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RESUMEN

Calceolaria engleriana Kraenzl es una especie propia de nuestra region fuente de
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante. El presente trabajo de
investigacion se ejecuto con el objetivo de evaluar la actividad fotoprotectora del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl. El extracto
de las hojas se obtuvo por maceraciébn usando como solvente una mezcla
hidroalcohdlica de 70°. El contenido de fenoles totales (TPC) presentes en el
extracto se determind con el reactivo de Folin-Ciocalteu y el contenido de
flavonoides (TFC) con el reactivo de tricloruro de aluminio. La actividad
antioxidante (AA) del extracto se evalu6 mediante el método de radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). El factor de fotoproteccion (FPS) in vitro se evalué
mediante el método espectrofotométrico in vitro descrito por Mansur. El FPS se
evalué incorporando el extracto en una crema base a una concentracion del 10%
y gue contenia octilmetoxicinamato al 7%. Los resultados indican que el TPC fue
de 185,9 + 3,4 mg GAE/g de extracto y el TFC fue 27,8 £ 0,24 mg RUE/g de
extracto. La AA a una concentracion de extracto de 250 pg/mL fue de 57,0 £ 1,2
pug/mL. La crema presento6 un color marrdn claro, olor propio del extracto y aspecto
uniforme, con alta extensibilidad. EI FPS crema a base del extracto y
octilmetoxicinamato fue de 11,63 + 1,59; superior al FPS de la crema a base de
octilmetoxicinamato que presenté un FPS de 10,48 + 1,18. Se concluye que el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana presenta actividad
fotoprotectora.

Palabras clave: Calceolaria engleriana Kraenzl, factor de proteccion solar,

actividad fotoprotectora.
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I. INTRODUCCION
La carcinogénesis de la piel humana es un problema de salud publica causado
por la exposicién excesiva a la radiacion ultravioleta (UV-A: 315 a 400 nm; UV-B:
280 a 315 nm y UV-C: 100 a 280 nm) . Para protegernos del efecto dafiino de la
radiacion ultravioleta se usa diversos fotoprotectores quimicos sintéticos. Sin
embargo, las plantas son una fuente de diversas moléculas con actividad
fotoprotectora, como las flavonas, las catequinas, las antocianinas, los terpenos y
los carotenoides. Algunas de estas moléculas naturales pueden actuar como filtros
solares, ademas que la mayoria tiene propiedades antioxidantes *.
La exposicion a la radiacion UV podria conllevar a desarrollar cancer a la piel. Para
ello, como medida de proteccidén se presenta una alternativa natural, como es el
extracto de Calceolaria engleriana, especie con un importante contenido de
polifenoles y efecto antioxidante. Ademas, se debe promover la prevencion del
cuidado de la piel e informar sobre las consecuencias de la exposicion a la
radiacion solar sin el uso de fotoprotectores 2.
En nuestro pais los estudios sobre productos naturales con propiedades
fotoprotectoras son escasos, muy a pesar de que cuenta con una diversidad de
recursos naturales, lo que se debe constituirse en una oportunidad para el
desarrollar productos con valor agregado. Los productos naturales con
propiedades fotoprotectores puedan proporcionar efectos beneficiosos hacia la
prevencion de enfermedades relacionadas a la sobreexposicion a la radiacion
solar?2.
En este sentido, el objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad fotoprotectora
del extracto de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl y de esta manera
revalorar el uso de este recurso natural 3.
Esta investigacion servira de base para posteriores investigaciones en especies
vegetales con potencial capacidad fotoprotectora con el objetivo de desarrollar

productos mejores caracteristicas y mayor eficacia.
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Objetivo General:

e Evaluar la capacidad fotoprotectora de extractos hidroalcohdlicos de hojas de
Calceolaria engleriana Kraenzl.

Objetivos Especificos:

e Evaluar el factor proteccion solar de extractos hidroalcohdlicos de hojas de
Calceolaria engleriana Kraenzl.

e Evaluar el factor proteccion solar presente en extractod hidroalcohdlicod de
hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl, incorporado en una crema base con

distintos porcentajes.
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Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio
Mendoza et at.#, evaluaron el “efecto antioxidante del extracto hidroalcohélico de
Calceolaria engleriana Kraenzl, in vivo mediante el uso de ratones con lesién
hepatica inducida por tetracloruro de carbono”. A través de un tamizaje fitoquimico
del extracto hidroalcohdlico se identific6 compuestos fendlicos y saponinas. El
efecto inhibidor de peroxidaciéon lipidica de 50 y 300 mg/kg de extracto
hidroalcohdlico fue del 22,0% y 45,0% respectivamente; sin embargo, no fueron
superiores a la inhibicién producida por la vitamina E que presenté un 60% de
inhibicién (p < 0,05).
Almeyda®, evalud el “contenido de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteau y la actividad antioxidante por el método de DPPH del extracto
atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl’. El contenido de
compuestos fendlicos obtenido 15,9 + 0,5 mg GAE/g de extracto atomizado. El
extracto present6 una elevada actividad antioxidante de 95,2 + 0,1% a 200 pg/mL,
que fue estadisticamente similar al 4cido galico (p >0,05).
Martinez 8, desarrollé de una “crema a base del extracto atomizado de las hojas
de Calceolaria engleriana Kraenzl”. Disefié un experimento de pre-estabilidad a
30°C y temperatura ambiental durante un mes, teniendo como marcador quimico
la cuantificacion del contenido de fenoles totales evaluados por el método de Folin-
Ciocalteau. Determin6 que el contenido de fenoles totales no sufrié variaciones
(p >0,05).
Moya et al.?, evaluaron la “actividad fotoprotectora de una formulacién tépica a
base del extracto hidroalcohdlico del fruto de fresa”, mediante el método de DPPH.
La actividad antioxidante fue de 81,22%, lo que representa una actividad 1,07

veces menor a la actividad antioxidante reportada por el acido ascorbico.
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Para evaluar el efecto fotoprotector de las formulaciones se utilizé el método
descrito por Mansur. El factor de fotoproteccion (FPS) fue de 12,05 lo que confirma
la actividad fotoprotectora de Fragaria vesca L. “fresa”.

Coronado’,validé el “método analitico por espectrofotometria UV para la
cuantificaciéon de flavonoides totales presentes en las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl”. La evaluacién de linealidad del método se calculd el
coeficiente de determinacién (R?) y el coeficiente de correlacién (r), con valores
mayores de 0,995. La precisién se evalu6 determinando de repetibilidad y la
precision intermedia, los cuales reportaron coeficientes de variacién de 0,26% y
0,32% respectivamente. La exactitud fue de 99,8% de recuperacion. El limite de
deteccién fue 0,003 pg/mL de quercetina y cuantificacion fue de 0,004 ug/mL de
quercetina. En cuanto a la aplicabilidad del método validado para la cuantificacion
de flavonoides report6 una concentracion de 41,9 + 0,15% de quercetina.

2.2. Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”

2.2.1 Clasificacion TaxonOmica

Calceolaria engleriana K. pertenece a la familia Scrophulariales y al género
Calceolaria y es conocido vulgarmente como “wawillay”, tal como fue certificado
en el “Herbarium Huamangensis” de la Facultad de Ciencia Biolégicas (Anexo 1).
2.2.2. Composicion quimica

Mayhuasca et al.8 realiz6 una identificacion fitoquimica en un extracto
hidroalcohélico de hojas y tallos en el cual se evidencié la presencia de taninos,
flavonoides, catequinas, alcaloides, saponinas, esteroides, y/o tripertenos.

Solo el 15% de las especies de Calceolaria existentes en Chile han sido
estudiados quimicamente indicando la presencia de flavonoides, glucofenil
propanoides y principalmente diterpenos®.

El extracto etandlico de Calceolaria myriophylla presenta flavonoides, compuestos
fendlicos, saponinas, quinonas, taninos y triterpenoides?®.

2.2.3 Relaciones estructura-actividad de metabolitos secundarios

En cuanto a la identificacion de metabolitos secundarios permite confirmar las
propiedades las plantas medicinales y proyectar posibles aplicaciones. Ademas,
orienta la dosificacion y la administracion, aunque existe una tendencia al uso de

extractos o droga vegetal en polvo 2.
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El antioxidante, es una molécula que inhibe reacciones de oxidacion provocadas
por los radicales libres y bloquean el crecimiento de la cadena de radicales libres,
evitando asi la peroxidacion lipidica de los acidos grasos.

El antioxidante reduce o previene el envejecimiento de la piel 2.

La exposicibn intensa a la radiacién ultravioleta genera dafio al acido
desoxirribonucleico (ADN), oxida a las proteinas, induciendo a la sintesis de
metaloproteinasas. Estos antioxidantes naturales refuerzan a la actividad
fotoprotectora, reduciendo el dafio solar sin alterar la sintesis de la vitamina D de
la piel. Los antioxidantes usados con mayor frecuencia en las formulaciones de
los fotoprotectores son el B-caroteno, las vitaminas Cy E*.

Los compuestos fenélicos, son muy susceptibles a la oxidacién y evitan las
reacciones de oxidacion catalizadas por metales, por lo que tienen un fuerte
potencial antioxidante. El grupo hidroxilo unido al anillo de benceno aumenta la
posibilidad de que el doblete del atomo de oxigeno pueda interactuar con los
electrones del anillo con caracteristicas diferentes a otros alcoholes. Su naturaleza
aromética le da la propiedad de mostrar una intensa absorcion en la regién UV lo
cual es importante para su identificacion®s.

Los flavonoides, poseen dos anillos de benceno y un anillo heterociclico (C6'-C3'-
C6", los anillos arométicos se denominan A y B, y el anillo heterociclico se
denomina C. Los flavonoides se distinguen por sus sustituyentes hidroxilo o
metoxi*4.

La propiedad antioxidante de los flavonoides esta relacionada con los
sustituyentes dihidroxilados en las posiciones C3 y C4 del anillo B. De especial
interés bioldgico y farmacolégico son los flavonoides con dobles enlaces en las
posiciones C2'y C3', un grupo hidroxilo libre en C3'y un grupo carbonilo en C4'.
Los flavonoides producen reacciones de quelacién con atomos de hierro y
secuestran los radicales libres, responsable de la actividad antioxidante. Su
geometria plana, permite mayor deslocalizacién de electrones a través del anillo*®.
Los flavonoides, se encuentran como pigmentos naturales en semillas y frutas
gue protegen contra sustancias oxidantes producidas por radiaciéon UV y otros
factores medioambientales. Estos pigmentos no fotosintéticos son fotoprotectores
y que actdan como filtros solares. Protegen las células vegetales y las células de

la piel humana. Absorben radiacién UV-B a través de los anillos bencénicos®®.
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Los polifenoles, poseen anillos bencénicos que absorben la radicacion UVB que
protegen del dafio oxidativo a los componentes celulares mediante de la
eliminacion de estos radicales libres. Los polifenoles poseen actividad antioxidante
debido a su interacciéon con iones metalicos tanto in vitro como in vivo'’.

2.2.4. Mecanismo de proteccién de plantas

El mecanismo de proteccién de las plantas contra la radiacién excesiva se explica
por la capacidad de las estructuras reflectantes de la cuticula (como la cera) para
evitar la absorcion de luz. Otros mecanismos incluyen el movimiento de las hojas
hacia el sol y la disipacién del exceso de energia absorbida y la excrecion de
sustancias toxicas que producen?é,

Las plantas se protegen de las condiciones ambientales adversas al producir
polifenoles que se acumulan en las células epidérmicas, absorben la radiacién
UVB y no interfieren con la absorciéon de la radiacion fotosintéticamente activa.
Ademas, tienen funcion de captacion de radicales libres, por ejemplo, en el caso
de la luteolina y la quercetina 8.

2.2.5 Radiacion solar

“El sol emite una amplia gama de radiacion, desde rayos gamma hasta largas
ondas de tipo infrarrojo. Antes de ingresar a la atmosfera, la radiacion solar
consiste en aproximandamente un 10% de radiacién ultravioleta, un 40 % de
radiacién visible y un 50% de radiacién infrarrojo cercana. Esta relacion cambia
después de atravesar la atmaésfera, ya que aumenta significativamente con la
longitud de onda” *°.

“Laradiacion ultravioleta, consta de tres rangos: UVC (200 a 280 nm), UVB (280
a 320 nm) y UVA (320 a 400 nm). Los rayos UVA constituyen el 90-95% del
espectro solar, pero causan solo el 10% del dafio que causan los tumores
malignos y benignos. Los rayos UVB constituyen el 5% de la radiacién solar, sin
embargo, son la principal causa del fotodafio de la piel, actuando como
aceleradores, iniciadores y agente cancerigenos. Los rayos UV pueden tener
efectos cancerigenos en la piel humana, como dafio en el ADN, formacién de
EROS e inmunosupresion. Se observd una disminucion en la hipersensibilidad
mediada por células T y una disminucion dependiente de la dosis en la actividad

de las células asesinas en individuos expuestos a UV"°,
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2.2.6. Fotoproteccién

Son productos con actividad fotoprotectora que previenen los dafios en la piel
causados por la exposicion prolongada a los rayos UV. Estos productos actian
como filtros para bloguear o reducir los efectos nocivos de los rayos UV. Existen
3 tipos de fotoprotectores y se componen de filtros fisicos, quimicos y biolégicos,
aungue en ocasiones se pueden combinar para aumentar el nivel de
fotoproteccion?.

Filtros quimicos, moléculas con grupos croméforos presentes en su estructura,
con capacidad de absorber los rayos UV mayoritariamente los rayos UVB. Las
benzofenonas, salicilatos, cinamatos, PABA, dibenzoil metanos, benzofenonas,
son elementos quimicos aprobados por la FDA. Los cinamatos son filtros UVB,
con bajo potencial erosionante, usado con frecuencia en la industria cosmética
para protector solar. Tienen dos tipos: cinoxato (2-etoxi-etil-p-metoxicinamato) y
octinoxato (octilmetoxinamato). El octinoxato es el filtro mas utilizado en
fotoprotectores, con un efecto maximo hasta 320 nm (UVB); su eficiencia aumenta
cuando se encapsula en microesferas de polimetilmetacrilato, mientras que el

cinoxato es el filtro menos utilizado?°.

Filtros solares quimicos

uv :
El filtro absorbe _Laenergia es
la luz UV liberada mediante
rayos menos
nocivos

FILTRO

Figura 1. Mecanismo de accion de los filtros solares quimicos.

2.2.7. Factor de proteccién solar (FPS)

Es el indice que mide la capacidad protectora relacionada al tiempo de
sobreexposicion a los rayos UVB hasta que la piel se irrita, este indice proporciona
el tiempo de que podemos permanecer expuestos a la radiacion solar sin sufrir un
dafio cutaneo. Entre mas altos sean los indices de FPS mayor sera el margen de
proteccion frente a los rayos solares. La determinacion del FPS in vitro mide la
capacidad de absorcion o reflexion de los filtros para calcular el FPS en una
formulacion. EI método propuesto por Mansur et al., es rapido, eficiente y

demostré que se correlaciona con los resultados in vivo 2L,

23



24



ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de trabajo
El estudio se ejecutd en las instalaciones del “Centro de Desarrollo, Analisis y
Control de Calidad de Medicamento y Fitomedicamentos”, ubicado en el
laboratorio de Farmacia y Bioquimica-UNSCH.
3.2. Poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion
Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana, procedentes del
Bosque de Piedras de Huaraca, ubicado en el distrito de Vinchos en Ayacucho-
Pert 22,
3.2.2. Muestra
50 g del extracto hidroalcohdélico de las hojas de Calceolaria engleriana.
3.3. Metodologia y recopilacién de datos
La evaluacion de la capacidad fotoprotectora se realizé por espectrofotometria y
a partir de los datos obtenidos se calculé el indice del FPS del extracto.
3.3.1. Recopilacion, lavado y secado
Las hojas recolectadas fueron lavadas, desinfectadas y luego secadas a
temperatura ambiente en un lugar con buena ventilacion durante siete dias, segun
las directrices de la Organizacién Mundial de salud (OMS) °.
3.3.2. Preparacién del extracto hidroalcohélico de la muestra
El extracto se obtuvo por percolacién de las hojas previamente trituradas utilizando
como solvente etanol de 70° durante 12 horas. Luego se filtr6 y concentr6é en un
rotavapor. Posteriormente el extracto se secé mediante el secado por aspersion

utilizando el Mini Spray Dryer Buchi®.
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3.3.3. Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (TPC) se determiné de acuerdo con el método de
Folin-Ciocalteu. Se pesé aproximadamente 2,0 mg de extracto atomizado y
transferido a fiola de 5 mL, disuelto en etanol de 50°. Se transfiri6 100 uL de
muestra a un tubo de ensayo, 500 pL de Folin-Ciocalteu y 400 uL de Na,COs al
7,5%, las diluciones preparadas por triplicado. Luego de 30 minutos de reposo se
midio la absorbancia a 765 nm, en un espectrofotdmetro UV Genesys 150.

El TPC se expres6 en miligramos equivalentes a acido gélico por gramo de
extracto atomizado (GAE mg/g). Para ello se preparé soluciones estandar de 10 a
60 pg/mL de &cido galico, a partir de una solucion madre de 800 pg/mL, a las
cuales se agreg6 500 pL de Folin-Ciocalteu y 400 pL de Na.COs al 7,5% y
transcurridos 30 minuto se medio la absorbancia a 765 nm?3,

3.3.4. Determinacion de contenido de flavonoides totales (TFC)

Determinado por el método de AICIs. Se procedi6 a preparar una muestra 2 mg/mL
con etanol de 50°, transferida 2 mL de la misma a un tubo de ensayo, se agrego
0,5 mL de reactivo de AICI; al 2%, y luego 2,5 mL de etanol de 50° y luego de 30
minutos se procedié a medir la absorbancia a 415 nm.

El TFC se calculé como equivalente diario por gramo de extracto secado (RUE
mg/g) en base a una curva de calibracién estandar. Por ello se pes6 1 mg del
mismo, se disolvié en 2,5 mL de metanol y se enrasé a un volumen de 25 mL con
etanol a 50°. Se extrajo alicuotas de 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 UL de la solucién
madre, y se adiciond 0,5 mL de reactivo de AICI; al 2%, luego se enraz6 con etanol
a 50°. Después de los 30 minutos, se procedié a medir la absorbancia a 415 nm?3,
3.3.5. Evaluacién de la capacidad antioxidante

Se determind de acuerdo con el método de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazilo).
Para la preparacion de la solucion de DPPH, se procedio6 a pesar 10 mg del mismo,
el cual se disolvio en alcohol de 96° y se enras6 a volumen de 250 mL a
concentracion de 100 pg/mL, se llevé a sonicar y se almacend por 10 minutos. Se
realiz6 diluciones de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5y 1 ug/mL. Luego de 30 minutos, se

procedié a medir la absorbancia a 515 nm, medida en cubetas de vidrio 1 cm.

26



Para calibrar el espectrofotémetro UV Genesys 150, se utilizé el blanco contenido

de etanol al 96°, para preparar la muestra se procedié a pesar 12,5 mg de extracto
atomizado, el cual se disolvio en alcohol de 50° y aforar a un volumen de 25 mL a
concentracion de 0,5 mg/mL. Se transfirio 5, 4, 3, 2, 1 y 0,5 mL de la solucién
preparada y se enras6 a un volumen de 10 mL en etanol de 96°, para obtener
soluciones con concentracion de 250, 200, 150, 100, 50 y 25 ug/mL. Se transfirié
0,3 mL de la solucién muestray 2,7 mL de solucién de DPPH a 100 pug/mL. Luego
de 30 minutos, se procedid a medir la absorbancia a 515 nm. Los valores de
absorbancia de las concentraciones ensayadas se expresaron a porcentaje de
actividad antioxidante (AA), determinada por la siguiente ecuacion?*,

{[Abscontrol — (AbSmuestra — AbSplanco)]x 100}

%AA =
AbScontrol

Donde:
Abs;onirol: Absorbancia inicial de solucion de etanol DPPH.
Absuestra: Absorbancia de la mezcla de reaccion (DPPH + MUESTRA).

3.3.6. Determinacion del factor de proteccién solar in vitro

El FPS del extracto atomizado incorporado a una crema base, se determiné de
acuerdo al método espectrofometrico propuesto por Mansur et al** ;esta prueba
se elabord diluyendo la crema en etanol a 70° con una concentracion de 20 pg/mL.
Se procedi6 a pesar 5 mg de la misma y se sometio a ultrasonidos con un volumen
minimo de etanol a 70 °, hasta diluir por completo. La dilucién obtenida se llevé a
una fiola aforada y se enrasé a 10 mL con etanol a 70°, agitar bien y se llevé a un
tubo de ensayo a centrifugar por 5 minutos; 0,2 mL de muestra centrifugada se
trasvaso a una fiola de 5 mL y enrazado con alcohol a 70°. Las mediciones de
absorbancia se realizaron por triplicado, usando un espectrofotémetro (rango de
190 a 800 nm en pasos de 1 nm), usando cubetas de cuarzo de 1 cm. El FPS, se

determiné mediante la siguiente féormula:
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320

FPSespectrofotométrico = FC xZ(EE(/l)xI (A) x Abs ()

290
Donde:
FPS . Factor de proteccion solar.
FC : Factor de correccion igual a 10.

EE(A) : Efecto del eritema de la radiacion de longitud de onda.

1) . Intensidad del espectro solar en la longitud de onda.

Abs(A) : Absorbancia de la solucion en la longitud de onda.

Para cada longitud de onda utilizada en el andlisis. La relacion entre el valor del
efecto del eritema y la intensidad de la radiacién se examina en la siguiente tabla.
Tabla 1. Relacién del efecto eritemogénico versus la intensidad de la radiacion.
Ayacucho 2021.

Longitud de onda (nm) EE(Q) x 1 (D)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1,0002

3.4. Tipo de investigacidn

Aplicada. Segun Hernandez et al.??, cumple con el propésito fundamental de
resolver problemas.

3.5. Disefio de investigacién

El estudio realizado fue un disefio preexperimental con post prueba.??

Tabla 2. Disefio experimental para evaluar efecto fotoprotector. Ayacucho 2021.

GRUPOS TRATAMIENTO OBSERVACION
G:1 X O:
G2 - 02
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El sistema de notacién para el disefio experimental y el grupo de control es:

G : Grupo experimental (crema base)

X . Tratamiento, estimulo o condiciébn experimental (10% del extracto
hidroalcohélico, incorporado en la crema base con Yy sin
octilmetoxicinamato).

O : Medicion. Efecto fotoprotector (FPS, factor de fotoproteccion).

3.6. Anélisis estadistico

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas. La comparacion del

promedio del factor de fotoproteccion de los diferentes tratamientos se realizaron

a través de ANOVA a un 95% nivel de confianza, seguido de prueba de

comparaciones multiples con la prueba de Tukey, para el cual se utilizé el sistema

SPSS.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Capacidad total fendlica, flavonoides y antioxidante del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Calceolaria engleriana K. Ayacucho 2021.

Fenoles totales  Flavonoides Actividad antioxidante (AA%)
mg GAE/g mg RUEIG g0 ug/imL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL
1859+ 3.4 276+024 276+47 366+56 401+12 570%34
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Tabla 4. FPS in vitro del octilmetoxicinamato incorporado a la crema base.

Ayacucho 2021.

A (nm) =E X | Absorbancia SPF
(normalizado)
290 0,015 1,073+0,109 0,016 + 0,002
295 0,0817 1,187 £ 0,126 0,097 + 0,011
300 0,2874 1,256 + 0,138 0,361 + 0,039
305 0,3278 1,342+ 0,151 0,439 + 0,049
310 0,1864 1,404 £ 0,163 0,262 + 0,030
315 0,0839 1,350 £ 0,164 0,113 + 0,014
320 0,018 1,179+ 0,151 0,021 + 0,003 SFP
1,0002 1,310 £ 0,148 10,48 + 1,183

EE: espectro de eficiencia del eritema; I: espectro de intensidad

solar simulada.
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Tabla 5. FPS in vitro del octilmetoxicinamato y extracto hidroalcohdlico de hojas

de Calceolaria, incorporado a crema base. Ayacucho 2021.

A (nm) =E X | Absorbancia SPF
(normalizado)
290 0,0150 1,222 + 0,138 0,018 + 0,002
295 0,0817 1,327 £ 0,151 0,108 + 0,012
300 0,2874 1,400 £ 0,161 0,402 + 0,046
305 0,3278 1,480 + 0,169 0,485 + 0,055
310 0,1864 1,547 £ 0,177 0,288 + 0,033
315 0,0839 1,507 £ 0,179 0,126 + 0,018
320 0,0180 1,360 + 0,158 0,024 + 0,003 SFP
1,0002 1,453 £ 0,167 11,63 + 1,59

EE: espectro de eficiencia de eritema; I: espectro de intensidad solar

simulada.
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Tabla 6. FPS in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria
engleriana K. Ayacucho 2021.

A(nm) EE X Absorbancia SPF
(normalizado)

290 0,0150 0,259 + 0,038 0,004 + 0,001
295 0,0817 0,263 + 0,037 0,021 + 0,004
300 0,2874 0,267 + 0,037 0,077 £ 0,015
305 0,3278 0,269 + 0,039 0,088 + 0,018
310 0,1864 0,271 + 0,038 0,051 + 0,010
315 0,0839 0,276 + 0,039 0,023 + 0,005
320 0,0180 0,285 + 0,042 0,005 + 0,001

1,0002 0,269 + 0,038

SFP

2,15+0,43

EE: espectro de eficiencia del eritema; I: espectro de intensidad

solar simulada.
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad evaluar la capacidad
fotoprotectora del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana
Kraenzl “wawillay”.

Las sustancias naturales extraidas de las plantas, como los terpenos, las flavonas,
los carotenoides, las catequinas y las antocianinas, todas estas pueden actuar
como filtros solares, asi también se han considerado recientemente como fuentes
potenciales de proteccion solar debido a sus capacidades antioxidantes y de
absorcion UV en la zona ultravioleta *.

En la Tabla 3 se observa que el TPC del extracto hidroalcohdlico fue de 185,9 +
3,4 mg GAE/g de extracto y TFC de 27,8 + 0,24 mg RUE/g. Podemos observar
que el contenido de fenoles y flavonoides totales encontrados en este trabajo son
mayores a los reportados por Almeyda °, quién reporté un 15,9 + 0,5 mg GAE/g
extracto seco y elevada actividad antioxidante 95,2 + 0,1% a 200 pg/mL, asi
también a lo reportado por Moya et al.?, que obtuvieron 137,37 mg GAE/g de
extracto. El efecto protector se debe al contenido de componentes fendlicos,
cuando los flavonoides estan en elevada proporcion. Los flavonoides son
responsables directos de absorber la radiacion UVB al inhibir la
quimioluminiscencia que les otorga efecto fotoprotector. La determinacion del
contenido de fenoles totales se realiz6 usando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Los
compuestos fendlicos se oxidan en medios basicos generando 03, para luego
reaccionar con molibdato para formar MoO} formando un color azul a 760 nm.
Aungue este método no es selectiva, permite la identificacion de compuestos
polifendlicos y monofendlicos, que se comparan y son expresados con frecuencia

en equivalentes de acido galico .
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Los resultados de actividad antioxidante expresados en porcentaje de actividad
antioxidante (AA%), reportd un valor de 57,0 + 1,2 ug/mL a concentracion de 250
png/mL, En este trabajo se obtuvo un porcentaje menor a lo reportado por Moya et
al.?, que report6 81,2% a 1 mg/mL. Los resultados sefialan que el extracto tuvo la
capacidad de atrapar radicales DPPH dependiente de la concentracion del
extracto. EIl método DPPH in vitro permite predecir la actividad antioxidante de
manera aproximada a lo que ocurre en condiciones in vivo; ademas, el radical libre
se obtiene directamente mas no como el ABTS que requiere ser generado previa
reaccion quimica 2°. El método de DPPH se basa en la capacidad del radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (purpura oscuro) para reaccionar con un donante de
hidrogeno, produciendo un cambio de color que se absorbe muy fuertemente en
la region visible 2. EI DPPH es mas selectivo para reaccionar con donantes de H,
pero no con los flavonoides, ya que estos no contienen grupos OH en el anillo B,
asi como los acidos aromaticos que contienen un solo grupo hidroxilo-26,

En este estudio el extracto de Calceolaria engleriana Kraenzl, pudo decolorar el
DPPH, debido a su capacidad para donar hidrégeno como antioxidante 2°.

El FPS de crema a base del extracto y octilmetoxicinamato fue de 11,63 + 1,59;
superior al FPS de la crema formulada a base de octilmetoxicinamato que
presentd un FPS de 10,48 £ 1,18 (p <0,05). La asociacion del extracto y el filtro
solar sintético en la crema base, sugiere que existe posiblemente sinergismo entre
la Calceolaria engleriana Kraenzl con el filtro solar, ya que el efecto fotoprotector
depende de la absorcion de energia radiante en los cromoéforos que es
proporcional a la concentracion. Resulta que un valor mas bajo de FPS esta
asociado con una menor concentracion de moléculas que absorben la radiacion
UV. El FPS en el extracto se determind por el ensayo utilizado, ya que este se
restringe a la evaluacion de la eficacia en la zona UVB (290 a 320 nm) #’.

El FPS encontrado en el extracto hidroalcohdlico de hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl fue superior a lo encontrado por Alayo et al.? quienes
determinaron el FPS del extracto de hojas de “matico” obteniendo 9,32 quienes
también emplearon el ensayo de la determinacion del FPS in vitro mediante la

ecuacion formulada por Mansur.
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Los valores de FPS encontrados por Buenario 2°, quien realiz6 un estudio de la
actividad fotoprotectora in vitro de extractos de Alnus acuminata “aliso” fueron
inferiores al de Passiflora eduli “maracuya” ya que su FPS fue 13,27. De la misma
forma ocurrié con Barrera 25, determiné la actividad fotoprotectora in vitro de Zea
mays, evidenciando un FPS de 6,8 a una concentracion 20 ppm. Estos trabajos
obtuvieron resultados menores al presente trabajo de investigacién y también
utilizaron el método para la determinacion de FPS in vitro mediante la ecuacion de
Mansur. Los resultados obtenidos de FPS reportado por Moya et al.? son
relativamente cercanas a lo obtenido en el presente estudio, reporté un valor de
12,050 * 0,05 para la crema formulada a base de filtro sintético mas extracto y
valor de 10,88 + 0,25 solo filtro sintético. El extracto de Calceolaria engleriana
Kraenzl “wawillay”, representa una potencial alternativa para ser utilizado en las
formulaciones cosméticas ya que tiene un efecto sinérgico fotoprotector, debido a

su composicién quimica con actividad bioldgica.
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VI. CONCLUSIONES

1. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“‘wawillay”, presento actividad fotoprotectora.

2. El extracto de wawillay mas octilmetoxicinamato tiene mayor capacidad de
absorcion UV en comparacion con el octilmetoxicinamato.

3. El factor de proteccion solar de la crema a base del extracto mas
octilmetoxicinamato fue de 11,63 + 1,59; superior al factor de proteccion
solar de la crema a base de octilmetoxicinamato que presenté un FPS de
10,48 £1,183.
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VIl. RECOMENDACIONES
Continuar con los estudios de actividad fotoprotectora in vitro del Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay”, la cual se demostré que posee actividad
fotoprotectora.
Sequir realizando estudios de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay” y
sus diferentes propiedades.
Ampliar la investigacién sobre la actividad fotoprotectora in vivo e in vitro de

diversas plantas curativas oriundas de nuestra localidad.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Calceolaria engleriana Kraenz|
“wawillay”. Ayacucho-2021.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que el CENTRO DE DESARROLLO, ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
DE MEDICAMENTOS Y FITOMEDICAMENTOS, ha solicitado la identificacion
de una muestra vegetal para trabajo de tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion

de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES

FAMILIA : SCROPHULARIACEAE
GENERO : Calceolaria

ESPECIE : Calceolaria engleriana Kraenzl
N.V. : ‘wawillay”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 25 de Junio del 2015

RSIDAD NACIONAL DE
2AL DE H)UAMANGA
45 RIOY &
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Anexo 2. Curva de calibracion de &cido galico para determinacién de fenoles

totales presentes en el extracto. Ayacucho 2021.
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Anexo 3. Curva de calibracién de rutina para la cuantificacién de flavonoides

totales en el extracto. Ayacucho 2021.
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Anexo 4. Curva de calibracién del DPPH para la determinacién de la capacidad

antioxidante presentes en el extracto. Ayacucho 2021.
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Anexo 5. Variacion de la extensibilidad con el peso aplicado a la crema formulada

a base de extracto. Ayacucho 2021.
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Anexo 6. Disefio experimental de cuantificacion del contenido fendlico total en el
extracto. Ayacucho 2021.

seco “wawilla

Aforar a5 mL cor

etanol a 50° c.

e Reposar 30 minutos

Trasvasar a un tubo de
ensayo
100 uL de muestra +
500 uL de Folin-
Ciocalteau
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Anexo 7. Disefio experimental para determinacion del contenido total de

flavonoides presentes en el extracto. Ayacucho 2021.

Cuantificacion de

Flavonoides

Pesar 10 mg de

muestra “wawillay”

Aforar a 5 mL con EtoH

50°c.s.p

Transferir 2 mL de
muestra + 0.5 mL Alclz +
2,5 mL EtoH 50°

(dilucién por triplicado)

Dejar 30 minutos y

luego leer a 415 nm
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Anexo 8. Flujograma para la determinacion de la capacidad antioxidante

presentes en el extracto, mediante el método DPPH. Ayacucho 2021.

Actividad antioxidante
Método DPPH

12.5 mg extracto

atomizado “wawillay”

Aforar a 25 mL con
EtoH 50° c.s.p

0.5mL 4.0 mL 3.0mL 2.0mL 1.0 mL 50mL
| [ I
|
Aforar a 10 mL con
EtoH 50° c.s.p
[
I [ [ [ [ I
[25 ug/mL] [50 ug/mL] [100 ug/mL] | [150 ug/mL] [200 ug/mL] | [250 ug/mL]
| | | | | |
0,3mL 0,3mL 0,3mL 0,3mL 0,3mL 0,3mL

(Por triplicado)

(Por triplicado)

(Por triplicado)

(Por triplicado)

(Por triplicado)

(Por triplicado)

2.7 ml de DPPH 100 ug/mL

Dejar por 30 minutos y reallzar lectura a 515 nm

Blanco: 0.3 mL solucién madre [500 ug/mL]+ 2.7 mL EtoH 96°
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Anexo 9. Procedimiento del barrido espectral del extracto y de metoxicinamato de
Etilhexilo. Ayacucho 2021.

Barrido espectral del extracto

“wawillay” y estandar

Pesar 5 mg del extracto 100 uL filtro “metoxicinamato

seco “wawillay” de Etilhexilo”

|

Enrasar a 10 mL

con EtoH 70°
|

Enrasar a 10 mL con

EtoH 70° [100 ug/mL]
I

Transvasar 0.2
mL (200 ug)

Transvasar 0.2 mL
(200 ug)

Aforar a5 mL con Aforar a 10 mL con

EtoH 70° [20 ug/mL] EtoH 70° [20 ug/mL]
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Anexo 10. Cremas base y formulas a base de extracto de Calceolaria engleriana
Kraenzl. Ayacucho 2021.

62



Anexo 11. Composicion de las cremas formuladas a base del extracto para la
determinacion del FPS. Ayacucho 2021.

Componentes Concentracion
(%, wiw)
Octyl methoxynnamate 1.6
Calceolaria engleriana 0.02
Crema base 8
Propilenglicol 1.2
Aguac.s.p 10
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Anexo 12. Flujograma para la determinacion del FPS para cremas formuladas a
base de extracto. Ayacucho 2021.

Determinacion de FPS

in vitro

Pesar 5 mg de crema a

base de “C.engleriana”

-
| # a.’r ¥ -
Llevar a sonicar con BAKU = 2

Bl
un volumen minimo '

de etanol de 70°

Trasvasar a un fiola

aforada de 10 mL

Enrazar a 10 mL

con EtoH 70°
|

Llevar a centrifugar

por 5 minutos

Transvasar 0.2 mL
(200 ug) del

sobrenadante de la

muestra

Aforar a5 mL con
EtoH 70° [20 ug/mL]

|
Leer a 190 a 800 nm
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Anexo 13. Prueba T Student al evaluar el FPS de la crema formulada a base del
extracto. Ayacucho 2021.

95% del intervalo de
confianza parala media
Desviacion Error — —
Limite Limite
Muestra N Media estandar estandar . . . Minimo | Méaximo
inferior superior
OMXCM 3 | 10,4833 0,47596 0,27479 9,3010 11,6657 9,97 10,91
Wawillay 3 2,1500 0,12000 0,06928 1,8519 2,4481 2,03 2,27
Combinacién | 3 | 11,7400 0,46487 0,26839 10,5852 12,8948 11,34 12,25
Total 9 8,1244 4,52639 1,50880 4,6452 11,6037 2,03 12,25
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Anexo 14. Prueba de homogeneidad de varianzas al evaluar el FPS de crema

formulada a base de extracto. Ayacucho 2021.

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
2,080 2 6 0,206
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Anexo 15. Andlisis de varianzas al evaluar el FPS de la crema formulada a base

del extracto. Ayacucho 2021.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 162,992 2 81,496 | 534,945 0,000
Dentro de 0,914 6 0,152
grupos
Total 163,906 8
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Anexo 16. Andlisis de comparaciones multiples al evaluar el FPS de la crema
formulada a base del extracto. Ayacucho 2021.

Variable dependiente:

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia
de medias Error Limite Limite
(I)Factor (1-J) estandar Sig. inferior superior
OMXCM Wawillay 8,33333* | 0,31869 | 0,000 7,3555 9,3112
Combinacion | -1,25667* | 0,31869 | 0,018 -2,2345 -0,2788
Wawillay OMXCM -8,33333* | 0,31869 | 0,000 -9,3112 -7,3555
Combinacién | -9,59000* | 0,31869 | 0,000 | -10,5678 -8,6122
Combinacion | OMXCM 1,25667* | 0,31869 | 0,018 0,2788 2,2345
Wawillay 9,59000* | 0,31869 | 0,000 8,6122 10,5678

*La diferencia de las medias es significativa al nivel de 0,05
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Anexo 17. Prueba HSD Tukey al evaluar el FPS de la crema formulada a base del

extracto. Ayacucho 2021.

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0,05
Factor N 1 2 &
Wawillay 3 2,1500
OMXCM 3 10,4833
Combinacion 3 11,7400
Sig. 1,000 1,000 1,000

Muestra el valor medio de cada grupo en el mismo subconjunto homogéneo.

a. Tamafio de muestra usando media arménica =3,000.
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Anexo 18. Matriz de consistencia. Ayacucho 2021.

Titulo Problema Objetivos Marco teérico Hipotesis Variables Metodologia
Determinacion ¢Tendra Objetivo General. Antecedentes del estudio de | Hi: El extracto | Variable Tipo Investigacion.
in vitro del FPS | actividad e Evaluar el efecto | Calceolaria engleriana Kraenzl| hidroalcohdlico independiente. Aplicada.
del extracto | fotoprotector | fotoprotector del extracto. Composicion quimica. de Calceolaria | Extracto Poblacién: extracto hidroalcohdlico

hidrolacohdlico
de hojas de
Calceolaria
engleriana
Kraenzl
“wawillay”.
Ayacucho -
2021.

a el extracto
hidroalcohdli
co de hojas

de wawillay?

Objetivos especificos.
e Evaluar el FPS del
extracto

e Evaluar el FPS presente
en extracto hidroalcoholico
de hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl
“wawillay”, incorporado en
una crema base a distintos

porcentajes.

Relaciones estructura-actividad de
metabolitos secundarios.

Mecanismo de proteccion de las
plantas.

Radiacion solar

Fotoproteccion

Método determinacion del FPS:
método espectrofotométrico de
Mansur.

engleriana
kraenzl presenta
actividad
fotoprotectora.
Ho: El extracto
hidroalcohdlico
de Calceolaria
engleriana
Kraenzl, no
presenta
actividad
fotoprotectora.
He:

mext+mxc

< FPS e

hidroalcohdlico de
hojas de wawillay
Indicador:
Extracto al 10 %
incorporado en
una crema base.
Variable
dependiente.
Actividad
fotoprotectora
Indicador:

indice de factor

proteccién solar.

de Calceolaria engleriana K., que
crecen en la localidad de Vinchos-
Ayacucho.
Muestra: extracto hidroalcohdlico de
wawillay.

Determinacién del FPS: método

espectrofométrico de Mansur:

Anélisis estadisticos: seran
agrupados y presentados en tablas y
el analisis de varianza para identificar
diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) del FPS de los
ANOVA vy

multiples

diversos tratamientos,

comparaciones con el
prueba Tukey, para lo cual se utiliz6 el

sistema SPSS.
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