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Actividad antioxidante de la crema elaborada a base del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
Ayacucho- 2012.

Autor : Bach. Diana Carolina, DEL SOLAR CARDENAS

Asesor : Mg. Marco Rolando ARONES JARA

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de determinar la
actividad antioxidante de la crema elaborada a base del extracto
hidroaicoholico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay” que
fueron recolectadas en el centro poblado de Anchac-Wasi del distrito de
Vinchos, del departamento de Ayacucho, durante el mes de junio del 2012. La
identificacion de Ila especie se realizd con la ayuda del Herbarium
Huamangensis de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, el
tamizaje fitoquimico segun Miranda y Cuéllar (2000) y Lock de Ugaz (1994), la
actividad antioxidante se determind por el método espectrofotométrico usando
el DPPH (1,1 difenil-2 picrilhidrazil), como fuente de radicales libres (Szabo y
Col, 2007)Los metabolitos secundarios identificados en el extracto
hidroalcohdlico fueron: flavonoides, taninos, fenoles, naftoguinonas, azicares
reductores, catequinas, quinonas, triterpenos y esteroides. Se elaboraron
cremas a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay” a concentraciones de 0,5%; 10% vy
2 0%,presentaban un color que dependia de la concentracion del extracto, un
olor sui géneris, un sabor amargo, aspecto homogéneo, pH cercanos a la piel,
emulsion OW, y alta extensibilidad. La crema al 05% present6 mayor
porcentaje de inhibicibn de radicales libres (99,46 +0,11), respecto a las
cremas al 1,0% y 2,0%, que presentaron porcentajes de 99,10 £ 0,46% y
96,45 + 0,53% respectivamente. Sin embargo, todos los porcentajes de
inhibicion de las cremas al 0,5; 1,0 y 2,0% a las diferentes diluciones son
estadisticamente similares (p > 0,05).Se concluye que las cremas a diferentes

concentraciones tienen actividad antioxidante.

Palabras claves: Actividad antioxidante, extracto hidroalcoholico, Calceolaria

engleriana Kraenzl.



I. INTRODUCCION

La amplia y variada flora peruana es y seguira siendo uno de los recursos
naturales mas importantes ya que gracias a las investigaciones quimicas y
farmacologicas de estas plantas utilizadas en la medicina popular ha permitido
que muchas industrias farmacéuticas elaboren productos a base de extractos de
estos vegetales, ya sea por proceso de liofiizado, atomizado y simple
evaporacion, los mismos que se comercializan como suplemento alimenticio,
recurso natural y producto natural de uso en salud. Con esta investigacion
tratamos de aportar en algo el uso de cremas elaboradas a base del extracto

hidroalcoholico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.

Actuaimente, se sabe que tanto por causas ambientales (radiacioén), asi como
por la ingesta de algin contaminante o incluso como consecuencia de nuestro
metabolismo, surgen algunas moléculas que nos pueden provocar dafio. A estas
se las conoce como especies oxigeno reactivas (ROS), que se asocian a
enfermedades como cancer, problemas cardiacos o al natural envejecimiento
humano. Entre los problemas que originan figuran: destruccién de las paredes

celulares, inactivacion de enzimas, debilitamiento de la capacidad defensiva,



alteracion del sistema inmunolégico e incluso dafio del material genético (Neira y

Yuri, 2004).

Los antioxidantes son un grupo de moléculas reconocida por su capacidad para
neutralizar los radicales libres, estas sustancias han surgido como una
alternativa para combatir las deficiencias asociadas al estrés oxidativo

(Castaneda y Col., 2008).

Los flavonoides como los acidos fendlicos han demostrado ser fuertes
atrapadores de radicales libres y al mismo tiempo son capaces de inhibir la
formacion de estos Ultimos al enlazarse con iones de metales de transiciéon

(Zavaleta y Col., 2005).

Las cremas son emulsiones formadas por mezclas de dos fases insolubles entre
si, una soluble en agua y otra en grasas. La emulsion se encuentra estable a la
temperatura ambiente cuando se le agrega un agente emulsificante y se obtiene
una mezcla homogénea al agitarse por lo que asi se puede incorporar una fase
en la otra a la temperatura mayor que el punto de fusién de cada fase (Blanco,

2011).

En la actualidad no hay estudios ni evidencias de que la crema elaborada a
base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” tengan un efecto antioxidante, motivo por el cual se realizd el

presente estudio.

Calceolaria engleriana Kraenzl es una planta que pertenece a la familia
Scrophulariales, comunmente conocida como “wawillay”. Es conocida por su uso
tradicional en afecciones digestivas y diuréticas, por eso que constituye una
alternativa de solucién al deterioro progresivo de las células, las enfermedades

gastrointestinales y las enfermedades infecciosas, dando la oportunidad de



contribuir a la sustitucién de medicamentos de alto costo y garantizar el uso de lo

empirico en la medicina tradicional.

Las investigaciones sobre el estudio de plantas medicinales son reconocidas y
de gran importancia para la Organizacién Mundial de la Salud. La forma
farmacéutica semisélida elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay” servira como una alternativa
medicamentosa para el tratamiento de procesos degenerativos de la piel. Se

plantearon los siguientes objetivos:
OBJETIVO GENERAL:

o Evaluar la actividad antioxidante de la crema elaborada a base del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenz! “wawillay”.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Determinar los parametros fisico quimicos del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Calceolaria engleriana Kraenz! “wawillay”.

e Determinar los metabolitos secundarios de la Calceolaria engleriana Kraenzl

“wawillay” a través del tamizaje fitoquimico.

o Determinar los parametros fisico quimicos de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenz!

“wawillay”.

e Determinar la actividad antioxidante de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcoholico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl

“wawillay”.



Il. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Mujica y Col,, (2010), evaluaron la formulacién de un producto cosmético crema
antiarrugas a partir def aceite de semilla de “merey” (Anacardium Occidentale L),
obteniendo los siguientes valores para el producto cosmético con respecto a pH,
densidad relativa, viscosidad dinamica a 40°C y 10 rpm e indice de acidez: 7,50;
12468 g/mL; 21,000 cP y 1,85 mg NaOH/g respectivamente. En el estudio
preliminar de mercado se indica una aceptacién del producto cosmético,
calificando al mismo en aspecto, olor y absorcién como bueno y muy bueno. Se

fogré un 78,4 % de atenuacion de las arrugas.

Casanova (2004), evalu6 la actividad antioxidante y antiulcerosa del extracto
acuoso liofilizado de calceolaria cuneiformes Ry P “ayapa zapatum®, evalué la
actividad antioxidante por el método espectrofotométrico usando el DPPH (1,1-
diphenyl-2-picryl- hydrazyl) demostrando que el extracto acuoso liofilizado
presenta una buena actividad antioxidante con un porcentaje de 8690% al
tratamiento de 125ug/mi. Del Castillo (2002), realizé el tamizaje fitoquimico y

evalub la actividad hipoglicemiante y toxicidad aguda de Calceolaria engleriana



Kranziin subsp Lutea Molau, el extracto acuoso liofilizado (EAL) presenté

triterpenos, esteroides, flavonoides y taninos catéquicos.

Condorhuaman (2009), evalué el efecto hipotensor, diurético y toxico del extracto
acuoso de Calceolaria myriophylla Kraenzl “zapatilia’. El efecto hipotensor a
dosis de 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg y Enalapril a dosis de 25 mg/kg, el
efecto diurético en grupos de dosis de 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg vy la
toxicidad a dosis de 100 mg/kg, 200 mg/kg, Se demostré que el extracto acuoso
de Calceolaria myriophylla Kraenzl presenta efecto hipotensor, diurético y

antioxidante sin efectos téxicos.

Lastra y Yanez (2004), demostraron el efecto gastroprotector sobre lesiones
gastricas inducidas por indometacina en ratas al utilizar el extracto
hidroalcoholico de Calceolaria myriophy!la. También determinaron la presencia
de constituyentes quimicos como azucares reductores, heterdsidos, flavonoides,

compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, saponinas y cumarinas.
2.2. Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay“
2.2.1. Clasificacion Taxonémica

La clasificacion taxonémica de la planta es la siguiente:

Divisién : MAGNOLIOPHYTA

Clase - . MAGNOLIOPSIDA

Subclase . ASTERIDAE

Orden . SCROPHULARIALES

Familia . SCROPHULARIACEAE
Género . Calceolaria

Especie . Calceolaria engleriana Kraenzl



Nombre Vuilgar :  ‘“wawillay"

Fuente: Certificado del Herbarium Huamangensis de le Facultad de Ciencia

Biologicas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga (Anexo N° 1).
2.2.2. Descripcion botanica de la familia Scrophulariaceae

La familia Scrophulariaceae es reconocida en el Peru por presentar dos géneros
y 121 especies, principaimente arbustos y hierbas, las hojas alternas, opuestas y
verticiladas sin estipulas, las flores solitarias o dispuestas en inflorescencia
racimosas o cimosas, son hermafroditas, zigomorfas en mayor o menor grado,
pentameras. Caliz con cinco sépalos iguales, lobados o con el posterior mas o
menos reducido o completamente abortado; corola bilabiada o personada,
también tubular o embudada. Estambres dos o cuatro (didinamos), raras veces
cinco, insertos en el tubo corolino. Ovario supero, bi-carpelar, bi-locular, a veces
unilocular multiovular, estilo entero bifido. Fruto, capsula o baya, semilla con
tejido nutricio. Se reportd la presencia de flavonoides comunes en algunas
especies de la familia Scrophulariaceae como son la Luteolina, Crysoeriol y

Apigenina 7-glucésido (Molau, 1988).
2.2.3. Descripcion del género Calceolaria

Este género se caracteriza por comprender 181 especies en el geotrépico, son
plantas herbaceas anuales o perennes, de unos 0,2 a 1,2 m de altura, sub
arbustos o arbustos, hojas simples, opuestas y decusadas o ternadas, raro
alternas. Inflorescencia usuaimente en cimas, en algunas especies flores
solitarias. Caliz 4 - partido. Corola bilabiada, usuaimente amarilla, labio superior
formado por las piezas coralinas adaxiales; labio inferior formado por las tres
piezas coralinas adaxiales, sacciforme y de mayor tamafo que el labio superior

normalmente con una zona de tricomas glandulares secretoras de aceites



conocida como elaiéforo; estambres, anteras con dehiscencia longitudinal.
Ovario bilocular, bicarpelar, supero o semiinfero; estilo simple capitado o
inconspicuo. Fruto capsula pluriseminada, dehiscente distalmente en cuatro
valvas. Semillas pequefias, casi lineales, elipsoides y algo recurvadas, testa

ornamentada, con costillas longitudinales (Puppo, 2006).
2.2.4. Descripcion geografica del género Calceolaria

Alrededor de 200 géneros pertenecen a la familia Scrofulariaceae y alrededor de
4900 especies estan distribuidas a nivel mundial, especialmente en las regiones

de temperatura templada (Aedes, 1998).

La distribucion de Calceolaria va del sur de la sierra madre occidental en México,
hasta los Andes del sur en la Tierra de fuego, la mayoria de las especies estan

en alturas que oscilan los 2000 a 4000 msnm (Molau, 1988).

Segun el estudio realizado por el botanico Ulf Molau (1983), Calceolaria
engleriana Subsp. Lutea Molau es endémica de los andes centrales del Peru,
siendo encontrado en los departamentos de Junin y Ayacucho; en las laderas de
la “puna”, en pendientes rocosas cerca de escorrentias de agua, canales de
regadio, terrenos de cultivo, en suelos franco arenosos y pedregosos.

Aproximadamente de 3000 a 3500 msnm.
2.2.5. Composicion quimica

Se han realizado diversos estudios sobre la composicién quimica del género
Calceolaria, identificando algunos compuestos quimicos, como resultado de
estudios fitoquimicos, donde se reportan la presencia de taninos, flavonoides,
esteroles, quinonas, cardendlidos, esteroides, anillos lactona, triterpenos y en

los ultimos afios han sido reportados muchos nuevos diterpenos.



Silva y Col,, (1993), aislaron los diterpenos de las partes aéreas de Calceolaria
petiolaris, llegando a identificarlos como: 18.-.maloniloxi.-.9.-.epi.-.eti.-.7.-15.-
primaradieno, 18.-.hidroxi.-.9.-.epi.-ent.-.7.-15.- pimaradieno, 18.-.acetoxi.-.9.-

.epi.-.ent.-.7.-15.- pimaradieno y el Petiolato (un bis —diterpeno).

Romero y Col,, (2009), en el trabajo de investigacién realizado sobre el género
calceolaria en 6 especies sieﬁdo una de ellas la Calceolaria engleriana Kraenzl
determinaron la presencia de compuestos fendlicos como taninos flavonoides y
catequinas; los terpenoides como monoterpenos, diterpenos sesquiterpenos,
triterpenos y/o esteroides, corroboradas por cromatografia en capa fina y

pruebas espectrales.

Del Castillo (2002), identifico en el tamizaje fitoquimico de Calceolaria engleriana
Kranzlin subsp Lutea Molau, los metobolitos secundarios triterpenos vy
esteroides, flavonoides y taninos catéquicos, estos resultados concuerdan con

los obtenidos por Lastra y Yanez (2004).
2.2.6 Metabolitos secundarios
Segun Lock de Ugaz (1994) los metabolitos secundarios son:

a) Flavonoides.- Los Flavonoides se forman biogenéticamente a través de la
ruta del Shikimato y del acetato malonato, siendo la chalcona el flavonoide
inicialmente formado, y a partir de la cual se derivan las otras clases por
posteriores modificaciones que ocurren en varias etapas. Los principales
flavonoides son: flavona, flavonol, aurona, chalcona, etc. tiene propiedad

antiinflamatoria, antioxidante, vasoprotector y protector de la mucosa gastrica.

b) Taninos.- Son compuestos quimicos complejos no cristalizables que forman
con el agua soluciones coloidales de accion acida y de sabor muy acre;

resuitantes de la polimerizacién de polifenoles, por hidrdlisis liberan acido galico,



que se transforma en pirogalol, acido protocatéquico, etc. Los taninos tienen un
poder astringente y tienen la capacidad de capturar radicales libres,

contribuyendo asi a las acciones farmacolégicas.

c) Triterpenos y esteroides.- Son compuestos con un esqueleto carbonado
basado en seis unidades de isopreno que derivan biogenéticamente del
escualeno, hidrocérburo aciclico de 30 carbonos. No existe una diferencia
fundamental entre los triterpenos y esteroides considerandose a los esteroides

como triterpenos tetraciclicos.

d) Quinonas.- Son dicetonas insaturadas, que por reduccién se convierten en
polifenoles los que facimente se regeneran por oxidacion. Para un estudio mas
preciso las quinonas se subdividen en benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas, quinonas isoprenoides. Algunas presentan propiedades

antimicoticos, antirreumaticas, bacteriostaticas, entre otros.

e) Naftoquinonas.- Las naftoquinonas son pigmentos naturales, que tienen
como caracteristica estructural poseer dos grupos carbonilo en las posiciones
1,4 y con menor frecuencia en 1,2 6 1,3 en el anillo del naftaleno, de donde
deriva su nombre comun. En la naturaleza se presentan con grupos hidroxilo y/o
metilo como éustituyentes, ademas de encontrarse en forma libre o condensada
con diversos monosacaridos1, 2.Ademas de las propiedades tintéreas de las
naftoquinonas y sus derivados, se han descrito importantes actividades
biologicas destacando como agentes antiparasitarios, antibacterianos,

antifungicos y anticancerigenos (Khambay y Col.,1999).

f) Fenoles acidos y acidos fendlicos.- Algunos de los compuestos quimicos
bioactivos mas sencillos son derivados mono sustituidos del anillo fenol. Entre
ellos destacan el acido caféico y el acido cinamico, donde reportan que el acido

caféico es eficaz frente a las bacterias, hongos y virus. La posicién y el nimero



de grupos hidroxilo del grupo fenol parecen influir en el efecto antimicrobiano de
tal forma que a mayor grado de hidroxilacién mayor poder téxico y mayor poder
inhibitorio.

2.2.7. Calceolaria engleriana Kraenzl en la medicina tradicional

En el empleo de la medicina tradicional, a la planta silvestre Calceolaria
engleriana Kraenzl se le atribuye ciertas propiedades medicinales como:
diurético, digestivo, astringente, febrifugo, antiulceroso e hipoglucemiante,
también se le describe por su uso para las tos, resfrio y retraso menstrual;, éstas
son usadas en forma de infusion las hojas y flores frescas tomandolas después

de los alimentos (Pérez, 2012).

Del Castillo (2002), menciona que hay otras especies como: Calceolaria
engleriana. que se utiliza como hipoglucemiante esta propiedad se le atribuye a
la planta entera, Calceolaria deflexa R&P especie silvestre que se utiliza como
“lipta” para el chacchado de la coca, Calceolaria cuneiforme R&P, se utiliza
como diurético en infecciones uterinas, como infusion de toda las planta y como
cosmético, quita las manchas de la piel y elimina cicatrices el polvo de la flor,
Calceolaria herzogiana, es una especie silvestre utilizado para problemas
estomacales, Calceolaria pinnata L, especie silvestre distribuida entre la costa y
la sierra, utiizada como diurético, Calceolaria santolinoides Kraenzlin, posee
floracion estival y sus 6rganos aéreos se emplean en medicina tradicional como
facilitadores del parto, aplicacion que se proyecta también como abortivé,
Calceolaria herbeo-hybrida, se encuentra en la costa como una especie

cultivada ornamentalmente (Brack,1999 y Cabrera, 1993).
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2.3. Radicales libres y antioxidantes
2.3.1. Radicales libres

Se consideran radicales libres (RL) a aquellas moléculas que en su estructura
atébmica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo. Esta
configuracién espacial les hace muy inestable, extraordinariamente reactivos y
de vida efimera, con una enorme capacidad para combinarse con la mayoria de
las biomoléculas celulares (carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
derivados de cada uno de ellos) provocando un gran dafo en ellas y en las

membranas celulares (Gilca y Col,, 2007).

La mayor parte del oxigeno utilizado por el organismo humano es reducido a
agua por la accion del complejo citocromo-oxidasa de la cadena respiratoria
mitocondrial. En este proceso de fosforilacion oxidativa el oxigeno actua como
aceptor final de electrones, adquiriendo un total de cuatro electrones con

produccién de dos moléculas de agua. La reaccidn global es la siguiente:
O, + 4H' + 4 — 2H,0
02_"'> 02-"—5 HzOz——* OH+ Hz——P Hzo

Una consecuencia de este proceso es la produccion de intermediarios
parcialmente reducidos que son los RL llamados Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO):

O, = radical superoxido; H,O, = peréxido de hidrégeno; OH = radical hidréxilo.

El radical hidroxilo es con diferencia el mas danino de los tres, con una vida
media muy corta y una alta reactividad. El peréxido de hidrégeno (H,0,) noes
estrictamente un RL, pero por su capacidad de generar el OH~en presenciade

metales como el hierro divalente (reaccion de Fénton) se le considera como tal.

El dafio biolégico causado por el OH™es el destruir las membranas celulares en

11



una reaccion en cadena que se denomina peroxidacion de lipidos dando como
resultado un radical centrado en un carbono (-C-) en la membrana (Gilca y Col.,

2007).

Las fuentes de los radicales libres en la mitocondria constituye Ia fuente principal
de RL. Ofras fuentes son las peroxisomas, y también los leucocitos polimorfos
nucleares que constituyen una fuente importante, cuando en los procesos
inflamatorios se activan por diversas proteinas que actlian especificamente
sobre ellos (complemento, interleukinas, etc.). Los leucocitos poseen en sus
membranas la enzima NADPH oxidasa generadora de 0, que en presencia de

hierro se transforma en el altamente toxico OH~ (Gilca y Col., 2007).

La toxicidad de los radicales libres se debe por la alta inestabilidad atémica de
los RL colisionan con una biomolécula y le sustraen un electron, oxidandola,
perdiendo de esta manera su funcion especifica en la célula. En el caso de los
lipidos (4cidos grasos polinsaturados), los RL dafian las estructuras ricas en
ellos como las membranas celulares y las lipoproteinas. En las primeras se
altera la permeabilidad conduciendo al edema y la muerte celular y en la
segunda, la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), génesis de la

placa ateromatosa (Gilca y Col., 2007).
2.3.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son un grupo de moléculas reconocidas por su capacidad para
neutralizar los radicales libres, éstas sustancias han surgido como una
alternativa para combatir las deficiencias asociadas al estrés oxidativo

(Castafieda y Col., 2008).

Las sustancias antioxidantes se han clasificado en dos principales sistemas, el

sistema enzimatico y el sistema no enzimatico, también conocido como

12



enddgeno y exdgeno respectivamente; las cuales pueden actuar tanto en el
espacio intracelular como en el extracelular. El primer sistema de defensa
corresponde a las enzimas antioxidantes o enddgenas, estd basado en un
complejo enzimatico de defensa que puede incluir a la superoxido dismutasa, la
catalasa, la glutation peroxidasa, a la tiorredoxina reductasa y al glutation
reductasa. El segundo sistema de antioxidantes no enzimaticos o exégenos, es
un sistema péralelo al primero y especialmente atil cuando el sistema endégeno
se satura. Esta determinado por una serie de sustancias llamados depuradores o
radicales libres; los cuales intervienen logrando retrasar la produccion de
radicales libres. Algunos antioxidantes no enzimaticos son el glutation, el acido
lipoico, la bilirrubina, los compuestos fendlicos, los flavonoides, la vitamina C y la

vitamina E (Zavaleta y Col., 2005).

2.4. Forma farmacéutica. Se denominan preparados farmacéuticos o formas
medicamentosas, a los productos elaborados a partir de las drogas para poder
ser administradas al organismo. Estos preparados pueden tener una o varias
drogas y son confeccionadas por el farmacéutico o la industria farmacéutica.
Existen en estado sélido, semisolido, liquido, gaseoso, soluciones,

suspensiones, emulsiones o dispersiones coloidales (Blanco, 2011).

2.4.1. Formas farmacéuticas semisdlidas

Son preparaciones de consistencia semisélida destinadas a ser aplicadas sobre
la piel o sobre ciertas mucosas con €l fin de ejercer una accion local o dar lugar a
la penetraciéon percutanea de principios activos; o por su propia accion emoliente

o protectora (Farmacopea de los EE.UU Mexicanos, 1988).

Los sistemas semisoélidos satisfacen una exigencia de las preparaciones de

aplicacion topica, ya que en general, poseen buena adherencia, lo que hace que
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permanezcan sobre la superficie de aplicacién por un tiempo razonable hasta

que se elimine por lavado (Vila, 2001).

2.4.1. Cremas.- Son formas farmacéuticas muitifasicas constituidas por dos

fases (Vila, 2001).

= Hidréfobas. La fase continua o externa es la fase lipofila debido a la presencia

en su composicion de emulgentes tipo W/QO.

» Hidrofilas. La fase externa es de naturaleza acuosa debido a la presencia en
su composicion de emuigentes tipo O/W, tales como jabones sodicos o
trietanolamina, alcoholes grasos sulfatados y polisorbatos, a veces

combinados en proporciones convenientes con emulgentes tipo W/O.

14



ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio del Centro de
Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
(CEDACMEF) “Marco Antonio Garrido Malo” de la Escuela de Formaciéon
Profesional de Farmacia y Bioguimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, durante los meses de

junio a noviembre del 2012.
3.2. MATERIALES
3.2.1Poblacion

Hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”, que crecen en el distrito de

vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho.

3.2.2 Muestra

Una cantidad de cinco kg de hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”,
fueron recolectadas durante el mes de junio del 2012 en horas de la manana, del

Centro Poblado de Anchac-Wasi del distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,



departamento de Ayacucho, ubicado a una altura de 2700 msnm. Posteriormente
se certifico la especie en el Herbarium Huamangensis de le Facultad de

Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.
. DPPH(1 ,1—difenil—-2—picrilhidrazilo hidratado).(Sigma-Aldrich)
3.3. Métodos para la recoleccién de datos

3.3.1.Recolecciéon y desecacion de las hojas de Calceolaria engleriana

Kraenzl. “wawillay”

Las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay” fueron recolectadas al
azar, para luego ser sometidas a lavado con hipoclorito de sodio para la
desinfeccién y eliminacion de material extrafio, para ser secado de manera
natural en un area sombreéda, ventilada y a temperatura ambiente en tendales
de papel bond que se iran cambiando cada 24 horas y removiendo el vegetal

para evitar su descomposicién, por un periodo de siete dias.

3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohédlico de las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl. “wawillay”

Luego del secado de las hojas se procedié a realizar la molienda para reducir el
tamafo de las mismas, con un molino de marillo con malla de un c¢m
aproximado hasta obtener una pulverizacién uniformizada, teniendo cuidado del
sobre calentamiento del molino para evitar la descomposicion de algunos
constituyentes quimicos. Se utilizé 500 g de hojas molidas para humectarla en
un recipiente de vidrio con tapa con 800 ml de alcohol de 70° durante 12 horas.
Transcurrido el tiempo se transfirid la muestra al percolador y maceré durante
24 horas, luego del cual se abri6 la llave de salida y dej6é salir el percolado a
razon de 20 gotas por minuto, se recibid el percolado se filtr6 y se secoé por

atomizacién (Miranda y Cuéllar, 2000).
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3.3.3 Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto

hidroalcohdlico.

Una vez obtenida el extracto hidroalcohdlico, se concentré6 en Bano Maria a
40°C, para evaluar los parametros fisicoquimicos que definan la calidad de los

mismos.
a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Color: Se tom6 cantidad suficiente de muestra en un tubo de ensayo, ésta fue

colocada en un fondo blanco, para determinar el tipo de color.

Olor: Una cantidad suficiente de muestra se colocé en una luna de reloj, para

percibir y determinar el tipo de olor.

Aspecto: Se colocé una cantidad -suficiente de muestra en una luna de reloj,

para observar y determinar el aspecto de la muestra.
b) Identificacion de compuestos quimicos

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos (metabolitos
secundarios) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana
Kraenzl “wawillay” fueron realizadas siguiendo los procedimientos de Miranda y

Cuellar (2000).
c) Determinacion de la solubilidad

Solubilidad en agua: Se colocé en un tubo de ensayo un mL de agua destilada,
luego se afiadié un gramo de muestra, se agité fuertemente, y se observéd que la

muestra es muy soluble en agua.

Solubilidad en alcohol: Se colocé en un tubo de ensayo un mL de alcohol
etilico de 70°C, luego se anadié un gramo de muestra, se agitdé fuertemente, y se

observé que la muestra es poco soluble en alcohol.
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d) Determinacion de pH.
El pH de la muestra se determiné utilizando el potenciometro.
e) Determinacion del contenido de humedad.

Se pes6 dos gramos de la muestra de ensayo con desviacion permisible de 0,5
mg y se transfirid a una capsula de porcelana previamente tarada y desecada a
105 °C hasta masa constante, seguidamente se deseco a 105°C durante 3
horas. La capsula se colocé en la desecadora donde se dej6 enfriar a
temperatura ambiente y se pesé, colocandose nuevamente en la estufa durante
una hora, volviéndose a pesar, hasta que se obtuvo una masa constante

(Miranda y Cuellar, 2000).
Calculo:
Hg = M, — M, x 100

M,-M
Donde:
Hg = Pérdida en peso por desecacion (%)
M = Masa de la capsula vacia (g)
M; =Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)

M, =Masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

100 = Factor matematico.
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3.3.4 Formulacion y elaboracion de cremas

CUADRO N° 01. Formulaciones de las cremas a ensayar

PRINCIPIO ACTIVO Y FORMULAS (%)
EXCIPIENTES
0.5% 1.0% 2.0% BASE

Extracto hidroalcohdélico 0.5
‘wawillay” (0.5%)
Extracto hidroalcohélico 10
“wawillay” (1.0%)
Extracto hidroalcohdlico 2.0
“‘wawillay” (2.0%)
Metilparabeno 0.0125 0.0125 | 0.0125 | 0.0125
Propilparabeno 0.0075 0.0075 | 0.0075 | 0.0075
Propilengiicol 20 20 20 20
Alcohol Cetilico 1.0 1.0 1.0 1.0
Vaselina Liquida 5.0 5.0 5.0 5.0
Lanette N 10.0 10.0 10.0 10.0
Agua purificadac.s.p. 100.0 100.0 100.0 100.0

19




b) Método de elaboracion de cremas

Formacion de la fase oleosa. Se colocd en un recipiente de acero inoxidable
provista de Bafo Maria: vaselina liquida, alcohol cetilico y lanette N, se fundié a

70 °C bajo agitacion moderada.

Formacion de la fase acuosa. En un recipiente adecuado de acero inoxidable
provista de Bafio Maria se cargo agua purificada y se calenté a 70 — 75 °C, luego
se agreg6 propilenglicol, metilparabeno y propilparabeno, se agité hasta

disolucién completa.

En un recipiente adecuado de vidrio se cargb agua purificada, y se agregé bajo
agitacion moderada extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria

engleriana kraenzl “wawillay” hasta disolucién completa.

Formacion de la emulsion final. Una vez que los ingredientes fueron
totaimente disueltos en sus respectivas fases y manteniendo Ias
correspondientes temperaturas, se incorpora lentamente bajo agitacion
moderada la fase acuosa sobre la base oleosa, evitando la formacion de

burbujas, hasta lograr una emulsién completa.

Se apag6 las fuentes de calor y se dejo que la temperatura descienda

normalmente en una hora mientras se continué agitando constantemente.

La emulsién formada se caracteriza por ser fluida, se verificd el pH (entre 5,0 a

7,5). (Lab. Markos, 2004; DIGEMID, 1999).
3.3.5 Control de los parametros fisicoquimicos y bioldgicos de las cremas

La formulacién del producto cosmético (Comision Europea de Cosméticos, 2006)
consiste en una emulsién de aceite en agua (O/W), se realiza bajo las
normativas de calidad impuestas por la industria cosmética de Farmacopea de

Argentina, buenas practicas de manufactura cosmética de la Comunidad Andina

20



y las normas de fabricacibn de medicamentos de la Comisién Europea de
cosméticos. Los parametros a ser evaluados en la forma farmacéutica

semisolida elaborada son los siguientes (Mujica y Col.,, 2010).
Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Se determinaron las caracteristicas organolépticas de las cremas siguiendo los
procedimientos descritos anteriormente en el parrafo de evaluacion de los

parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcohdlico de las hojas de “wawillay”.
a) ldentificacion de compuestos quimicos

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos (metabolitos
secundarios) de las cremas del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
“wawillay* se realiz6 siguiendo los procedimientos de Miranda y Cuellar del

Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana - Cuba. (2000).
b) Determinacion de pH

Para determinar el pH se siguié el método de Fiedler, se tomd cinco a diez
gramos, de crema en un vaso precipitado y luego se llevd a Bafo Maria, se
fundio la muestra y se le agregd 30 mL de agua bidestilada a pH 7 calentado a
70 °C, se mezcld bien hasta formacion de dos fases; se filtré la fase acuosa y se

determind el pH del filtrado (Lab. Markos, 2004).
c) Determinacion del tipo o signo de emulsion

Método de dilucién. En dos tubos de ensayo se colocé uno a cinco mL de
emulsion, a uno de ellos se agregd cinco mL de agua y al otro cinco mL de

vaselina liquida o alcohol, se mezclé y se observo.

El tubo que presenté un aspecto homogéneo indica la fase externa de la

emulsion, es decir si presenta una dispersion homogénea en agua la fase
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externa es acuosa (O/W) y si es homogéneo en vaselina o alcohol la fase

externa es oleosa (W/O) (Lab. Markos, 2004).
d) Determinacioén del indice de extensibilidad

Para realizar este ensayo se utilizaron dos placas de cristal (10 X10 cm) entre
las cuales se colocé una cantidad pesada del preparado (por ejemplo= 2 g), se

trabaj6 a una variacién de temperatura de+ 0.5 °C.

Se colocéd la placa inferior de cristal sobre una hoja de papel milimetrado. Se
recuadrd la placa y se trazaron las diagonales, para colocar la muestra del

preparado sobre el punto de interseccién.

Se peso la placa superior y se situa sobre la inferior. Pasado un determinado
tiempo (un minuto), y por efecto de la presién, la preparacién se extendié de

forma aproximadamente circular.

Se anoto6 los valores de los dos diametros y se calculé el diametro medio y a

partir de éste, se calculd la superficie del circulo formado.

Se repiti6 esta operacion con sucesivos pesos (por ejemplo, 50, 100, 200 y 500

g) colocados en el centro de la placa.

Se represent6 la extensibilidad en mm? (Area = n(d/2)) frente a los pesos

empleados (Lab. Markos, 2004).
3.3.6. Determinacion de ia actividad antioxidante

Para la busqueda de agentes antioxidantes de radicales libres se empleé el
bioensayo “in vitro” en donde el radical 1,1-difenil-2—picrilhidrazilo hidratado
(DPPH), que en solucién metandlica es de color violeta intenso, al ser capturado
por otras sustancias (antioxidantes) pierde su color caracteristico el mismo que

fue medido por el espectrofotémetro (Szabo y Col., 2007).



Preparacion del DPPH

Se peso cinco mg de DPPH y se colocé en un fiola de 250 mL la cual se aford

~con metanol, obteniéndose de esta manera una concentracion de 50 ug/mL.
Preparaciéon de la muestra:

De las cremas formuladas al 0,5; 1 y 2%, se pes6 un gramo de cada una de
ellas en un vaso de precipitado y se agregd 25 mL de metanol, se fitré y se
prepararon diluciones para obtener concentraciones de 100, 50, 25 y 1 ug/mL.
Una vez preparadas las diluciones se tomé de cada una de ellas tres mL y se
adicioné un mL de solucién de DPPH las cuales se agitaron vigorosamente y se
mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente por cinco minutos;
transcurrido el tiempo se procedid a leer la absorbancia de las muestras a

517nm.
Preparacion del blanco:

Se pesd un gramo de crema base en un vaso de precipitado y se la agregé 25
mL de metanol, se fiitré y se hicieron diluciones para obtener concentraciones
de 100, 50, 25 y 1 ug/mL. Una vez preparadas las diluciones se tomé de cada
una de ellas tres mL y se adicioné un mL de solucion de DPPH, las cuales se
agitaron vigorosamente y se mantuvieron en la oscuridad a temperatura
ambiente por cinco minutos, transcurrido el tiempo se procedié a leer la

absorbancia de las muestras a 517nm.

Los ensayos se realizaron por triplicado para cada formulacién de la crema y se

empled un total de 48 tubos de ensayo (Heberlé y Col,, 2012).

La capacidad de los extractos para reducir los radicales libres se calculé segun

la ecuacion:
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% (DPPH Inhibicién)= 1 -{ _6-27\‘_1_6&- Jx 100

A, Absorbancia del patrén de referencia
A.. Absorbancia de la muestra
A Absorbancia del blanco de la muestra
3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de la evaluacion fitoquimica, control de calidad fisico

quimica se presentan en cuadros y graficos.

Los promedios de la actividad antioxidante obtenidas por el DPPH de las cremas
a diferentes concentraciones se presentan en graficos y se realizd el analisis de
varianza para identificar diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) y

comparaciones multiples de Duncan.
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IV. RESULTADOS



CUADRO N° 02. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto hidroalcohélico de

las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”. Ayacucho — 2012.

CARACTERISTICAS ENSAYOS RESULTADOS
Organoléptico Color Marron claro
Olor Sui géneris
Sabor Amargo
Aspecto resinoso
Solubilidad Agua Bastante Soluble
Etanol Poco Soluble
pH Extracto hidroalcohélico 534
Humedad Pérdida por desecacion 6,75%
Cenizas Cenizas totales 5,24%
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CUADRO N° 03. Metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
Ayacucho — 2012.
METABOLITOS | ENSAYOS | RESULTADOS OBSERVACIONES
SECUNDARIOS
Catequinas Catequinas ++ Mancha verde carmelita a luz
uv
Lactonas y/o Baljet ++ Coloracién rojiza
Cumarinas
Saponinas Espuma +++ Formacién de espuma
Flavonoides Shinoda ++ Fase amilica de color
amarillo intenso
Fenoles y/o Cloruro +++ Coloracion verde
Taninos férrico
Quinonas Borntrager ++ Fase acuosa alcalina color
roja
Triterpenos y/o | Liebermann- ++4+ Coloracién verde oscura
Esteroides Burchard
Azucares Fehling +++ Precipitado rojo
reductores
LEYENDA: (- Ausente (+) Poco (++). Bastante (+++). Muy abundante
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CUADRO N° 04. Caracteristicas organolépticas y pH de cremas elaboradas a

base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzi

“wawillay. Ayacucho — 2012.

CARACTERISTICAS | ENSAYOS FORMULAS RESULTADOS
Organolépticas Color Crema 0.5% Marron claro
Crema 1.0% Marrén
Crema 2.0% Marrén oscuro
Crema base Blanco nieve
Olor Crema Suigéneris a extracto
Sabor Crema Amargo
Aspecto Crema Homogéneo
Cremas Crema base 6.93
Crema 0.5% 6.04
pH
Crema 1.0% 5.90
Crema 2.0% 5.30
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CUADRO N° 05. Metabolitos secundarios presentes en las cremas elaboradas

a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana

Kraenzl “wawillay”. Ayacucho ~2012.

METABOLITOS ENSAYOS RESULTADOS
SECUNDARIOS
CREMAS OBSERVACIONES
Azucares Fehling ++4 Precipitado rojo
reductores
Catequinas Catequinas ++ Mancha verde
carmelita a luz UV
Flavonoides Shinoda ++ Fase amilica de
color amarillo
intenso
Fenoles y/o Cloruro férrico +++ Coloracion verde
taninos
Quinonas Borntrager ++ Fase acuosa
alcalina color roja
Triterpenos y/o Liebermann- +++ Interfase color
esteroides Burchard rojizo

LEYENDA:(-) :Ausente(+): Escasa(++): Buena(+++): Excelente
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CUADRO N° 06. Métodos para determinar el tipo de emulsién de las cremas
elaboradas a base del extracto hidroalcohélico de las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl “wawillay”. Ayacucho —2012.

METODOS SOLVENTE RESULTADOS
Dilucién Agua purificada Homogéneo
Soluble
(Emulsion O/W)
Alcohol etilico Heterogéneo
Insoluble
Colorantes Solucién de azul de metileno Fase externa color azul

Fase interna incolora

(Emulsion O/W)

Solucion de Sudan | Fase externa incolora

Fase interna color rojo
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GRAFICO N° 01. Variacién de la extensibilidad en funcién del peso aplicado a
las cremas elaboradas a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”. Ayacucho - 2012.

31



100.0 99,5 T 99,1 96,4
. = ‘_ !
93,4-21- 93,4 83,9 E e
)
S 800 . :
1]
o
o
'e -
0
2 600 H H
©
L2
©
2 1
g 446 i
e 400 4 H
2
8
‘| 241
Q. 1
3]
O 200 i H -
-
0.0
1ug/ml 25 ug/ml 50ug/ml. 100 | 1ug/ml 25 ug/mbl 50 ug/mL 100 |1 ug/mL 25 ug/mlL 50ug/mlL 100
ug/mL. ug/ml ug/mi
Crema0,5% Crema 1,0 % Crema 2,0%
Tratamiento

GRAFICO N° 02. Actividad antioxidante por captacién de radicales de las
cremas elaboradas a base del extracto hidroalcohédlico de las hojas de

Calceolaria engleriana Kraenzl ‘wawillay”. Ayacucho — 2012,
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CUADRO N° 07. Comparaciones multiples de la actividad antioxidante por
captacion de radicales libres de las cremas elaboradas a base del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl ‘wawillay”.

Ayacucho — 2012.

Subconjuntos homogéneos
Tratamientos N 1 2 3 4
Crema 1,0% - 1ug/mL 3 2410
Crema 2,0% - 1ug/mL 3 41,40
Crema 0,5% - 1ug/mL 3 4256
Crema 2,0% - 25ug/mL 3 9145
Crema 0,5% - 100ug/mL 3 : 9186
Crema 0,5% - 50ug/mL 3 93,38 93,38
Crema 2,0% - 50ug/mL 3 93,76 93,76
Crema 1,0% - 100ug/mL 3 93,88 93,88
Crema 1,0% - 50ug/mL 3 95,28 9528
Crema 2,0% - 100ug/mL 3 | 96,45 96 45
Crema 1,0% - 25ug/mL 3 99,10
Crema 0,5% - 25ug/mL 3 99,46
Sig. 1,000 ,680 129 ,067
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CUADRO N° 08. Resultados de andlisis de varianza para el disefio de bloques
(concentracion de las diluciones), completamente aleatorizados de los
porcentajes de inhibicion de radicales libres por efecto de las cremas elaboradas
a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana

Kraenzl ‘wawillay”. Ayacucho —2012.

Fuente SC g.l CM RV.
Tratamientos 29,52 2,00 14,76 0,37
Blogques 782815 3,00 2609,38

Residuo 23795 6,00 39,66

Total 8095,63 11,00




V. DISCUSION

Los parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcohdlico que muestra el
Cuadro N° 01, presentan caracteristicas organolépticas como un olor sui géneris,
sabor amargo y polvo fino homogéneo, esto especifico para el extracto
hidroalcohodlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”. El
extracto hidroalcohdlico fue bastante soluble en agua, poco soluble en alcohol,
con un pH de 5,34 ligeramente acido. El porcentaje de sustancias solubles fue

de 20,97% y las cenizas totales fue de 5,24%.

El Cuadro N° 02 muestra los compuestos quimicos identificados del extracto
hidroalcoholico, presentando: azucares reductores, catequinas, cumarinas,
saponinas, flavonoides, fenoles, taninos, antocianidinas, quinonas, triterpenos y
esteroides; responsables del efecto farmacologico, resultados que concuerdan
con lo obtenido por Lastra y Yafiez (2004), donde se determind la presencia de
flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas y taninos en el extracto seco
hidroalcoholico de Calceolaria myriophylla. Asi mismo en el Cuadro N° 04, se
reportan los resultados de la identificacién de metabolitos secundarios presentes

en las cremas elaboradas con el extracto a diferentes concentraciones con el



que se confirma que en el proceso de desarrollo de la crema no se pierden los
metabolitos secundarios que tienen actividad antioxidante como los flavonoides,
taninos, diterpenos, fenoles y naftoquinonas. Gorduza y Col., (2000), y Kuskoski
y Col, (2005). Las cremas presentan una buena caracteristica organoléptica, pH
cercanos a la piel, y compatibilidad del extracto hidroaicohdlico del “wawilay”

con los excipientes (Castro, 1973).

El Cuadro N° 03, presenta los resultados de las caracteristicas organolépticas de
las cremas; en ella se aprecia que el color de las cremas dependen de la
concentracién de extracto hidroalcohélico del “wawillay”, la crema base es de un
color blanco nieve, la crema al 0,5% color marrén claro, la crema 1,0% color
marréon y la crema 2,0% color marréon oscuro. Las cremas tienen un olor sui
géneris caracteristico del extracto hidroalcohdlico del “wawillay”, debido a la
presencia de la vaselina liquida y el alcohol cetilico, presentd un sabor
ligeramente amargo. Esta forma farmacéutica semisélida presentd un aspecto

homogéneo lo que demostrd su buena estabilidad.

En el mismo cuadro se muestran los resultados del pH de las cremas; la crema
base tiene un pH de 6,93 ligeramente yécido, crema 0,5% un pH de 6,03 acida,
crema 1,0% un pH de 590 acida y crema 2,0% un pH de 530 muy acida. El
ungiento hidréfilo denominado también crema de emulsion O/W anidnicas
fueron inestables a un pH inferior a cinco como describe Fernandez (1988), por
tanto el pH de las cremas del extracto hidroalcohélico de las hojas de Calceolaria
engleriana estan dentro de las especificaciones que oscilén entre 5 a 7,5; tal
como menciona en sus procedimientos el Laboratorio Farmacéutico Markos
(2004). Es necesario tener en cuenta el pH de la piel que oscila entre 4,85 para
los hombres y 5 para las mujeres como menciona Orlandi (2004), cuando el pH

de la superficie fue mas alcalino, se produjé prurito y dermatitis de caracter



inespecifico, las que se evitan con la formulaciéon de cremas con pH cercano a

la piel, por tanto la crema 2% se asemej6 al pH de la piel.

En el Cuadro N° 05, se reporta el tipo de emulsién de las cremas, las cudles son
homogéneas en agua y heterogéneas en alcohol etilico, comprobando que es
una emulsién O/W, lo que se verificd cuando se probd con Azul de Metileno y
Sudan lll. Las cremas en estudio segun Via (2001) y Gennaro (2003) se les
denomina emulsiones O, formas farmacéuticas constituidas por dos fases,
una lipbfila y otra acuosa, debido a que la fase externa es de naturaleza acuosa
por la presencia en su composicién de emulsificantes tipo O/W, en este caso la
cera Lanette N. Por tanto hay una necesidad de ser evaluada si la forma
farmacéutica semisélida en estudio corresponde a lo descrito anteriormente, el
Cuadro N° 05 presenta dos métodos para determinar el tipo de emuision; segun
el método por dilucion las cremas en estudio son solubles en agua y presentan
un aspecto homogéneo, es decir si presenta una dispersion homogénea en agua
la fase externa es acuosa, decimos entonces que es una emuision O/W. Por el
otro método de los colorantes, el Cuadro N° 05 nos muestra que al adicionar azul
de metileno la fase externa es de color azul, es decir todo el campo se colorea
uniformemente con algunos puntos refringentes, debido a que el azul de
metileno es hidrosoluble. Y al adicionar el Sudan lll se observa puntos de color
rojo y el resto del campo incoloro, esto debido a que el Sudan Il es liposoiuble.

Por tanto decimos que las cremas son emulsiones O/W.

En el Grafico 01, se presentan los resultados de la prueba de extensibilidad de
las cremas elaboradas a base del extracto hidroalcohélico del “wawillay”. En un
estudio de formulacién de formas farmacéuticas semisdlidas es necesario
evaluar el comportamiento reolégico debido a que las propiedades reoldgicas

tienen una gran influencia en la estabilidad y en la textura de los mismos como
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menciona Signorelli (2005), en este estudio se consideran el indice de
extensibilidad que proporciona una medida del umbral de deformacién del
sistema. Podemos observar que la extensibilidad es aproximadamente
proporcional al peso aplicado (a mayor peso mayor extensibilidad), legando a un
punto donde al aplicar mayor peso la extensibilidad es constante. El Grafico 01
muestra que la crema al 2,0% tiene mayor extensibilidad aplicando 500 g de
peso, igual a 72,43 + 595 cm?* seguido de la crema 1,0% con 71,64 + 6,50 cm?
crema al 0,5% con 63,71 + 6,47 cm? y la crema base con 65,87 + 6,78 cm? estos
comportamientos puede ser debido a que las cuatro formulaciones tienen

diferentes cantidades de agua.

El método utilizado para determinar la actividad antioxidante fue de decoloracién
del radical DPPH, que nos da confianza y seguridad en los resultados, ya que es
un radical estable y estandarizado (Szabo y Col, 2007).Para demostrar la
actividad antioxidante se trabajé con cremas a concentraciones de 0,5%; 0,1% y
2% elaboradas a partir del extracto hidroalcohdlico de “wawillay’, las cuales
fueron preparadas a diferentes diluciones para obtener concentraciones de

1 ug/mL, 25 ug/mL, 50 ug/mL y 100 ug/mL (Heberlé y Col., 2012).

De los resultados obtenidos, se muestra que la crema al 0,5% a la concentracion
de 100 ug/mL presenta mayor porcentaje de inhibicibn de radicales libres
(99,46 £ 0,11), respecto a las cremas al 1,0% y 2,0% que presentaron
porcentajes de 99,10+ 046% y 9645+ 053% respectivamente. De igual
manera, se observa en las concentraciones de 50, 25 y 1 ug/mL. Sin embargo,
dichos valores son estadisticamente similares (p 5), tal como se observa en
el Cuadro N° 07 resultados de analisis de varianza para el disefio de bloques

completamente aleatorizados de los porcentajes de inhibicion de radicales libres.
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En el Grafico N° 03, se presentan los pbrcentajes de inhibicion de captacion de
radicales libres de la crema al 0,5%. Se observa que la crema al 05% a la
concentracion de 100 ug/mL (99,46 +0,11) presenta mayor porcentaje de
inhibicion respecto a las concentraciones de 50, 25, y 1,0 ug/mL (93,38 + 0,76%;
91,83+£149% y 4246 + 343% respectivamente), siendo esta variacion
dependiente de [a concentracién. Sin embargo, al realizar las comparaciones
multiples (Anexo N° 06) las concentraciones al 100 ug/mL y 50 ug/mL son
estadisticamente similares (p > 0,05);, asimismo [a concentraciéon al 50 ug/mL y

25 ug/mL también son estadisticamente similares (p > 0,05).

En el Grafico N° 04, se presentan los porcentajes de inhibicion de captaciéon de
radicales libres de la crema al 1,0%. Se observa que la crema al 1,0% a la
concentracion de 100 ug/mL (99,10 + 0,46) presenta mayor porcentaje de
inhibicion respecto a las concentraciones de 50, 25, y 1,0 ug/mL (95,28 + 2,76%,
93,88+ 086% y 24,10 + 4,78% respectivamente); siendo también esta variacion
dependiente de la concentracidn. Asimismo, al realizar las comparaciones
multiples (Anexo N° 07) las concentraciones al 100 ug/mL, 50 ug/mLy 25 ug/mL

son estadisticamente similares (p > 0,05).

En el Grafico N° 05, se presentan los porcentajes de inhibicion de captacion de
radicales libres de la crema al 0,5%. Se observa que la crema al 20% a la
concentracion de 100 ug/mL(9645 +0,53) presenta mayor porcentaje de
inhibicion respecto a las concentraciones de 50, 25, y 1,0 ug/mL (93,95 + 0,19%;
91,48+ 008% vy 41,46 +0,42% respectivamente), siendo esta variacién
dependiente de la concentracion. Lo cual se corrobora al realizar las
comparaciones multiples (Anexo N° 08), donde todas las diluciones de la crema
al 2,0% presentan porcentajes de inhibicion de captacién de radicales libres

estadisticamente diferentes (p < 0,05).
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El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
contiene metabolitos secundarios que actian en la neutralizacién de los

radicales libres, como los flavonoides, catequinas y taninos.

Los flavonoides y taninos principalmente presentan actividad antioxidante, pero
principalmente a los flavonoides se les atribuye actividad antioxidante de
acuerdo a los reportes de Gorduza y Col., (2000), y Kuskoski y Col., (2004).
Estos flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicién, que les confiere una gran capacidad antioxidante,
desempenando un papel esencial en la proteccion frente a los fenémenos de
dafo oxidativo, y efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,

incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis y el cancer

Considerando que los radicales libres tienen vida media corta, en el presente
estudio se midid la absorbancia a los cinco minutos, en concordancia con los
trabajos de Lebeau y Col, 2000; quienes trabajaron a partir de los cinco minutos.
Asimismo, Neyra y Yuri, (2004) al evaluar la capacidad antioxidante de la
manzana, considerd un tiempo de incubacién de ocho minutos dado que en la
evaluacion antioxidante de un compuesto, no soélo reviste importancia la
estructura quimica y la concentracién, sino también elltipo de productos de
reaccion, formados. Los resultados se expresan en porcentaje, observandose
una relacion directa en la mayoria de los casos entre la concentracion y la

capacidad antioxidante de la planta en estudio.

Gonzales y Col,(2001), reportan en su trabajo de investigacién la accién
fotoprotectora de los taninos condensados de diferentes especies forestales en
bacterias (E. coli), en los resultados observaron que los taninos de todas las

especies vegetales eran capaces de proteger a las bacterias contra el dafio de
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las radiaciones ultravioletas, lo que coincide con una buena actividad

antioxidante y antielastasa.

Casanova (2004), evalud la actividad antioxidante del extracto acuoso liofilizado
de Calceolaria cuneiformes y reporta una buena actividad con un porcentaje de
86,90% de inhibicion del DPPH al tratamiento de 125 ug/mL, al realizar las
comparaciones se obtiene que el extracto en estudio tiene un mejor efecto
antioxidante, por tanto podemos asumir que el contenido de metabolitos

secundarios es mucho mayor.
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VL. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” tiene color marron claro, olor sui géneris, sabor amargo, aspecto
homogéneo, bastante soluble en agua, pH acido, 534% de humedad,

20,97% y 5,24% de cenizas totales.

Los metabolitos secundarios identificados en el tamizaje fitoquimico del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” fueron: flavonoides, taninos, fenoles, naftoquinonas, azucares

reductores, catequinas, quinonas, triterpenos y esteroides.

Las cremas de 0,5%; 1,0% y 2,0% presentan un color que depende de la
concentracion del extracto, pH de 6,04; 590 y 5,30 cercanos a la piel, son

de emulsion O/W, y presentan una alta extensibilidad.

Se determiné que las cremas formuladas al 0,5; 1,0 y 2,0%; presentan
elevada actividad antioxidante (9946 - 9148%), siendo estas
estadisticamente similares hecho que se comprueba al realizar el analisis

de varianza.



Vil. RECOMENDACIONES

Realizar el aislamiento de los metabolitos que se encuentran presentes en
el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl

“wawillay”, responsables de la actividad antioxidante.

Realizar el estudio de estabilidad de cremas O/W eiaborados a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl

“wawillay” a una concentracion de un 2,0 % y su posterior estudio clinico.

Realizar nuevas formulaciones farmacéuticas como unglientos, geles que
ayuden en la prevencion y cuidado de la piel porque la planta presenta una

buena actividad antioxidante.
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ANEXO N° 01

Clasificacién Taxonémica de Calceolaria engleriana Kraenzl

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioguimica, Srta. Diana Carolina, DEL SOLAR
CARDENAS, 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

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES

FAMILIA : SCROPHULARIACEAE
GENERO : Calceolaria .
ESPECIE : Calceolaria engleriana. Kraenzl.
NV. : “wawillay”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 07 de Setiembre del 2012
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ANEXO N° 02
Actividad antioxidante por captacion de radicales libres de la crema al 0,5% del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl.

Ayacucho - 2012.
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ANEXO N° 03
Actividad antioxidante por captaciéon de radicales libres de la crema al 1,0% del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl.

Ayacucho — 2012.
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ANEXO N° 04

Actividad antioxidante por captacion de radicales libres de la crema al 2,0% del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl.

Ayacucho —2012.
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ANEXO N° 05

Datos descriptivos de indice de extensibilidad de las cremas elaboradas a base
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzi.

Ayacucho — 2012.

Limite de confianza

al95%
Desviacion |  Error Limite Limite
Tratamiento N | Media | estandar | estandar| inferior | superior | Minimo | Maximo
Base 5 | 6587 15,16 6,78 47,05 84,69 49,13 8762
Crema 0,5% 5 | 63,71 14,48 6,47 4574 81,69 46,68 84,33
Crema 1,0% 5 | 71,64 14,53 6,50 53,61 89,68 53,58 90,13
Crema2% 5 | 72,43 13,31 5,95 55,90 88,95 57,55 91,82
Total 20 | 68,41 13,74 307 61,98 7484 46,68 91,82
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ANEXO N° 06

Datos descriptivos de la actividad antioxidante por captacién de radicales libres
de la crema al 05% del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl. Ayacucho — 2012.

Intervalo de

confianza al 95%

Desviacion Error Limite Limite
Tratamientos | N | Media estandar | estandar | inferior | superior | Minimo | Maximo
1 ug/mL 3 | 4256 5,94 3,43 27,81 57,31 36,16 47,88
25ug/mL. 3 | 9186 2,59 1,49 8543 98,28 88,93 93,81
50 ug/mL 3 19338 1,32 0,76 90,11 96,65 92,18 94,79
100ug/mL 3 | 99,46 0,19 0,11 98,99 99,92 9935 99,67
Total 12 | 81,81 2402 6,93 66,55 97,08 36,16 99,67




ANEXO N° 07

Datos descriptivos de la actividad antioxidante por captacién de radicales libres

de la crema al 1.0% del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl. Ayacucho — 2012.

Intervalo de

confianza al 95%

Desviacion | Emror | Limite | Limite
Tratamientos N Media | estandar | Standar | Inferior | Superior | Minimo | Maximo
1 ug/mlL 2410 | 8,29 478 3,51 4468 | 1566 | 3223 | 24,10
100 ug/mL 93,88 | 149 0,86 90,18 | 9757 | 9217 | 9488 | 93388
50 ug/mL 9528 | 4,78 276 8340 | 107,17 | 89,76 | 98,19 | 9528
25 ug/mL 99,10 | 0,80 0,46 97,12 | 101,08 | 98119 | 99,70 | 99,10
Total 78,09 | 32,88 9,49 5720 | 9898 | 1566 | 9970 | 78,09
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ANEXO N° 08

Datos descriptivos de [a actividad antioxidante por captacién de radicales libres

de la crema al 2.0% del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl. Ayacucho —2012.

Intervalo de confianza al

95%

Desviacion Error Limite Limite
Tratamientos
N | Media | Estandar | estandar Inferior Superior | Minimo | Maximo

1 ug/mL 3 41,40 0,73 0,42 39,60 43,20 40,63 | 4207
25 ug/mb 3 91,48 0,15 0,08 91,12 91,85 91,35 | 9164
50 ug/mL 3 93,76 0,33 0,19 92,93 94,58 9337 | 9395
100 ug/mL 3 96,45 0,93 0,53 94 14 98,75 9539 | 97,12
Total 12 | 80,77 23,82 6,88 65,64 95,90 4063 | 97,12




ANEXO N° 09

Recoleccion y prensado de la planta entera procedente del distrito de

Vinchos departamento de Ayacucho.
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ANEXO N° 10

Lavado y secado de las hojas de Calceolaria engleriana

Kraenz! “wawillay”, para la obtencion del extracto.
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ANEXO N° 11
Extracto concentrado de las hojas de Calceolaria engleriana

Kraenzl “wawillay”.
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ANEXO N° 12
Identificacién de los metabolitos secundarios presentes en el

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana

Kraenzl “wawillay”.
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ANEXO N° 13

Elaboracion de cremas a base del extracto hidroalcohdlico de

las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawilay”
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ANEXO N° 14
Cremas formuladas a las concentraciones de 0,5, 1 y 2% del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana

Kraenz! “wawillay”.
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ANEXO N° 15

Preparacion y dilucién de las cremas a diferentes

concentraciones para su lectura en el espectrofotometro.
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ANEXO N° 16
Determinacion de la actividad antioxidante de las cremas
elaborados a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
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ANEXO N° 17
Calculos realizados para obtener concentraciones de las cremas elaboradas al 1,
25, 50 y 100 ug/mL.

Crema al 0.5 %

1,5 g de crema——» 25 mL de MeoH

1g de crema se diluira e 25 mL de metanol y se obtendra una concentraciéon de
300 ug/mL, de esta concentracibn se haran diluciones para obtener las
concentraciones de;

1ug/mL —» 0,1mL de solucion Madre + 10 mL de MeoH

25 ug/mL —» 2,5 mL de solucién Madre + 10 mL de MeoH

50 ug/mL —» 5 mL de solucion Madre +10 mL de MeoH

100 ug/mL— 0,75 mL de soluciéon Madre+ 10 mL de MeoH

Crema al 1.0 %

1,5 g de crema———» 25 mL de MeoH

1,59 de crema se diluird e 25 mL de metanol y se obtendra una concentraciéon de
600 ug/mL, de esta concentracion se haran diluciones para obtener las
concentraciones de:

1 ug/mL — 0,05 mL de soluciéon Madre+ 10 mL de MeoH

25 ug/mL —» 1,25 mL de solucién Madre + 10 mL de MeoH

50 ug/mL —» 2,5 mL de soluciéon Madre +10 mL de MeoH

100 ug/mL—— 5 mL de solucion Madre + 10 mL de MeoH

Crema al 2.0 %

1,125g de crema ——» 25 mL de MeoH

1,125g de crema se diluira e 25 mL de metanol y se obtendra una concentracion
de 900 ug/mL, de esta concentracion se haran diluciones para obtener las
concentraciones de:

1 ug/mL—» 0,033 mL de solucion Madre + 10 mL de MeoH

25 ug/mL—>» 0,83 mL de solucién Madre+ 10 mL de MeoH

50 ug/mL—» 1,67 mL de solucién M'adre+ 10 mL de MeoH

100 ug/mL—> 3,33 mL de solucién Madre + 10 mLI de MeoH
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D N° 497 -2012- FCB-D
Bach. DIANA CAROLINA DEL SOLAR CARDENAS.

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dia veintinueve de diciembre del afio
dos mil doce en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas, bajo la presencia del Doctor
Toméas Castro Carranza en su condicién de Decano de la Facultad de Ciencias Biolbgicas y con la
asistencia de los docentes miembros: Magister Maricela Lopez Sierralta, quien ademas actuara
como secretaria docente; Magister Marco Rolando Aronés Jara (Asesor) y Magister Emilio German
Ramirez Roca (Cuarto Jurado Calificador), para recepcionar la tesis titulada; Actividad antioxidante
de ia crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria engleriana
Kraenzl “wawillay”, Ayacucho - 2012, presentado por la Bachiller en Farmacia y Bioquimica Srta.
DIANA CAROLINA DEL SOLAR CARDENAS, quien pretende optar el titulo profesional de Quimico
farmacéutica.

El decano inici6 el acto de sustentacion indicando a la expositora que cuenta para la disertacion del
trabajo de investigacion con un tiempo no mayor de cuarenta y cinco minutos luego del cual los
miembros del jurado calificador realizaran las observaciones, aclaraciones y preguntas que crean
necesarias para la evaluacion correspondiente, luego del cual el decano solicita, a la sustentante y
al pablico en general que abandonen el auditorio dejando solo al jurado calificador, para que puedan
deliberar y emitir su calificacion como sigue:

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION PREGUNTAS PROMEDIO

Mg Maricela Lépez Sierralta 17 17 17

Mg Marco Rolando Aronés Jara 18 18 18

Mg Emilio German Ramirez Roca 17 17 17
PROMEDIO TOTAL.17

De la evaluacion realizada por los miembros del jurado calificador, el sustentante obtuvo la nota
promedio de diecisiete (17) de lo cual dan fe los miembros del jurado, estampando su firma al pie de
lo presente. Culmino el acto de la sustentacion siendo las doce y treinta del dia.

A

Dr. Tomas C(ks/T RO CARRANZA Mg. Maricela LOPé SIERRALTA
_Presidente 2 faDocente - Miembro

NS A P
| Y~ 4 4 / E}l v
Méfmilio RAMIREZ ROCA g. Marco ARONES JARA

Miembro - Cuarto Jurado Calificador Miembro - Asesor
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