indice mitético se aplic6 ANOVA
de un factor para establecer si existe diferencia significativa entre las muestras y el test de Tukey

para comprar las medias de cada uno de los tratamientos.

En cuanto al indice de micronucleos se determind si los datos provienen de una distribucion
normal, para este caso los datos no son normales por lo que se procedi6 aplicar una prueba no

paramétrica Chi-cuadrado para establecer si los tratamientos aplicados estan relacionados o no.
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CAPITULO 1l

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

3.1 Control de calidad de la droga cruda.

El control de calidad de la droga cruda constituye un parametro esencial, el cual permite verificar
gue el material vegetal se encuentre en 6ptimas condiciones para el desarrollo de la investigacion,
los pardmetros analizados comprenden el contenido de humedad, cenizas totales, cenizas solubles
en agua y cenizas insolubles en &cido clorhidrico, los resultados obtenidos de cada uno de estos

parametros se especifican en la tabla 1-3.

Tabla 1-3: Resultados de los parametros de control de calidad de Buddleja incana.

PARAMETRO Buddleja incana % Referencia Referencia
FEUM 2014 | USP #35

Contenido de Humedad 11.10 £0.16 <14 % <14 %

Contenido de Cenizas 5.22 +0.013 < 10% <12%
Totales

Contenido de Cenizas 4.85+0.16 <5% <7%

Solubles en Agua

Contenido de Cenizas 0.25+0.011 <15% <5%
Insolubles en Acido
Clorhidrico

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

El contenido de humedad de las hojas de Buddleja incana, se obtuvo mediante el método
gravimétrico, que se basa en la pérdida de masa del material, por desecacion en estufa; el valor
obtenido fue de 11.10 %, este porcentaje se encuentra dentro de los parametros establecidos por
la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos y la USP # 35, en las cuales se especifica un

contenido de humedad maximo de 14 %.

Al encontrase el valor de humedad dentro del rango sefialado, podemos asegurar que el material
vegetal, conserva sus metabolitos y principios activos, ya que estos por accion del agua pueden

sufrir procesos de oxidacién e hidrolisis con la pérdida o degradacion de los mismos, de igual
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manera un contenido de humedad adecuado evitaria la proliferacion de bacterias, insectos y
hongos, garantizando la estabilidad y calidad de la droga vegetal durante la investigacion
(Miranda, 2000: pp. 34-35) (Mena et al. 2016)

Otro parametro de calidad analizado es el contenido de cenizas totales, esta medida indica la
cantidad de sales minerales presentes en la droga vegetal, el contenido de cenizas se determind
mediante el método gravimétrico por incineracion de la muestra, y el porcentaje obtenido es de
5.22 %, este valor puede corresponder a fosfatos, carbonatos, sulfatos y silicatos propios de la
especie. (Mena et al. 2016), ya que el valor encontrado estd dentro de los rangos permitidos, en

los cueles consideran un porcentaje maximo de 10 y 12 %, respectivamente.

El contenido bajo de cenizas totales para las hojas de Buddleja incana, afirma que dicha especie
no presente contaminacion con materia inorganica o mineral, provenientes del suelo o durante su
recoleccion o almacenamiento, de esta manera se evita cualquier tipo de interferencias generada
por la contaminacion con residuos inorganicos o metales pesados, que puedan ejercer algln tipo
de efecto no deseado (Miranda, 2000: p. 32).

Por ultimo, para confirmar la calidad de la muestra vegetal, se determiné el contenido de cenizas
solubles en agua, obteniendo un porcentaje de 4.85 y el contenido de cenizas insolubles en acido
clorhidrico con un resultado de 0.25 %, ambos pardmetros se encuentran dentro de los valores
sefialados por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos y la USP # 35, con lo cual
podemos decir que la droga vegetal presenta dptimas condiciones para el desarrollo de la

investigacion.

Ademas, se ha comparado que los porcentajes obtenidos, para cada uno de los parametros son
muy similares con aquellos establecidos en estudios realizados previamente de esta especie, por
lo que podemos confirmar la calidad y autenticidad de la planta en estudio (Llanga, 2014: pp. 39)
(Lambre, 2015: pp.45-47).

3.2 Tamizaje fitoquimico

Mediante el tamizaje fitoquimico se logré determinar cualitativamente los metabolitos
secundarios presentes en Buddleja incana, el ensayo tiene como objetivo determinar mediante
reacciones de precipitaciéon y coloracidn, la presencia o ausencia de ciertos grupos funcionales
que son representativos de los compuestos naturales (Mena et al. 2016). Para realizar el ensayo
se partio del extracto seco de las hojas de Buddleja incana y mediante extracciones sucesivas con
solventes de polaridad creciente; éter etilico, etanol y agua, se logro extraer la mayor cantidad de

metabolitos segln su polaridad y solubilidad (Miranda, 2001: pp.42-45).
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Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de Buddleja incana

Ensayo Metabolito Extracto Extracto Extracto Acuoso
Etéreo Alcohélico
Sudan Aceites y grasas
+++ N/A N/A
Dragendorff Alcaloides - + -
Opaco
Mayer Alcaloides - + -
Opaco
Wagner Alcaloides - + -
Opaco
Balget Lactonas y N/A
cumarinas - ++
Lieberman- Triterpenos y +++ ++ N/A
Burchard esteroides verde obscuro
++ N/A
Catequinas Catequinas N/A mancha UV
Resinas Resinas N/A - N/A
Fehling Azlcares N/A ++ +
reductores
Espuma Saponinas N/A - -
Cloruro Férrico Compuestos N/A +++ +++
fendlicos verde verde intenso
intenso
Borntrager Quinonas N/A ++ N/A
rojo capa
superior
Shinoda Flavonoides N/A +++ ++
amarillo amarillo intenso
intenso
Antocianidinas | Antocianidinas N/A - N/A
Mucilagos Mucilagos N/A N/A -

+++ (Abundante), ++ (Moderado), + (Escaso), - (Ausencia), N/A (No Aplica)
Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Los resultados se evidencian en la tabla 2-3, en la cual se destaca la presencia mayoritaria de

triterpenos y esteroides, asi como de compuestos grasos para el extracto etéreo.

En el extracto alcoholico hay una incidencia de flavonoides, por su coloracion amarilla intensa; y

de taninos al ver claramente un cambio de coloracion de verde claro a verde obscuro en el ensayo
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de Liebermann-Burchard, ademas se observé en menor cantidad la presencia de catequinas,
azlcares reductores, lactonas, cumarinas y quinonas; y un escaso contenido de antocianidinas,

saponinas y alcaloides.

En el extracto acuoso se confirmé la presencia de compuestos fendlicos en especial los
flavonoides, metabolitos de interés en este estudio por sus propiedades antinflamatorias,
anticancerigénas inmunomoduladoras y sobre todo fotoprotectoras frente a la radiacion solar
(Garcia-Bores et al., 2017).

Finalmente, cabe resaltar que no se dispone de estudios recientes de Buddleja incana; sin
embargo, la presencia diversos metabolitos ha sido reportada por otros autores en esta especie.
En estudios realizados por Benavides, N. et al. (2011), se confirma que dicha especie contiene
cantidades significativas de terpenos, flavonoides, y sus derivados, siendo ademas estos
metabolitos a los cuales se les atribuye la actividad fotoprotectora en el estudio de la especie de

Buddleja scoronoides. (Avila Acevedo et al., 2005).

3. 3. Estandarizacion del extracto de Buddleja incana

La estandarizacion del extracto se realiz6 con la finalidad de comprobar la calidad del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Buddleja incana, mediante ensayos fisico-quimicos. Los
parametros evaluados fueron los determinados por Ochamendi y col, en lo que se incluyen
caracteristicas organolépticas, densidad relativa, indice de refraccion, pH y solidos totales (Mena
et al. 2016). Los resultados obtenidos para cada uno de estos parametros de calidad se presentan

en la tabla 3-3 expresados como la media de tres repeticiones.

Los requisitos organolépticos son una de las medidas que se incluyen dentro de la estandarizacion
del extracto, los resultados para el extracto hidroalcoholico de las hojas de Buddleja incana,
indican que la muestra es de consistencia liquida, de color verde, con un olor herbal y de sabor
amargo, estas particularidades son propias de las plantas y son atribuidas a los metabolitos

presentes en el extracto, de esta especie.

En la determinacién de la densidad relativa, se obtuvo un promedio de 0.89 g/ mL, este valor, es
mayor en comparacion con la densidad del alcohol etilico 96% (0.70 g/ mL), solvente empleado
para la preparacién del extracto, con esa densidad alcanzada podemos establecer, que la muestra
contiene sustancias disueltas. La densidad encontrada, es muy similar a la establecida por Lambre

V 0.8733 g/mL, en el extracto etandlico de la misma especie.
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Tabla 3-3: Resultados de la estandarizacion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja

incana
Parédmetros
Requisitos organolépticos Resultados
e Olor Herbal
e Sabor Amargo
e Color Verde obscuro
o Aspecto Liquido
Densidad Relativa 0.89 g/ mL
indice de refraccion 1.3635
pH 5.67
Solidos totales 3.33+0.03%

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Otro parametro analizado comprende el indice de refraccion, el cual mostré un resultado de 1.363
para el extracto de Buddleja incana, que en comparacion con el indice de refraccion del agua
1.33, revela la presencia de metabolitos y principios activos, los cuales fueron extraidos durante

su elaboracion.

El pH determinado para el extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana, fue de 5.67, valor que
se encuentra dentro de la clasificacion de acido débil, cercano a la neutralidad pH=7, este valor
de pH esta determinado por la presencia de flavonoides, fenoles, taninos y otros, que aportan un
caréacter acido al medio (Nobre, et al, 2008:pp.562-566).

El pH de esta especie es muy similar al establecido en fuentes bibliograficas con un valor de 5.7
(Lambre, 2015: pp. 48), encontrandose ademas dentro del rango de pH para la piel humana normal
que varia de 4.5 a 6.0, con lo cual podemaos decir que dicho extracto puede ser incluido facilmente
en formulaciones, siendo este valor de pH aceptable y no irritante para la piel (Smaoui, et al,
2017:pp.216).

El Gltimo parametro analizado en este ensayo comprende el porcentaje de solidos totales, el cual
indica la presencia de sustancias disueltas en el medio, dando una estimacion de la capacidad que
tiene el solvente para extraer los metabolitos presentes en la droga cruda. (Mena et al. 2016). El
porcentaje obtenido para el extracto de Buddleja incana, es de 3.33 %, valor que revela que el
solvente empleado es el adecuado para extraer la mayor parte de los principios activos en esta

especie y gque, al cumplir con todos estos parametros analizados previamente, se puede decir que
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el extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana contiene los compuestos de interés y es 6ptimo

para el desarrollo de la investigacion.

3. 4. Obtencién del extracto seco de Buddleja incana

El extracto seco de Buddleja incana, se obtuvo a partir de 100 g de las hojas trituradas, las cuales
fueron maceradas en frio durante 72 horas con etanol al 70%, posteriormente se obtuvo el extracto
hidroalcohélico de Buddleja incana, libre de clorofilas y desengrasado, el etanol fue eliminado
en el rotavapor y se obtuvo el extracto acuoso, el cual fue congelado y liofilizando teniendo como
resultado final un polvo fino, homogéneo de color marrdn, libre de agua, lo que le proporciona

una mayor estabilidad frente a agentes externos.

Para determinar el rendimiento de extraccion se peso el liofilizado obtenido de Buddleja incana,
y se realizd los calculos respectivos, alcanzando un porcentaje de extracciéon de 18.12%, el cual
indica una buena eliminacién de los solventes del extracto, y una concentracion muy alta de
principios activos, este proceso asegura que no exista pérdida de sustancias volatiles y que el
material vegetal conserve un buen contenido de sustancias quimicas, metabolitos secundarios,

enzimas, vitaminas y otros compuestos propios de la especie (Miranda, 2001: pp.42-45).

3.5 Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles se determiné por medio del método espectrofotométrico Folin —Ciocalteu,
en el cual los compuestos fendlicos presentes en el extracto son oxidados por el reactivo Folin-
Ciocalteau, produciendo una coloracion azul, que es proporcional a la cantidad de compuestos

fenodlicos presentes (Rivas, et al, 2014).

El contenido de fenoles totales en el extracto hidroalcohélico de las hojas de Buddleja incana, se
determing, interpolando su absorbancia en la ecuacion de la recta de referencia A=0.001 C +
0.0017, en la cual se obtuvo un coeficiente de determinacion de R2=0.99, parametro que indica
un buen ajuste del modelo lineal. La curva de calibracion corresponde al estandar de acido galico
en concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm. Tanto la muestra como los estandares fueron
analizados por triplicado (Gréfico 6-3) ( Garcia et al , 2009:pp.388-395).
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Tabla 4-3: Absorbancias del estandar de acido galico

Concentracion de Absorbancia
acido galico ppm
20 0.023
40 0.041
60 0.061
80 0.082
100 0.103

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Figura 1-3: Curva de calibracion del acido galico
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Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Tabla 5-3: Contenido de fenoles totales en las hojas de Buddleja incana

SUSTANCIA FENOLES TOTALES
FOTOPROTECTORA
mg Eq GAE / g de extracto Porcentaje %
Extracto Hidroalcoholico Seco

de Buddleja incana

279.6 £0.57 27.9£0.57

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Los resultados obtenidos de la cantidad de compuestos fendlicos presentes en el liofilizado de las
hojas de Buddleja incana, fue de 279.6 £ 0.57 expresados en miligramos equivalentes de &cido
galico, en un gramo de extracto seco, tabla 8-4 la presencia destacada de estos metabolitos en la

planta sugiere que son los responsables de su actividad fotoprotectora.
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La cantidad de compuestos fendlicos en este estudio es diferente a los reportados por Poma, E. et
al. (2009) en un estudio con la misma especie, en que se establece un contenido de fenoles de
117.8 mg/g, esta diferencia es atribuida a la altura a la que fueron recolectadas las plantas, ya que
segun Caldwell, M. et al, a una mayor altura, la planta recibe mayor cantidad de radiacion y por

tanto hay un aumento en la produccion de fenoles. (Benavides et al., 2011: p.93)

Los compuestos fenolicos juegan un papel muy importante en estudios de fotoproteccion frente a
la radiacion UV, presentan propiedades tales como restauracion de la sintesis de colageno,
hidratacion de la piel, funcion de barrera entre otros. En el estudio de fotoproteccion de Buddleja
scordioides (Avila Acevedo et al., 2005) los dos metabolitos secundarios de tipo fenélico que
presentan actividad fotoprotectora son verbascdsido y linarina, al ser esta planta de la misma
familia de Buddleja incana, podemos atribuir que los mismos compuestos son los responsables

de la actividad fotoprotectora en este estudio.

3.6 Contenido de flavonoides.

El contenido de flavonoides se determind mediante el método espectrofotométrico por quelacion
del cloruro de aluminio (AICI3); (Mena etal. 2016) para lo cual se realizd una curva de
calibracion del estandar de quercetina, a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, obteniendo
la ecuacion de la recta A=0.0014C + 0.0144, con un coeficiente de determinacion de R2= 0.99.
En este caso cabe indicar que se realiz6 la dilucion del extracto de Buddleja incana 2:1, ya que la

absorbancia obtenida estaba fuera del intervalo de la curva de calibracion del estandar.

Los céalculos se realizaron remplazando las absorbancias en la curva de calibracion del acido
galico, consiguiendo una concentracion del extracto de 43.92 ppm, a parir de esta se calcul6 el

contenido de flavonoides expresados en mg EQ de quercetina por g del extracto seco.

Tabla 6-3: Absorbancias del estandar de quercetina

Concentracion de
guercetina ppm Absorbancia

20

0.044
40

0.07
60

0.098
80

0.126
100

0.157

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018
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Figura 2-3: Curva de calibracion de quercetina.
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Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Tabla 7-3: Contenido de flavonoides en las hojas de Buddleja incana

SUSTANCIAS FLAVONOIDES
FOTOPROTECTORA
mg equivalentes de
quercetina/ g de extracto Porcentaje %
Extracto Hidroalcohdlico de seco
Buddleja incana
6.578 + 0.020 0.065 + 0.020

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

En la tabla 8-4 se expresa el contenido de flavonoides encontrados en el liofilizado de las hojas
de Buddleja incana en miligramos equivalentes de quercetina por gramos de muestra seca, este
valor alcanzado es de 6.578 + 0.020 y constituye la media de tres repeticiones ensayadas. Los
resultados indican que la droga vegetal contiene flavonoides, los cuales son biosintetizados como
mecanismos de defensa frente a la radiacion ultravioleta que recibe la planta (Kora¢ y
Khambholja, 2011).

En la investigacion realizada por Lambre, 2015, se establece que los principales flavonoides
identificados mediante una cromatografia en capa fina del extracto de Buddleja incana,
comprenden a los Rf de quercetina 0.47, kaempferol 0.78 y verbascésido 0.36 los cuales fueron
comparados con fuentes bibliogréaficas y a los que se les atribuye la actividad fotoprotectora en
varios estudios con esta familia. (Avila Acevedo et al., 2005) (Lambre, 2015: p. 51).

Esta cantidad de flavonoides encontrada en Buddleja incana, es muy similar a los reportados en
estudios realizados con el extracto metandlico de esta especie, en la cual se establece un contenido
de 7.73 mg equivalentes de quercetina / g de extracto seco (Benavides, N. et al. 2011: pp.93). No
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se disponen de estudios bibliograficos de fotoproteccion sobre esta especie sin embargo en
comparacion con otras plantas ensayadas este valor obtenido del contenido de flavonoides resulta
ser relativamente bajo, pero no significativo ya que existen especies con un contenido mas bajo
de flavonoides 2.64 mgEQ/g pero con una actividad fotoprotectora pronuncia como en el caso de

las cascara de Spondias purpurea L por citar uno de muchos ejemplos (Silva et al. 2016).

Por ultimo, podemos establecer que la cantidad de flavonoides encontrados en Buddleja incana,
se corrobora con los resultados obtenidos en el ensayo de actividad fotoprotectora in vitro, en el
que vimos que la planta no presenta una actividad fotoprotectora mayor que los controles, sin
embargo, si protege durante un cierto tiempo de los rayos UV, ya que contiene compuestos

naturales que actan como filtros solares capaces de bloquear o neutralizar la radiacion.

3.7 Capacidad captadora de radicales libres

La determinacion de la capacidad antioxidante de las hojas de Buddleja incana, se lo realizo
mediante el método espectrofotométrico con el radical libre DPPH; que se basa en la reduccion
del radical DPPH por la aceptacion de un dtomo de hidrogeno, con el consiguiente cambio de
coloracidn de purpura a amarillo; el resultado se expresé como IC50 que corresponde al valor de
concentracion del extracto necesario como inhibir el 50% de los radicales DPPH*. El resultado
presentado corresponde a la media de tres repeticiones ensayadas y se obtuvo mediante una

regresion polindmica utilizando el programa BLeSq (tabla 12-3).

Tabla 8-3: Actividad antioxidante de las hojas de Buddleja incana

SUSTANCIA Actividad antioxidante Actividad antioxidante segun los
IC50 (ug/ mL) £ SD valores de 1C50
FOTOPROTECTORA
Optimo (IC50 < 15 pg/mL)
Extracto 203.24 £ 13.17 Bueno (15 pg /mL < IC50 < 50

hidroalcohdlico de pg/mL)

Buddleja incana Promedio (50 pg/ mL < IC50 < 100
Hg/mL)

Débil (IC50 > 100 pg/mL)

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Los resultados de la tabla anterior muestran el IC50 calculado de hojas de Buddleja incana
expresados en ug/mL; este valor encontrado es de 203.24 +13.17, lo que indica que dicha especie
presenta una actividad antioxidante débil, ya que segin Seheh (2013), mientras menor sea el IC50

en una muestra, mayor sera su capacidad antioxidante.
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El valor calculado de la actividad antioxidante no es similar al encontrado en bibliografia ya que
se establece un IC50 del extracto crudo de Buddleja incana de 10 pg/mL, de igual manera en el
estudio de la actividad antioxidante por el método de quimioluminiscencia, en el extracto
hidroalcohélico de las hojas de Buddleja incana se establece una actividad antioxidante 6ptima
de 180629,191 + 293,399 g acido galico/g extracto, atribuyendo la mejor actividad antioxidante
para esta especie (Rosas, 2014:p.249) (Moya, 2017:p. 34).

Este valor establecido de la capacidad antioxidante de Buddleja incana, no concuerda con la
cantidad de flavonoides y fenoles encontrados, ya que esta especie al contener gran cantidad de
compuestos polifendlicos se esperaria conseguir una actividad antioxidante dptima, sin embargo,
al encontrar resultados buenos de la actividad antioxidante en bibliografia podemos establecer

que este método de evaluacion de la capacidad antioxidante aplicado no es el mas adecuado.

De igual forma hay que tener en cuenta que el potencial antioxidante esta dado por la presencia
de sustituyentes donadores de electrones en la estructura del anillo de tipo fendlico, asi como de
la cantidad y disposicion de grupos hidroxilo y que muchos antioxidantes tienen la capacidad de
reaccionar o no con los radicales, como por ejemplo los de tipo peroxilo, que no lo hacen con el
radical DPPH, debido al impedimento estérico que representa la estructura quimica que rodea al
radical, lo que hace que las sustancias de estructuras grandes generalmente muestren una menor
actividad, razén por la cual puede verse afectada la determinacién de la actividad antioxidante

por este método (Tamboli y More, 2016:p.226).

3.8 Control de calidad del Estdndar McFarland

Para el control de calidad del Estandares McFarland, la absorbancia de la muestra obtenida a una
longitud de onda de 625 nm fue de 0.1, este valor se encuentra dentro de las especificaciones para
el estandar McFarland N ° 0.5, que segiin Koneman et al., (2006, p. 932) va de 0.08 a 0.1. Para
tener un mejor control de la muestra, se remplazo la absorbancia en la ecuacién de la recta y=
0.1921 X + 0.0037; logrando un resultado de 0.5 McFarland, lo cual indica que la muestra si

corresponde al nimero del estdndar McFarland buscando.

Asi mediante este control de calidad se comprob6 que la turbidez alcanzada en el estandar
McFarland N ° 0.5, proporciona una densidad Opticamente comparable para conseguir una
suspension de bacterias de 5x108 UFC/ mL aproximadamente; alcanzando la estandarizacion de
las suspensiones bacterianas, que van a ser utilizadas en el ensayo de la actividad fotoprotectora,

con el propésito de conseguir resultados confiables (Avila Acevedo et al., 2005).
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Tabla 9-3: Absorbancia de los Estandares McFarland

Absorbancia 625
nm.

(¥)
0.189
0.388
0.592
0.775
0.956

0.10

N ° Estandar
McFarland (X)

X| o | W N~

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Figura 3-3: Curva de calibracion del estandar McFarland
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Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

3.9 Factor de proteccion solar mediante el método de muerte celular inducida a Escherichia
coli ATCC 25922

Tabla 10-3: Efecto fotoprotector del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja incana

TIEMPO BLANCO 20 ppm 200 ppm 2000 ppm
(minutos) UFC/ mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
0 50777777.67 41333333.33 36000000 42000000
(x10884920) (£3511884.584) (£5291502.62) (£6244997.99)
30 0 3000000 6000000 11333333.33
(x1000000) (x1000000) (x1527525.23)
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60 0 0 4666.66 9333.33
(x1154.70) (£ 3055.05)
90 0 0 0 2000
(*0)
120 0 0 0 0
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0
Realizado por: Samaniego, Valeria 2018
Tabla 11-3: Efecto fotoprotector del control positivo Palmidato-O
TIEMPO BLANCO 20 ppm 200 ppm 2000 ppm
(minutos) UFC/ mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
0 50777777.67 50666666.7 55000000 52333333.3
(£10884920) (£7505553.5) (£ 3464101.62) (10214369 )
30 0 3333333.33 8666666.67 16000000
(£ 577350.2) (£1527525.23) (= 1000000)
60 0 2666.66 10000 18000
(£1154.70) (£ 2000) (£2000)
90 0 0 6666.6 11333.3
(£3055) (£ 3055)
120 0 0 0 4666.6
(£1154.7)
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

65




Tabla 12-3: Efecto fotoprotector del control positivo OMC

TIEMPO BLANCO 20 ppm 200 ppm 2000 ppm
(minutos) UFC/ mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
0 S50777777.67 59000000 52666666.7 56666666.7
(+£10884920) (£6082762.53) (+6806859.29) (+4163332)
30 0 3333333.33 6666666.67 18333333.3
(£577350.26) (£1527525.23) | (+2516611.48)
60 0 0 5333.33 22000
(£1154.7) (£2000)
90 0 0 0 17333.3
(x3055.05)
120 0 0 0 8000
(£2000)
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Figura 4-3: Efecto fotoprotector, contra la muerte celular inducida a E. coli por la radiaciéon UVB.

Blanco, Buddleja incana 20 ppm, Pamidato 20 ppm, OMC 20 ppm.
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Realizado por: Samaniego Valeria. 2018
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Blanco Buddleja incana 20 Pamidato 20 ppm OMC 20 ppm
ppm
y=-0.5914 X + y=-0.2923X +19.586 | y=-0.2012 X + y=-0.2982X+
17.743 R?=0.8593 19.215 19.917
R*=1 R?=0.9612 R?=0.8669

Figura 5-3: Efecto fotoprotector, contra la muerte celular inducida a E. coli por la radiacion UVB.

Blanco, Buddleja incana 200 ppm, Pamidato 200 ppm, OMC 200 ppm.
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Realizado por: Samaniego Valeria. 2018

Blanco Buddleja incana 200 | Pamidato 200 ppm OMC 200 ppm
ppm
y=-0.5914 X + y=-0.1979X + 19.267 y=-0.1427 X + y=-0.2016X+
17.743 R?=0.9367 18.926 19.589
R%=1 R?=10.9245 R?=0.942
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Figura 6-3: Efecto fotoprotector, contra la muerte celular inducida a E. coli por la radiacion UVB.
Blanco, Buddleja incana 2000 ppm, Pamidato 2000 ppm, OMC 2000 ppm
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Pamidato 2000 ppm X OMC 2000 ppm

Realizado por: Samaniego Valeria. 2018

Blanco Buddleja incana Pamidato 2000 ppm OMC 2000 ppm
2000ppm

y=-05914 X + | y=-0.1458X + 18.857 y=-0.1083 X + | y=-0.1073X+ 18.605
17.743 R2=0.9453 18.449 R2=0.8805
R2=1 R?=0.8969

El efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida, por la radiacion UVB, se evalu6 usando
E.coli como modelo celular. Los datos obtenidos en UFC sobrevivientes tanto de los controles
como del extracto hidroalcohélico de Buddleja incana, fueron trasformados, y mediante férmulas
matematicas se obtuvieron los resultados expresados como, tasa de mortalidad (k), dicha tasa
tiene una relacion inversamente proporcional con la capacidad fotoprotectora de las sustancias en
analisis, de tal manera que un porcentaje bajo en muerte de E.coli, supone una mayor actividad

fotoprotectora para bloquear la radiacion UVB(Garcia-Bores et al., 2017:pp.77).

De acuerdo a los resultados, la poblacién bacteriana promedio sin proteccion alcanzé la muerte
celular antes de los 30 minutos, con una disminucion de las UFC sobrevivientes igual a cero, a
los 30 minutos del ensayo se evidencio una reduccion de las UFC tanto para los controles

positivos etilhexil metoxicinamato (OMC) y octildimetil-PABA (Pamidato O) como para el
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extracto hidroalcohélico de Buddleja incana, los cuales al comparar con el control negativo,

aquel sin proteccion (etanol 70 %), su actividad fotoprotectora fue muy pronunciada.

Contrastando el efecto fotoprotector de Buddleja incana, con los controles positivos, filtros
quimicos convencionales incorporados en varias formulaciones de fotoproteccidn, podemos ver
que tanto el extracto de Buddleja incana a 20 ppm, como el OMC a la misma concentracion,
presentan una actividad fotoprotectora muy similar, con una tasa de mortalidad de K= 0.29 y un
tiempo de inactivacion de la poblacion hasta los 60 minutos. Por el contrario, el otro estandar
Pamidato O a 20 ppm mostro un mayor efecto fotoprotector ya que llego hasta los 90 minutos,
pero no difiere significativamente de los otros compuestos analizados, ya que su tasa de

mortalidad es casi igual. K= 0.20. (grafico 2-3)

Por medio de un analisis del extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana, y los estandares a
mayor concentracion 200 ppm, se observo un comportamiento muy similar al encontrado a los 20
ppm, donde el extracto y el OMC presentan una actividad fotoprotectora equivalente, en este caso
alcanzan un tiempo de supervivencia de las colonias de 90 minutos, y una tasa de mortalidad de
K=0.19 y K= 0.20, respectivamente, siendo de igual forma el pamidato O quien presenta mayor
efecto fotoprotector. (grafico 3-3). A una concentracion més alta 2000 ppm podemos ver que el
extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana, no presenta una actividad fotoprotectora igual a los
estandares, sin embargo, su tasa de mortalidad K= 0.20 sigue siendo baja lo cual muestra que es

capaz de proteger a las colonias de su inactivacion por la radiacion UV. (grafico 4-3).

En este ensayo se pudo confirmar que el porcentaje de supervivencia de las bacterias depende
directamente de las concentraciones a las cuales fueron analizadas las sustancias fotoprotectoras,
siendo asi, que las sustancias de mayor concentracion, proporcionan mayor efecto fotoprotector

y por méas tiempo que aquellas de menor concentracion.

En el estudio realizado por Avila Acevedo y colaboradores en el afio 2005, de la actividad
fotoprotectora, se manifiesta que el extracto metandlico de B. scordioides posee una actividad
fotoprotectora pronunciada, alcanzando la muerte celular de la poblacion bacteriana a los 37 a 65
minutos, resultando ser mas activo que el control positivo escalol. Su efecto fotoprotector lo
atribuyen a verbascosido y linarin metabolitos presentes en la planta. (Avila Acevedo et al.,
2005:pp. 301-309)

Garcia Bores y colaboradores en el estudio de la determinacion de la actividad fotoprotectora de
los polifenoles de Yucca periculosa, en el afio 2010, menciona que la exposicion a los rayos UVB
producen una disminucion rapida de la poblacion bacteriana debido al dafio producido en el ADN.
(Garcia Bores, et al., 2010, pp. 100-108)
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En la investigacion del efecto fotoemopreventivo contra la carcinogénesis cutanea inducida por
la radiacion UVB en Lippia graveolens, del afio 2017, muestra que el extracto metandlico de
Lippia graveolens no alcanza la muerte celular hasta los 150 minutos de irradiacion con una tasa
de mortalidad de K = 0.048, siendo similar al compuesto activo en filtro solares, Parsol. La
actividad fotoprotectora se le atribuyen a inocembrina, naringenina y galangina encontrados en el
extracto (Garcia-Bores et al, 2017:pp. 72-81).

Relacionando los estudios de fotoproteccion de otras especies con Buddleja incana, podemos
decir que los metabolitos presentes en las hojas de esta especie, principalmente los flavonoides y
fenoles identificados como quercetina, kaempferol y verbascésido, poseen una actividad
fotoprotectora in vitro, ya que son capaces de proteger contra la muerte celular hasta los 90
minutos de irradiacion, lo que en comparacion con B. scordioides planta de la misma familia solo

protege contra la muerte celular hasta 37 a 65 minutos (Avila Acevedo et al., 2005:pp. 301-309).

3.10 Anélisis estadistico

El anélisis estadistico se realizé con los datos obtenidos del ABC del extracto hidroalcohdlico de
Buddleja incana y de los controles OMC y Pamidato O a diferentes concentraciones. Primero se
determind la normalidad de los datos, para ello se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk, con esta
prueba se identificd que los datos provienen de una distribucion normal, posteriormente se aplico
el test de ANOVA de un factor, para determinar si existe diferencia significativa entre los

fotoprotectores.
Planteamiento de hipdtesis:

Ho: No existe diferencia significativa en los fotoprotectores (OMC, Pamidato O y Buddleja

incana) en indice de fotoproteccion p > 0.05

H1: Existe diferencia significativa en los fotoprotectores (OMC, Pamidato O y Buddleja incana)

en indice de fotoproteccion p< 0.05

Decision: Existe argumentos para desechar Ho, ya que el nivel de significacion es menor a 0.05
(0.00) por lo tanto existe diferencia significativa en los fotoprotectores (OMC, Pamidato O y

Buddleja incana) con respecto al indice de fotoproteccion
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Tabla 13-3: Test ANOVA de un factor para el indice de fotoproteccion

Suma de Media

tuadrados ol cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,419E+18 9 167TEHT 10,6489 000
Dentro de grupos 2961E+17 20 1 480E+16
Total 1,715E+18 29

Realizado por: Samaniego Valeria. 2018

Mediante el test de Tuckey se realizd varias comparaciones multiples entre dos grupos, en las
cuales se puede establecer que no existe diferencia significativa entre que el extracto de Buddleja
incana a 20 ppm, 200ppm y 2000 ppm, con los controles OMC y Pamidato O a las mismas
concentraciones, estableciéndose un valor de significancia mayor a 0.05 en cada uno se los casos
respectivamente, por lo que podemos establecer que las hojas de Buddleja incana si presentan un
potencial efecto fotoprotector igual a los filtros quimicos incluidos en fotoprotectores

convencionales. (anexos)

3.11 Factor de Proteccién solar SPF in vitro

Se determing el factor de proteccién solar (FPS) mediante el método in vitro descrito por Mansur,
tanto para el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja incana, como para los controles
OMC y Pamidato O, a concentraciones de 10 ppm. Las absorbancias medidas a longitudes de
onda de 290 a 320 nm, fueron remplazadas en la ecuacién de Mansur, para luego obtener el FPS
total frente a la radiacion UVB. Tabla 6-4.

Tabla 14-3: Resultados del Factor de Proteccion solar in vitro

SUSTANCIA FOTOPROTECTORA FPS in vitro
(10 ppm)

Extracto hidroalcohdlico de 2.05 (x0.21)
Buddleja incana

Pamidato-O (PAD) 17.81 (x0.15)

Octilmetoxicinamato (OMC) 12,50 (£ 0.11)

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018
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Figura 7-3: Factor de Proteccion solar in vitro de Buddleja incana
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Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Los resultados del FPS para cada una de las sustancias expuestas, muestran que el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja incana, tiene un indice de fotoproteccion muy bajo 2.05
en comparacion con los controles (grafico 5-3). Esto puede atribuirse a que la concentracion a la
que fueron ensayadas 10 ppm, no fueron las adecuadas para obtener un FPS significativo, ya que
como indicamos en el ensayo anterior por el método de muerte celular inducida, a una

concentracion de 20 ppm el extracto presentd una actividad fotoprotectora baja.

En estudios previos con extractos de plantas de diferentes especies, se establece que el
espectrofotometro tiende a saturarse al experimentar con concentraciones muy altas, dando
resultados de absorbancias constantes (erréneos) para todas las longitudes de onda, por lo tanto,
el ensayo fue realizado a una concentracion de 10 ppm (Cajamarca, 2016: pp. 54). Sin embargo,
en este caso se puede evidenciar que a esta concentracion los resultados no son los adecuados y
no se asemejan a los encontrados en fuentes bibliograficas (FPS 12.98 Pamidato-O y 5.48 OMC),
por lo que podemos comprobar que el andlisis a una concentracién de 10 ppm, por este método

no es el mas apropiado (EI-Boury, et al, 2007:p.3).

Adicionalmente, se puede establecer que un valor de FPS bajo encontrado por el método de
Mansur, puede ser generado porque este restringe la eficacia de las formulaciones o extractos que
contengan compuestos con actividad fotoprotectora, ya que la prueba es realizada Gnicamente en
el rango UV de 290 a 320 nm, y no incluye todo el rango UV; es decir desde los 200 a 400 nm,
factor que puede incidir significativamente en el resultado obtenido para Buddleja incana. Por
esta razon es que varios autores establecen que este método no es el mas adecuado para establecer

un FPS real para un compuesto o formulacién (Inocente, 2014:p.76) (Smaoui et al., 2017;p.1218).
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3.12 Irritabilidad ocular in vitro, método HET-CAM

Para la prueba de irritabilidad ocular in vitro, mediante el método de membrana corioalantoidea
en huevo de gallina, se obtuvo en segundos los parametros de hemorragia, lisis y coagulacién,
estos fueron analizados, y mediante calculos realizados se obtuvo el indice de irritacion, este
permitié clasificar a las sustancias de acuerdo a su potencia de irritacion como se presenta en la

tabla a continuacion. (Avila et al., 2017:pp.83-93)

Tabla 15-3: Resultados de la determinacion de irritabilidad ocular, HET-CAM

Muestras INDICE DE CLASIFICACION
IRRITACION
Extracto de Buddleja incana
62.5ppm 0 NO IRRITANTE
125 ppm 0 NO IRRITANTE
250 ppm 0 NO IRRITANTE
500 ppm 0.083 +0.88 NO IRRITANTE
NaOHO0,1M* 19.15+0.28 IRRITANTE SEVERO
Agua destilada** 0 NO IRRITANTE

*control positivo ** control negativo
Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Los resultados demostraron que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja incana a
62.5, 125y 250 no presentan un indice de irritacion y por tanto son clasificadas como no irritantes;
mientras que para una concentracion de 500 ppm presentd un potencial de irritacion muy bajo

0.083 y no significativo; por lo que la sustancias es clasificada de igual forma como no irritante.

Para tener un mejor control del ensayo se evaluaron controles positivos y negativos, establecidos
en bibliografia, para los cuales se evidenci6 que la exposicion de la membrana corioalantoidea al
hidroxido de sodio NaOH (0.1N) desencadena un dafio vascular severo con un puntaje de
irritacion de 19,15 + 0,28; alcanzando una clasificacion final de severamente irritante, este valor

calculado es muy similar al establecido en fuentes bibliogréaficas. (Costa et al., 2015 p. 417)

Por el contrario, para el control negativo (agua destilada) no se produjo ningin dafio vascular
sobre la membrana corioalantoidea, de igual forma que para los extractos de Buddleja incana, en
los cueles no se observo la presencia de hemorragia, lisis de vasos ni coagulacién, durante los 5
minutos de analisis. (de Avila et al., 2017:pp.83-93)

Por lo tanto, al obtener una clasificacion final como no irritante para los extractos de Buddleja

incana a diferentes concentraciones, podemos establecer que dicho extracto es adecuado para ser
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incorporado en cosméticos y productos de proteccion solar, en la literatura no se han encontrado
estudios toxicoldgicos para este tipo de especies del genero Buddleja, sin embargo, en el estudio
con M. taxifolia se establece que la planta presenta un potencial bajo de irritacion con un
porcentaje de 1.93, este valor en comparacién con el obtenido en este ensayo es mucho menor
(Costa et al., 2015:pp. 413-418).

3.13 Irritabilidad ocular in vitro, método CAM-TBS

Para tener un resultado cuantitativo del ensayo de irritabilidad ocular in vitro, se empled el método
de membrana coriolantoidea en huevo gallina usando azul tripdn como indicador de lesion, para
ello se registraron los resultados en absorbancias, las cuales fueron remplazados en la curva de
calibracion del colorante azul tripan, para conseguir la concentracion del colorante en la
membrana y mediante la aplicacion de una formula establecida se determind la cantidad de
colorante que absorbid, por medio de este resultado se pudo clasificar a las sustancias de acuerdo

a su potencial de irritacion.

La cantidad de azul de tripano que entrd en las células podria correlacionarse con la lesion causada
por la formulacién a la CAM, cada uno de los extractos de las hojas de Buddleja incana, a
concentraciones de 62.5, 125, 250 y 500 ppm fueron clasificadas de acuerdo con el valor medio
de tres huevos basados en la cantidad de nmoles del colorante absorbido por mg de membrana.
(Garcia et al. 2004)

Figura 8-3: Curva de calibracion del colorante azul de Tripan

Curva de calibracion del colorante azul de tripan
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Tabla 16-3: Resultados de la determinacion de irritabilidad ocular, CAM-TBS

CANTIDAD DE CLASIFICACION
COLORANTE
ABSORBIDO nmoles/mg

Muestras

Extracto de Buddleja incana

62.5ppm 0.007 + 0,006 NO IRRITANTE

125 ppm 0.022 + 0,003 NO IRRITANTE

250 ppm 0.064 + 0,003 NO IRRITANTE

500 ppm 0.088 + 0,004 NO IRRITANTE
NaOHO,1M™* 0.469 + 0,089 IRRITANTE SEVERO

Agua destilada** 0.001 + 0,001 NO IRRITANTE

*control positivo ** control negativo
Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

La tabla anterior muestra los resultados obtenidos de la prueba de irritabilidad ocular in vitro
mediante el método CAM-TBS, en este se puede apreciar que la cantidad de colorante absorbido
en nmoles por mg de membrana para todas las concentraciones del extracto de Buddleja incana

son menores a 0,100 nmoles, por lo tanto, es clasificada como no irritante.

Para tener un mejor control del ensayo se prob6 una solucién de Na OH 0,1 M, obteniendo una
cantidad promedio de colorante absorbido de 0.469 nmoles por mg de membrana, lo que confirma
el potencial irritante que presenta esta sustancia, en bibliografia este valor encontrado para el Na
OH 0,1 M es de 0.494 nmoles por mg de membrana (Inocente, et al, 2014:pp.27-33).

Mediante este ensayo se confirmar que el extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana, no es
irritante, por lo que puede ser incorporado en formulaciones de proteccion solar sin causar
problemas, ademas no existe estudios de toxicidad para esta especie. Sin embargo, los datos
obtenidos en este ensayo son muy similares a los obtenidos por el método HET-CAM, por lo que
se podrian considerar dichos extractos seguros para uso cosmético ya que, al pasar por las pruebas

de toxicidad, demuestran que no son irritantes para los ojos y la piel.

Ademas, hay que considerar que a medida que aumenta la concentracién del extracto, aumenta la
cantidad de colorante absorbido y, en consecuencia, aumenta su indice de irritacion. Ademas,
debido a que la concentracion més alta analizada presenta una cantidad muy baja en comparacion

con el control positivo, los extractos siguen considerandose como no irritantes.
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3.14 Potencial de Genotoxicidad (test de microntcleos) MNs

La determinacién de la seguridad de los productos naturales constituye un punto muy importante,
ya que la toxicidad representa un obstaculo importante en el desarrollo de nuevos productos, es
asi que mediante el test de micronlcleos se evalud, el potencial genotdxico del extracto
hidroalcohédlico de Buddleja incana, a diferentes concentraciones, obteniendo los resultados
descritos en la tabla 11-4 expresados como indice mitético (IM) e indice de micronicleos (MCN)

para cada una de las concentraciones ensayadas.

Tabla 17-3: Resultados del ensayo del test de micronucleos

Grupo experimental 3
Extracto de Buddleja Micronucleos (MCN) Indice mitético (1IM)
incana
0.05 % p/v 0 215+8.2
0.10 % p/v 0 2525+2.7
0.20 % p/v 0 2475+ 4.4
0.40 % p/v 0 26.5 £ 6.45
Agua grifo** 0.5+0.57 272545
Etanol * 1.75+1.25 2.75+1.70
Control positivo * Control negativo **

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

El ensayo fue realizado sometiendo la regién meristematica y la regién F1, de las raices de Vicia
faba variedad Minor, al extracto hidroalcohélico de Buddleja incana, durante 48 horas. Para cada
uno de los tratamientos se contaron un total de 3000 células, las cuales fueron reportadas segun
su fase de division, de igual forma se reporté la cantidad de células interfasicas con presencia de

micron(cleos, para luego realizar los calculos respectivos para cada uno de los tratamientos.

Los resultados indican que las raices expuestas a los extractos de Buddleja incana a diferentes
concentraciones no muestran diferencia a simple vista con el control negativo agua, a las 48 horas
de tratamiento, la region F1 de las raices tratadas con los extractos no manifestaron un efecto
genotoxico en ninguna de las concentraciones ya que no hay un aumento en la frecuencia de

micron(cleos.

De igual manera se evalué el indice mitético, para cada uno de los tratamientos, dicho indice
determina los niveles de citotoxicidad de un compuesto, refleja la actividad mitética de los

meristemos de raiz, y la disminucién de su valor es un signo de citotoxicidad. En este ensayo el
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indice mitético obtenido tanto para los extractos, como para el control negativo no difieren
significativamente y se encuentran dentro del rango dptimo de division celular para Vicia faba,
entre el 25 a 30 %, en comparacién con el control positivo etanol, el cual presentd un efecto
citotdxico al verse reducida la division celular, alcanzando un indice de divisién muy bajo de
2.75.

Este ensayo es considerado muy importante en este estudio ya que, al contener el extracto
Buddleja incana fenoles y flavonoides, metabolitos Gtiles como fotoprotectores, con una amplia
actividad bioldgica; varios estudios bibliograficos han demostrado que estos tienen la capacidad
de actuar como mutagénicos o prooxidantes, dependiendo del nimero y la posicion de los grupos
hidroxilo en el anillo A 'y B. La presencia de hidroxilos de fenol en las posiciones 3 'y 4' del anillo
B e hidroxilos libres o grupos metoxilo en la posicion 7 del anillo A, hacen que actien como
compuestos mutagenos. Sin embargo, en este caso el extracto de Buddleja incana, no produjo
citotoxicidad o mutagenicidad en ninguna de las concentraciones ensayadas, esto puede deberse
a la presencia de flavonoides antimutagénicos que no poseen grupos OH en posiciones catecélicas
0 pirogalica (Macédo et al., 2008:pp.509-516).

Entre las plantas superiores, Allium cepa se considera como un organismo de prueba de
genotoxicidad eficiente. Esta eficacia se basa en las caracteristicas de la cinética de proliferacion
de la planta, el rapido crecimiento de sus raices, la gran cantidad de células en divisién, la alta
tolerancia a diferentes condiciones de cultivo, la disponibilidad durante todo el afio, la facilidad
de manejo y el pequefio nimero (2n = 16) y gran tamafio de sus cromosomas (Fiskesjo, 1985;
Leme y Marin-Morales, 2009).

3.15 Analisis estadistico

En el andlisis estadistico de genotoxicidad, se evalu6 los datos del indice mit6tico e indice de
micronucleos. Para el analisis del indice mitotico se realizd la prueba de homogeneidad de
varianzas mediante el estadistico de Levene, en el cual se establecié que los datos son normales;
posteriormente se realizé el test ANOVA de un factor, alcanzando un nivel de significancia de p<
0.05, con lo cual se establecer que, si existen diferencias significativas entre los tratamientos

analizados.

Para conocer dicha diferencia entre los tratamientos se realizo el test de Tukey que permite
realizar comparaciones multiples y concluir, que el Unico tratamiento diferente a los demas
corresponde al control positivo etanol en la que la division celular se ve reducida
significativamente en comparacion con el agua y los extractos de Buddleja incana en todas sus
concentraciones (tabla 18-3 y 19-3).
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En cuanto al indice de micronucleos se realiz6 el test de Kolmogorov-Smirnov y se obtuvo que
los datos no provienen de una distribucion normal, por lo tanto, fueron analizados mediante una
prueba no paramétrica Chi-Cuadrado, en la cual se obtuvo un p valor de 0.055, concluyendo que
no existe diferencia significativa entre los tratamientos en analisis, esto debido a que el nimero
de micronucleos encontrados en el control positivo fueron muy reducidos por lo que podemos

establecer que el etanol no genera una cantidad de micronlcleos considerable.(tabla 20-3)

Tabla 18-3: Test de ANOVA ensayo de genotoxicidad, indice mitdtico

ANOVA
1M
Suma de Media
b cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 1736,333 A 347 267 13,050 ,0on
Dentro de grupos 479,000 18 26,611
Total 2215333 2

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Tabla 19-3: Test de Tukey ensayo de genotoxicidad, indice mit6tico

M

HSD Tukey®

Subconjunto para alfa= 0.05
tratamiento M 1 2
COMTROL POSITIVO 4 2,75
005B.l 4 21,50
020B.l 4 2475
010EB.l 4 2525
040B.l 4 26,50
COMTROL MEGATIVD 4 2725
Sig. 1,000 623

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Tabla 20-3: Test de chi-cuadrado ensayo de genotoxicidad, test microntcleos.

Pruehas de chi-cuadrado

Significacion
asintdtica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de - a
Pearson 24 66T 15 055
Razon de verosimilitud 20,767 15 144
Asociacidn lineal por
lineal 7,491 1 006
M de casos validos 24

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018
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CONCLUSIONES

1. Se determinaron las actividades fotoprotectora, genotoxica y de irritacién ocular in vitro del
extracto hidroalcohélico de Buddleja incana, alcanzando buenos resultados en cada uno de
los ensayos efectuados, por lo que se establece que estas pruebas in vitro son aptas para
evaluar diferentes formulaciones y sobretodo siguen lineamientos éticos para estudios
cientificos.

2. Elextracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja incana presenta actividad fotoprotectora
in vitro frente a la radiacién UVB, alcanzando la supervivencia de las UFC hasta los 90
minutos de exposicién, su capacidad fotoprotectora depende directamente de la
concentracion, alcanzando un mayor porcentaje de supervivencia de las bacterias a una
concentracion de 2000 ppm, y comparando con los controles positivos mediante un andlisis
estadistico con la prueba de Tukey se establece que no existen diferencias significativas a las
mismas concentraciones.

3. Los metabolitos a los cuales se les atribuye la actividad fotoprotectora comprenden
principalmente los compuestos fendlicos, flavonoides, y otros metabolitos propios de la
especie los cuales a través de acciones sinérgicas o de manera individual, pueden actuar como
filtro solares naturales efectivos, seguros y accesibles a la poblacion e incluso ser amigables
con el medio ambiente, con lo cual se convierte Buddleja incana en una planta interesantes
para la formulacién de productos naturales para el cuidado de la piel.

4. Mediante el ensayo de membrana coriolantoidea en huevo de gallina se determiné la
irritabilidad ocular in vitro que puede inducir el extracto hidroalcohdlico de Buddleja incana,
encontrandose que todas las formulaciones ensayadas fueron clasificadas como no irritantes,
por lo que se establece que el extracto puede ser incorporado de manera segura en diferentes
formulaciones.

5. En el ensayo de genotoxicidad in vitro no se identific la presencia de micronucleos en las
células de Vicia faba variedad Minor en ninguna de las concentraciones ensayadas,
determinando de igual manera que el porcentaje de divisién celular se encuentra dentro de
los rangos establecidos por lo que se establece que el extracto hidroalcoh6lico de Buddleja

incana no es genotdxico y, por tanto, se puede aplicar de manera regular.
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RECOMENDACIONES

- Para el ensayo de fotoproteccidn in vitro mediante el método de muerte celular inducida
a E. coli, se recomienda realizar las diluciones necesarias a la suspension bacteriana, con
el propdsito de identificar y contabilizar féacilmente las UFC sobrevivientes,
especialmente en el tiempo 0 y 30, al contener una concentracion bacteriana alta.

- Durante la preparacion de la suspension bacteriana y la siembra respectiva para cada uno
de los tiempos descritos en el ensayo de fotoproteccion in vitro, se recomienda que las
suspensiones bacterianas sean homogenizadas adecuadamente, de tal manera que la
muestra tomada para la siembra contenga una cantidad de bacterianas representativa de
toda la suspension con lo cual se asegura la obtencion de datos confiables.

- Se recomienda continuar investigando sobre Buddleja incana, con la finalidad de
identificar estructuralmente los metabolitos presentes, responsables de su actividad
fotoprotectora, para su posterior incorporacién en nuevos productos naturales de
fotoproteccion, mas seguros, efectivos y accesibles a la comunidad.

- Durante el ensayo de irritabilidad ocular in vitro, por el método de membrana
coriolantoidea, se recomienda retirar cuidadosamente la membrana externa para evitar
dafios previos que pudieran intervenir en los resultados del ensayo como ruptura de los
vasos, sangrado o coagulacion.

- En el ensayo de genotoxicidad se recomienda seguir la metodologia descrita de tal
manera, que se obtengan cortes adecuados de las raices que permitan apreciar al
microscopio las células en diferentes fases en division, asi como aquellas con presencia

de microntcleos.
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ANEXOS

Anexo A: Andlisis estadistico del efecto fotoprotector in vitro

Tabla 1-A: Resultados del ABC de las sustancias fotoprotectoras a 20 ppm. Supervivencia de

Escherichia coli.

BLANCO Buddleja incana 20 OMC 20 PAMIDATO 20
675000000 930000000 855060000
590000000 + 482182538 +108512672 + 127604080
+ 163273799
765000000 915000000 990120000
780000000 + 482182538 +108512672 +127604080
+ 163273799
690000000 1110000000 735060000
915000000 + 482182538 + 108512672 + 127604080
+ 163273799

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

Tabla 2-A: Resultados del ABC de las sustancias fotoprotectoras a 200 ppm. Supervivencia de

Escherichia coli

BLANCO Buddleja incana 200 OMC 200 PAMIDATO 200
840120000 1110180000 1155480000
590000000 +103905732 +113275334 +62397298
+ 163273799
660180000 885120000 1065360000
780000000 +103905732 +113275334 +62397298
+ 163273799
660120000 975180000 1035660000
915000000 +103905732 +113275334 +62397298
+ 163273799

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018




Tabla 3-A: Resultados del ABC de las sustancias fotoprotectoras a 2000 ppm. Supervivencia de

Escherichia coli

BLANCO Buddleja incana OMC 2000 PAMIDATO 2000
2000
1125420000 1411320000 1441080000
590000000 +139424203 +135242036 +160488396
+ 163273799
855360000 1531440000 1125840000
780000000 +139424203 +135242036 +160488396
+ 163273799
930240000 1261500000 1231140000
915000000 +139424203 +135242036 +160488396
+ 163273799

Realizado por: Samaniego, Valeria 2018

ANALISIS ESTADISTICO DEL EFECTO FOTOPROTECTOR IN VITRO MEDIANTE
EL PROGRAMA ESTADISTICO SPSS STATICS

Descriptivos

TRATAMIENTO Estadistico | Error estandar
UFC blanco Media 761666666,67 | 94266171,616
95% de intervalo de Limite inferior | 356072066,04
confianza para lamedia  |imite superior | 1167261267,2
9
Media recortada al 5% .
Mediana 780000000,00
Varianza 266583333333
33336,000
Desviacién estandar 163273798,67
4
Minimo 6E+8
Maximo 9E+8
Rango 325000000
Rango intercuartil .
Asimetria -,499 1,225
Curtosis . .
B 20 Media 710000000,00| 27838821,814




95% de intervalo de Limite inferior | 590219217,33
confianza para lamedia | imite superior | 829780782,67
Media recortada al 5% .
Mediana 690000000,00
Varianza 232500000000
0000,000
Desviacion estandar 48218253,805
Minimo 7E+8
Maximo 8E+8
Rango 90000000
Rango intercuartil
Asimetria 1,545 1,225
Curtosis . :
P20 Media 860080000,00 [ 73672249,864
95% de intervalo de Limite inferior | 543093893,02
confianza para lamedia  Limite superior | 1177066106,9
8
Media recortada al 5% .
Mediana 855060000,00
Varianza 162828012000
00000,000
Desviacién estandar 127604079,87
2
Minimo 7E+8
Méaximo 1E+9
Rango 255060000
Rango intercuartil
Asimetria 177 1,225
Curtosis . :
020 Media 985000000,00 [ 62649820,431
95% de intervalo de Limite inferior | 715439579,11
confianza para lamedia  [_imite superior | 1254560420,8
9
Media recortada al 5% .
Mediana 930000000,00
Varianza 117750000000
00000,000
Desviacién estandar 108512672,07

1




Minimo 9E+8
Maximo 1E+9
Rango 195000000
Rango intercuartil .
Asimetria 1,695 1,225
Curtosis . :
B200 Media 720140000,00| 59990002,500
95% de intervalo de Limite inferior | 462023851,98
confianza para lamedia  |_imite superior | 978256148,02
Media recortada al 5% .
Mediana 660180000,00
Varianza 107964012000
00000,000
Desviacion estandar 103905732,27
7
Minimo 7E+8
Maximo 8E+8
Rango 180000000
Rango intercuartil .
Asimetria 1,732 1,225
Curtosis .
P200  Media 1085500000,0
0 36025096,808
95% de intervalo de Limite inferior | 930496518,88
confianza para lamedia  Limite superior | 1240503481,1
2
Media recortada al 5% .
Mediana 1065360000,0
0
Varianza 389342280000
0000,000
Desviacién estandar 62397298,018
Minimo 1E+9
Maximo 1E+9
Rango 119820000
Rango intercuartil .
Asimetria 1,301 1,225
Curtosis . .
0200 Media 990160000,00 [ 65399544,341




95% de intervalo de Limite inferior | 708768472,02
confianza para lamedia  |_imite superior | 1271551527,9
8
Media recortada al 5% .
Mediana 975180000,00
Varianza 128313012000
00000,000
Desviacién estandar 113275333,59
0
Minimo 9E+8
Méaximo 1E+9
Rango 225060000
Rango intercuartil
Asimetria ,585 1,225
Curtosis . .
B 2000 Media 970340000,00 [ 80496601,170
95% de intervalo de Limite inferior | 623991079,24
confianza para lamedia  [_imite superior | 1316688920,7
6
Media recortada al 5% .
Mediana 930240000,00
Varianza 194391084000
00000,000
Desviacién estandar 139424203,06
4
Minimo 9E+8
Maximo 1E+9
Rango 270060000
Rango intercuartil .
Asimetria 1,187 1,225
Curtosis .
P 2000 Media 1266020000,0
0 92658018,541
95% de intervalo de Limite inferior | 867344723,59
confianza para lamedia  [imite superior | 16646952764
1
Media recortada al 5% .
Mediana 1231140000,0

0




Varianza 257565252000
00000,000
Desviacién estandar 160488395,84
2
Minimo 1E+9
Maximo 1E+9
Rango 315240000
Rango intercuartil
Asimetria ,932 1,225
Curtosis .
0 2000 Media 1401420000,0
0 78082026,101
95% de intervalo de Limite inferior | 1065460157,2
confianza para la media 5
Limite superior | 1737379842,7
5
Media recortada al 5% .
Mediana 1411320000,0
0
Varianza 182904084000
00000,000
Desviacion estandar 135242036,36
4
Minimo 1E+9
Maximo 2E+9
Rango 269940000
Rango intercuartil .
Asimetria -,328 1,225
Curtosis
Pruebas de normalidad
TRATAMIEN Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
TO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
UFC blanco 211 3 ,991 3 ,814
B 20 ,328 3 871 3 ,298
P20 ,182 3 ,999 3 ,935
020 ,361 3 ,807 3 ,132
B 200 ,385 3 ,750 3 ,123
P 200 293 3 ,922 3 ,459




0 200 ,219 3 ,987 3 ,781
B 2000 ,280 3 ,938 3 ,519
P 2000 ,253 3 ,965 3 ,638
O 2000 ,196 3 ,996 3 ,879
a. Correccion de significacion de Lilliefors
ANOVA
UFC
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre gr 141895432332 1576615914
S 00809050030,?)(?;0 o 5 0606005090,0?)8 10,649 000
Dentro de 296096603466 20 148048301733
grupos 666620,000 33332,000
Total 171505092678 29
6666500,000




Comparaciones multiples

Variabl
e dependiente: UFC
HSD Tukey
m Intervalo de confianza al 95%
TRATA
MIENT (J) Diferencia de
0 TRATAMIENTO medias (I-J) | Error estandar Sig. Limite inferior | Limite superior
blanco B 20 51666666,667 | 99347303,850 1,000 -300132845,35| 403466178,68
P 20 -98413333,333 | 99347303,850 ,990 | -450212845,35| 253386178,68
020 -
223333333,33| 99347303,850 459 -575132845,35| 128466178,68
3
B 200 41526666,667 | 99347303,850 1,000| -310272845,35| 393326178,68
P 200 -
323833333,33| 99347303,850 ,087| -675632845,35 27966178,68
3
0 200 -
228493333,33| 99347303,850 ,429| -580292845,35( 123306178,68
3
B 2000 -
208673333,33| 99347303,850 ,547 | -560472845,35| 143126178,68
3
P 2000 -
504353333,33| 99347303,850 ,002| -856152845,35 | -152553821,32
3"
0 2000 -
639753333,33| 99347303,850 ,000| -991552845,35 | -287953821,32
3"
B 20 blanco -51666666,667 | 99347303,850 1,000| -403466178,68| 300132845,35
P 20 -
150080000,00| 99347303,850 ,873| -501879512,01( 201719512,01
0
020 -
275000000,00| 99347303,850 213 [ -626799512,01| 76799512,01
0
B 200 -10140000,000| 99347303,850 1,000| -361939512,01| 341659512,01
P 200 -
375500000,00| 99347303,850 ,031( -727299512,01| -23700487,99
0"
0 200 -
280160000,00| 99347303,850 ,195| -631959512,01 71639512,01

0




B 2000

260340000,00| 99347303,850 ,270] -612139512,01 91459512,01

0

P 2000 -
556020000,00| 99347303,850 ,001| -907819512,01 | -204220487,99

0"

0 2000 -
691420000,%? 99347303,850 ,000 104321951201 -339620487,99
P 20 blanco 98413333,333| 99347303,850 ,990 [ -253386178,68 | 450212845,35

B 20 150080000,00
0 99347303,850 ,873] -201719512,01( 501879512,01

020 -
124920000,00| 99347303,850 ,952| -476719512,01 226879512,01

0
B 200 139940000'08 99347303,850 ,911( -211859512,01| 491739512,01

P 200 -
225420000,00| 99347303,850 A47( -577219512,01| 126379512,01

0

0 200 -
130080000,00| 99347303,850 ,940| -481879512,01( 221719512,01

0

B 2000 -
110260000,00| 99347303,850 ,978| -462059512,01 241539512,01

0

P 2000 -
405940000,00 | 99347303,850 ,016 [ -757739512,01| -54140487,99

0

0 2000 -
541340000,00| 99347303,850 ,001 | -893139512,01 | -189540487,99

0

020 blanco 223333333,33
3 99347303,850 ,459| -128466178,68 | 575132845,35

B 20 275000000,00
0 99347303,850 ,213| -76799512,01( 626799512,01

P20 124920000,00
0 99347303,850 ,952 [ -226879512,01| 476719512,01

B 200 264860000,00
99347303,850 ,251| -86939512,01( 616659512,01

0




P 200

100500000,00| 99347303,850 ,988| -452299512,01 251299512,01

0
0 200 -5160000,000 | 99347303,850 1,000 | -356959512,01 | 346639512,01
B 2000 14660000,000| 99347303,850 1,000| -337139512,01 | 366459512,01

P 2000 -
281020000,00 | 99347303,850 ,192( -632819512,01| 70779512,01

0

O 2000 -
416420000,00| 99347303,850 ,013| -768219512,01( -64620487,99

0"
B 200 blanco -41526666,667 [ 99347303,850 1,000 | -393326178,68 | 310272845,35
B 20 10140000,000 [ 99347303,850 1,000 | -341659512,01| 361939512,01
P20 -
139940000,00| 99347303,850 ;911 -491739512,01 211859512,01

0

020 -
264860000,00| 99347303,850 ,251] -616659512,01 86939512,01

0

P 200 -
365360000,00 | 99347303,850 ,038 [ -717159512,01| -13560487,99

0

0 200 -
270020000,00 | 99347303,850 ,231( -621819512,01| 81779512,01

0

B 2000 -
250200000,00| 99347303,850 ,316 [ -601999512,01| 101599512,01

0

P 2000 -
545880000,00| 99347303,850 ,001| -897679512,01 | -194080487,99

0"

0 2000 -
681280000,00| 99347303,850 ,000 | -329480487,99

0* 1033079512,01

P 200 blanco 323833333,33
3 99347303,850 ,087| -27966178,68( 675632845,35

B 20 375500000,00
0* 99347303,850 ,031( 23700487,99| 727299512,01

P 20 225420000,00
0 99347303,850 4471 -126379512,01 577219512,01
020 100500000,00 99347303,850 ,988  -251299512,01| 452299512,01

0




B 200 365360000,00
0* 99347303,850 ,038( 13560487,99| 717159512,01
0 200 95340000,000| 99347303,850 ,992 [ -256459512,01| 447139512,01

B 2000 115160000,00
0 99347303,850 971 -236639512,01( 466959512,01

P 2000 -
180520000,00 [ 99347303,850 ,718( -532319512,01| 171279512,01

0

O 2000 -
315920000,00| 99347303,850 ,102| -667719512,01 35879512,01

0

O 200 bl 228493333,33
anco 3 99347303,850 429 -123306178,68 | 580292845,35

B 20 280160000,00
0 99347303,850 ,195( -71639512,01| 631959512,01

P20 130080000,00
0 99347303,850 ;9401 -221719512,01 481879512,01
020 5160000,000 ( 99347303,850 1,000| -346639512,01 356959512,01

B 200 270020000,00
0 99347303,850 ,231| -81779512,01( 621819512,01
P 200 -95340000,000 [ 99347303,850 992 -447139512,01| 256459512,01
B 2000 19820000,000 [ 99347303,850 1,000 -331979512,01| 371619512,01

P 2000 -
275860000,00| 99347303,850 ,210| -627659512,01 75939512,01

0

O 2000 -
411260000,00| 99347303,850 ,014] -763059512,01( -59460487,99

O*

B 2000  blanco 208673333,33
3 99347303,850 547 -143126178,68 | 560472845,35

B 20 260340000,00
0 99347303,850 ,270( -91459512,01| 612139512,01

P20 110260000,00
0 99347303,850 ,978| -241539512,01 462059512,01
020 -14660000,000| 99347303,850 1,000| -366459512,01 | 337139512,01

B 200 250200000,00
0 99347303,850 ,316 [ -101599512,01| 601999512,01

P 200 -
115160000,00| 99347303,850 971 -466959512,01 236639512,01

0
0 200 -19820000,000| 99347303,850 1,000] -371619512,01| 331979512,01




P 2000

295680000,00| 99347303,850 ,148| -647479512,01( 56119512,01

0

O 2000 -
431080000,00| 99347303,850 ,009| -782879512,01( -79280487,99

O*

P 2000  blanco 504353333,33
3 99347303,850 ,002| 152553821,32( 856152845,35

B 20 556020000,00
0 99347303,850 ,001( 204220487,99| 907819512,01

P20 405940000,00
0 99347303,850 ,016| 54140487,99( 757739512,01

020 281020000,00
0 99347303,850 ,192( -70779512,01| 632819512,01

B 200 545880000,00
0 99347303,850 ,001| 194080487,99( 897679512,01

P 200 180520000,00
0 99347303,850 ,718( -171279512,01| 532319512,01

0 200 275860000,00
0 99347303,850 ,210| -75939512,01( 627659512,01

B2 2 ,
000 95680000 08 99347303,850 ,148( -56119512,01| 647479512,01

0 2000 -
135400000,00 [ 99347303,850 ,925( -487199512,01| 216399512,01

0

O 2000 blanco 639753333,33
3 99347303,850 ,000( 287953821,32| 991552845,35
B 20 691420000,00 1043219512,0
0 99347303,850 ,000| 339620487,99 1

P 20 541340000,00
0 99347303,850 ,001( 189540487,99| 893139512,01

020 416420000,00
0 99347303,850 ,013| 64620487,99| 768219512,01
B 200 681280000,00 1033079512,0
0 99347303,850 ,000| 329480487,99 1

P 200 315920000,00
0 99347303,850 ,102| -35879512,01( 667719512,01

0 200 411260000,00
0* 99347303,850 ,014( 59460487,99| 763059512,01

B 2000 431080000,00
99347303,850 ,009( 79280487,99| 782879512,01

O*




P 2000 135400000,00

99347303,850 ,925( -216399512,01| 487199512,01

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos

UFC
HSD Tukey?
TRATAMIEN Subconjunto para alfa = 0.05
TO N 1 2 3 4
B 20 3| 710000000,00
B 200 3| 720140000,00
blanco 3| 761666666,67 | 761666666,67
P 20 3| 860080000,00| 860080000,00
B 2000 3| 970340000,00 | 970340000,00| 970340000,00
020 3| 985000000,00 | 985000000,00 | 985000000,00
0 200 3| 990160000,00 | 990160000,00 | 990160000,00
P 200 3 1085500000,0 | 1085500000,0| 1085500000,0
0 0 0
P 2000 3 1266020000,0 [ 1266020000,0
0 0
0 2000 3 1401420000,0
0
Sig. ,195 ,087 ,148 ,102

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

ANEXO B: Andlisis estadistico del ensayo de genotoxicidad

ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO DE GENOTOXICIDAD IN VITRO MEDIANTE
EL PROGRAMA ESTADISTICO SPSS STATICS

Comparaciones multiples

Variable dependiente: IM
HSD Tukey
() Intervalo de confianza al
trata 95%
mient Diferencia de Limite
0 (J) tratamiento medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior | superior
0.10 B.I. -3,750 3,648 ,902 -15,34 7,84




0.05 0.20 B.I -3,250 3,648 944 -14,84 8,34
B.I 0.40 B.1 -5,000 3,648 743 -16,59 6,59
CONTROL
-5,750 3,648 623 -17,34 5,84
NEGATIVO
CONTROL X
18,750 3,648 ,001 7,16 30,34
POSITIVO
0.10 0.05 B.I 3,750 3,648 ,902 -7,84 15,34
B.I. 0.20 B.I 500 3,648 1,000 -11,09 12,09
0.40 B.1 -1,250 3,648 ,999 -12,84 10,34
CONTROL
-2,000 3,648 ,993 -13,59 9,59
NEGATIVO
CONTROL X
22500 3,648 ,000 10,91 34,09
POSITIVO
0.20 0.05 B.1 3,250 3,648 944 -8,34 14,84
B.I 0.10 B.1. -500 3,648 1,000 -12,09 11,09
0.40 B.I -1,750 3,648 1996 -13,34 9,84
CONTROL
-2,500 3,648 981 -14,09 9,09
NEGATIVO
CONTROL X
22,000 3,648 ,000 10,41 33,59
POSITIVO
0.40 0.05 B.I 5,000 3,648 743 -6,59 16,59
B.I 0.10 B.I. 1,250 3,648 ,999 -10,34 12,84
0.20 B.I 1,750 3,648 ,996 -9,84 13,34
CONTROL
-, 750 3,648 1,000 -12,34 10,84
NEGATIVO
CONTROL X
23,750 3,648 ,000 12,16 35,34
POSITIVO
CON 0.05B.1 5,750 3,648 623 -5,84 17,34
TRO 0.10 B.I. 2,000 3,648 ,993 -9,59 13,59
L 0.20 B.1 2,500 3,648 981 -9,09 14,09
NEG 0.40 B.I 750 3,648 1,000 -10,84 12,34
ATIV CONTROL X
0 24,500 3,648 ,000 12,91 36,09
POSITIVO
CON 0.05 B.I -18,750" 3,648 ,001 -30,34 -7,16
TRO 0.10 B.I. -22,500" 3,648 ,000 -34,09 -10,91
L 0.20 B.I -22,000" 3,648 ,000 -33,59 -10,41
POSI 0.40 B.I -23.750" 3,648 000 3534 12,16
TIVO
CONTROL X
-24,500 3,648 ,000 -36,09 12,91
NEGATIVO

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

T T
00581 010B..

T T T T
0.20B. 0408 CONTROL CONTROL

NEGATIVO POSITVO

tratamiento

MCN
N 24
Parametros normales2P Media 42
Desviacidn estandar 830
Maximas diferencias extremas Absoluta 442
Positivo 442
Negativo -,308
Estadistico de prueba 442
Sig. asintdtica (bilateral) ,000¢
a. La distribucion de prueba es normal.
b. Se calcula a partir de datos.
c. Correccion de significacion de Lilliefors.
Tabla cruzada MCN*tratamiento
Recuento
Tratamiento
CONTROL CONTROL
0.05B.1 | 0.10B.l. | 0.20B.1 | 0.40B.I | NEGATIVO POSITIVO Total
MCN NULO 4 3 4 4 2 1 18
BAJO 0 1 0 0 2 0 3
MEDIO 0 0 0 0 0 2
ALTO 0 0 0 0 0 1 1
Total 4 4 4 4 4 4 24

ANEXO C: evidencias fotograficas del trabajo del trabajo de investigacién




Control de calidad de la droga
cruda
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Concentracion del extracto en
rotavapor

¥ | Determinacidén de la actividad

Determinacion de flavonoides ..
antioxidante




Ensayo de fotoproteccidn irradiacion
de las unidades experimentales

preparacion de las muestras para el
ensayo de irradiacién

Exposicién de E. coli a la radiacion
UVB para determinar el efecto
fotoprotector

Lampara UVB utilizada en el ensayo
de fotoproteccion

UFC sobrevivientes en cada uno de
los tiempos de exposicion

Conteo de las UFC a diferentes

. UFC en tiempo O
tiempos




Ensayo de irritabilidad ocular in
vitro HET-CAM

Ensayo HET-CAM con el extracto
de B. incana a diferentes
concentraciones

Controles positivos y negativos
HET-CAM

Determinacion de la irritabilidad
ocualar in vitro usando azul tripan

Irritabilidad ocual in vitro
método CAM-TBS

Control positivo método CAM-
TBS

Ensayo CAM-TBS a diferentes
concentraciones




Ensayo de genotodxicidad test de Raices expuestas a los extractos
micronucleos de B.incana

-

Tincién de las muestras con azul Campo de células de V. faba a 40
Tripan X

Células en diferentes faces de

L X icronucleos observados a 40 X
division




