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expresar su investigacion en el tiempo reglamentario.

Culminada la exposicion, se invita a los miembros del Jurado para que realicen
las preguntas y/u observaciones pertinentes.

Sequidamente el presidente invita a la sustentante y publico a abandonar el
auditorio, para que se realice la evaluacion respectiva.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de determinar la
actividad fotoprotectora de la crema elaborada a base del extracto atomizado de
las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” que fueron recolectadas en
el Centro Poblado de Anchacchuasi, distrito de Vinchos del departamento de
Ayacucho a 3 650 m.s.n.m., durante el mes de abril del 2012. La identificacion de
la especie se realizé en el Herbarium Huamangensis de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga; se identificd catequinas, lactonas, saponinas,
flavonoides, fenoles, taninos, triterpenos y/o esteroides como metabolitos
secundarios. Se obtuvo el extracto atomizado con un 22,5% de rendimiento,
4.8% de humedad, color beige claro, olor sui géneris, sabor amargo, polvo fino
homogéneo, facilmente soluble en agua, pH un poco acido, 30,2% de sustancias
solubles y 1,59% de cenizas totales. Las cremas se elaboraron a las
concentraciones de 1%, 2%, 4%, 8% y 16% las cuales presentaron un color
dependiente de la concentracion del extracto, olor sui géneris, alta evanescencia
y poder refrescante, aspecto homogéneo, pH cercanos a la piel, emulsion tipo
OMV, buena extensibilidad y nula irritabilidad dérmica primaria. La actividad
fotoprotectora de la crema se determiné por el método COLIPA (The European
Cosmetics Association) in vivo basado en el método de Shulze con algunas
modificaciones, para lo cual se emplearon ocho tratamientos cada uno con cinco
animales de experimentacion (ratones albinos Balb/C), cada grupo fue sometido
a una fuente de luz UV lampara Osram Ultra Vitalux 300 (UVA — UVB), hasta
aparicion de ligero eritema y posteriormente observados inmediatamente
después de la exposicion y durante los siete dias posteriores. La crema al 16%
presenté un tiempo de 27,0 minutos en la aparicién de la DEM y un Factor de
Proteccion Solar igual a 3,5. El analisis estadistico mostréd diferencias
significativas en los diferentes tratamientos (p<0,05%) ensayados. Se concluye
gue la crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Saturegja
brevicalyx Epling “wayra mufia” tiene actividad fotoprotectora, mostrando mayor
actividad al 16%.

Palabras clave: Satureja brevicalyx Epling “wayra munia”’, Actividad
fotoprotectora, factor de proteccion solar.
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I. INTRODUCCION
La radiacion ultravioleta (UV) es el principal factor ambiental que altera la
homeostasis de la piel, afectando la supervivencia, proliferacién y diferenciacion
de varios tipos celulares.’ Los efectos agudos de la radiacion ultravioleta en Ia
piel incluyen dafio al DNA, apoptosis, eritema, inmunosupresion y aumento de la
pigmentacion por estimulacion de la melanogénesis. Los efectos a largo plazo de
la radiacién UV en la piel incluyen fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis. En
general, los efectos a la exposicion solar son negativos con excepcion de la
estimulacion de la sintesis de vitamina D." 2
La perdida progresiva de la capa de ozono tiene un gran impacto en la cantidad
de radiaciones UV-A y UV-B que llega a la superficie terrestre; constituyendo un
tema de preocupacion mundial debido al incremento del riesgo de la
mutagénesis y fotocarcinogénesis inducida por ésta.® El hemisferio sur, donde se -
localiza el Peru, ha sufrido mayor pérdida de ozono que el hemisferio norte.?
Segun estudios realizados por la Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA), la
Agencia Ambiental Canadiense, la NASA y dos estaciones climatologicas en
territorio ecuatoriano prueban la existencia de un gran debilitamiento de la capa
de ozono sobre latitudes ecuatoriales y en consecuencia, los territorios de
Ecuador, Colombia y Peru reciben la mayor dosis de radiacion ultravioleta del
planeta.® El Servicio Nacional de Metrologia e Hidrologia del Peri (Senamhi)
reportd que en los meses de febrero a marzo del 2015 en la mayoria de regiones
se registraron niveles de radiacién mayores a 13, siendo siete regiones del pais
(Tumbes, Piura, Cusco, Puno, Huancavelica, Junin y Ayacucho) las que
soportaran niveles extremos de radiacion UV.®
En Peru, la Direccion Nacional de Epidemiologia (DGE) del Minsa report6 que en
el periodo comprendido entre los afios 2006 y 2010 se registré un total de 5975
casos de cancer a la piel (2744 en varones y 3231 en mujeres) que representan
el 6,6% del total de canceres registrados. Segun este informe, el cancer de piel



ocupa el cuarto lugar de frecuencia a nivel nacional (superado por el cancer de
cérvix, estdmago y mama) cabe mencionar que se registran 18 casos de cancer
a la piel por cada 100 mil habitantes y que la mortalidad es de 3 por un millén.
Ademas, segun datos estadisticos del Departamento de Epidemiologia y
Estadistica del Instituto de Enfermedades Neoplasicas (INEN) entre los afios
2000 y 2011, se han atendido en el INEN 6048 casos de neoplasias de la piel
que representan el 5,8% del total de neoplasias atendidas. La evolucion del
numero ha sido ascendente, pasando de 439 casos en el 2000 a 592 en el afio
20118
La fotoproteccion mediante el uso de compuestos naturales de origen vegetal
con accién antioxidante, ha ido adqguiriendo un interés creciente en la
investigacion sobre formulacion de cremas fotoprotectoras en los ultimos afios,
dado que, se ha comprobado que el uso de los fotoprotectores con compuestos
quimicos puede producir alergias, reacciones en la piel, dermatitis, ademas
estudios recientes realizados por la Universidad de California en los Angeles
demuestran que posee efectos cancerigenos.”®
Dentro de los agentes naturales con capacidad fotoprotectora, hoy se reconoce
al grupo de los conocidos compuestos fendlicos o polifenoles (flavonoides), con
el mayor espectro, no solo en cuanto a su actividad antioxidante, sino en cuanto
a su efecto bioactivo especifico sobre determinadas pafologias de caracter
degenerativo.®
Dada la necesidad de nuevos productos cosméticos para la proteccion contra la
radiacion UV que sigan la tendencia mundial de producirlos a partir de
componentes naturales, y debido a que Satureja brevicalyx Epl. “wayra mufa”
es una especie reconocida como fuente de compuestos fendlicos y endémica de
nuestra region; el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo:
OBJETIVO GENERAL:
Evaluar la actividad fotoprotectora de la crema elaboréda a base del extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra munfia”.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
» l|dentificar los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto de
las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa”.
¢ Evaluar los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de las hojas de

Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia”.



Evaluar los parametros fisicoquimicos y biolégicos de la crema elaborada a
base del extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra

S |

munfa”.
Determinar el FPS (Factor de Proteccidn Solar) de las cremas elaboradas a

base del extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra
mufa” mediante el método COLIPA (The European Cosmetics Association) in

vivo basado en el metodo de Shuize.



Il. MARCO TEQRICO
2.1. ANTECEDENTES
Desde un tiempo a esta parte las personas ?reﬁeren utilizar productos
elaborados a partir de ingredientes naturales, por los efectos colaterales que
producen determinados medicamentos sintéticos y la busqueda de alivio por el
enfermo para guien la medicina moderna ha resultado ineficaz.
Por ello, las plantas medicinales son una gran fuente de esperanza para la
humahidad, sus especies tienen prihcipios activos tan especificos que desafian
la sintesis quimica. Es asi, que se estan haciendo muchos estudios para
comprobar las actividades farmacologicas de las plantas.
Dentro de la gama de plantas con actividad farmacolégica encontramos a la
Satureja brevicalyx Epling, planta nativa del Perd que crece en las alturas de
nuestra serrania y es utilizada por los pobladores por sus efectos analgeésico,
antiinflamatorio, antimicrobiano y para afecciones gastrointestinales. Por estas
razones, en 1999, Soto™ realizé el andlisis fitoquimico de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling reportando la presencia de flavonoides (isoflavonas, flavonoles,
flavonas y flavononas), triterpenos, esteroide, cumarinas, esencias, taninos,
saponinas, catequinas y principios amargos. El estudio mostro la presencia de
compuestos fendlicos, principalmente flavonoides que se caracterizan por su
efecto antioxidante y que sirvieron de base para realizar otros estudios; por ello
en el 2005, Palomino™ reporta que el extracto acuoso liofilizado de las hojas
Satureja brevicalyx Epling presenta un 95% de capacidad antioxidante frente a
un 90% con respecto a la vitamina C.
Pasado el tiempo y la inquietud por saber el tipo de flavonoide responsable de la
capacidad antioxidante, es que motiva en el 2010 a Aguilar'? a aislar mediante
técnicas cromatograficas dos tipos de flavonoides: apigenina y naringenina, cuya
estructura fue elucidada por espectrofotometria ultravioleta (UV) e infrarrojo (IR),

demostrando tener actividad antioxidante mayor dei 90%, superior a la rutina y



ligeramente inferior a la vitamina C; asi mismo, tuvieron actividad antiinflamatoria
a la dosis de 200 mg/kg similar al diclofenaco.

En el 2012, Ledn' aisla los acidos fenolicos por cromatografia de capa fina y los
identifica con técnicas espectrales y HPLC (cromatografia liquida de alta
eficacia), logrando identificar el acido cafeico, clorogénico, fertlico y rosmarinico,
siendo éste ultimo el mas importante. Los acidos fenodlicos demostraron tener
capacidad antioxidante similar a la vitamina C, acido ferulico, cafeico y
clorogénico.

En el 2014, Vicufia'® determind la actividad antioxidante de la crema elaborada a
base del extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling, mediante
el método espectrofotométrico usando DPPH como fuente de radicales libres y
concluyéd que las cremas a diferentes concentraciones tienen actividad
antioxidante; siendo la crema al 2% quien presenta el mayor porcentaje de
inhibicion de radicales libres (99,4%).

2.2. ASPECTOS BOTANICOS

2.2.1 Clasificacion Sistematica

DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN : LAMIALES
FAMILIA - LAMIACEAE

GENERO  : Satureja

ESPECIE . Satureja brevicalyx Epling

N. V. : “wayra muna”.

Sinonimia wvulgar: “urqu mufa”, “wayra -mufa’, “sacha muna’, "mufa’,
"incamufa", "salgamuria", “konoc” y “orégano de los incas”.'®

La clasificacion se realizd en el Herbarium Huamangensis segun el sistema de
clasificacion de Cronquist A. '

2.2.2. Descripcion de la Familia Lamiaceae

Familia compuesta con 224 Géneros y 5 600 Especies, se caracterizan por ser
plantas herbaceas (anuales o perennes), con tallos y ramas cuadrangulares o
tetragonales generalmente con aceite esencial, aromatico, hojas opuestas
enteras, simples, pinnatipartidas o raramente compuesta, peciolado o sésil, sin
estipulas mayormente pinnatinervias. Inflorescencia cimosa con pocas o muchas

flores que se reunen en pseudo espiga o capitulos. Flores hermafroditas



solitarias a menudo seésiles, zigomorfas o raramente actinomorfas, con o sin
bracteolas, caliz con cinco sépalos soldados, corola con cinco pétalos
generalmente bilabiados, de 2 a 4 estambres libres, gineceo con ovario slpero
bicarpelar, un estilo y dos estigmas, fruto tetraquenio, descompuesto en cuatro
nuculas (muy raramente carnosas) y semillas con endospermo escaso.'®""

2.2.3. Descripcion del género Satureja

Son plantas herbaceas anuales o permanentes de unos 70 a 90 cm de altura,
algo tiesos y un tanto asperos al tacto, solo lefiosas en la base. Son plantas con
hojas enfrentadas, estrechas y agudas, con los bordes enteros y ciliados. Las
flores son blancas o rosadas y nacen de las axilas de las hojas superiores para
formar ramilletes terminales con las flores echadas todas a un lado, las fiores
son muy pequenfas de 3,5 a 8 mm. El caliz se encuentra dividido en cinco dientes
puntiagudos con quince nervios muy realzados. En las hojas de algunas
especies de Safureja se distinguen numerosos hoyitos, en cada uno de los
cuales se aloja una glandula repleta de esencia.'’:'®

2.2.4. Descripcion botanica de la Satureja brevicalyx Epling

Es de porte arbustivo perennifolio, erguido de 1,0 a 1,5 m de altura, aromatica y
pubescente. Hojas muy pequefias, espatuladas, sésiles, verticiladas y opuestas,
de margen entero. Flores blancas, solitarias, axilares, tetrameras, bilabiadas;
caliz gamosépalo; corola gamopétala; androceo con estambres didinamos;
gineceo con ovario supero, estilo apical y estigma simple. Florece en primavera y
verano. %20

2.2.5. Distribucion geografica

En el Peru la Satureja brevicalyx Epling crece en territorios alto andinos
mayormente entre los 3 500 y 3 800 msnm de clima frio, creciendo de manera
silvestre en las montafas y faldas de los cerros junto con el ichu, es de
prédilec:cién por laderas de suelos areno-arcillosos y pedregosos. Los lugares
peruanos donde esta planta se desarrolla es Cuzco, Apurimac, Huancavelica,
Junin y en mayor cantidad en el departamento de Ayacucho.®

2.2.6. Etnobotanica y etnofarmacologia

Segun informaciones etnobotanicas y etnofarmacolégicas es usada para resolver
problemas gastrointestinales y para la correccién de desordenes menstruales,

ademas es carminativo, analgésico, antimicrobiano y antiespasmaodico. %1421



En el Peru esta especie se consume en ciertos lugares y el uso es mayormente
de caracter etnobotanico. En el departamento de Ayacucho su consumo en
forma de infusion es comun en los pueblos del area rural.®

2.2.7. Investigaciones fitoquimicas

Soto'? evidencié en el extracto hidroalcohdlico la presencia de resinas, azucares
reductores, catequinas, lactonas sesquiterpénicas, triterpenos, esteroides,
saponinas, taninos, flavonoides y aceites esenciales.

Carhuapoma'® detalld la composicion quimica del aceite esencial reportando la
presencia de pulegona (27,2%), linalol (20,3%), mentona (11,1%), isomentona
(8,3%), B-cariofileno (6,5%) y otros compuestos en menor proporcion.

Aguilar'? aisl6 e identificdé dos flavonoides: apigenina y naringenina por
espectrofotometria UV e IR.

Ledn™ aisl6 los acidos fendlicos por cromatografia en capa fina e identifico el
acido cafeico, clorogénico, ferulico y rosmarinico mediante espectros de UV, IRy
corroborado por HPLC, siendo el acido rosmarinico el mas importante.

2.2.8. Investigaciones farmacolégicas

Soto™ determind la actividad antiinflamatoria y analgésica del extracto
hidroalcohdlico, aproximando tal actividad a la del acido acetilsalicilico y estando
por debajo del keterolaco.

Diez?" determind la actividad antiespasmoédica sobre el intestino aislado de
cobayo, de una infusion acuosa al 5% de hojas y sumidades floridas de Satureja
brevicalyx Epling, mostrando de esta manera, una ligera accion antiespasmadica
frente al N-butilbromuro de hioscina.

Palomino' determind que el extracto acuoso liofilizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling presenta capacidad de captacion de radicales libres en relacion
a la vitamina C. Ademas no existe diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de lipoperoxidacion, glutation y proteinas hepaticas, utilizados como
medida de estrés oxidativo.

Carhuapoma'® determiné que el aceite esencial de la Satureja brevicalyx Epling
“wayra mufia” posee un efecto anti-Helicobacter pylori, con una concentracion
minima inhibitoria de 1,0 pg/ml y con una concentraciéon minima bactericida de
2,0 pg/mi.

Mendoza?? demostré el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de las hojas

de la Satureja brevicalyx Epling, cuya actividad se atribuye a la presencia de



flavonoides que actiian como antibxidantes, agente neutralizador de los radicales
libres, generadores del dafio hepatico.

Vicuia' determind la actividad antioxidante de cremas elaboradas a base del
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa”, a
través del método DPPH (1,1-difenil-2-picrihidrazilo hidratado), la cual se
atribuye a la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides.

2.3. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenodlicos constituyen una de las principales clases de
metabolitos secundarios de las plantas. Estos compuestos presentan un anillo
bencénico hidroxilado como elemento comuin en sus estructuras moleculares, las
cuales pueden incluir grupos funcionales como ésteres, metilésteres, glucésidos,
entre otros®® y la mayoria tiene como origen metabdlico la ruta del acido
shikimico y acido malénico.*

En la actualidad este grupo de compuestos de origen vegetal presentan gran
interés por su contribucién al mantenimiento de la salud humana. De hecho, la
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a la facilidad de
ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y a
la posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del
anillo aromatico. Los compuestos fendlicos poseen ademas una estructura
quimica ideal para captar iones metalicos (principalmente hierro y cobre) y por
tanto para inhibir la formacién de radicales libres.?

2.3.1. Flavonoides: son un grupo de compuestos polifendlicos, que poseen dos
anillos aromaticos unidos entre si por una cadena de tres carbonos ciclada a
través de un oxigeno y que se forman biogenéticamente a través de la ruta del
shikimato y acetato malonato, siendo la chalcona el flavonoide inicialmente
formado, a partir del cual se derivan las otras clases por modificaciones
posteriores que ocurren en varias etapas, entre ellas tenemos a las flavonas,'
flavonoles, flavanonas, flavanoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas,
auronas e isoflavonoides.?®

Los flavonoides tienen accion benéfica sobre numerosos procesos fisiologicos
del cuerpo humano, otorgan beneficios sobre el corazén, vasos sanguineos,
higado, sistema inmune, tejido conectivo, glandulas adrenales, rifiones,
musculatura y sistema nervioso. Pueden actuar como antialérgico,
antiinflamatorio, inmunoestimulante, antihepatotoxico, espasmodica,

antineoplasico, hipoglucemiante, antioxidante.?”



Estos pigmentos naturales protegen del dafio producido por agentes oxidantes
como los rayos UV o la polucién ambiental, entre otros, debido a que contienen
en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxiio fenolicos y
poseen excelentes propiedades de quelacidn del hierro y otros metales de
transicion lo que les confiere una gran capacidad antioxidante que le permite
neutralizar radicales libres, responsables cuando estan dotados de un alto grado
de reactividad, esta accion antirradicalia es, en algunos casos, heterogenia en
relacion a los distintos tipos de radicales libres (anién superéxido, radical

hidroxilo, etc.).®%®

Figura 1. Esqueleto comun de los flavonoides.?®

2.3.2. Catequinas: Son bioflavonoides que tienen como estructura basica un
nicleo de flavén unido mediante un enlace B-glucosidico a un azucar. Son
moléculas que poseen un alto poder antioxidante, logrando proteger a nuestras
células de los radicales libres y estrés oxidativo. Recientes investigaciones han
demostrado que las catequinas son 100 veces mas efectivas que la vitamina C y
25 veces mas potentes que la vitamina E (en cuanto a su poder antioxidante).?®
2.3.3. Taninos: Los taninos estan constituidos por un amplio grupo de
compuestos hidrosolubles con estructura polifenélica, capaces de precipitar
ciertas macromoléculas como proteinas, alcaloides, celulosa y gelatina. Sus
propiedades mas conocidas y avaladas por la experimentacion son debidas a su
capacidad para formar complejos con varias sustancias; sin embargo su
actividad antioxidante, basada en la captura de radicales libres e inhibicion de la
peroxidacion lipidica, contribuye a sus acciones farmacolégicas.?®

2.4. LA PIEL

La piel es el organo mas extenso de nuestro cuerpo. En el adulto cubre una

superficie de aproximadamente dos metros cuadrados.®
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2.4.1. Estructura

La piel es relativamente compleja en estructura. Presenta cuatro capas:

a) La epidermis: es la capa mas externa, y esta compuesta por dos tipos de
células: los keratinocitos (la mayoria), responsables de la produccion de
keratina (proteina encargada de la formacion del estrato cérneo y constituye
un tipo de "esqueleto” de la piel), y las células dendriticas (melanocitos y
células de Langerhans). La funcién base de los keratinocitos consiste en la
divisién y diferenciacion celular. Las células se dividen constantemente y esto
crea a las células hijas. Estas células hijas ascienden progresivamente hacia
la capa de células mas externas. Durante este ascenso las células van
cambiando morfolégicamente.

La epidermis esta compuesta por cuatro capas del fondo hacia la superficie:

e Capa basal o germinativa: esta constituida por una sola capa de células
cilindricas recién creadas, que se encuentran unidas a la membrana basal por
pequenas protuberancias (los hemidesmosomas); de las cuales cerca del
50% se encuentran constantemente dividiéndose para crear células hijas que
ascenderan y formaran parte de la capa inmediatamente superior. '

¢ Capa espinosa: o cuerpo mucoso de Malpighi, llamada asi por la presencia
de desmosomas, los cuales mantienen las células juntas como pequefias
espinas. Esta capa consiste de un nimero variable de capas: de 3 a 4 en los
ojos y de 10 a 20 en las palmas. Estas células son poligonales y tienen un
nucleo largo.

¢ Capa granular: llamado asi por la cantidad de granulos largos encontrados
en el citoplasma de estas células. El estrato granuloso varia en grosor de
acuerdo a su localizacion.

o Capa lucida: esta capa no siempre esta presente, se puede reconocer
Unicamente en la piel de palmas de manos y plantas de los pies. Es descrita
como una capa clara.

o Capa coérnea: esta formada de una capa en la cual las estructuras de las
células han sido irreconocibles. Las células se encuentran bajo completa
queratinizacion. La parte base de la capa cérnea tiene una funcién protectora
importante. Esto significa que las sustancias toxicas, alérgenos vy
microorganismos son blogqueados en este nivel y no pueden penetrar en el

cuerpo.
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b) La dermo-epidermis: esta zona es sinuosa. Esta unida a la epidermis por los

hemidesmosomas por un lado, y a la dermis por fibrilas. La capa intermedia
asegura una firmeza entre la dermis y la epidermis. También regula ciertas
interacciones entre estos dos componentes.

c) La dermis: contiene células, fibras, sustancia intermedia, vasos sanguineos,
vasos linfaticos, nervios, fibras musculares y anexos de la piel. Comprende
dos secciones: la dermis papilar, localizada justo debajo de la epidermis, tiene
numerosos capilares y varias terminaciones nerviosas y la dermis reticular,
ésta es la mas delgada y mas solida de la dermis y esta compuesto por
colageno y fibras de elastina.

d) La hipodermis: es la capa mas profunda de la piel. Esta formada por

adipocitos, tractos fibrosos y vasos, cuya principal funcion es proteger frente a

golpes, aislar térmicamente y formar una reserva energética.?031:3

A: Capa o Estrato germinativo
1. Estrato espinoso

2. Estrato basal

3. Estrato granuloso

4. Estrato corneo

B: Epidermis

C: Dermis

D: Hipodermis (capa subcutanea)
5. Tallo del pelo

6. Aberturas de los conductos sudoriparos
7. Papila dérmica

8. Corpusculo de Meissner
9. Glandula sebacea (grasa)
10.Foliculo piloso

11.Papila del pelo

12.Nervio cuténeo

13.Corpusculo de Pacini - - i
14.Musculo erector del pelo
15. Glandula sudoripara

Figura 2. Estructura esquematica de la piel.3’
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2.4.2. Fisiologia

La piel juega un rol fisioldgico en toda la vida de una persona. Este es
esencialmente el de proteccién del organismo. La piel es una barrera
estructurada y continuamente adaptable entre la parte interna del organismo y
del exterior. Se pueden distinguir tres funciones importantes de la piel:
proteccion, termorregulacion y érgano sensorial.*

2.4.3. Fototipo

El fototipo es un ser humano al cual se le clasifica en los diferentes tipos de piel
en funcion de su reaccion a la luz del sol; esta reaccién depende del color de la
piel (blanca, morena o negra) y el resultado de la exposicidbn a la radiacién
ultravioleta (bronceado). Hay diferentes formas de clasificar los fototipos
cutaneos la mas utilizada es la del Dr. Firzpatrick, el cual los clasifica en seis

fototipos, en funcion de las quemaduras solares y la capacidad de bronceado.®

Tabla 1. Fototipos cutaneos segun la clasificacion del Dr. Firzpatrick®?

Accién del sol sobre la piel (no — s ;
Caracteristicas pigmentarias

Fototipo- -
s ; protegida)
Presenta intensas que maduras Individuos de piel clara, ojos azules,
Fototipo | solares, casi no se pigmenta y se pelirrojos y con pecas, piel de color

descama de forma ostensible. blanco lechoso.

Se quema facil e intensamente y Individuos de piel clara, pelo rubio,

Fototipo Il A ; :
P descama de forma notoria. ojos azules y pecas, piel, blanca.

Individuos de piel blanca, personas

castafio claro, ojos marrones de piel
Se quema moderadamente y se

Fototipo /Il ; clara que se broncea en la mayoria
pigmenta correctamente.
suelen ponerse morenos tras sus
exposiciones solares.
i Se uema moderadamente o Individuos de piel morena, pelo
Fototipo IV e 9 _ P . P
minimamente. castafio oscuro, los ojos marrones.
; Raramente se quema, pigmenta con Individuos que tienen la piel oscura,
Fototipo V g Pig q P

facilidad e intensidad. al igual que los ojos y el pelo.

No se guema vy pigmenta

. Individuos de piel negra.
intensamente.

Fototipo VI
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2.5. RADIACION ULTRAVIOLETA

El sol emite radiacion ultravioleta como parte del espectro electromagnético, que
es un componente del amplio espectro solar; la longitud de onda de los rayos
ultravioleta se encuentra entre los 150 nm y 10.9, 400 nm.*

La radiaciéon solar UV que llega a la superficie de la tierra consta
aproximadamente entre un 95% a 98% de UV-A y un 2 a 5% de UV-B y casi toda
la radiacion UV-C es absorbida por el ozono y moléculas de oxigeno, que
impiden que el 99% de las radiaciones con longitud de onda inferior a 290 nm
(UV-C) alcancen la superficie terrestre. Los niveles de radiacién UV dependen de
varios factores, como: el ozono estratosférico, hora del dia, época del afo,
latitud, altitud y condiciones climaticas.*

2.5.1. Tipos de radiacion ultravioleta:

+ Rayos UV - C: (200 - 290 nm)

Los UV C vy las longitudes de onda mas cortas son retenidos por la capa de
ozono. Soélo llegan a nivel -de| suelo alrededor del 2% es letal para todas las
formas de vida de nuestro planeta y en presencia de la cual no seria posible la
vida en la tierra tal y como la conocemos actualmente®

s Rayos UV - B: (290 - 320 nm)

Gran parte de esta radiacion es absorbida por el ozono, pero una porcién
considerable alcanza la tierra en su superficie afectando a los seres vivos
produciendo ademas del bronceado, quemaduras, envejecimiento de piel,
conjuntivitis. Cualquier dafo a la capa de ozono aumentara la radiacién UV-B.*®
* Rayos UV - A: (320 - 400 nm)

Es relativamente inofensiva y pasa casi en su totalidad a través de la capa de
ozono. Esta radiacion alcanza los efectos de la radiacion UV-B pero mediante
dosis unas 1000 veces superiores, caracteristica que la convierte en la menos
perjudicial. Hay que realizar la aclaracion de que la radiacion UV-A alcanza la
tierra con una intensidad muy superior a la UV-B por lo tanto es recomendable
protegerse.*®

2.6. DANO SOLAR

Los parametros fotobioldégicos precedentes, son determinantes de tipo,
intensidad y trascendencia del dafio actinico resultante:

a) UVB(290-320 nm)

¢ Quemadura (eritema) solar

* Inmunosupresion
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+ Canceres cutaneos

» Dermatosis actinica en pieles fotosensibles

* Reacciones fototoxicas y fotoalérgicas

b) UVA (320-400 nm)

s Fotoenvejecimiento cutaneo

e Inmunosupresién

e Canceres cutaneos

o Cataratas

» Reacciones fototéxicas y fotoalérgicas

» Dermatosis actinicas en pieles fotosensibles

e Dario aditivo al producido por UV-B especialmente por UVA 1.

2.6.1 Efectos de la sobreexposicion solar

Las personas que trabajan en ambientes cubiertos; reciben el 3% de la radiacién

ambiental en cambio los que lo hacen al aire libre reciben un 25% (10 veces

mas). Los efectos adversos causados por sobre exposicion solar en cualquier

individuo sano, se pueden dividir en:

2.6.1.1. Efectos a corto plazo

a) Inflamacion:

La exposiciéon a la luz UV origina inflamacién la cual puede ser aguda por

exposicion brusca en una piel no adaptada o bien por exposiciones repetidas se

provoca una inflamacién cronica. La radiacion ultravioleta estimula la inflamacion

por 3 mecanismos;

¢ Induce liberacion de oxido nitrico.

» Estimula la liberacién de neuropéptidos.

» Estimula la proliferacion y queratinizacion.

b) Alteraciones inmunologicas:

La exposicion de la piel a UV-B causa una disminucién de la respuesta inmune

celular en el sitio irradiado. Sin embargo si se incrementan las dosis, es también

posible observar alteraciones sistémicas.

Experimentalmente se alteran 2 tipos de respuestas inmunologicas:

e La respuesta de hipersensibilidad retardada, por alteracion de la
presentacion de antigenos por las células de Langerhans.

e La respuesta de rechazo de tumores malignos antigénicos inducidos

por luz UV.

15



c) Urticaria solar:

Son urticarias (protuberancias grandes, rojas y con picor) que aparecen soélo
algunos minutos después de estar la persona expuesta al sol. La urticaria
aparece a los diez minutos de la exposicion solar y desaparece a las dos horas
de apartarse de la luz. Las personas con grandes areas afectadas suelen tener
cefaleas y sentirse débiles y con nauseas.

d) Eritema solar:

Proceso inflamatorio agudo producido por sobre exposicion al sol. La quemadura
solar alcanza su maximo a las 24 horas. Los signos y sintomas cutaneos son:
enrojecimiento de la piel, edema, vesiculacién, dolor, formacién de ampolias,
necrosis, costras, pigmentacién desigual.

Las alteraciones microscopicas son:

A nivel epidérmico: edema intracelular, vacuolizacién e hinchamiento de los
melanocitos, queratinocitos disquertésicos, migracion de células de Langerhans.
A nivel dérmico: edema intersticial, hinchamiento de las células endoteliales,
edema perivascular, degranulacion y pérdida de mastocitos, infiltracion de PMN
y maonocitos.

e) Fotosensibilidad:

Es una enfermedad en la que a las personas afectadas se les presenta
enrojecimiento, inflamacion y, algunas veces, anomalia de coloracién parduzca o
azul en las areas de la piel que han estado expuestas a la luz solar por un
tiempo breve. Difiere de las quemaduras solares en que solo aparece después
de que la persona ha ingerido unos farmacos determinados o que se ha aplibado
ciertas sustancias quimicas sobre la piel.® %7

2.6.1.2. Efectos a largo plazo

a) Fotoenvejecimiento (heliodermia):

Este termino comprende los cambios clinicos y microscépicos de la piel foto
expuesta cronicamente. Tiene fenémenos propios, clinicos e histolégicos que
permiten diferenciarlo del envejecimiento fisiologico. Histolégicamente, el sello
del fotoenvejecimiento estd dado por la elastosis de la dermis debido a un
proceso degenerativo de la fibra elastica propio del dafio por luz UV.

b) Fotocarcinogénesis:

La fotocarcinogénesis esta relacionada con un efecto acumulativo dosis
dependiente de luz UV y el tipo de piel. Entre las evidencias que apoyan que la

radiacién solar es un factor causal del cancer de piel destacan:
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* Asociacién en blancos, del cancer de piel con las areas fotoexpuestas.

e Asociacion inversa con la proteccion contra la UV. El cancer de piel es poco
frecuente en las razas de piel oscura.

¢ Asociacion con la cantidad de exposicion solar.

» Asociacién con la intensidad de la exposicién solar.

» Experimentalmente, con la luz UV se ha demostrado una clara dosis
respuesta en el desarrollo de acantosis, papildmatosis y eventualmente
cancer invasor.

e Evidencia clinica: Enfermedades genéticas con fotosensibilidad como
albinismo y xeroderma pigmentosa se asocian a desarrollo precoz de cancer
de piel?®,

La UVB y UVA corta (320-340) provocan mutaciones del ADN a lo cual se asocia

a un defecto de la inmunidad y alteracion de los mecanismos de reparacion de la

piel.

La luz UV también participa en la generacion de melanomas. Las quemaduras

por irradiacién brusca, especialmente en nifios o adolescentes y en zonas

habitualmente cubiertas son factores inductores de importancia. % %

2.7. FOTOPROTECTORES

También llamados protectores solares, son aquellos productos (cremas,

lociones, leches, etc) que se aplican sobre la piel con el fin de protegeria de los

efectos perjudiciales de las radiaciones ultravioleta A y/o ultravioleta B. Esto es
posible porque en su composicion llevan unas sustancias denominadas filtros,
capaces de frenar la accién de uno y/u otro tipo de radiacion.®

2.7.1. Clasificacion:

2.7.1.1. Filtros fisicos o pantallas:

Son pigmentos de origen mineral, que actuan reflejando o desviando la totalidad

de las radiaciones formando una barrera opaca que actida a modo de pequerios

espejos. Se utilizan dos tipos de pigmentos.

» Polvos pigmentarios de granulometria de 200 a 300um, entre ellos: éxido de
titanio, oxido de zinc, 6xido de hierro.

* Mica-titanio, esta formado por particulas de mica recubiertas de oOxido de
titanio.

» Polvos "ultrafinos" de oxido de zinc o de oxido de titanio, de granulometria de
20-80 um, capaces de dejar pasar las radiaciones de longitud de onda mayor

de 400 nm y de absorber y reflejar las demas. 8¢
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2.7.1.2. Filtros quimicos:

Son moléculas aromaticas que poseen un grupo carbonilo que se isomeriza al

absorber los fotones de la radiacion solar alterando su estructura molecular y

mediante la po.sterior estabilizacién de electrones, convierten la radiacion en

calor. Estos filtros absorben una parte de las radiaciones contas, y refleja la otra
parte con una longitud de onda superior a 380 nm, visible o IR, y por tanto,

inofensiva. 4041

a) Filtros de origen sintético:

Son con diferencia lo mas activos. Absorben la radiacion solar ultraviolefa,

actuan captando la energia incidente y transformandola en otro tipo de energia

con una longitud de onda diferente, que resulta inocua para la piel. Son
moléculas de estructura electronica resonante.®

Cada molécula presenta un espectro de absorcion optimo que permite

clasificarla en: |

o Filtros de espectro estrecho (fotoproteccién UV-B): derivados del acido para-
aminobenzoico (PABA), derivados del acido salicilico, derivados del acido
parametoxicinamico, derivados del alcanfor  bencilidénico, acido
fenilbencimidazolsulfénico.

e Filtros de amplio espectro (fotoproteccion UV-B + UV-A). benzofenonas,
fenilbenzotriazoles, triazinas, efc

e Filtros de espectro moderado - amplio (fotoproteccion UV-A): derivados de
dibenzoilmetano, derivados del bencilidén alcanfor, fenilbencimidazol.2840.41

b) Filtros de origen natural

Actuan absorbiendo o neutralizando los efectos negativos de las radiaciones

solares en especial, presentan efectos antioxidantes y secuestradores de

radicales libres. Entre los que se encuentran los llamados filtros fitobioldgicos,
los principales grupos de estos agentes son:

¢ Carotenoides: luteina, astaxantina, licopeno, -caroteno, zeaxantina.

» Polifenoles: flavonoides (genisteina, silimarina, equol, quercetina, pycnegenol,
apigenina, etc), resveratrol (fitoalexina polifendlica), acidos hidroxicinamicos
(acido ferulico, acido cafeico), chocolate negro (flavonol), taninos.

» Extractos de plantas: de Polypodium leucotomos (que contiene acido ferulico,
cafeico, vanilicoy clorogénico), de té verde (contiene epigallocatequina), de
brocoli (contiene carotenoides, vitamina C, E y flavonoides), de Equinacea

(contiene alcamidas, acido cafeico), de Punica granatum “granada” (contiene
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antocianidinas, taninos hidrolizables), de Trifolium pretense “tréebol rojo” entre
otros.

« Aceites: aceite de oliva, aceite de coco y aceite de sésamo.

e Vitaminas y mezclas con vitaminas: vitamina C (acido ascorbico), vitamina E
(a- tocoferol), vitamina D.

» Acidos grasos poliinsaturados: acido araquidénico, acidos grasos omega-3 y
omega-6.

o Otros: SOD, ubiguinona o Q10, cafeina, etc 28404

2.7.2. Mecanismo de Accién: _

En su mecanismo de accion se utilizan dos procesos; el de dispersion y

absorcién. Los fotoprotectores tienen sustancias que actlan mediante ambos

mecanismos:

« Absorcion y filtracion de la radiacion UV: en la superficie del estrato
corneo a fin de prevenir su penetracion. La absorcién implica la incorporacién
de energia (rayos UV) en la estructura del protector; los fotones son
absorbidos hasta alcanzar la piel y conducidos en forma de calor. Lo que
conlleva a inactivacién o destruccion de los radicales libres y especies
reactivas del oxigeno que se produzcan en la piel expuesta

o Dispersion y reflexiéon de las radiaciones: ocurre cuando los rayos UV
chocan contra una pelicula o pantalla que desvia su trayectoria, lo cual
permite que se disipe en el entorno 284043

2.8. FACTOR DE PROTECCION SOLAR

El Factor de Proteccion Solar (FPS) o indice de proteccion (IP) nos da la idea del

tiempo que se puede permanecer expuesto al sol sin riesgos de quemaduras y

por tanto indica la proteccion frente al UVB.

DEM o Dosis Eritematica Minima: dosis efectiva de radiacion UV que produce

enrojecimiento observable de la piel sin exposicion previa.

Es la relacion entre el tiempo de exposicion necesario para producir eritema con
proteccién y sin proteccion. Este factor adimensional representa la cantidad de
veces que se extiende el tiempo de exposicion solar al usar proteccion.

Matematicamente,

DEM ., proteccion solar

FPS =

DEMsﬁ!praterciéﬂ solar
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Donde:

DEM: julios/cm?, en la practica corresponde al tiempo de aparicion de eritema.
Asi, si una persona sin proteccion que posea un tipo de piel para el cual en 15
minutos puede comenzar a iniciar un eritema, con FPS de 10 (que puede
lograrse con productos quimicos aplicados sobre la piel o protecciones externas
como ropa adecuada, sombras artificiales o naturales, etc.). Estara protegido por
10 veces mas, es decir unos 150 minutos (dos horas y media).*' 42

2.9. CREMAS

Las cremas cosméticas son preparadas emulsionados de constitucién pastosa
destinadas al cuidado y embellecimiento de la piel. Quimicamente estan
constituidas por una base que contiene cuerpos grasos, agua, agentes
emulsificantes, humectantes y aditivos de diferente naturaleza. De manera
general estan destinadas a ser aplicadas, ya sea directamente al organismo
cutaneo o a servir de vehiculo a diferentes principios activos que van a producir
efectos especiales. EI método seguro de preparar las cremas, consiste en
producir emulsiones, afadiendo la fase interna a la fase externa.**

2.9.1. Cremas A/O:

Se obtienen por adicion de agua o soluciones acuosas a las bases de absorcion:
en ellas, la fase acuosa queda emulsionada como fase interna. Su consistencia
es variable y depende de los componentes de ambas fases. Frecuentemente se
les denomina cremas grasas, debido a la sensacién untuosa que, clasicamente,
estos preparados producen al ser preparados, dejando la piel grasa vy
brillante 4445

2.9.2. Cremas O/A:

Son bases emulgentes O/A adicionados o no de componentes auxiliares
(humectantes, estabilizantes, conservantes, etc.) en las que se emulsionan
diversas cantidades de agua o soluciones como la fase externa. Son preparados
lavables, adherentes a la piel y tienden a desvanecerse una vez aplicados
debido a la evaporacion de su contenido acuoso, que puede ser muy elevado. La
piel queda con un aspecto mate habitual tras la aplicacion de estas cremas

evanescentes. 4445
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2.10. MARCO LEGAL:
El presente trabajo de investigacién titulado Actividad fotoprotectora de la crema

elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Safureja brevicalyx

Epling “wayra mufa”. Ayacucho - 2012 que implicé la utilizacion de ratones

Balb/C (animales de experimentacién) se desarrollé en forma humanitaria

(respeto por la vida, el dolor o el sufrimiento, afecto y gratitud)*® en el marco del

cumplimiento de los siguientes principios éticos y normas legales:

Codigo de Nuremberg: cualquier experimento hecho en seres humanos “debe
ser disefiado y basado en los resultados de una investigacién animal”.*’
Principio de las tres R de la experimentacion humanizada para con los
animales por Russell y Burch: reducir, reemplazar y refinar.“®

Declaracién de Helsinki: toda investigacién en humanos “debe estar basada

en experimentacién con animales cuando sea necesario”, reconociendo que

debe existir el debido respeto por los mismos, cuidando su bienestar.*®
Normas del Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas
y la Organizacion Mundial de La Salud: las consideraciones éticas son tan
importantes para los humanos como para los vertebrados no humanos.*®
Pautas Eticas Internacionales del Consejo Internacional de Organizaciones
Médicas (CIOM) para investigacion Biomédica con animales: sefialan los
criterios éticos que deben seguirse en el manejo y cuidado de los animales
experimentales.*’

Cadigo Deontologico del Colegio Médico Veterinario del Peru: la investigacion
con animales vivos deben basarse en las normas cientificas aceptadas
comunmente y el sufrimiento fisico y/o estrés debe ser minimo, evitando su
sufrimiento. La experimentacion que pueda suponer riesgos o molestias para
los sujetos solo debe realizarse cuando no existan procedimientos
alternativos de eficacia comparable®

Ley Nro. 30407 de Proteccion y Bienestar Animal: toda investigacion con
animales debe realizarse en centros de educacion superior 'y centros
especializados y debe estar basada en buenas practicas de manejo,

bioseguridad y bioética. *'
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION
El presente trabajo de investigacién se realizé en el Centro de Desarrollo,
Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga y en el
Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, durante los meses de abril del 2012
a abril del 2013.
3.2. MATERIALES
3.2.1. Poblacion
Plantas de Satureja brevicalyx Epling “wayra muna” que crecen en el Centro
Poblado de Anchacchuasi, distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho, a 3 650 m.s.n.m.
3.2.2. Muestra
La muestra estuvo constituida por 1 Kg de hojas secas de Satureja brevicalyx
Epling que fueron recolectadas al azar en el mes de abril del 2012 en horas de la
mafana. _ ;
La identif'fcacic’m. y clasificacion de la planta se realizé en el Herbarium
Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biblégicas de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga.
3.2.3. Material biolégico
Cuarenta ratones albinos Balb/C, machos de aproximadamente 20 a 25 g. de
peso, adquiridos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Los cuales fueron ambientados hasta su

utilizacion con alimento balanceado y agua a libertad.
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3.3. METODOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.3.1. Recoleccion y Preparacion de la muestra

La muestra recolectada se lavo y desinfecté con solucion de hipoclorito de sodio
al 0,1%. El secado se realizd a temperatura ambiente, en un lugar con buena
ventilacion, cambiando el papel de soporte y removiendo el vegetal cada 24
horas, para evitar su descomposicidén, por un periodo de siete dias. Las hojas
secas se seleccionaron y fueron reducidas de tamafio con un molino de
cuchillas. La muestra recuperada del molino fue un polvo de color verde oscuro.
3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohdlico e identificacion de
compuestos quimicos

Se obtuvo aproximadamente 600 g de muestra seca y molida, que se llevo a
maceracion en un agitador mecanico (mezclador de solidos modelo cilindro), la
muestra se cubrié con alcohol de 50° hasta que este quede 3.-.5 cm por encima
de ella, se cubri¢ el orificio de salida con gasa y algodon. Se maceré durante
24h, luego del cual se abrio la llave de salida del agitador mecanico dejando salir
el percolado a razon de 20 gotas por minuto(se percold cuatro veces). Los
extractos obtenidos se llevaron a bafioc maria a una temperatura de 50 °C para
eliminar el alcohol, que fueron controlados con un alcoholimetro.

La identificacion de los principales compuestos quimicos (metabolitos
secundarios) presentes en el extracto hidroalcohodlico de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling se realizé seguin lo descrito por Miranda y Cuellar.5?

3.3.3. Obtencién del extracto atomizado

El extracto libre de alcohol fue secado por el atomizador mini Spray Dryer B-290,
con un flujo de aire y alimentacién en paralelo, a una temperatura de entrada de
aire de 150 °C y una temperatura de salida de 67 °C. El flujo de aire de
atomizacion se mantuvo en 40 ml/h, el aspirador en 100% y el bombeo para el
ingreso de muestra al atomizador en un 30%.

El extracto atomizado obtenido fue de 135 g y se colocé en un recipiente
herméticamente cerrado, pues el extracto atomizado es muy higroscopico.

3.3.4. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado
a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Olor: Se tomo cantidad suficiente de muestra con una tira de papel secante,
para luego percibir y determinar el tipo de olor.

Los términos para describir los olores de la droga son: aromatico, aliaceo,

alcanforado, nauseabundo, desagradable, a especia, entre otros.
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Color: Se coloco cantidad suficiente de muestra en un tubo de ensayo, se
observé y se determind el tipo de color.>
Sabor: Se colocd cantidad suficiente de muestra en una luna de reloj, para luego
hacer contacto con la lengua y determinar el tipo de sabor (duice, amargo, acido,
salino, astringente, punzante, nauseabundo, aromatico, etc.). %
b) Determinacion de pH
El pH de la muestra se determiné utilizando el potenciémetro.
c¢) ldentificacion de compuestos quimicos
La identificacién de compuestos quimicos (metabolitos secundarios) del extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra munia” fueron
realizadas segln los procedimientos descritos por Miranda y Cuellar.
" d) Solubilidad

Se coloco un gramo de extracto atomizado en un tubo de ensayo y se afiadié un
mililitro de disolvente (agua, alcoho! o cloroformo), se agité y se observé. Si la
muestra no se disuelve aumentar el disolvente a 10 ml y asi sucesivamente para
30 ml, 100 ml, 1000 ml y mas de 10 L.

e) Cenizas totales

Se pesé 2,5 g de muestra en un crisol de porcelana previamente tarado. Se
calentd suavemente la muestra aumentando la temperatura hasta carbonizar y
posteriormente se incineré en una mufla a una temperatura de 700 a 750 °C,
durante dos horas. '

Se enfrio el crisol en un desecador y se peso, repitiendose el proceso hasta que
dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0,5 mg por g (masa constante).
Para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento y pesada son
de 30 min. Si el residuo presenta trazas de carbdn, se le afiaden unas gotas de
solucion de peroxido de hidrogeno concentrado, acido nitrico o solucion de
nitrato de amonio al 10% m/v y se calienta hasta evaporar los solventes. Al
enfriar el crisol el residuo es de color blanco o casi blanco.*

Calculo:

c ~ M 100
—T 6)

Donde:

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.

M = masa del crisol vacio (g)

25



M; = masa del crisol con la porcion de ensayo (g)

M: = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matematico para los calculos.

f) Determinacion del contenido de humedad

Se peso 2 g de muestra y se transfirié a una capsula de porcelana que fue
previamente tarada y secada, seguidamente se deseco a 105 °C durante tres
horas. Transcurrido el tiempo la capsula fue retirada y colocada en el desecador
hasta que se enfrie para luego ser pesada. La muestra fue colocada nuevamente
en la estufa durante una hora, volviéndose a pesar, hasta obtener una masa

constante 5

Calculo:

Hg =2~ M 100 (96)
=— x

&=, -m (%

Donde:

Hg = Pérdida en peso por desecacion.

M: = masa de la capsula con la muestra de ensayo (g).

M: = masa de |la capsula con la muestra de ensayo desecada (g).

M = masa de la capsula vacia.

100 = factor matematico.

g) Determinacién de sustancias solubles*

Se pesd exactamente 5 g de muestra y se transfirié a un matraz de Erlenmeyer
de 250 ml; se anadid 100 ml del disolvente, se tapd y se agitd durante 6h,
dejandose en reposo hasta el dia siguiente; se agité 30 min, se dejé reposar
alrededor de media hora mas y se filtré por papel. Se tomé una alicuota de 20 mi
que se transfirio a una capsula previamente tarada. Se evaporé sobre bano de
agua, se deseco en estufa a 105 °C durante 3 h, se enfrio y se peso.5

Calculo:

_ Rx 500
M x (100 — H)

x 100 (%)

Donde:
S = Sustancias solubles.

H = Humedad de la muestra (%).
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500 y 100 = Factores matematicos para los calculos.

R = Residuo de la muestra (g).

M = Masa de |a muestira (g).

3.3.5. Formulacion y elaboracién de la crema fotoprotectora

Tabla 2. Formula de las cremas elaboradas a base de extracto atomizado de las

hojas de Satureja brevicalyx Epling. “wayra muna®. Ayacucho - 2012.

100,0  100,0

PRINCIPIO ACTIVO Y FORMULAS

EXCIPIENTES 1% 2% 8%  16% BASE

Extractc atomizado de wayra 10

munfa (1%) ’

Extracto atomizado de wayra 20

mufia (2%) ‘

Extracto atomizado de wayra

munfa (4%)

Extracto atomizado de wayra 80

mufia (8%) '

Extracto atomizado de wayra 16.0

mufa (16%) ’

Metilparabeno 0,0125 0,0125 0,0125 0,0125 00125 0,0125

Propilparabeno 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075

Vaselina liquida 50 50 50 50 50

Propilenglicol 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Cera Lanette N 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Alcohol cetilico 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0

Agua destilada csp 100,0 100.0 100,0

Método de eiaboracion de cremas

Formacién de la fase oleosa: Se colocd en un vaso de precipitado provista de

bafio Maria: cera lanette N, vaselina liquida y alcohol cetilico, se fundié a 70 °C

bajo agitacidén moderada.

Formacién de la fase acuosa: Sobre un vaso de precipitado provista de bafio

Maria se coloco: propilenglicol, metilparabeno, propilparabeno y agua purificada,

se fundié a 70 °C bajo agitaciéon moderada.

Formacioén de la emulsion final: una vez que los ingredientes fueron totaimente

disueltos en sus respectivas fases y manteniendo Ilas correspondientes
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temperaturas, se incorpord lentamente bajo agitacién moderada la fase acuosa
sobre la fase oleosa, evitando la formacion de burbujas, hasta lograr una
emulsion completa e incorporo el extracto atomizado, luego se retird el recipiente
de la fuente de calor y se sigui¢ agitando lentamente hasta su enfriamiento.
Finalmente se colocd las cremas en envases fimpios y secos para sus
respectivos ensayos.*'

3.3.6. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos y biolégicos de la
crema fotoprotectora

a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Color: Se pest un gramo de muestra sobre una luna de reloj y se colocé sobre
un fondo blanco determinando el tipo de color.*’!

Olor: Se tomé aproximadamente 0,5 g de muestra con el dedo indice de la mano
derecha y se extendi6 en el dorso de la mano izquierda con ligera presion,
determinando el tipo de olor.*!

Consistencia aparente: Se pes6 4 g de la muestra en un pequefio vaso de
precipitado y se agité con una varilla de vidrio para determinar si la emulsion
sufria una alta, moderada o ninguna resistencia. Esto se realizé para determinar
si se trataba de una emulsién liquida, semiliquida, cremosa o altamente
cremosa.*!

Evanescencia, poder refrescante: Se colocé un gramo de muestra en el dorso
de la mano y se observé si la crema se evaporaba rapidamente o se mantenia
en la mano.*'

Homogeneidad: Se realizé una extensién de la muestra sobre un porta objeto y
se situd encima de una superficie negra, luego se procedié a visualizar con una
lupa.*!

Determinacion de pH: Se colocé 2 g de muestra en un vaso de precipita'do, se
agrego 30 ml de agua destilada, se agitdé y se midio el pH. Asi determinamos si
la emulsion es alcalina o basica.*’

b) Identificacién de compuestos quimicos

Los metabolitos secundarios de las cremas elaboradas con el extracto atomizado
se realizaron segun los procedimientos descritos por Miranda y Cuellar.®!

c) Determinacién del tipo de emulsién o signo de emulsién

Método de dilucién: En dos tubos de ensayo se colocé 1 a 5 ml de emulsion, a
uno de ellos se agregd 5 ml de agua y al otro 5ml de alcohol, se mezcl6 y se

observé.
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El tubo que presenta un aspecto homogéneo indica la fase externa de la
emulsion, es decir, si presenta una dispersion homogénea en agua la fase
externa es acuosa (O/W) y si es homogénea en vaselina o alcohol la fase
externa es oleosa (W/Q).*! '

Meétodo de los colorantes: En dos laminas portacbjetos se colocé uno o dos
gotas de emulsién, a uno de ellos se adicion¢ azul de metileno (solucion acuosa
concentrada) y a la otra sudan Il (solucién oleosa), se mezclo y se llevo al
microscopio para su observacion.

Cuando el colorante es soluble en la fase externa se observa un campo
uniformemente coloreado (azul de metileno = color azul y sudan Il = color rojo) y
puntos incoloros refringentes de la fase interna. Asi mismo, cuando el colorante
es soluble en la fase interna (globulos) se observara puntos coloreados con el

correspondiente colorante y el resto del campo incoloro.*’

. d) Determinacién del indice de extensibilidad

Para realizar el ensayo se utilizé dos placas de cristal (10 x-10 cm) entre las
cuales se colocd dos gramos de crema (se trabajé a una variacion de
temperatura de + 0,5 °C).

Se coloco la placa inferior de cristal sobre una hoja de papel milimetrado, se
recuadrd la placa y se frazaron las -diagonales para colocar la muestra del
preparado sobre el punto de interseccidén. Se pesd la placa superior y se situd
sobre la inferior. Pasado un determinado tiempo (1 minuto), y por efecto de la
presion, la preparacién se extendid de forma aproximadamente circular, se anoté
los valores de los dos diametros y se calculé el diametro medio. A partir de éste,
se calculo la superficie del circulo formado.

Se repitio esta operacién con sucesivos pesos (50, 100, 200 y 500 g) colocados
en el centro de la placa.

Representar la extensibilidad en cm? (irea = (d2xw)/4) frente a los pesos

empleados.*’

e) Determinacion de la irritabilidad dérmica primaria

Se emplearon seis conejos albinos, cuyos pesos oscilaban entre 2 y 2,5 kg. Se
depil6 el dorso de los animales con una crema depiladora aproximadamente 10 x
10 cm de area. Veinticuatro horas después de haber preparado la piel, se aplico
0,5 g de crema sobre el dorso del animal, se cubrid con una pequefia gasa y se
fijo en el dorso con esparadrapo y venda elastica para prevenir el acceso del

animal al sitio de aplicacion de la crema. La crema fue aplicada en dosis Unica.
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Transcurrida cuatro horas, se procedié a retirar la gasa. El periodo de
observaciéon fue de 72 h, vigilando especiaimente la aparicion de signos de
edema y eritema. Las respuestas de la piel se evaluaron a las 1, 24, 48 y 72
horas mediante la escala de valores descrita por Draize para la evaluacion de las

lesiones de la piel.*!

Tabla 3. Escala de indice de irritabilidad dérmica primaria.

Categoria de la reaccion Puntuacion promedio

Insignificante De0a04.
Leve De0,521,9.
Moderada De2a4,9.
Grave De5a8.

3.6.7. Evaluacién de la actividad fotoprotectora de la crema:
La evaluacion de la actividad fotoprotectora de la crema se realizara
determinando su Factor de Proteccién Solar (FPS), segun el método COLIPA
(The European Cosmetics Association) in vivo basado en el método de Shulze,
con algunas modificaciones.
Fundamento: este método evalua la actividad fotoprotectora de la muestra a
ensayar mediante el calculo del FPS, denominado asi al numero de veces que la
muestra, con posible actividad fotoprotectora, al ser aplicada tdpicamente
aumenta la capacidad de defensa natural de la piel, frente a la aparicién de
eritema o enrojecimiento previo a la quemadura, como consecuencia de la
exposicion a radiaciones ultravioletas de tipo B. En la practica para hallar el FPS
se debe medir el tiempo necesario para que las radiaciones UV produzcan
eritema en la piel protegida y en la de una sin proteccién, lo que corresponde a la
Dosis Eritematosa Minima (DEM).*1
Se debe tener en cuenta que la definicion sélo indica la capacidad de proteccion
frente a los efectos de las radiaciones UVB y no frente a los otros producidos por
la UVA.* |
Procedimiento Experimental:
Se utilizaron 40 ratones de experimentacion, los cuales se distribuyeron al azar
en ocho grupos de trabajo de cinco ratones cada uno segun disefo
experimental, ver Anexo 13. Los animales de cada uno de los grupos se
identificaron con sus colores respectivos. )
Los animales se separaron en jaulas de acero inoxidable, con libre acceso al

bebedero con agua. Cuarenta y ocho horas antes de iniciar el ensayo, se les
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depilé el lomo con un depilador comercial (para pieles y zonas sensibles). Como
fuente luminica se utilizd una {ampara Osram Ultra Vitalux 300 (UVA - UVB).
Entre 15 a 20 minutos antes de someterlos a la radiacion UV, se les aplico con
una jeringa de 1 cm?® la crema (2,0 mg x cm? de piel) uniformemente, en el lomo
depilado de los animales que conforman los grupos respectivos. Se colocd cada
uno de los cinco ratones gque conforman un grupo en la camara de tratamiento
ultravioleta, con libre movimiento todo el tiempo que permanecieron expuestos a
fa radiacién UV. La distancia entre la lampara y los animales fue de 30 cm.

El tiempo que permanecieron expuestos a la radiacién UV fue variable
(intervalos de exposicion de 15 minutos) y dependid de la aparicion de ligero
eritema o enrojecimiento de la piel del animal, lo que expresa en la practica la
DEM. Este valor fue anotado para posteriores célculos del FPS de la crema
respectiva.

inmediatamente después de determinar la DEM, se retiré a los animales de la
exposicién a la radiacion UV y se les retornoé a sus jaulas respectivas.
Finalmente los animales fueron observados macroscopicamente
minuciosamente en 7 momentos: al 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias después de la
exposicion 384158

Calculo del FPS: para determinar la actividad fotoprotectora frente a radiaciones

UVB, se utilizara la siguiente férmula:

Tiempo de aparicionde DEM con proteccion
Tiempo de aparicidtnde DEM sinproteccion

FPS =

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos estan organizados en una matriz para calcular la media y la desviacion
estandar, asimismo, estan graficados en forma de histogramas y barras.

La significancia estadistica entre las diferentes cremas esta determinada
mediante el analisis de varianza y la prueba de Duncan con un nivel de

confianza de un 95 %.
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Tabla 4. Principales metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcoholico de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa”.

Ayacucho - 2012,

Metabolitos ' . g
. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios - e ;
. _ Fluorescencia verde
Catequinas Catequinas + )
carmelita
Lactonas Baljet + Color rojo
Espuma de 3mm de altura
Saponinas Espuma + y persiste por mas de 2
minutos
Fenoies ylo o L
. Cloruro Férrico +++ Coloracion rojo-vino
taninos -
Fiavonoides Shinoda 4+ Coloracion naranja
. Reaccion con y _
Flavonoides o 4+ Coloracion naranja
alcalis
. Reaccion con ) .
Flavonoides +++ Coloracion amarilla
H2SO4 conc.
Triterpenos Liebermann - B
. + Coloracién rosada
yl/o esteroides Burchard

Leyenda:
(+) . Escasa
{++) : Moderada

(+++) : Abundante
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Tabla 5. Parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de las hojas de

Satureja brevicalyx Epling “wayra muna”. Ayacucho - 2012.

Parametros Ensayos Resultados
Coilor Beige
Olor Sui generis
Organolépticos g
Sabor Amargo
Aspecto Polvo fino homogéneo
Agua Facilmente soluble
Solubilidad Cloroformo Poco soluble
Etanol Insoluble
pH Potenciometria 5,40
Humedad Perdida por desecacion 4,80 %
Sustancias solubles Sustancias extraibles 30,20 %
Cenizas Cenizas totales 1,59 %
% Rendimiento 22.5%
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Tabla 6. Metaboiitos secundarics presentes en el extracto atomizado de las
hojas de Satureja brevicalyx Epling. “wayra mufa”. Ayacucho - 2012.

Metabolitos

) Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
. _ Fluorescencia verde
Categuinas Catequinas + _
carmelita
Lactonas Baljet + Color rojo
Espuma de 3mm de
Saponinas Espuma + altura y persiste por mas
de 2 minutos
Fenoles y/o taninos  Cloruro Ferrico +++ Coloracion rojo-vino
Flavonoides Shinoda +++ Coloracion naranja
. Reaccion con B .
Flavonoides o e+ Coloracion naranja
: alcalis '
. Reaccion con B .
Flavonoides +++ Coloraciéon amarilla
H2S04 conc.
Triterpenos ylo Liebermann - B
) + Coloracion rosada
esteroides Burchard
Leyenda:
(+) . Escasa

(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 7. Caracteristicas organolépticas y pH de las cremas elaboradas a base
del extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling. “wayra mufna”.

Ayacucho - 2012,

Parametros Ensayos Resultados
Crema base Blanco
Crema 1% Beige
Crema 2% Pardo
Color
Crema 4% Pardo oscuro
Crema 8% Marrén
Crema 16% Marrén oscuro
Organolepticos - —
Olor Cremas Sui generis
Evanescencia, Alta evanescenciay
Cremas
poder refrescante poder refrescante
Consistencia
Cremas Cremosa
aparente
Aspecto Crema Homogéneo
Crema base 7,35
Crema 1% 6,35
Crema 2% 6,16
pH
Crema 4% 5,93
Crema 8% 5,65
Crema 16% 5,43
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Tabla 8. Metabolitos secundarios presentes en las cremas elaboradas a base del
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra muna”.
Ayacucho - 2012.

Metabolitos a - Resultados

_Ensayos
- 1% 2% 4% 8% 16%  Base

secundarios

Catequinas Catequinas - - + + + .
Fenoles ylo o
. Cloruro Férrico + ++ ++ ++ +4+ -
taninos
Flavonoides Shinoda + ++ ++ ++ T+ .
. Reaccidn con
Flavonoides o + ++ ++ ++ 44+ =
alcalis
. Reaccion con
Flavonoides + + ++ ++ ++ =
stont conc.
Triterpenos y/lo  Liebermann -
- - + + + -
esteroides Burchard
Leyenda:
() : Ausente
(+) : Escasa
(++) : Moderada

(+++) :Abundante
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Tabla 9. Tipo de emulsion de la crema elaborada a base del extracto atomizado
de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa®. Ayacucho - 2012.

Meétodo Solvente Resultados
Homogéneo
Agua purificada Soluble
Dilucién (Emulsion O/W)
_ Heterogéneo
Alcohol etilico
Insoluble
. Fase externa color azul
Solucién de azul de
Fase interna incolora
metileno
Colorantes : (Emulsién O/W)

Solucién de Sudan il

Fase externa incolora

Fase interna color rojo
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Figura 3. Variacion de la extensibilidad en funcion del peso aplicado a las
cremas elaboradas a base del extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra muna”. Ayacucho - 2012.
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Tabla 10. Evaluacion de la irritabilidad dérmica primaria segun la escala de .
Draize de las cremas elaboradas a base del extracto atomizado de las hojas de
Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa”. Ayacucho - 2013.

Resultados
Parametro Férmula 24 Horas 72 Horas
Er. Ed. Er. Ed.
i ; Crema base 0 0 0 0
Crema 1% 0 0 0 0
. . Crema 2% 0 0 0 0
Irritabilidad dérmica
primaria
Crema 4% 0 0 0 0
Crema 8% 0 0 0 0
Crema 16% 0 0 0 0
Leyenda:
Er. : Eritema.
Ed.: Edema.
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Figura 4. Valores promedios del tiempo de aparicion de la DEM (Dosis
Eritematosa Minima) frente al empleo de cremas elaboradas a base del extracto
atomizado de las hojas de Saturgja brevicalyx Epling “wayra muha” e
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V. DISCUSION
Las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa” se recolectaron vy
seleccionaron en el Centro Poblado de Anchacchuasi, distrito de Vinchos,
provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho a 3 300 m.s.n.m.
En la Tabla 4 se observa que los principales metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcohdlico son catequinas, lactonas, saponinas, triterpenos
y/o esterdides, las cuales se encuentran en cantidades escasas, mientras que la
presencia de flavonoides, fenoles y/o taninos son abundantes en comparacion a
lo sefialado por Soto'®, quien reporta la presencia moderada de metabolitos. La
diferencia se puede atribuir a la concentracién de alcohol (50°) utilizada para la
extraccion, a la zona y/o temporada de recoleccién de la planta en estudio.
La Tabla 5 muestra un 22,5% de rendimiento, es decir de 600 g de hojas secas
de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” se obtuvo 135 g de extracto
atomizado, es relevante sefialar que para la realizacion del secado del extracto
hidroalcohdlico por el atomizador mini Spray Dryer B-290; éste se concentro
hasta presentar un contenido de sélidos totales de al menos 30%°; y ademas se
evaporo el alcohol previamente; ya que el proceso no es utilizable con solventes
inflamables.®’
En cuanto a los parametros fisicoquimicos se determind que el extracto
atomizado presenta un color beige, olor sui generis, sabor amargo y polvo fino
homogéneo. El extracto es faciimente soluble en agua, poco soluble en
cloroformo e insoluble en etanol. Tiene pH acido de 5,40. La humedad es 4,80%,
valor que se encuentra dentro de lo recomendado por Palomino,' quien indica
que para una buena conservacién el contenido de humedad debe ser inferior al
10% y asi evitar el crecimiento de bacterias y hongos, ademas ayuda a expresar
la Qaioracién de los principios activos referidos a materia seca. Adicionalmente,
debido a que el extracto en polvo es muy higroscépico requiere ser almacenado

en un recipiente de sellado hermético y protegido de la humedad. Por ultimo, el
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porcentaje de sustancias solubles es de 30,20% y las cenizas totales es de
1,59%.
La Tabla 6 muestra los metabolitos secundarios presentes en el extracto
atomizado: catequinas, lactonas, saponinas, fenoles, taninos, triterpenos y/o
esteroides, identificados segin lo descrito por Miranda y Cuellar.®?
Comparandose con la Tabla 4 se demuestra lo descrito por Valverde®’, quien
indica que el proceso de secado por atomizacién es recomendable para
sustancias termolabiles capaces de resistir altas temperaturas durante un tiempo
corto (fracciones de segundo); ya que, no se pierden los metabolitos secundarios
responsables del efecto farmacolégico, principalmente los fenoles y flavonoides
que en muchos estudios reportan su uso como fotoprotectorés naturales, debido
a su efecto antioxidante.
En la Tabla 7 se observa que las cremas elaboradas presentan una buena
caracteristica organoléptica, en ellas se aprecia que el color de las cremas
dependen de la concentracion del extracto atomizado de “wayra mufa”, la crema
base es de color blanco, la crema al 1% es beige, la crema al 2% es pardo, la
crema al 4,0% es pardo oscuro, la crema al 8,0% es marrén y la crema al 16,0%
es marron oscuro. Tienen un olor graso caracteristico debido a la presencia de
vaselina y alcohol cetilico. Presentan una alta evanescencia y poder refrescante
requisito indispensable en una crema cosmética segun Molinero y Garcia.®®
Ademas de presentar una apariencia cremosa, es 'homogénea, lo cual
demuestra la compatibilidad que existe entre el extracto atomizado de “wayra
muna” y los excipientes.
Los resultados del pH de las cremas son: la crema base tiene un bH neutro de
7,35 y las cremas que contienen extracto atomizado dentro de su formulacion
presentan un pH acido que aumenta segun el incremento de la concentracion de
extracto hidroalcohélico atomizado en la crema. Segun Harry®® las emulsiones de
tipo O/W son inestables a un pH inferior a 5,0, para Rodriguez®® es necesario
tener en cuenta que el pH de las cremas para uso farmacéutico y cosmético de
aplicacion topica se deben ajustar a un pH entre 4 - 6; en ese intervalo varia el
pH de la piel. Diferentes estudios han demostrado que el pH del vehiculo, asi
como el pH de la piel son importantes para la penetracion y difusion de las
drogas en las diferentes capas de la piel. Por otro lado, Orlandini®' refiere que
cuando el pH de la superficie de la piel es mas alcalina, se produce prurito y

dermatitis de caracter inespecifico, las que se evitan con la formulacién de

48



ot .

cremas con pH similares a la piel. De acuerdo a lo mencionado, podemos
precisar que el pH de las cremas al 1%, 2%, 4%, 8% y 16% de extracto
atomizado de “wayra mufna” se encuentra dentro de los rangos permisibles para
la piel y por tanto su aplicacion tépica no poseen ningun riesgo para la salud.
Otro de los principales parametros a ser evaluados es la identificacion de los
principales metabolitos presentes en la crema elaborada a base del extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling responsables del efecto
fotoprotector en estudio. La Tabla 8 muestra la presencia de fenoles, taninos,
catequinas, flavonoides, triterpenos y/o esteroides en la crema, observandose
gue algunos metabolitos se encuentran disminuidos en comparacion con el
extracto atomizado de “wayra muna”, debido a que las cremas fueron elaboradas
con un pequerio porcentaje de extracto atomizado (1%, 2%, 4%. 8% Y 16%).

La Tabla 9 muestra el tipo de emulsion: por el método de dilucién las cremas en
estudio son solubles en agua y presentan un aspecto homogéneo, es decir, la
fase externa es acuosa, lo cual indica que se trata de una emulsion O/W. Del
mismo modo, el método de los colorantes muestra que al adicionar azul de
metileno todo el campo se colorea uniformemente de azul con algunos puntos
incoloros, debido a que el azul de metileno es hidrosoluble, mientras que al
adicionar Sudan Il se observa un campo incoloro con puntos de color rojo,
debido a que el colorante es liposoluble. Por tanto concluimos que la crema es
una emulsién tipo O/W.

Guevara® menciona que, las emulsiones tipo O/W son recomendadas en casos
de piel normal o presencia de ligera resequedad ya que las gotitas oleosas de la
preparacion se sitian dentro de la fase acuosa, se absorben rapidamente en la
piel sin dejar un rastro oleoso, la parte acuosa se evapora generando un efecto
refrescante, la fase oleosa engrasa levemente la piel y son solo levemente
oclusivas. '

En un estudio de formulacidon de cremas farmacéuticas o cosméticas es
necesario evaluar el comportamiento reolégico por su influencia en la estabilidad
y en la textura como menciona Signorelli.®® En este estudio se considera el
indice de extensibilidad, parametro que proporciona una medida del umbral de
deformacion del sistema, y se representa en la Figura 2 donde se observa que la
extensibilidad es aproximadamente proporcional al peso aplicado (a mayor peso,
mayor extensibilidad), llegando a un punto donde al aplicar mayor peso la

extensibilidad es constante, la figura 2 muestra que la crema al 1% tiene mayor
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extensibilidad cuando se aplica 500 g de peso, dando como resultado 70,21 cm?,
seguido de la crema al 2% con 67,08 cm?, la crema al 4% con 63,64 cm?, la
crema al 8% con 59,51 cm? y la crema al 16% con 54,54; estos comportamientos
se deben a que las formulaciones tienen diferentes cantidades de agua vy
extracto atomizado en su composicion (ver Tabla 2).

Rodriguez® menciona que dentro del campo de la toxicologia experimental se
encuentra la toxicidad aguda que incluye el test de irritabilidad dérmica descrito
por Draize, esta prueba brinda informacién sobre los efectos adversos que
pueden observarse luego de la aplicacion dérmica del producto y ofrece datos de
toxicidad inicial para fines de estudios posteriores de toxicidad cronica y
subcrénica déermica del producto; de La Tabla 10 muestra los resultados de la
irritabilidad dérmica de las cremas elaboradas a base del extracto atomizado de
las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” a las 24 y 72 horas. En
este intervalo de tiempo no se observd ningun tipo de eritema ni edema, por
tanto, el resultado de irritabilidad dérmica primaria de la crema a las diferentes
concentraciones es igual a cero. Aplicando la escala de Draize se clasifican a las
cremas como no irritantes.

Para determinar la actividad fotoprotectora se utilizé el método COLIPA (The
European Cosmetics Association) in vivo;; basado en el método de Shulze, que
describen Coba® y Navarro*', el cual se basa en la aparicién de la Dosis
- Eritematosa Minima (DEM). El método internacional de COLIPA segun Balaguer
y Montero® constituye actualmente el método de evaluacién mas moderno, serio
y riguroso de todos los existentes. 7 oat

La Figura 4, muestra la variacion de la aparicion de la Dosis Eritematosa Minima
(DEM) de los diferentes tratamientos ensayados, donde se expresa el tiempor
necesario para que se produzca un ligero eritema, de acuerdo a las escala
determinada en el test colorimétrico (enrojecimiento superficial debido a la
vasodilatacion), producto de la radiacion UV-B emitida por la lampara o
simulador solar lampara Osram Ultra Vitalux 300 (UVA — UVB); a mayor tiempo
de aparicion de la Dosis Eritematosa Minima (DEM) significa que la crema
elaborada a base de extracto atomizado de las hojas de ‘Satureja brevicalyx
Epling “wayra muna” presenta mayor Factor de Proteccion Solar (FPS) y por
ende, protege a la piel de las lesiones producidas por la radiacién UV-B;
comparando esta actividad frente a un patrén como la crema fotoprotectora

ISDIN®ULTRA 90 de gran aceptacion comercial por su calidad comprobada.
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Considerar lo indicado por Pérez®” respecto al FPS, éste proporciona siempre la
informacion respecto a la radiacion UV-B pero no habla del resto dé radiaciones,
por lo que muchos cientificos prefieren adoptar el término factor de proteccion
eritematico en vez de factor de proteccion solar, dado que en el calculo y la
determinacién del FPS solo se considera la respuesta eritematica frente a la
radiacion UV-B a las 24 horas; lo que se debe tener en cuenta a la hora de
valorar un producto fotoprotector.

En cuanto a la evaluacion del Factor de Proteccion Solar (FPS) de las cremas
- estudiadas la Figura 5 representa los resultados estadisticos obtenidos medianie
la prueba de Duncan, donde se observa que hay diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) entre los resultados de los diferentes tratamientos; siendo
las cremas al 16 y 8% las que presentaron mayor FPS 35 y 27
respectivamente; mientras que la crema al 1% el menor FPS 1,1. Por lo tanto,
se concluye que a mayor concentracion del extracto atomizado de las hojas de
Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” mayor FPS.

Se debe tener presente que los valores 1,1; 1,7; 2,2; 2,7; 3,5 de FPS de nuestras
cremas elaboradas; corresponden a 16,8; 259, 336, 412 y 534
respectivamente; compar‘adas con la crema fotoprotectora ISDIN®ULTRA 90, la
cual tuvo un FPS igual 5,9; lo que nos hace presumir que adaptar el método
COLIPA in vivo basado en el método Schulze a nuestra realidad puede haber
influido en los resultados; por ejemplo el uso de ratones en vez de humanos, los
cuales podrian presentar alguna resistencia en la aparicion de la DEM. También
se debe considerar que la crema fotoprotectora ISDIN®ULTRA 90 es fabricada
en Espafia, y este pais al pertenecer a la Union Europea considera a un
fotoprotector como un cosmético y no como un medicamento (en el Perd también
es considerado como cosm'ético) y la legislacién vigente para la comercializacion
de estos productos considera que los fabricantes de productos cosméticos no se
encuentran obligados a realizarles estudios clinicos para comprobar su eficacia;
por lo cual obtan por estudios in vitro; ademas Castanedo y col % evaluaron el
FPS, mediante simulacién sotar,' de doce filtros solares comercializados en la
ciudad de México obteniendo valores de 22% a 74% menores al FPS indicado
en sus etiquetas respectivas; y advirtieron del riesgo potencial que implica la
sobreestimacion del FPS debido a que ninguno de los filtros evaluados demostrd
la proteccion ofrecida; lo que nos haria suponer una sobreestimacion en el FPS

de la crema ISDIN®ULTRA 90 y que la asignacién numérica del FPS podria
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causar mas confusién que certidumbre en la poblacion; por lo cual se sugiere
que la etigueta deberia incluir inicamente leyendas como baja, moderada y alta
proteccién como en Europa. -

En cuanto a los valores del Factor de Proteccion Solar (FPS) en la presente
investigacion, éste es directamente proporcional a la concentraciéon del extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” presente en
las cremas debido a que contienen flavonoides y compuestos fendlicos,
metabolitos que en multiples estudios han evidenciado su actividad
fotoprotectora; como por ejemplo Violante y col®® evaluaron la actividad
protectora solar mediante analisis in vitro espectrofotométrico desarrollada por
Mansur, de los extractos etandlicos secos ricos en flavonoides, taninos,
antraquinonas y cumarinas de las especies Macrosiphonia velame y Lafoensia
pacari de la sabana de Mato Grosso; en la cual M. velame presenté una
absorbancia maxima en la region del UVB, mientras que L. pacari presento
absorbancia en la regién del UVA. Casagrande y col.”® estudiaron la quercetina,
flavonoide con mayor actividad antioxidante entre los flavonoides; demostraron
que formulaciones topicas conteniendo quercetina inhiben satisfactoriamente el
dafio cutaneo inducido por la radiacion UVB en ratones. Por otro lado Navarro*’
- determino la actividad fotoprotectora (mediante FPS) de una crema a base de
extracto Hidroalcohélico de propoleo de Apis miellifera “abeja” (al 10%, 15%,
20% y 25%) segun el método COLIPA in vivo basado en el método Schulze en
ratas albinas,. La crema al 25% presentd un tiempo de 25,6 min en la aparicidén
de la DEM (dosis eritematosa minima) y un FPS igual a 3,01, concluyendo que
esta actividad es conferida por presencia de taninos y flavonoides en el propéleo
y que a mayor concentracion mejor efecto fotoprotector de la crema, a su vez
Kaur y col.”" evaluaron la actividad antioxidante y fotoprotectora de dos cremas
elaboradas a base de extractro hidroalcohdlico de las semillas de Punica
granatum y los rizomas de Curcuma longa, concluyendo que la crema elaborada
a base de semillas de Punica granatum mostré mayor actividad fotoprotectora y
antioxidante; debido a un mayor contenido de fenoles totales en el extracto,
expresados como equivalentes de acido galico, cuanto mayor es el contenido
fendlico mejor sera el efecto fotoprotector, mientras que Velasco y col.”?
evaluaron la eficacia fotoprotectora de rutina con filtros sintéticos como p-

octilmetoxicinamato y bezofenona-3, llegando a la conclusién que existe
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sinergismo en la elevacién del FPS cuando este flavonoide es asociado con
filtros sintéticos en concentraciones minimas. '

La Tabla 11 presenta las observaciones macroscopicas realizadas a los
animales inmediatamente después de la exposicidén a la radiacion UV y dentro de
los 7 dias posteriores a ésta, durante el primer y segundo dia, las diferencias
encontradas entre los distintos grupos fueron apenas perceptibles, limitandose a
un intenso eritema en los grupos I, HI y IlI; y ligero eritema en los grupos IV, V,
Vi, VIl y VIIL. Una situacion muy distinta se observo, sin embargo en el tercer,
cuarto y quinto dia; las lesiones producidas en los animales del grupo Il y il
fueron muy similares; ya que presentaron eritema intenso y posteriormente
lesiones costro-descamativas en orejas y lomo a diferencia de los grupos IVy V
que presentaron lesiones costro-descamativas al cuarto dia; mientras que el
grupo VI solo presentd eritema moderado seguido de lesiones costricas; con los
resultados obtenidos podemos presumir que los animales sin proteccién
sometidos a la radiacién UV presentaron casi parecida reaccion a los del grupo
ity IV, dado que éstbs fueron protegidos con fas menores concentraciones del
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa” (1%
y 2% respectivamente).

El grupo VIlI (animales con ISDIN®ULTRA 90) sin embargo el primer y segundo
dia mostré eritema apenas perceptible y posterior al cuarto dia mostrd
caracteristicas normales a la piel, lo que se atribuye a los componentes
presentes en su formulacion, en la cual se combinan filtros fisicos y quimicos
gue aseguran una duradera protéccién frente a las radiaciones UV-A, UV-B e IR.
En relacion a los grupos VI y VII (animales tratados con la crema al 8% y 16%
respectivamente) se cbservd que presentaron reacciones similares, a excepcion
que solo el grupo VI presenté lesiones costricas; lo cual denota que las cremas
con mayores concentraciones del extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia” poseen mayor efecto fotoprotector. Al sexto dia
de iniciado el experimento, se observo una remision parcial de las alteraciones,
las cuales fueron desapareciendo en forma gradual hasta resultar practicamente
imperceptibles una semana después.

Los resultados obtenidos permiten demostrar que la especie Satureja brevicalyx
Epling “wayra mufia” tiene una capacidad de absorcion de las radiaciones
solares UV no despreciable, relacionadas quizd, como en otras especies

estudiadas, a cierto nimero de moléculas capaces de absorber los rayos UV-B y
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UV-A; de actividad comprobada. Sustancias como los flavonoides del tipo
kaempferol y derivados de la quercetina e hidroxicinamatos como acido cafeico,
acido ferulico, acido p-cumarico y acido cinamico fueron relacionados en el
estudio realizado por Bonina y col.” al demostrar la actividad antioxidante y
fotoprotectora de extractos metanodlicos liofilizados de Capparis _spinosa.'
Estudios en Brunilla vulgaris y su principal componente fenodlico, el acido
rosmarinico, realizados por Psotova y col.”4, demostraron el efef:to fotoprotector
del extracto dependiente de la concentracion de ésta contra los cambios
producidos en células queratinociticas humanas inducidas por radiacion UVA.
Todo lo anteriormente mencionado queda evidenciado en los estudios realizados
por Ledn™ quien aislé de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” e
identificd mediante espectros UV, IR y corroborado por HPLC los siguientes
acidos fendlicos: el acido rosmarinico, ferulico, clorogénico y cafeico los cuales
demostraron capacidad antioxidante dependiente de su concentracién.
Finalmente a condiciones experimentales la crema elaborada a base de extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling "wayra mufia” ha
evidenciado tener actividad fotoprotectora, siendo la de 16% la que presenta
| mayor actividad fotoprotectora; pero se debe tener en cuenta que esta

fotoproteccion es frente a la radiacion de tipo UV-B.
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VI. CONCLUSIONES
La crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia” presento actividad fotoprotectora.
En el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Satureja brevicalyx Epling
‘wayra mufa’, se identifico la presencia de compuestos fendlicos como
flavonoides, taninos y catequinas; ademas de lactonas, saponinas y
triterpenos y/o esteroides.
El extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra
mufa” presenté un color beige, olor sui generis, sabor amargo, aspecto
polvo fino homogéneo, pH acido, es faciimente soluble en agua, 4,80% de
humedad, 30,20% de sustancias solubles, 1,59% de cenizas, 22,5% de
rendimiento; y en su composicién quimica principalmente presentaron
fenoles, taninos y flavonoides.
Las cremas elaboradas al 1%, 2%, 4%, 8% y 16% a base de extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra muna”, fueron
emulsiones de tipo O/W, presentaron una coloracion y pH acido dependiente
de la concentracion del extracto atomizado que van de beige a marrén
oscuro y de 6,35 a 5,43 respectivamente, olor sui generis, alta evanescencia
y poder refrescante, consistencia cremosa, aspecto homogéneo, buena
extensibilidad y nula irritabilidad déermica primaria.
El factor de proteccion solar (FPS) de las cremas elaboradas a base de
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Eplin{; ‘wayra mufa”
al 1%, 2%, 4%, 8% y 16% fue de: 1,1; 1,7; 2,2; 2,7 y 3,5 respectivamente.
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Vil. RECOMENDACIONES
Realizar estudios de estabilidad a largo plazo y otras mas especificas de la
crema O/W elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia” a las concentraciones de 8% y 16% que
permitan conocer y mejorar su vida Util.
Realizar estudios clinicos en modelos biolégicos de crema O/W elaborada a
base del extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling
‘wayra muna” a las concentraciones de 8% y 16%.
Realizar otras combinaciones en la formulacion para mejorar la actividad
fotoprotectora de la crema elaborada a base del extracto atomizado de las

n n

hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” " a las concentraciones de
8% y 16%.

Realizar estudios de evaluacion de la actividad fotoprotectora UV-A, IR, etc
de las cremas O/W elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de
Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” a las concentraciones de 8% y 16%.
Realizar estudios de la actividad regeneradora post - eritema solar de la
crema O/W elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Satureja

brevicalyx Epling “wayra mufia” a las concentraciones de 8% y 16%.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de Clasificacion Taxondmica de Satureja brevicalyx Epling.
Ayacucho - 2012, '

g) -% EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD Dt
s CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
{ﬁ' CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Egresada en Farmacia y Bioguimica, Srta. Edith, YANCCE SOSA, bha
schoitado la wdentificacidn de una muestra vegetal para trabaio de tests.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada s2gin el Sistema de Clasificacion
de Cronguisl. A. 1888, y es como sigue

DiVISION : | MAGNOLIOPHYTA
CLASE ; MAGNCLIOPSIDA

SUB CLASE i ASTERIDAE

ORDEN 4 LAMIALES

FAMILIA : LAMIACEAE

GENERO : Satureja

ESPECIE : Satureja brevicalyx, Epl.
NV, : “wayra muna’

Be expide la centificacidon correspondiente a solicitud de ja interesada

rara ios fines gue estims convenienie

Ayacucho, 25 ce Sehembre dei 2012
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Anexo 2. Disefio experimental para determinar la actividad fotoprotectora de la
crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Satureja

brevicalyx Epling “wayra mufia” .Ayacucho - 2012.

MUESTRA

Satureja brevicalix Epling

|
Recoleccion de

la muestra
|
\2 v
Identificacion Secado a temperatura
botanica ambiente
1
Molienda
A4

Extraccion hidroalcoholica

v

Atomizacion

Eliminacion de aicohol

v

Evaluacion de los

parametros fisicoguimicos

del axtractn atnmizann

v

Elaboracién de cremas

Blanco ] 1.0% | 2% | 4% | 8%

16%

v

Evaluacion de los parametros
fisicoquimicos y biolégicos de
la rrema
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Actividad

fotnnrotertara

\ 4

Analisis
estadistico
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Anexo 3. Recoleccion de la muestra de Satureja brevicalyx Epling “wayra muia’
en el Centro Poblado de Anchachuasi del distrito de Vinchos provincia de
Huamanga de la region de Ayacucho, a 3650 m.s.n.m.
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Anexo 4. Esquema de las reacciones realizadas para la identificacion de
metabolitos secundarios en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia” .Ayacucho — 2012.

ENSAYOQ DE

EXTRACTO ALCOHOLICO
DIVIDIR EN FRACCIONES
fmL 2mL 2mL 2mL 2mL
T mm ENSAYO DE
6 mL en 3 porciones 2mL 2mL 2mL
ENSAYO DE REACCION REACCION CON
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Anexo 5. Evaporacion del alcohol del extracto hidroalcohdlico de la Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia”. Ayacucho - 2012.
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Anexo 6. Atomizacion del extracto concentrado de Satureja brevicalyx Epling
“wayra mufia”, con el atomizador mini Spray Dryer B-290. Ayacucho - 2012,

ATOMR AL (s AXTRATTD
£ e 1% TRADLT T WM B
wrrnety e
ALTNA WA
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Anexo 7. Conservacion y almacenamiento del extracto atomizado de Satureja
brevicalyx Epling “wayra muna”. Ayacucho - 2012,

FIRAC YD AW,.- R IEY e
of falutrdd | st
WAYE wavEr
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Anexo 8. Criterios de Solubilidad segun USP 35 para determinar el solvente
adecuado para el extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling

“wayra muna”. Ayacucho — 2012.

. o Partes de disolvente requeridas
Termino descriptivo

para 1 parte de soluto

Muy soluble Menos de 1
Facilmente soluble De1a10
Soluble De 10 a 30
Moderadamente soluble De 30 2 100
Poco soluble De 100 a 1000
Muy poco soluble De 1 000 a 10 000
Practicamente insoluble o insoluble 10 000 o mas
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Anexo 9. Insumos utilizados en la elaboracidén de la crema a base de extracto
atomizado de Satureja brevicalyx Epling “wayra muna”. Ayacucho - 2012.
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Anexo 10. Elaboracién de la crema a base de extracto atomizado de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia”. Ayacucho - 2012.
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Anexo 11. Crema base y cremas elaboradas a base del extracto atomizado de
Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia”. Ayacucho - 2012.
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Anexo 12. Escala de Draize para evaluar la irritabilidad dérmicas de,la crema
elaborada a base de extracto atomizado de Satureja brevicalyx Epling “wayra
munia”. Lima - 2013.

Formacién de eritema Valor
No hay presencia de eritema. 0
Eritema muy leve (casi imperceptible). 1
Eritema bien definido. 2
Eritema de moderado a severo. 3
Eritema severo (rojo remolacha) con formacién de escaras (lesiones 4
1 profundas).
Formacidon de edema Valor ‘
" No hay presencia de edema. 0
" Edema muy ligero (casi imperceptible). | 1
Edema ligero (area bien definida con una elevacién significativa). 2
Edema moderado (elevacion de aproximadamente 1 mm). 3
Edema severo (elevacidén mayor a 1 mm y extendiéndose mas alla del 4

area de exposicion).
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Anexo 13: Disefio Experimental: Distribucidn de los diferentes tratamientos para
cada grupo experimental (conformado por 5 ratones albinos Balb/C) de las
cremas elaboradas al 1%, 2% y 4%, 8% y 16% a base de extracto atomizado de
las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” .Lima - 2013.

Radiacién UV Radiacién UV mas crema al Radiacién UV
T mas crema
Control mas crema .
N® blanco patréon
. ISDINRULTRA 90
1% 2% 4% 8% 16%
1 X
2 X
3 X
4 X
2 X
6 X
4 X
8 X
Leyenda:

Control: Animales depilados
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Anexo 14. Depilacion de los ratones albinos Balb/C y aplicacion topica de la
crema elaborada al 1%, 2% y 4%, 8% y 16% a base de extracto atomizado de
las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia en el lomo de los ratones.
Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Bioguimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima - 2013.
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Anexo 15. Camara de tratamiento UV y Lampara Osram Ultra Vitalux 300 (UVA—~
UVB). Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Bioguimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima — 2013.
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Anexo 16. Animales de experimentacion sometidos a una fuente de luz artificial
UV en una camara de tratamiento UV.Laboratorio de Quimica Organica de la
Facultad de Farmacia Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Lima - 2013.

78



Anexo 17. Tira de Test colorimétrico para medicion del nivel de eritema.

Bsm——

bt ittt = = T - - P
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Anexo 18. Comparacion entre un animal A: control y las lesiones producidas por
la luz UV en otro B: irradiado sin proteccién. Laboratorio de Quimica Organica de

la Facultad de Farmacia Bioquimica de la Unlversadad Nacional Mayor de San
Marcos. Lima — 2013.
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Anexo 19. Comparacion de las lesiones producidas por la luz UV de un animal
A: irradiado sin proteccion y otro B: irradiado mas crema a base de extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” al 16%.
Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima - 2013.
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Anexo 20. Comparacion de las lesiones producidas por la luz UV de un animal
A: irradiado mas crema a base de extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufa al 1% y otro B: irradiado mas crema a base de
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” al
16%. Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Bioquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima - 2013.
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Anexo 21. Comparacién de las lesiones producidas por la luz UV de un animal
A: irradiado mas crema a base de extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra muna” al 2% y otro B: irradiado mas crema a base de
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa” al
16%. Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Bioquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima - 2013.
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Anexo 22. Comparacion de las lesiones producidas por la luz UV de un animal
A: irradiado mas crema a base de extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia al 8% y otro B: irradiado mas crema a base de
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa” al
16%. Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Biogquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima —2013.
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Anexo 23. Comparacion de las lesiones producidas por la luz UV de un animal
A: irradiado mas crema a base de extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia” al 16% y otro B: irradiado mas crema
fotoprotectora ISDIN®FPS 90. Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad
de Farmacia Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima
- 2013.
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Anexo 24. Comparacion entre un animal A: control y las lesiones producidas por
la luz UV de un animal B: irradiado mas crema a base de extracto atomizado de
las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufa” al 16%. Laboratorio de
Quimica Organica de la Facultad de Farmacia Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Lima — 2013.
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Revista de Investigacion — Facultad de Ciencias de la Salud - UNSCH Yancce S. y col

Actividad fotoprotectora de la crema elaborada a base del
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx
Epling “wayra - muiia”, Ayacucho 2012.

Edith- Yancce Sosa.! Marco Rolando Arenés Jara.! Fritz Choquesillo Peiia?
! Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.? Universidad Nacional Mayor de San Marcos

RESUMEN

El presente trabajo de investigacioén se realizé con la objetivo de determinar la actividad fotoprotectora de la crema elaborada a base det
extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalx Epling “wayra mufta” que fueron recolectadas en el Centro Poblado de Anchacchuasi,
distrito de Vinchos del departamento de Ayacucho a 3 650 m.s.n.m,, durante el mes de abril del 2012, La identificacién de la especie se
realiz6 en el Herbarium Huamangensis de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga; se identificé catequinas, lactonas,
saponinas, flavonoides, fencles, taninos, triterpenos y/o esteroides como metabolitos secundarios. Se obtuvo el extracto atomizado con un
22,5% de rendimiento, 4,8% de humedad, color beige claro, olor sui géneris, sabor amargo, polvo fino homogéneo, ficilmente soluble en
agua, pH ligeramente acido, 30,2% de sustancias solubles y 1,59% de cenizas totales. Las cremas se elaboraron a las concentraciones de 1%,
2%, 4%, 8% y 16% las cuales presentaron un color dependiente de la concentracidn del extracto, olor sui géneris, alta evanescencia y poder
refrescante, aspecto homogéneo, pH cercanos a la piel, emulsién tipo O/W, buena extensibilidad y nula irritabilidad dérmica primaria. La
actividad fotoprotectora de la crema se determiné por el método COLIPA (The European Cosmetics Association) in vivo basado en el método
de Shulze con algunas modificaciones, para lo cual se emplearon ocho tratamientos cada uno con cinco animales de experimentacién (ratones
albinos Balb/C), cada grupo fue sometido a una fuente de luz UV, lampara Osram Ultra Vitalux 300 (UVA — UVB), hasta aparicion de ligero
eritema y posteriormente observados inmediatamente después de la exposicion. La crema al 16% presentd un tiempo de 27,0 minutos en la
aparicion de la DEM y un Factor de Proteccién Solar (FPS) igual a 3,5. El andlisis estadistico mostrd diferencias significativas en los
diferentes tratamientos (p<0,05%) ensayados. Se concluyé que la crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Samreja
brevicalyx Epling “wayra muiia” tiene actividad fotoprotectora, mostrando mayor actividad al 16%.

Palabras claves: Satureja brevicalyx Epling “wayra muiia”, Actividad fotoprotectora, factor de proteccion solar.

SUMMARY

The aim of this work was to the photoprotective activity pf the cream of the atomized extract of Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia”
leaves, the material was collected in Anchacchuasi town, distric of Vinchos, departamento of Ayacucho, on 3650 m.s.n.m. on April 2012.
Herbarium Huamangensis — UNSCH identified the botanical specie. Catechins, lactones, saponins, flavonoids, phenolic compounds, tannins,
triterpenoids and steroids were identified as secondary metabolites. The atomized extract was obtained with a 22,5% efficiency and 4,8%
moisture; It is ligth beige color, sui generis odor, bitter flavor, homogeneous fine poder, freely soluble in water, slightly acidic pH value, with
30,2% soluble substances and 1,59% total ash. We performed creams in different concentrations 1%, 2%, 4%, 8% y 16%, each one showed
color intensity depending of the concntrstion of the extract, homogeneous appearance, su/ generis odor, O/W emulsion, pH values seem to the
skin, high evanescence and refreshing power, good extensibility and scarce primary dermal irritability. Photoprotective activity of the cream
decided for the method COLIPA (The European Cosmetics Association) in vivo based on the Shulze method with some modifications, eight
treatments were used each one with five animals of experimentation (albino mice Balb/C), every group was submitted 1o a source of light UV,
lamp Osram Ultra Vitalux 300 (UVA — UVB), up to appearance of light eritema and later observed immediately after the exhibition. The
cream to 16% presented a time of 27,0 minutes in the appearance of the DEM and Sun Protection Factor (SPF) to 3,5. The statistical analysis
showed significant differences in the different treatments (p<0,05%) tested. the cream of the atomized extract of Sarureja brevicalyx Epling
“wayra mufia” leaves has photoprotective activity, showing major activity to 16 %.

Key Words: Satureja brevicalyx Epling “wayra muia”, photoprotective activity, sun protection factor.

INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta (UV) es el principal factor ambiental
que altera la homeostasis de la piel, afectando la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de varios tipos celulares.! Los
efectos agudos de la radiacion ultravioleta en la piel incluyen
dafio al DNA, apoptosis, eritema, inmunosupresion y aumento
de Ja pigmentacién por estimulacién de la melanogénesis. Los
efectos a largo plazo de la radiaciéon UV en la piel incluyen
fotoenvejecimiento y folocarcinogénesis. En general, los efectos
a la exposicion solar son negativos con excepcién de la
estimulacion de la sintesis de vitamina D."*

La pérdida progresiva de la capa de ozono tiene un gran impacto
en la cantidad de radiaciones UV-A y UV-B que llega a la
superficie terrestre; constituyendo un tema de preocupacién
mundial debido al incremento del riesgo de la mutagénesis y
fotocarcinogénesis inducida por ésta.” El hemisferio sur, donde
se localiza el Per, ha sufrido mayor pérdida de ozono que el
hemisferio norte.? ’

Segin estudios realizados por Jla Agencia Espacial Civil
Ecuatoriana (EXA), la Agencia Ambiental Canadiense, la NASA
y dos estaciones climatolégicas en territorio ecuatoriano prueban
la existencia de un gran debilitamiento de la capa de ozono sobre
latitudes ecuatoriales y en consecuencia, los territorios de

Ecuador, Colombia y Pert reciben la mayor dosis de radiacion
ultravioleta del planeta.* El Servicio Nacional de Metrologia e
Hidrologia del Perti (Senamhi) reporté que en los meses de
febrero a marzo del 2015 en la mayoria de regiones se
registraron niveles de radiacion mayores a 13, siendo siete
regiones del pais (Tumbes, Piura, Cusco, Puno, Huancavelica,
Junin y Ayacucho) las que soportarin niveles extremos de
radiacién UV *

En Pert, la Direccion Nacional de Epidemiologia (DGE) del
Minsa reporté que en el periodo comprendido entre los afios
2006 y 2010 se registro un total de 5975 casos de cancer a la piel
(2744 en varones y 3231 en mujeres) que representan el 6,6%
del total de canceres registrados. Segun este informe, el cancer
de piel ocupa el cuarto lugar de frecuencia a nivel nacional
(superado por el cancer de cérvix, estémago y mama) cabe
mencionar que se registran 18 casos de cancer a la piel por cada
100 mil habitantes y que la mortalidad es de 3 por un millon.
Ademas, segun datos estadisticos del Departamento  de
Epidemiologia y Estadistica del Instituto de Enfermedades
Neoplasicas (INEN) entre los afios 2000 y 2011, se han atendido
en ef INEN 6048 casos de neoplasias de la piel que representan
el 5,8% del total de neoplasias atendidas. La evolucién del
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nimero ha sido ascendente, pasando de 439 casos en el 2000 a
592 en el a0 2011.°
La fotoproteccion mediante el uso de compuestos naturales de
origen vegetal con accion antioxidante, ha ido adquiriendo un
interés creciente en la investigacién sobre formulacién de cremas
fotoprotectoras en los ultimos aios, dado que, se ha comprobado
que el uso de los fotoprotectores con compuestos quimicos
puede producir alergias, reacciones en la piel, dermatitis, ademas
estudios recientes realizados por la Universidad de California en
los Angeles demuestran que posce efectos cancerigenos.’®
Dentro de los agentes naturales con capacidad fotoprotectora,
hoy se reconoce al grupo de los conocidos compuestos fenélicos
o polifenoles (flavonoides), con el mayor espectro, no solo ¢n
cuanto a su actividad antioxidante, sino en cuanto a su efecto
bioactivo especifico sobre determinadas patologias de cardcter
degenerativo.?
Dada la necesidad de nuevos productos cosméticos para la
proteccion contra la radiacién UV que sigan la tendencia
mundial de producirlos a partir de componentes naturales, y
debido a que Satureja brevicalyx Epl. “wayra mufia” es una
especie reconocida como fuente de compuestos fendlicos y
endémica de nuestra regién; el presente trabajo de investigacion
ticne como objetivo:
Objetivo gencral
Evaluar la actividad fotoprotectora de la crema elaborada a base
del extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx
Epling “wayra muiia™.
Objetivos especificos
 Identificar los principales metabolitos secundarios presentes
en el extracto de las hojas de Samreja brevicalyx Epling
“wayra muiia”. )
e Evaluar los pardmetros fisicoquimicos del extracto atomizado
de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia™.
* Evaluar los parametros fisicoquimicos y biolégicos de la
crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de
Satureja brevicalyx Epling “wayra muiia™.

® Determinar el FPS (Factor de Proteccién Solar) de las cremas
claboradas a base del extracto atomizado de las hojas de
Satureja brevicalyx Epling “wayra muiia” mediante el método
COLIPA (The European Cosmetics Association) in vivo
basado en el método de Shulze.

MATERIALES Y METODOS
Poblacién: Plantas de Satureja brevicalyx Epling “wayra muiia”
que crecen en el Centro Poblado de Anchacchuasi, distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, a
3 650 ms.n.m.
Muestra
l.a muestra cstuvo constituida por 1 Kg de hojas secas de
Satureja brevicalyx Epling que fueron recolectadas al azar en el
mes de abril del 2012 en horas de la manana.
Animales de experimentacién
Cuarenta ratones albinos Balb/C, machos de aproximadamente
20 a 25 g. de peso, adquiridos del Bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Disciio metodolégico
Basico — experimental
Métodos para la recoleccién de datos
Recoleccién y Preparacion de [a muestra: las hojas de
Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia” fueron recolectadas en
el mes de abril del 2012, en el Centro Poblado de Anchacchuasi,
distrito de Vinchos, departamento de Ayacucho. Se recolecté en
horas de la maiiana y fue transportada a los laboratorios de la
Escuela de Farmacia, para su lavado con hipoclorito de sedio al
0,1% y se secaron a temperatura ambiente, en un lugar con
buena ventilacién, removiendo el vegetal cada 24 horas para
cvitar su descomposicién, por un periodo de sicte dias.
Obtencién del extracto hidroalcohélico ¢ identificacién de
compucstos quimicos: luego del secado de la plamta se procedioé
al deshojado de las hojas para ser reducidas de tamaiio utilizando
un molino de cuchilla hasta obtencr un pulverizado uniforme,

obteniendo 600 g, que se llevé a maceracién en un agitador
mecénico (mezclador de sélidos modelo cilindro), la muestra se
cubrié con alcohol de 50° hasta que este quede 3.-.5 cm por
encima de ella, se cubrid el orificio de salida con gasa y algodon.
Se macer6 durante 24 h, Juego del cual se abrié la llave de salida
del agitador mecanico dejando salir ¢l percolado a razén de 20
gotas por minulo (se percold cuatro veces). Los cxtractos
obtenidos sc llevaron a baiio maria a una temperatura de 50 °C
para eliminar el alcohol, que fueron controlados con un
alcoholimetro.

Los principales compuestos quimicos se identificaron siguiendo
la metodologia propuesta por Miranda y Cuellar.'

Obtencién del extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra muiia”: finalmente se reunieron
todos los liquidos extractivos y se secé por alomizacién
utilizando el Atomizador Mini Spray Dryer B-290 y ¢l producto
oblenido se envasé en un recipiente herméticamente cerrado,
pues el extracto atomizado es muy higroscépico.**

Evaluacién de los pardimectros fisicoquimicos del extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra
muiia”: se determind el pH; las caracteristicas organolépticas se
cvaluaron segin la metodologia descrita por Villar del Fresno'?,
los metabolitos secundarios, se realizd siguiendo el
procedimiento propuesto por Miranda y Cuellar'®, la solubilidad,
cenizas totales, contenido de humedad y sustancias solubles se
determinaron segiin Miranda."

Elaboracién de la crema fotoprotectora: se colocé en un vaso
de precipitado provisto de Bafio Maria a 70 C° los excipientes
de caréacter lipdfilo y en otro vaso los de caracter hidrdéfilo. Una
vez disueltos totalmente en sus respectivas fases y cuidando de
no pasar de los 70 C°, se incorpord lentamente bajo agitacion
moderada la fase acuosa sobre la oleosa, evitando la formacién
de burbujas hasta lograr una emulsién homogénea y completa e
incorporé el extracto atomizado de hojas de Satureja brevicalyx
Epling “wayra mufia”. Posteriormente se retird el recipiente de
la fuente de calor y se sigui6 agitando hasta su enfriamiento.'*

Tabla 1. Férmula de las cremas elaboradas a base de extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling. “wayra
muiia”. Ayacucho - 2012.

Principio Férmulas
e 1% 1% 4% 8% 16%  Base
excipientes
© Extraclo
atomizado de 10 20 40 80 16.0 0.0

wayra muiia

Metilparabeno 00125 00125 00125 00125 00125 00125

Propilparabeno  0.0075  0,0075 00075 00075 00075  0.0075

Vaseli
S 50 50 50 50 50 50
liquida
Propilenglicol 20 2.0 2,0 20 20 20
Cera Lanetic N 10.0 10,0 10,0 10,0 10.0 10,0
Alcohol

. “‘ © 1.0 1.0 1,0 10 1.0 10
cetilico

Agua dJestilada

esp 1000 100.0 1000 1000 1000 1000

Evaluacién de los parametros fisicoquimicos y biolégicos de
Ia crema fotoprotectora:

Se analizd las caracteristicas organolépticas, tipo de emulsion,
indice de extensibilidad ¢ irritabilidad dérmica primaria segin
los procedimientos descritos por Navarro'* y los principales
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compuestos quimicos se identificaron siguiéndola metodologia
propuesta por Miranda y Cuellar.'®

Evaluacién de la actividad fotoprotectora de la crema:
Método experimental: -La cvalvacion de la actividad
fotoprotectora se llevd a cabo siguiendo el método COLIPA
(The European Cosmetics Association) in vivo basado en el
método de Shulze con algunas modificaciones.

Fundamento: este método evalua la actividad fotoprotectora de
la muestra a ensayar mediante el cdlculo del FPS, denominado
asi al nimero de veces que la muestra, con posible actividad
fotoprotectora, al ser aplicada tépicamente aumenta la capacidad
de defensa natural de la piel, frente a la aparicion de eritema o
enrojecimiento previo a la quemadura, como consecuencia de la
exposicién a radiaciones ultravioletas de tipo B. En la practica
para hallar el FPS se debe medir ¢l tiempo necesario para que las
radiaciones UV produzcan eritemna en la piel protegida y en la de
una sin proteccién, lo que comresponde a la Dosis Eritematosa
Minima (DEM),'*'¢

Procedimiento.

Cuarenta y ocho horas antes de iniciar €l ensayo, se les depil6 el
lomo con un depilador. Como fuente luminica se utilizé una
limpara Osram Ultra Vitalux 300 (UVA ~ UVB). Entre 15 a 20
minutos antes de somelerlos a la radiacion UV, se les aplicé con
una jeringa de 1 cm’ la crema (2,0 mg x cm2 de piel)
uniformemente, en el lomo depilado de los animales que
conforman los grupos respeclivos. Se colocdé cada uno de los
cinco ratones que conforman un grupo en la camara de
tratamiento UV, con libre movimiento todo el tiempo que
permanccicron expuestos a la radiacién UV. La distancia entre la
lampara y los animales fue de 30 cm. El tiempo que
permanecieron expuestos a la radiacién UV fue y dependi6 de la
aparicién de ligero eritema en la piel del animal, lo que expresa
en la préctica la DEM. Este valor fue anotado para posteriores
cilculos del FPS. Inmediatamente se retir6 a los animales de la
exposicion a la radiacion UV y se les retom6 a sus jaulas
respectivas.

Finalmente los animales fucron observados macroscépicamente
y minuciosamente en 7 momentos: al 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias
después de la exposicion.'**¥"7?

Célculo del FPS: para determinar la actividad fotoprotectora
frente a radiaciones UVB, sc utilizard la siguiente férmula:

_ Tiempo de aparicién de DEM con proteccitn

s Tiempo de aparicién de DEM sin proteccion

Diseito experimental:

Se utilizé ocho grupos (cada grupo con cinco ratones)

Tabla 2. Diseiio experimental de la actividad fotoprotectora de
las cremas elaboradas a base de extracto atomizado de las hojas
dc Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia”, Lima - 2013.

1 Radiacié Radiacifn UV + crema al Radiacién

[©0 B L L LK
Vox

T X

N X

ER X

. 5
L X

= by

N X
Levenda:
G: Grupos

C: Animales depilados
Crema Patron: ISDIN®ULTRA 90

Analisis Estadistico

La significancia estadistica entre las diferentes cremas estd
determinada mediante el andlisis de varanza y la prueba de
Duncan con un nivel de confianza de un 95%.

RESULTADOS

Tabla 3. Principales metabolitos sccundarios presentes en el
extracto hidroalcohélico de las hojas de Safureja brevicalyx
Epling “wayra mufia”. Ayacucho - 2012.

Mectabolitos

Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
= Fluorescencia
Catequi Calcq + -
.verde carmelita
Lactonas Baljet * ‘Color rojo
Espuma de
JImm de altura
Saponinas Espuma + y persistc por
mis de 2
minutos
Fenoles vio Cloruro Coloracién
i i
taninos Férrico rojo-vino
i Coloracion
Flavonoides Shinoda Rand ;
naranja
Reaccion Coloracion
Flavonoides . +H+ i
con alcalis naranja
Reaccién .
Coloracion
Flavonoides con H;S0, +++ ’
amarilia
anc.
Triterpenos Licbermann Coloraci6n
+
v/o esteroides - Burchard rosada
Leyenda:
(+) : Escasa
(+H) : Moderada

(+++)  : Abundante

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de
las hojas de Sarureja brevicalyx Epling “wayra muiia”.
Ayacucho - 2012.

i Parimetros Ensayos Resultados
Color Beige
o itioes Olor Sui generis
reanolcpticos Sabor Amargo
Aspecto Polvo fino homogénco
Agua Facilmente soluble
Solubilidad Cloroformo Poco soluble
Etanol Insoluble
pH Potenciometria 5.40
Humedad Perdida por desecacion 4.80 %
Sustancias p p
Sustancias extraibles 30,20 %
solubles
Cenizas Cenizas 1otales 1,59 %
% Rendimiento 225%
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Tabla 5. Metabolitos secundarios presentes en el extracto
atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling. “wayra
muiia”. Ayacucho - 2012.

Metabolitos

Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
. Fluorescencia
Catequinas Catequinas + .
verdc carmelita
Lactonas Baljet + Color rojo
Espuma de 3 de
Saponinas Espuma + altura y persisic por
més de 2 minutos
Fenoles v/o Cloruro Coloracion rojo-
+H )
taninos Ferrico vino
Flavonoides Shinoda +H+ Coloracion naranja
Reaccion . .
Flavonoides . -+ Coloracion naranja
con Alealis
Reaccion
Flavonoides con HsS04 +H Coloracion amarilla
one.
Triterpenos v/o  Liebermann B
. + Coloracién rosada
esteroides - Burchard
Leyenda:

(+): Escasa; (++): Moderada; (+++); Abundante

Tabla 6. Caracteristicas organolépticas y pH de las cremas
claboradas a base del extracto atomizado de las hojas dc Sarureja

brevicalyx Epling. “wayra muiia”. Ayacucho - 2012.

Parametros Ensayos Resultados
Crema base Blanco
Crema 1% Beige
B Crema 2% Pardo
olor
Crema 4% Pardo oscuro
L Crema 8% Marrén
Organalépti
cos Crema 16% Marrén oscuro
Olor Cremas Sui generis
Evanescencia, Alta evanescencia
poder Cremas v poder
refrescante refrescante
Consistencia
Cremas Cremosa
aparente
Aspecto Crema Homogénco
Creima base 7,35
Crema 1% 6,35
ph Crema 2% 6,16
Crema 4% 5,93
Crema 8% 5,65
Crema 16% 543

Tabla 7. Metabolitos secundarios presentes en las cremas
elaboradas a base del extracto atomizado de las hojas de Satureja
brevicalyx Epling “wayra mufia”. Ayacucho - 2012.

Resultados !
Metabolitos . |
. Ensavos T Bas
secundarios 1% 2% 4% 8% as
o e
Catequina ,
Catequinas - - + + + -
s
Fenoles Cloruro
+ =+ e
v/o taninos Férrico
Flavonoid .
Shinoda + = ke A e -
es
Flavoneid  Reaccién con
] + o -
s élcalis

Flavonoid Rcaccién con

es H2504 coue.
Triterpen .
Liebermann -
0s y/o - - + + + -
Burchard
esteroides
Leyenda:

(-): Ausente; (+): Escasa; (++): Moderada; (+++): Abundante

100
#---- Crema Basa
-~ Crema 2%
<o @ s Crema 8%
80

(=2}
o

Extensibilidad (cm?)

20

], o s NS
Q 100 200 300 400 500

Peso aplicado (g)

Figura 1. Variacién de la extensibilidad en funcién del peso
aplicado a las cremas elaboradas a base del extracto atomizado
de las hojas de Samreja brevicahx Epling “wayra mufia”.
Ayacucho - 2012,
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Figura 2. Valores promedios del tiempo de aparicién de la DEM
(Dosis Eritematosa Minima) frente al empleo de cremas
elaboradas a base del extracto atomizado de las hojas de Sanwreja
brevicalyx Epling “wayra mufia” e ISDIN®ULTRA 90. Lima -
2013.
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Figura 3. Actividad fotoprotectora evaluada mediante valores
promedios del Factor de Proteccién Solar (FPS) de las cremas
claboradas a base del extracto atomizado de las hojas de Sanureja
brevicalyx Epling “wayra muia” e ISDIN®ULTRA 90. Lima -
2013.

DISCUSION
Las hojas de Sawureja brevicalyx Epling “wayra mufa” se
recolectaron y seleccionaron en el Centro Poblado de
Anchacchuasi, distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho a 3 300 m.sn.m.
En la Tabla 3 se observa que los principales metabolitos
secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico son
catequinas, lactonas, saponinas, triterpenos y/o esteroides, las
cuales se encuentran en cantidades escasas, mientras que la
presencia de flavonoides, fenoles y/o taninos son abundantes en
comparacion a lo sefalado por Soto'¥, quien reporta la presencia
moderada de metabolitos. La diferencia se puede atribuir a la
concentracién de alcohol (50°) utilizada para la extraccion, a la,
zona y/o temporada de recoleccién de la planta en estudio.
La Tabla 4 muestra un 22,5% de rendimiento, es decir de 600 g
de hojas secas de Satureja brevicalyx Epling “wayra muia” se
obtuvo 135 g de extraclo alomizado; es relevante seialar que
para la realizacién del secado del extracto hidroalcohdlico por el
atomizador mini Spray Dryer B-290; éste se concentrd hasta
presentar un contenido de solidos totales de al menos 30%'%; y
ademds sc cvaport el alcohol previamente; ya que el proceso no
es utilizable con solventes inflamables."”
En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos se determiné que el
extracto atomizado presenta un color beige, olor sui generis,
sabor amargo y polvo fino homogéneo. El extracto es ficilmente
soluble en agua, poco soluble en cloroformo e insoluble en
ctanol. Tiene pH 4cido de 5,40. La humedad es 4,80%, valor que
se¢ encuentra dentro de lo recomendado por Palomino, quien
indica que para una buena conservacién el contenido de
humedad debe ser inferior al 10% y asi evitar el crecimiento de
bacterias y hongos, ademds ayuda a expresar Ia valoracién de los
principios activos referidos a materia seca. Adicionalmente,
debido a que el extracto en polvo es muy higroscopico requicre
ser almacenade en un recipienic de sellado hermético y
protegido de la humedad. Por altimo, el porcentaje de sustancias
solubles es de 30,20% y las cenizas totales es de 1,59%.
La Tabla 5 muestra los metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado: catequinas, lactonas, saponinas, fenoles,
taninos, triterpenos y/o esteroides, identificados segin lo
descrito por Miranda y Cucllar.'” Comparandose con la Tabla 3
se demuestra lo descrito por Valverde'®, quien indica que el
proceso de secado por atomizacién es recomendable para
sustancias termolabiles capaces de resistir altas temperaturas
durante un tiempo corto (fracciones de segundo); ya que, no se
pierden los metabolitos secundarios responsables del efecto
farmacolégico, principalmente los fenoles y flavonoides que en
muchos estudios reportan su uso como fotoprotectores naturales,
debido a su efecto antioxidante.
En la Tabla 6 se observa que las cremas claboradas presentan
una buena caracleristica organoléplica, en ellas se aprecia que cl
color de las cremas dependen de la concentracién del extracto
atomizado de *‘wayra mufia”, la crema base es de color blanco, la
crema al 1% es beige, 1a crema al 2% es pardo, la crema al 4,0%
es pardo oscuro, la crema al 8,0% es marrén y la crema al 16,0%
es marrdn oscuro. Tienen un olor graso caracteristico debido a fa
presencia de vasclina y alcohol cetilico. Presentan una alta
evanescencia y poder refrescante requisito indispensable en una
crema cosmélica segin Molinero y Garcia®' Ademis de
presentar una apariencia cremosa, es homogénca, lo cual
demuestra la compatibilidad que existe entre el extracto
atomizado de “wayra muifia” y los excipientes.
Los resulados del pH de las cremas son: la crema base tiene un
pH neutro de 7,35 y las cremnas que contienen extracto atomizado
dentro de su formulacién presentan un pH Acido que aumenta
segun ¢l incremento de la  concentracién de extracto
hidroalcohélico atomizado en la crema. Segin Harry™ las
emulsiones de tipo O/W son inestables a un pH inferior a 5,0,
para Rodriguez™ es necesario tener cn cuenta que ¢l pH de las
cremas para uso fanmacéutico y cosmético de aplicacién tdpica
se deben ajustar a un pH entre 4 - 6; en cse intervalo varia el pH
de la picl. Diferentes estudios han demostrado que el pH del
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vehiculo, asi como el pH de la piel son importantes para la
penetracién y difusion de las drogas en las diferentes capas de la
piel. Por otro fado, Orlandini®* refiere que cuando el pH de la
superficie de la piel es mas alcalina, se produce prurito y
dermatitis de caracter inespecifico, Jas que se evitan con la
formulacién de cremas con pH similares a la piel. De acuerdo a
lo mencionado, podemos precisar que el pH de Jas cremas al 1%,
2%, 4%, 8% y 16% de extracto atomizado de “wayra muiia” se
encuentra dentro de los rangos permisibles para la piel y por
tanto su aplicacién tépica no poseen ninguin riesgo para la salud.
Otro de los principales pardmetros a ser evaluados es la
identificacion de los principales metabolitos presentes en la
crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de
Satureja brevicalyx Epling responsables del efecto fotoprotector
en estudio. La Tabla 7 muestra la presencia de fenoles, taninos,
catequinas, flavonoides, triterpenos y/o esteroides en la crema,
observindose que algunos metabolitos se encuentran
disminuidos en comparacién con el extracto atomizado de
“wayra muiia”, debido a que las cremas fueron elaboradas con
un pequenio porcentaje de extracto atomizado (1%, 2%, 4%. 8%
Y 16%).

Se determiné que la crema elaborada es de tipo O/W y que
presenta nula irritabilidad dérmica primaria.

En un estudio de formulacion de cremas farmacéuticas o
cosméticas es necesario evaluar el comportamiento reologico por
su influencia en la estabilidad y en la textura como menciona
Signorelli™® En este estudio se considera el indice de
extensibilidad, parametro que proporciona una medida del
umbral de deformacion del sistema, y se representa en la Figura
1 donde se observa que la extensibilidad es aproximadamente
proporcional al peso aplicado (a wmayor peso, mayor
extensibilidad), Tlegando a un punto donde al aplicar mayor peso
la extensibilidad es constante, la figura 2 muestra que la crema al
1% tiene mayor extensibilidad cuando se aplica 500 g de peso,
dando como resultado 70,21 cm®, seguido de la crema al 2% con
67,08 cm’, la crema al 4% con 63,64 cnr’, la crema al 8% con
59,51 cm’ y la crema al 16% con 54,54; estos comportamientos
se deben a que las formulaciones tienen diferentes cantidades de
agua y extracto atomizado en su composicién (ver Tabla 1).

Para determinar la actividad fotoprotectora se utilizé ¢l método
COLIPA (The European Cosmetics Association) in vive;; basado
en el método de Shulze, que describen Coba® y Navamo', el
cual se basa en la aparicion de la Dosis Eritematosa Minima
(DEM). El método internacional de COLIPA segin Balaguer y
Montero® constituye actualmente ¢l método de evaluacién mas
moderno, serio y riguroso de todos los existentes.

La Figura 2, muestra la variacién de la aparicion de la Dosis
Eritematosa Minima (DEM) de los diferentes tratamientos
ensayados, donde se expresa el tiempo necesario para que se
produzca un ligero eritema, de acuerdo a las escala determinada
en el test colorimétrico (enrojecimiento superficial debido a la
vasodilatacion), producto de la radiacion UV-B emitida por la
lampara o simulador solar ldmpara Osram Ulwa Vitalux 300
(UVA - UVB); a mayor tiempo de aparicion de la Dosis
Eritematosa Minima (DEM) significa que la crema elaborada a
base de extracto atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx
Epling “wayra muiia” presenta mayor Factor de Proteccion Solar
(FPS) y por ende, protege a la piel de las lesiones producidas por
la radiacién UV-B; comparando esta actividad frente a un patrén
como la crema fotoprotectora ISDIN®ULTRA 90 de gran
aceptacion comercial por su calidad comprobada.

Considerar lo indicado por Pérez”’ respecto al FPS, éste
proporciona siempre la informacion respecto a la radiacion UV-
B pero no habla del resto de radiaciones, por lo que muchos
cientificos prefieren adoptar el término factor de proteccion
erilematico en vez de factor de proteccién solar, dado que en el
calculo y la determinacion del FPS sélo se considera la respuesta
eritematica frente a la radiacion UV-B a las 24 horas; lo que se
debe tener en cuenta a la hora de valorar un producto
fotoprotector.

En cuanto a la evaluacién del Factor de Proteccién Solar (FPS)
de las cremas estudiadas la Figura 3 representa los resultados
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estadisticos obtenidos mediante la prueba de Duncan, donde se
observa que hay diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05) entre los resultados de los diferentes tratamientos;
siendo las cremas al 16 y 8% las que presentaron mayor FPS 3,5
y 2,7 respectivamente; mientras que la crema al 1% el menor
FPS 1,1. Por lo tanto, se concluye que a mayor concentracion del
extracto atomizado de las hojas de Safureja brevicalyx Epling
“wayra mufia” mayor FPS.

Se debe tener presente que los valores 1,1; 1,7; 2.2; 2,7; 3,5 de
FPS de nuestras cremas elaboradas; corresponden a 16,8; 25,9;
33,6; 41,2 y 53;4 respectivamente; comparadas con la cremna
fotoprotectora ISDIN®ULTRA 90, la cual tuvo un FPS igual
5,9; lo que nos hace presumir que adaptar ¢l método COLIPA in
vivo basado en el método Schulze a nuestra realidad puede haber
influido en los resultados; por ejemplo el uso de ratones en vez
de humanos, los cuales podrian presentar alguna resisiencia en la
aparicion de la DEM. También se debe considerar que la crema
fotoprotectora ISDIN®ULTRA 90 es fabricada en Espana, y este
pais al pertenecer a la Union FEuropea considera a un
fotoprotector como un cosmético y no como un medicamento
(en el Perd también es considerado como cosmético) y la
legislacion vigente para la comercializacion de estos productos
considera que los fabricantes de productos cosméticos no se
encuentran obligados a realizarles estudios clinicos para
comprobar su eficacia; por lo cual obtan por estudios in vitro;
ademas Castanedo y col ** evaluaron el FPS, mediante
simulacién solar, de doce filtros solares comercializados en la
ciudad de México obteniendo valores de 22% a 74% menores al
FPS indicado en sus etiquetas respectivas; y advirtieron del
riesgo potencial que implica la sobreestimacién del FPS debido a
que ninguno de los filtros evaluados demostré la proteccion
ofrecida; lo que nos harfa suponer una sobreestimacion en el FPS
de la crema ISDIN®ULTRA 90 y que la asignacion numérica
del FPS podria causar mas confusion que certidumbre en la
poblacion; por lo cual se sugiere que la etiqueta deberia incluir
inicamente leyendas como baja, moderada y alta proteccién
como en Europa.

En cuanto a los valores del Factor de Proteccién Solar (FPS) en
Ia presente investigacion, éste es directamente proporcional a la
concentracion del extracto atomizado de las hojas de Samreja
brevicalyx Epling “wayra muiia” presente en las cremas debido a
que conticnen flavonoides y compuestos fendlicos, metabolitos
que en multiples estudios han evidenciado su actividad
fotoprotectora; como por ejemplo Violante y col* evaluaron la
actividad protectora solar mediante andlisis in  vitro
espectrofotométrico desarrollada por Mansur, de los extractos
etanblicos secos ricos en flavonoides, taninos, antraquinonas y
cumarinas de las especies Macrosiphonia velame y Lafoensia
pacari de la sabana de Mato Grosso; en la cual M. velame
presentd una absorbancia méxima en la region del UVB,
mientras que L. pacari presentd absorbancia en la region del
UVA. Casagrande y col.®® estudiaron la quercetina, flavonoide
con mayor actividad antioxidante entre los flavonoides;
demostraron que formulaciones topicas conteniendo quercetina
inhiben satisfactoriamente el daiio cutaneo inducido por la
radiacion UVB en ratones. Por otro lado Navarro'* determiné la
actividad fotoprotectora (mediante FPS) de una crema a base de
extracto hidroalcohdlico de propoleo de Apis miellifera “abeja™
(al 10%, 15%, 20% y 25%) segin el método COLIPA in vive
basado en el método Schulze en ratas albinas,. La crema al 25%
presentd un tiempo de 25,6 min en la apariciéon de la DEM (dosis
eritematosa minima) y un FPS igual a 3,01, concluyendo que
esta actividad es conferida por presencia de taninos y
flavonoides en el propdleo y que a mayor concentracién mejor
efecto fotoprotector de la crema, a su vez Kaur v col.*' evaluaron
la actividad antioxidante y fotoprotectora de dos cremas
elaboradas a base de extractro hidroalcohélico de las semillas de
Punica granatum y los rizomas de Curcuma longa, concluyendo
que la crema elaborada a base de semillas de Punica granatum
mostré mayor actividad fotoprotectora y antioxidante; debido a
un mayor contenido de fenoles totales en el extracto, expresados
como equivalentes de dcido gélico, cuanto mayor es el contenido
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fendlico mejor sera el efecto fotoprotector, mientras que Velasco
3 col. evaluaron la eficacia fotoprotectora de rutina con filtros
sintéticos como p- octilmetoxicinamato y bezofenona-3,
llegando a la conclusién que existe sinergismo en la elevacién
del FPS cuando este flavonoide es asociado con filtros sintéticos
en concentraciones minimas.

l.as observaciones macroscopicas realizadas a los ammales
mmediatamente después de la exposicién a la radiacion UV y
dentro de los 7 dias posteriores a ésta, fueron: durante el primer
y segundo dia, las diferencias encontradas entre los distintos
grupos fueron apenas perceptibles, limitindose a un intenso
eritema en los grupos IL, TIT y 111; y ligero eritema en los grupos
1V, V, V], VI y VIli. Una situacién muy distinta sc observd, sin
embargo en el tercer, cuarto y quinto dia; las lesiones producidas
en los animales del grupo 1l y 11 fueron muy similares; ya que
presentaron ¢rilema intenso y posteriormente lesiones costro-
descamativas en orejas y lomo-a diferencia de los grupos IV y V
que presentaron lesiones costro-descamativas al cuarto dia;
mientras que ¢l grupo VI sdlo presentd eritema moderado
seguido de lesiones cdstricas; con los resultados obtenidos
podemos presumir que los animales sin proteccién sometidos a
la radiacion UV presentaron casi parccida rcaccion a los del
grupo 111 y 1V, dado que éstos fueron protegidos con las menores
concentraciones del extracto atomizado de las hojas de Saiureja
brevicalyx Epling “wayra mufia” (1% y 2% respectivamente).

El grupo VIII (animales con ISDIN®ULTRA 90) sin embargo ¢l
primer y segundo dia mostré eritema apenas perceptible y
posterior al cuarto dia mostré caracleristicas normales a la piel,
lo que se atribuye a los componentes presentes en su
formulacion, en la cual se combinan filtros fisicos y quimicos
que aseguran una duradera proteccién frente a las radiaciones
UV-A, UV-B e IR. En relacién a los grupos V1 y VII (animales
tratados con la crema al 8% y 16% respectivamente) se observo
que presentaron reacciones similares, a excepcién que sdlo el
grupo VI presentd lesiones céstricas; lo cual denota que las
cremas con mayores concentraciones del extracto atomizado de
las hojas de Satureja brevicalyx Epling “wayra mufia™ poscen
mayor efecto fotoprotector. Al sexto dia de iniciado el
experimento, se observo una remision parcial de las alteraciones,
las cuales fueron desapareciendo en forma gradual hasta resultar
practicamente imperceptibles una semana después.

Los resultados obtenidos permiten demostrar que la especic
Satureja brevicalyx Epling “wayra muiia” tiene una capacidad de
absorcién de las radiaciones solares UV no despreciable,
relacionadas quizd, como en otras especies estudiadas, a cierto
numero de mokculas capaces de absorber los rayos UV-B3 y UV-
A; de actividad comprobada. Sustancias como los flavonoides
del tipo kaempfcrol y derivados de la quercetina e
hidroxicinamatos como acido cafeico, acido ferilico, dcido p-
cumdrico y acido cindmico fueron relacionados cn el estudio
realizado por Bonina )y col™ al demostrar la actividad
antioxidante y fotoprotectora de cxtractos metandlicos
liofilizados de Capparis spinosa. Estudios en Brunilla vulgaris y
su principal componente fendlico, el acido rosmarinico,
realizados por Psotova ) col™, demostraron el efecto
fotoprotector del extracto dependiente de la concentracién de
ésta conira los cambios producidos en células queratinociticas
humanas inducidas por radiacién UVA. Todo lo anteriormente
mencionado queda evidenciado en los estudios realizados por
Led* quien aislé de las hojas de Satureja brevicalyx Epling
“wayra mufia” e identificd mediante espectros UV, IR y
corroborado por HPLC los siguientes 4cidos fendlicos: el acido
rosmarinico, ferulico, clorogénico y cafeico los cuales
demostraron  capacidad antioxidante dependiente de su
concentracién.

Finalmente a condiciones experimentales la crema elaborada a
base de extraclo atomizado de las hojas de Saruwreja brevicalyx
Epling “wayra mufia” ha evidenciado tener actividad
fotoprotectora, siendo la de 16% la que presenta mayor actividad
fotoprotectora; pero se debe tener en cuenta que esta
fotoproteccién es frente a la radiacion de tipo UV-B.
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