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RESUMEN
Los compuestos naturales obtenidos de las plantas estan siendo valoradas hoy
en dia como recursos potenciales en la proteccién solar gracias a su absorcion
de rayos ultravioleta y su poder antioxidante. Esta investigacién tuvo como
objetivo evaluar la actividad fotoprotectora del extracto hidroalcohélico de las

hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aiufiunga”. El extracto se obtuvo por
maceracion utilizando etanol de 70°. El contenido de fenoles totales (TPC) se
realizé por el método de Folin-Ciocalteu expresado como miligramos equivalentes
de acido galico por gramo de extracto (mg GAE/Q). El contenido de flavonoides
totales (TFC) se realiz6 por el método del tricloruro de aluminio expresados como
miligramos equivalentes de rutina por gramo de extracto (mg RuE/g). La actividad
antioxidante fue evaluada por el método de secuestramiento del radical libre con
2,2-Diphenil-1-Picrilhydrazilo. El Factor de Proteccion Solar (FPS) se determiné
mediante el método in vitro de Mansur. El TPC fue de 162 + 1,92 mg GAE/g y el
TFC fue de 21,8 £ 0,27 mg RuE/g. La actividad antioxidante del extracto fue de
37,74 £ 1,05% a una concentracion de 250 pg/mL, estadisticamente menor al
Trolox que reporté un valor de 95,88 + 0,44%. El FPS del extracto a una
concentracion de 200 pug/mL de extracto fue de 17,82. Concluimos que el extracto
de las hojas de Solanum nitidum R. & P. “AufAunga” tiene actividad fotoprotectora
solar.

Palabras claves: Fotoproteccion, Solanum nitidum R. & P., fenoles, flavonoides.

XV



|. INTRODUCCION
La luz UV se divide convencionalmente en UV-A (320-400 nm), UV-B (290-320
nm), UV-C (100-290 nm) y UV al vacio (10-100 nm). Se ha informado que los
efectos de los rayos UV-B en la piel humana incluyen eritema (0 quemadura
solar), envejecimiento cutaneo acelerado e induccion de cancer de piel*.
Los filtros solares son productos quimicos que nos protegen contra los efectos
nocivos de la radiacion solar, especialmente de los rayos UV. Los estudios en
animales han demostrado que una variedad de protectores solares puede reducir
los efectos cancerigenos e inmunosupresores de la luz solarl. Los compuestos
naturales obtenidos de las plantas estan siendo valoradas hoy en dia como
potenciales recursos en la proteccion solar gracias a la absorcion de rayos
ultravioleta principalmente en la regiébn UV-B y su poder antioxidante. Los
polifenoles del té verde, el extracto de Aloe barbadensis y los compuestos
aromaticos aislados de los liguenes son ejemplos de sustancias naturales
evaluadas por sus propiedades de proteccion solar?®. Los antioxidantes de
fuentes naturales pueden brindar nuevas posibilidades para el tratamiento y la
prevencion de enfermedades mediadas por los rayos UV*.
El Solanum nitidum R. & P., es una variedad que crece de manera natural en
zonas altas de areas andinas de la region Ayacucho. Popularmente se ha utilizado
como cicatrizante, analgésico, antipirético y antiespasmadico®. Las hojas
soasadas se han usado como medicamento para el torticolis y el mal aire. Las
hojas molidas se usan como analgésico, en caso de quemaduras, Ulceras irritadas
y foriinculos®.
Asi mismo, se ha determinado la accion cicatrizante del extracto atomizado de
hojas de S. nitidum®; asi como de una formulacién de cremigel elaborado a base
de extracto atomizado de S. nitidum?®. De igual manera, se ha evidenciado que S.
nitidum presenta un importante contenido de fenoles y flavonoides y actividad

antioxidante’. Asi mismo, estudios preliminares de barrido espectral en el rango



UV-Vis, han evidenciado que el extracto hidroalcohdlico de S. nitidum presenta
absorcion méaxima en el rango de longitudes de onda de 290-320 nm.
La evaluacion de la actividad fotoprotectora in vitro del extracto hidroalcohdlico de
S. nitidum, se justifica dado que no existen reportes de investigacién, asi mismo,
se sustenta en los antecedentes sobre su importante contenido de fenoles y
flavonoides; asi como de su actividad antioxidante, que estan estrechamente
relacionados a su actividad fotoprotectora.
Actualmente existe la necesidad sobre el conocimiento para la prevencion de las
guemaduras ocasionadas por los rayos UV, es decir la fotoproteccién, teniendo
en consideracién que dia a dia la exposicién a los rayos UV por los individuos es
mayor y como consecuencia sufrir dafios en la piel y en muchos casos desarrollar
cancer de piel. Por ende, es necesario brindar alternativas desarrolladas en este
contexto con un recurso natural que abunda en las zonas altoandinas de nuestra
region. De esta manera, se pretende revalorizar la utilizacion habitual del
mencionado vegetal a fin de prevenir los efectos nocivos ocasionados por la
exposicion prolongada a los rayos UV. El extracto hidroalcohdlico se obtuvo
utilizando la tecnologia de secado por aspersion, mediante el Mini Spray Buchi-
290. La evaluacién del indice de proteccién solar se realizé utilizando
espectrofotometria UV-VIS.
En ese sentido, en la presente investigacion se propuso los siguientes objetivos:
Objetivo general
Evaluar la actividad fotoprotectora in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum nitidum R. & P. “fiufiunga”.
Objetivos especificos
e Evaluar el contenido de fenoles totales, flavonoides totales y actividad
antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas de Solanum nitidum R. & P.
“‘Aufiunga’.
e Determinar el factor de proteccion solar in vitro del extracto hidroalcohdlico de

hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufunga”.



II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio
Alvarado %, en el 2021, en la investigacion que realizé cuyo objetivo fue “Estudio
preliminar y evaluacion de la actividad antioxidante de Solanum pimpinellifolium”,
encontré que el extracto etandlico presentd un alto contenido de fenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteu con un valor de 3,53 + 0,13 mg GAE/g. Para
determinar la actividad antioxidante utiliz6 los métodos ABTS y DPPH. El extracto
etandlico evidencié un valor de 2,48 + 0,43 equivalentes a Trolox(TEAC)/g de
muestra en fruto seco y el extracto etanol-agua evidencié un valor de 2,55 + 2,19
equivalentes a Trolox(TEAC)/g de muestra de fruto seco.
Quizphi 24, en el 2019, en la investigacion que efectudé cuyo propésito fue
“Evaluacion in vitro de la actividad fotoprotectora de los extractos alcohdlico y
glicélico de la cascara de papa (Solanum tuberosum L.) variedad superchola para
su uso en la elaboracion de un protector solar”, obtuvo valores de FPS de 4,39 y
4,33 para el extracto alcohdlico y extracto glicélico respectivamente, por el método
de Mansur. También determiné la cantidad de fenoles totales mediante el método
de Folin-Ciocalteu utilizando el acido galico como patréon de referencia,
obteniendo como resultado 37,38 mg GAE/L para el extracto alcohdlico y 4,59 mg
GAE/L para el extracto glicélico. Llegando a la conclusién de que el extracto
presenta una marcada actividad fotoprotectora.
Catelan et al.’°, en el 2019, evaluaron el potencial fotoprotector in vitro del extracto
etandlico de cuatro especies del género Campomanesia. Determinaron que los
extractos etandlicos de C. guazumifolia (CG), C. sessiliflora (CS), C. xanthocarpa
(CX) y C. adamantium (CA) mostraron absorcion en las regiones UV-A 'y UV-B. A
concentraciones del 8%, todos los extractos presentaron valores de factor de
proteccién solar (FPS) superiores a 2 y en la concentracion de 4% solo CAy CX.
Todos los extractos de plantas, solos o en combinacién, aumentaron el SPF con

la incorporacion de metoxicinamato de octilo (MO). Las muestras que presentaron



los valores mas altos de SPF contienen la asociacion de CA y CX. Concluyeron
qgue la formulacion SSPFCX4CA4 presentd valores de SPF > 6, por lo que
presentan potencial para productos fotoprotectores o multifuncionales?®.
Berrocal’, en el 2018, en su trabajo de investigacion cuyo propoésito fue valorar la
actividad antioxidante, el contenido de fenoles y flavonoides totales de Solanum
nitidum R. & P. “Aufunga”. Empled las técnicas espectrofotométricas del 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y del 2,2- Azinobis3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS) para valorar la accion antioxidante y las técnicas de Folin-
Ciocateau y cloruro de aluminio para medir fenoles totales y flavonoides totales
respectivamente. Concluyd que S. nitidum presenta un apreciable contenido de
fenoles totales y flavonoides.

Milani et al.%, en el 2018, evaluaron la eficacia fotoprotectora in vitro de una
formulacion cosmética a base de extracto de Psidium guajava. El extracto se
estandarizé en base a la concentracion de 4cido elagico mediante cromatografia
liguida de alta resolucion. Se verific6 la capacidad de aditivo en la eficacia
fotoprotectora in vitro del extracto de producto de guayaba estandarizado en acido
eldgico como resultado de su incorporaciébn en formulaciones cosméticas,
comparandolo con un producto estandar. El extracto presenté sinergia con el filtro
guimico UV (metoxicinamato de etilhexilo) potenciando el factor de proteccion
solar de la fitocosmética en un 17,9%. Ademas de eso, evidenciaron su actividad
antioxidante y la presencia de metabolitos secundarios como fenoles y
flavonoides. De acuerdo con los resultados, afirmaron que el extracto de
subproductos agroindustriales de la guayaba presenta potencial para ser
estudiado y reutilizado, aplicAndose en el desarrollo de productos innovadores
destinados al cuidado de la fotoproteccion.®

Fuentes et al.8, en el 2017, investigaron la utilidad del SOS Chromotest para
seleccionar agentes antigenotoxicos de plantas contra los rayos UV. Eligieron
cincuenta extractos de plantas colombianas obtenidos por extraccion de fluido
supercritico (CO.), doce constituyentes de extractos vegetales y cinco agentes
antioxidantes y/o fotoprotectores estdndares. Determinaron la genotoxicidad y
antigenotoxicidad contra los rayos UV utilizando el SOS Chromotest. Ninguno de
los extractos, constituyentes o agentes de plantas fue genotoxico en el SOS
Chromotest a las concentraciones probadas. Con base en la concentracion
minima de extracto que inhibid significativamente la genotoxicidad UV (CIG),

cinco extractos de plantas fueron antigenotoxicos contra los rayos UV de la



siguiente manera: Baccharis nitida, Solanum crotonifolium, Hyptis suaveolens,
Persea caerulea y Lippia origanoides. Un andlisis de correlacién entre las
estimaciones de antigenotoxicidad del compuesto y la actividad antioxidante
evaluada por el ensayo de capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno
(ORAC) mostré que estas actividades no estaban relacionadas. Se discuti6 la
utilidad del SOS Chromotest para la bioprospeccién de agentes antigenotoxicos
de plantas contra los rayos UV&,

Pérez®, en el 2015, en la investigacion que hace cuyo propésito fue “determinar
la actividad cicatrizante del cremigel hecho a base del extracto atomizado de las
hojas de Solanum nitidum R. & P.”. Concluyé que los preparados de cremigel al
1%, 2% y 4% tuvieron mayor efecto cicatrizante que el Dermaclin plus®. Ademas,
evidencio la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, catequinas
y quinonas.

Cuadros®, en el 2013, en su tesis titulada “Efecto cicatrizante del extracto
atomizado de las hojas de Solanum nitidum R. & P.” sefiala que el extracto
atomizado contiene metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
taninos, quinonas, saponinas y catequinas. Asimismo, afirma que el extracto
atomizado tiene aspecto de polvo fino homogéneo y de color beige. Llegando a
la conclusion de que el extracto atomizado de las hojas de Solanum nitidum R. &
P. “Aufiunga” presenta efecto cicatrizante.

Maske et al.l, en el 2013, evaluaron la estabilidad quimica y el factor de proteccién
solar (FPS) in vitro del extracto de pétalo de Rosa kordesii en una formulacion en
gel. Se utiliz6 un método de cromatografia liquida de alta resolucién para evaluar
la estabilidad quimica utilizando extracto de R. kordesii como marcador a5 °C, 25
°C y 45°C durante 3 a 4 meses. Los factores de proteccién solar se analizaron
mediante espectrofotometria ultravioleta (UV) utilizando muestras irradiadas con
lampara UVB. Se analiz6 el factor de proteccion solar in vitro en el extracto de R.
kordesii y en su formulacién en gel y se determiné la fotoestabilidad del extracto
aislado de R. kordesii y el factor de proteccion solar (FPS). Este estudio demostro
que el gel de extracto de pétalos de R. kordesii es estable durante al menos 3 a
4 meses cuando se almacena a 5 °C y 25°C. Su probada actividad de la planta
muestra su importancia y utilidad profilactica en la formulacion antisolar, lo que
sera una alternativa mejor, mas barata y segura a los protectores solares quimicos

dafiinos que se utilizan hoy en dia en la industria?.



2.2. Seleccion de variables para el estudio

Variable independiente

Extracto hidroalcoholico de las hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufiunga”
Indicador:

Concentracion del extracto hidroalcohdlico.

Variables dependientes

Contenido de fenoles totales y flavonoides.
Actividad antioxidante.

Actividad fotoprotectora.
Indicador:

Contenido de compuestos fendlicos: mg GAE/g de extracto, mg RuE/g extracto.
Actividad antioxidante: Porcentaje de actividad antioxidante.
Actividad fotoprotectora: indice del factor de proteccion solar (FPS).

2.3. Redaccién del marco tedrico

2.3.1. Solanum nitidum R & P.

Solanum nitidum R. & P. conocido vulgarmente como "fiufiunga”, es una clase
generalmente herbacea, raramente arboles, que esta incluido dentro de la familia
de las Solanaceas.

El término "fiufiunga" es un vocablo quechua que traducido al castellano significa
senos.'? S. nitidum, crece de forma silvestre en zonas altoandinas. Es comdn
encontrar en zonas de elevacién de Bolivia y Peru, asimismo se puede sembrar
en huertos por sus cualidades medicinales®.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del Solanum nitidum R & P. “Aufiunga”

DIVISION : MAGNOLIOPHITA
CLASE . MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ASTERIDAE

ORDEN : SOLANALES

FAMILIA : SOLANACEAE
GENERO . Solanum

ESPECIE : Solanum nitidum R & P.
N.V. : “Auflunga”

Certificado emitido por el Herbarium Huamanguensis de la UNSCH 2017 (Anexo
1)



De acuerdo al conocimiento etnoboténico, S. nitidum ha sido utilizado por
nuestros ancestros porque posee mdultiples propiedades dentro de la medicina
natural. En zonas altoandinas se emplea constantemente como cicatrizante,
analgésico, antipirético, y antiespasmadico®.

Las hojas tostadas de fiufiunga son beneficiosas para tratar el torticolis y otros
malestares como el mal aire, para lo cual estas se deben colocar en las partes
comprometidas. Las hojas machacadas se utilizan como analgésico, en caso de
guemaduras, Ulceras irritadas, y forinculos®. Las hojas y frutos cocidos se
emplean para tratar grietas y llagas leves ocasionados por eventos domésticos®.
Los bafios con hojas hervidas por las noches (30 g/L) son empleados como
antipiréticos. Igualmente se utilizan las hojas trituradas (30 g), para disminuir la
piresis y atadas al pie para tratar cefaleas. El agua del vegetal cocido causa
vértigos intensos y alucinaciones cuando se ingiere®.

2.3.2. Efectos de laluz UV sobre el organismo

La piel es uno de los 6rganos mas significativos del hombre que puede sufrir
estrés oxidativo a causa de los rayos ultravioleta, los que a su vez se clasifican
de acuerdo a su longitud de onda en: UV-A, UV-B y UV-C. De todo este grupo los
rayos UV-B son los que generan gran perjuicio bioldgico en la piel ocasionando
estrés oxidativo, esto sucede por la excesiva produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y se corrige por distintos métodos, como, por ejemplo, El
superéxido dismutasa (SOD), el glutation peroxidasa (GPX), la catalasa que son
enzimas endoégenas y las vitaminas C y E que forman parte de los métodos
exdgenos no enzimaticos. Los ROS generan deterioro oxidativo al ADN, lipidos,
y proteinas, lo que se refleja en diversas manifestaciones inflamatorias, cancer,
inmunosupresion y perjuicio a la organizacion de las células?®.

El deterioro constante de la capa de ozono hace que ya no haya buena proteccion
natural frente a los rayos ultravioleta (UV) de sol. Y la sobreexposicion genera
problemas de salud como el cancer de piel, melanoma, envejecimiento

prematuro, cataratas y supresion inmune?*?,

2.3.3. Mecanismos de fotoproteccion

Existen tres mecanismos para protegernos de los rayos ultravioleta, el fisico, el
guimico y el biolégico. La foto proteccion fisica lo realizamos utilizando el 6xido
de zinc, el diéxido de titanio, el carbonato célcico (mica) y los compuestos de
magnesio. Estos actlan a modo de espejo reflejando los rayos solares. Para la

fotoproteccion quimica utilizamos sustancias procedentes del &cido p-amino



benzoico (PABA), salicilatos, cinamatos, benzofenonas, bencimidazoles,
antralinatos y derivados terpénicos. Estas sustancias absorben la radiacion
convirtiéndola en no perjudicial. En la fotoproteccion bioldgica se usan las
vitaminas Ay E, ya que contrarrestan los dafios que causan los rayos UV en las
células de la piel*314,
2.3.4. Factor de proteccion solar
El “Factor de proteccion solar (FPS) es el resultado de la divisién entre la dosis
eritemat6gena minima en una piel protegida por un producto de proteccion solar
y la dosis eritematégena minima en la misma piel sin proteger”, de esto deducimos
gue el FPS nos indica, el tiempo que la piel protegida puede permanecer expuesta
al sol de otra piel no protegida hasta que haya evidencias de eritemas??,
La numeracion de los filtros solares se utiliza para medir su potencia. El nUmero
del protector solar nos informa el tiempo que requiere los rayos solares para
generar enrojecimiento en una piel protegida en comparacién a una piel sin
proteccion. Por ejemplo, si una persona expuesta al sol demora cinco minutos
para que su piel se ponga roja, utilizando una crema con FPS de 10 tendra que
pasar 50 minutos para que se produzca el enrojecimiento. Esto resulta de
multiplicar (5 minutos x 10 del FPS)4,

El continente europeo y Espafia han establecido un sistema llamado COLIPA a

fin de estandarizar la medida del FPS. Es una agencia diferente y autbnoma del

fabricante del producto que se encarga de medir todos los fotoprotectores. En la
actualidad 50+ es el maximo valor'®,

2.3.5. Métodos para evaluar el factor de proteccion solar

Hay diversos métodos para evaluar el FPS estos son:

e El método de la FDA, americano (Federal Drug Association). Aparecio en
1978 luego de que se estableciera el primer método estandar que ha sido
reformado en muchas situaciones posteriores. Hoy en dia es vigente en
USA®,

e Elmétodo DIN 67.501, aleméan (Deutches Institut fir Normung, 1986). Difiere
de los demas Tests anunciados por el tipo de lampara usada, cantidad de
producto a aplicar, tratamiento matematico estadistico, etc. Ya no se usa hoy
en dia el método COLIPA lo desplazé®.

o ElImétodo SAA, australiano (Standards Association of Australia). Es un hibrido
entre el método FDA y el método DIN. Sigue en vigencia en el continente

australiano hoy en dia®.



e El método COLIPA, europeo creado en octubre de 1994. Es la asociacion
europea de fabricantes de cosméticos y perfumeria. Su sede queda en
Bruselas®®.

2.3.6. Metabolitos secundarios y efecto fotoprotector
Los compuestos fendlicos tienen importante capacidad antioxidante, porque
son sensibles a ser oxidados. También poseen la propiedad de impedir que los
metales catalicen reacciones de oxidacién. Esto se debe a que los grupos
oxidrilos que poseen al encontrarse unidos a un anillo bencénico, especificamente
la dupla del atomo de oxigeno, tenga la capacidad de interaccionar con electrones
del anillo, haciendo que tenga cualidades a los demdés alcoholes. Por su
naturaleza aromatica, revelan intensa absorcion en la regién UV del espectro,
siendo este el método espectral especialmente importante para su
identificacion?®.
Los flavonoides estan constituidos por dos anillos aromaticos (A y B) y un
heterociclico (C) y se diferencian por los sustituyentes que pueden ser hidroxilos
o metoxilos’. La actividad antioxidante que poseen los flavonoides es gracias a
los sustituyentes dihidroxilados en las posiciones C3' y C4' del anillo B. “La
evidencia del enlace doble entre los atomos de carbono C2 y C3, un grupo
hidroxilo libre en C3 y un grupo carbonilo en C4 poseen interés bioldgico y
farmacolégico, como es el caso de la quercetina™’. “La actividad antioxidante de
los flavonoides es debido a sus propiedades quelantes de atomos de hierro y el
secuestro de los radicales libres. Se afirma que dicha cualidad esta relacionada
con una geometria plana, porque facilita una deslocalizacion mayor de los
electrones mediante los anillos™8.

Los flavonoides son pigmentos naturales que se encuentran en vegetales,

semillas y frutas que poseen la capacidad de proteger frente a agentes oxidantes

provocados por los rayos UV y otros elementos del medio ambiente®®. Estos
metabolitos secundarios son pigmentos no fotosintéticos que poseen efectos de
fotoproteccion en las plantas y actian como filtros solares. De esto se deduce que
pueden proteger a las células de la piel humana?. El efecto fotoprotector de los
flavonoides esta dado por la concentracion de electrones deslocalizados que tiene
en los anillos bencénicos de su estructura quimica, lo que facilita el traslado de la
energia. Los anillos bencénicos absorben la radiacion UV-B, la misma que es

altamente energética y responsable de la formacion de radicales libres?®.



Los polifenoles tienen anillos bencénicos que absorben los rayos UVB, de esta
forma protegen a las unidades celulares contra el dafio oxidativo mediante la
eliminacién de estos radicales libres %°. La actividad antioxidante de los polifenoles
es gracias a la interaccion con iones metalicos tanto in vitro como in vivo. El motivo
fundamental para la generacién de especies reactivas de oxigeno (EROS) son los
iones metalicos que desempefian un rol significativo en la generacion de estrés
oxidativo, dafios en el ADN y muerte celular®®. Las células responden a los
polifenoles por interaccion directa con receptores 0 enzimas implicadas en la
transduccién de sefiales primordialmente, lo que puede traducirse en una

alteracion el estado redox de la célula y desencadenar una serie de reacciones 2.
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Il. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién del lugar de ejecucion
Esta investigacion se llevo a cabo en el “Centro de Desarrollo, Analisis y Control
de Calidad de Medicamento y Fitomedicamentos de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional San Cristobal de Huamanga” en la region de Ayacucho en el Pera.
3.2. Definicion de la poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion. Hojas de Solanum nitidum recolectadas del Bosque de Piedras
de Huaraca del distrito de Vinchos de la provincia de Huamanga de la region de
Ayacucho.
3.2.2. Muestra. 500 gramos de hojas de Solanum nitidum recolectadas del
Bosque de Piedras de Huaraca del distrito de Vinchos de la provincia de
Huamanga de la region de Ayacucho.
3.3. Métodos instrumentales para la recoleccion de datos
Para la recoleccion de datos en la evaluacion de la fotoproteccién se empled un
método espectrofotométrico en el rango UV, con el objetivo de calcular el indice
de factor de proteccién solar.
3.4. Procedimiento para la recoleccion de datos
3.4.1. Preparacién del extracto hidroalcohdlico
Las hojas de Solanum nitidum fueron secados mediante liofilizacion en un
liofilizador LABOTEC operado a -42°C y 0,013 mbar por el tiempo de 48 horas. El
extracto se obtuvo utilizando como solvente de extraccion etanol de 70°. El
extracto se obtuvo mediante maceracion dinamica a 100 rpm a temperatura
ambiente por el tiempo de 24 horas. El extracto se filtré y fue secado mediante
aspersion haciendo uso del Atomizador Mini Spray Buchi-290.
3.4.2. Determinacidon del contenido de fenoles totales
La determinacién del contenido de fenoles totales (TPC) en el extracto se realizd

utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu (RFC) segun lo descrito por Sousa et al.?.
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Las concentraciones han sido calculadas a partir de la curva patron de &cido
gélico y el TPC fue expresado en miligramos equivalentes de &cido gélico por
gramo de extracto seco (mg GAE/Q).

3.4.3. Determinacion del contenido de flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides totales (TFC) se empled el método
del Tricloruro de Aluminio. Para lo cual se preparé una muestra de 2 mg/mL en
etanol de 50° y se transfiri6 2mL a un tubo de ensayo, se adicion6 0,5 mL de
reactivo cloruro de aluminio al 2% y luego 2,5mL de alcohol 50°. Se dej6 reposar
por 30 minutos y se midié la absorbancia a 415 nm?2,

El contenido de flavonoides totales se expres6 como mg equivalente a rutina por
gramo de extracto atomizado (RUE mg/g) a partir de la curva de calibracion de
rutina. Para ello se pes6 1 mg de rutina, el cual se disolvié con 2,5 mL de metanol
y se afor6 a un volumen de 25 mL con etanol de 50°. A partir de la solucion madre
de rutina se pipeteo alicuotas de 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 uL, se adicion6 0,5 mL
del reactivo cloruro de aluminio al 2%, y luego se enraz6 con alcohol de 50°. Se

dejo reposar 30 minutos y se midio las absorbancias a 415 nm.

3.4.4. Evaluacion de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante se evalu6 por el método de secuestramiento del radical
libre (DPPH), segun lo descrito por Sousa et al.?L. Se prepard la curva estandar
de DPPH 1 a 40 pg/mL, y para la determinacion de la actividad antioxidante se
prepararon soluciones de 25; 50; 100; 150; 200 y 250 pug/mL. Para la reaccién, se
tomaron alicuotas de 300 pL de cada solucién y se adicionaron 2,7 mL de solucién
de DPPH (40 pg/mL), transcurrido 30 minutos se midi6 la absorbancia a 515nm,
calibrando el espectrofotometro con el blanco (300 uL de agua y 2,7 mL de
DPPH). La actividad antioxidante se calculé mediante la siguiente ecuacion:
%AA = [(Ac — (A — Ap))/(A0)] x 100
Donde: AA (%) es el porcentaje de actividad antioxidante; Ac es la absorbancia
del control; Am es la absorbancia de la muestra y Ab es la absorbancia del blanco
3.4.5. Evaluacién in vitro del factor de proteccién solar del extracto
El factor de proteccion solar (FPS) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Solanum nitidum “Aufiunga” se determiné en base al método espectrofotométrico
in vitro descrito por Mansur et al.??. Este ensayo se realizé diluyendo el extracto
en alcohol de 70° hasta obtener una concentracion de 20 pg/mL, para ello se pesé
5 mg de cada muestra en un fiola aforada de 10 mL, luego se aforé con etanol de

70°, se agitdé y transfiri6 a un tubo de ensayo para llevar a centrifugar por 5
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minutos, se tomo 0,2 mL de la muestra centrifugada y transvaso a una fiola de 5
mL enrazando con alcohol de 70°. La medicién de las absorbancias se realiz6 por
triplicado, empleando el espectrofotometro (rango de 190 a 800 nm, con intervalo
de 1 nm), se utilizé una cubeta de cuarzo de 1 cm. Este método determina el SPF
en el rango UVB (290 a 320 nm).

El FPS se calcul6 de acuerdo con la ecuacion desarrollada por Mansur et al.
320

FPS = FC x Zx EE(D) x I(0) x AL
290

Donde: FPS es el Factor de proteccion Solar; FC es el factor de correccion; EE
(») es el efecto eritemdgeno de la radiacién de longitud de onda A; | (A) es la
intensidad de sol en la longitud de onda A; A (1) es la absorbancia de la solucién

en la longitud de onda A

La relacion entre el efecto eritemogénico y la intensidad de la radiacion de cada
longitud de onda (EE(A) x I(A)) es una constante determinada por Sayre et al.
(Tabla 2).

Tabla 2. Relacién en el efecto eritemogénico (EE) versus Intensidad de

radiacion (I) conforme a la longitud de onda ()

A (nm) EB) X ()
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fuente: Sayre (1979)

3.5. Tipo de investigacidén

Aplicada.

3.5.1. Disefio de investigacioén

Disefio experimental con post prueba Gnicamente y grupo de control?.
Gexp X FPSexp
Geont - FPScont
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Donde: Gex €s el grupo experimental (extracto); Geont €S €l grupo control (filtro
metoxicinamato); X es la concentracion de extracto con y sin metoxicinamato; O
es la observacion (FPS, factor de fotoproteccion)

3.6 Anédlisis de datos

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados mediante el programa
Microsoft Excel y expresados en promedios, representados en gréficas. Se realizo
el analisis de varianza para observar diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) del factor de fotoproteccion de los diferentes tratamientos, aplicandose
ANOVA y comparaciones multiples con el Test de Tukey, empleando el programa
SPSS.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante del
extracto hidroalcohdlico atomizado de las hojas de Solanum nitidum R. & P.

“Aufiunga”. Ayacucho 2022.

Fenoles Flavonoides Actividad antioxidante (AA%)
totales totales

(mg GAE/g) (mg RuE/g) 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

162+1,92 21,8+0,27 16,77+x2,76 2394+£0,12 30,50%+0,24 37,74%+1,05
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Figura 1. Barrido espectral para la evaluacién del potencial fotoprotector in vitro

del extracto de hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufiunga”. Ayacucho 2022.
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Tabla 4. Factor de proteccién solar (FPS) in vitro calculado del filtro del extracto
de las hojas de Solanum nitidum R. & P. Ayacucho 2022.

A EE x| Absorbancia FPS

(hm) (normalizado) =555 100 200 10 20 100 200
ug/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  ug/mL

290 0,015 006 019 094 207 000 000 001 0,03
295 0,0817 007 020 1,01 213 001 002 0,08 0,17
300 0,2874 008 021 104 215 002 006 030 0,62
305 0,3278 0,08 0,21 1,05 220 003 0,07 0,34 0,72
310 0,1864 008 022 107 2,31 002 004 020 043
315 0,0839 009 023 113 247 001 002 0,09 021
320 0,018 0,10 0,25 1,21 2,47 0,00 0,00 0,02 0,04

1,0002 0,08 022 105 223

0,64 1,72 8,43 17,82
EE: espectro de eficiencia eritemal; I: espectro de la intensidad solar simulada.
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Tabla 5. Factor de proteccion solar (FPS) in vitro calculado del filtro solar
comercial metoxicinamato. Ayacucho 2022.

Absorbancia SPF
A EE x |

(nm) (normalizado) 5 20 100 200 5 20 100 200

pug/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL ug/mL
290 0,015 228 395 480 480 0,03 0,06 0,07 0,07
295 0,0817 251 421 432 432 021 034 035 0,35
300 0,2874 263 398 466 466 0,75 1,14 134 1,34
305 0,3278 273 375 404 4,04 0,89 1,23 1,33 1,33
310 0,1864 280 371 410 410 052 069 0,76 0,76
315 0,0839 272 360 388 388 023 030 033 0,33
320 0,018 243 343 372 372 0,04 0,06 0,07 0,07

1,0002 268 3,83 424 424

21,46 30,64 33,96 33,96
EE: espectro de eficiencia eritemal; I: espectro de la intensidad solar simulada.
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V. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como objetivo principal evaluar la actividad fotoprotectora
del extracto hidroalcohdlico atomizado de las hojas de Solanum nitidum R. & P.
“Aufunga”.

En la actualidad se estd dando mucha importancia a las plantas con propiedades
antioxidantes y fotoprotectoras, debido a su absorcion de los rayos en la region
UV-B e impidiendo que dafien las células de nuestro cuerpo sobre todo la piel.
Estas propiedades que posee la planta son debido a la gran concentracion de
metabolitos secundarios como son los terpenos, las flavonas, los carotenoides,
las catequinas y las antocianinas quienes actian como filtros solares naturales.
El extracto atomizado de las hojas de Solanum nitidum tuvo un aspecto de polvo
fino homogéneo de color beige, con lo cual se confirma la informacién reportada
por Cuadros®.

En el estudio que realiz6 Berrocal’” sobre el extracto atomizado de Solanum
nitdum por el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, encontré que la
cantidad de fenoles totales y flavonoides fue de 177 + 0,42 mg equivalentes de
acido galico por gramo de extracto seco (mg EAG/g) y 45 + 0,13 mg equivalentes
de rutina por gramo de extracto seco (ERu/g), en el estudio que se realiz
respecto al mismo objetivo obtuvimos resultados (Tabla 3) menores en la
determinacién de fenoles totales y flavonoides totales y estos fueron 162 *
1,92(mg EAG/g) y 21,8 £ 0,27 mg (ERu/g) de esto deducimos que los metabolitos
secundarios de las plantas se encuentran en mayores concentraciones en
algunas partes y en menor concentracion en otras. También depende de la
estacion del afio de la madurez de la planta y el cuidado que se debe tener al
momento de analizar la muestra y los reactivos.

El simbolo + en la determinacion de fenoles totales y flavonoides representa el

error estdndar de la media, que indica la dispersién de las repeticiones, o sea la
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variabilidad, cuanto més grande es el valor mayor es la dispersion. También nos
da la idea del valor méximo y minimo probabilistico.

La coloracion azul que se obtuvo durante la cuantificacién de fenoles totales por
el método Folin-Ciocalteu, fue porque el reactivo de Folin-Ciocalteu, reacciona
con los compuestos fendlicos en medio alcalino y su intensidad depende del
contenido de fenoles en la muestra. Exactamente porque las sustancias fendlicas
se oxidan en medio alcalino formando O3 que luego reaccionan con el molibdato
formando MoOZ dando una coloracién azul medida a 760 nm. Este método no
es selectivo, pero determina compuestos polifenélicos y monofendlicos.

La actividad fotoprotectora es debida al contenido de compuestos fendlicos. Sobre
todo, a los flavonoides que se encuentran en mayor concentracion.

Los flavonoides son los responsables directos de la absorcién de los rayos UV-B
esto lo hacen mediante la inhibicion quimioluminiscencia que le otorga actividad
fotoprotectora. En este estudio como en otras investigaciones, se puede observar
gue el contenido de flavonoides ha sido menor que el contenido de los fenoles,
esto se debe a que los fenoles engloban a los flavonoides, quinonas, acidos
fenolicos y demas compuestos fendlicos. En la determinacion de flavonoides por
el método del tricloruro de aluminio, las muestras presentaron un color amarillo,
esto se debid a que el cation aluminio forma complejos estables con el flavonoide
en presencia de etanol evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas.

La capacidad o actividad antioxidante que se obtuvo del extracto hidroalcohdlico
atomizado de las hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufunga”, fue de 37,74 +
1,05% a una concentracibn de 250 pg/mL de extracto, este valor es
estadisticamente menor al Trolox que reporté un valor de 95,88 + 0,44%; esto
significa que el extracto presenta actividad antioxidante menor que el control
Trolox.

En la Figura 1, se puede observar los barridos espectrales que se hicieron a la
solucién de la muestra (extracto) a concentraciones de 20; 100 y 200 ug/mL y a
la solucion del estandar octyl metoxicinamato a concentraciones de 5; 10 y 20
pg/mL; los mismos que han sido leidos en el espectrofotdémetro a longitudes de
onda desde 190 a 350 nm, estas lecturas se hicieron con la finalidad de ver a que
longitudes de onda tienen mayor absorbancia. En nuestro caso para evaluar el
potencial fotoprotector nos interesé las absorbancias en las longitudes de onda

de 290 a 320 nm segun el método in vitro de Mansur et al. De esto afirmamos que
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las muestras tienen valores maximos de absorbancia en el rango de 295 a 320nm
y que el método de Mansur et al., es veridico.

El factor de proteccién solar (FPS) in vitro que se determind en el extracto
hidroalcohélico de las hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufiunga” a
concentracion de 200 pg/mL fue 17,82 como valor maximo (Tabla 4), este valor
es mucho mayor que el factor de proteccion solar in vitro (FPS) del extracto de
pétalo de Rosa kordesii que es de 5, 5 en una formulacion en gel, que lo menciona
Maske et al.*.

Asimismo, el FPS obtenido del extracto de Solanum nitidum es muy superior a lo
gue determinaron Catelan et al.’® en los extractos etandlicos de cuatro especies
del género Campomanesia: C. guazumifolia (CG), C. sessiliflora (CS), C.
xanthocarpa (CX) y C. adamantium (CA) ya que a concentracion de 8%, todos los
extractos presentaron valores de factor de proteccion solar (FPS) superiores a 2
y en la concentracién de 4% solo CA 'y CX.

Si comparamos este resultado del FPS del extracto de Solanum nitidum R. & P.
“Aufunga” que es de 17,82 con el FPS del metoxicinamato que es de 33,96;
podemos afirmar que el metoxicinamato tiene un FPS mayor que el extracto.

De todo lo estudiado deducimos que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Solanum nitidum R. & P. “Aufiunga” presenta importante actividad fotoprotectora,
y seria bueno llevarlo a una formulacién en crema cosmética, determinar su
estabilidad quimica y finalmente usarlo.

En la actualidad para medir la capacidad fotoprotectora de sustancias, el indice
mas reconocido es el factor de proteccién solar (FPS). El factor de proteccion
solar mediante el método in vitro de Mansur et al, en este estudio se determina
porque nos permite controlar mejor las condiciones de medicion, es
estandarizado, ademas con este método no exponemos al sol de forma directa la
piel humana y es el mas utlizado en investigaciones como estal®. En
investigaciones realizadas a cremas comerciales para determinar el valor real de
sus FPS, deducimos que este método de Mansur et al, tiende a subestimar el
FPS. Asimismo, percibimos que existe mejor correlacion entre el FPS estimado
por este método y el fijado en fotoprotectores comerciales con FPS menores a
30%°. De esto concluimos que el método in vitro de Mansur estima de mejor
manera FPS menores a 30; y en sustancias con FPS mayores, esta estimacion

puede diferir notoriamente del valor real. La razén de determinar el efecto
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fotoprotector en esta especie Solanum es gracias a la presencia de compuestos

fendlicos en mayores concentraciones?®.
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VI. CONCLUSIONES

1. El contenido de fenoles totales en el extracto hidroalcohdlico de Solanum
nitidum R. & P. fue 162 + 1,92 mg GAE/g de extracto y el contenido de
flavonoides totales fue 21,8 + 0,27 mg RuE/g de extracto. El porcentaje de
actividad antioxidante del extracto fue de 37,74 + 1,05% a una concentracion
referencial de 250 pg/mL.

2. El factor de proteccién solar (FPS) in vitro por el método de Mansur et al. fue

17,82 a una concentracion referencial de 200 pg/mL.
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VIl. RECOMENDACIONES

Efectuar extracciones de compuestos con actividad antioxidante mediante
otros métodos.

Incentivar a la investigacion profunda esta especie Solanum nitidum R. &
P. “Aufunga” a tesistas o estudiantes egresados a fin de poder identificar
individualmente los metabolitos responsables del efecto farmacoldgico sé
gue es un poco complejo, pero no imposible.

Efectuar investigaciones clinicas y farmacol6gicas a fin de valorar la
seguridad y eficacia del extracto hidroalcohdlico de las hojas del Solanum
nitidum R. & P. “Aufiunga”.

Implementar un ambiente de investigacion especifica para los egresados
y tesistas a fin de que puedan agilizar los pasos y optimizar el tiempo en
su ejecucion de proyectos de investigacion.

Llevar el extracto hidroalcohdlico de las hojas del Solanum nitidum R. & P.
“‘Aufiunga” a una formulacién en base crema determinar el FPS y realizar

estudios de estabilidad.
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Anexo 1. Certificado de identificacion de Solanum nitidum R. & P. “fiufiunga”.

Ayacucho 2017.

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

CERTIFICA

Que el Centro de Desarrollo, Anélisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fito medicamentos “Marco A. Garrido Malo *, ha solicitado la identificacién
de una muestra vegetal para trabajo de Investigacion

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada seg(n el Sistema de Clasificacion
ge Cronquist A. 1888 y es como sigue:

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ; ASTERIDAE

ORDEN SOLANALES

FAMILIA SOLANACEAE

GENERO Solanum

ESPECIE Solanum nitidum R, & P.
NV “Aufiunga”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del  interesadc para
los fines que estime converiente

Ayacuche, 07 de Setiembre del 2017
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Anexo 2. Curva de calibracién para la determinacion de fenoles totales del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufiunga”

Ayacucho 2022.
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Anexo 3. Curva de calibracién para la determinacion de flavonoides totales del

i

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nitidum R. & P. “Aufiunga’

Ayacucho 2022.
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Anexo 8. Matriz de consistencia

Titulo: Determinacion in vitro del factor de proteccion solar del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nitidum R. & P.

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Hi: El extracto
?Tendré activida}d Objetivo general: hidroalcohdlico de las | Variable independiente Tipo de investigacion
otoprotectora in :
vitrop el extracto | Evaluar la actividad hojas  de . _So_lanun] Extracto hidroalcohélico de las hojas de | Aplicada.
hidroalcohdlico de | fotoprotectora in  vitro del nitidum R & P “fiufiunga” | solanum nitidum R.& P. L, »
Solanum nitidum R_| €xtracto  hidroalcohlico de tiene actividad Definicion de la poblacién y muestra
; e fotoprotectora in vitro. Indicador: -, . .
& P “Aufiunga™ las hojas de Solanum nitidum P a) Poblacién. Hojas de Solanum nitidum recolectadas
R. & P. "Aufiunga Ho: EI extracto | Concentracion del extracto del Bosque de Piedras de Huaraca del distrito de Vinchos,
Objetivos especificos: hidroalcohdlico de las | variables dependientes provincia de Huamanga, Ayacucho.
hojas de  Solanum

Evaluar el contenido de
fenoles totales, flavonoides
totales y actividad
antioxidante del extracto
hidroalcohélico de las
hojas de Solanum nitidum
R & P “fiufiunga”.

Determinar el factor de
proteccion solar in vitro del
extracto hidroalcohélico de
las hojas de Solanum

nitidum R. & P “fiufiunga”.

nitidum R & P “Aufiunga”
no tiene actividad
fotoprotectora in vitro.

Contenido de fenoles totales
Contenido de flavonoides totales
Actividad antioxidante

Actividad fotoprotectora
Indicador:

Contenido de fenoles totales: mg
GAE/qg de extracto

Contenido de flavonoides totales: mg
RUE/g de extracto

Actividad antioxidante: Porcentaje de
actividad antioxidante

Actividad fotoprotectora: indice del
factor de proteccion solar (FPS)

b) Muestra. 500 gramos de hojas de Solanum nitidum
recolectadas del Bosque de Piedras de Huaraca del
distrito de Vinchos, provincia de Huamanga, Ayacucho.

Métodos instrumentales para larecoleccion de datos

Para la recoleccion de datos en la evaluacion de la
fotoproteccion se empleara el espectrofotémetro UV, con
el objetivo de calcular el indice de factor de proteccion
solar.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos seran procesados y analizados
mediante el programa Microsoft Excel y expresados en
promedios, representados en gréficas. Se realizara el
andlisis de varianza para identificar diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) del factor de
fotoproteccion in vitro de los diferentes tratamientos,
aplicandose ANOVA y comparaciones multiples con el
Test de Tukey, empleando el programa SPSS.
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