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RESUMEN

Tropaeolum tuberosum R&P es una especie de origen andino, cuyo tubérculo es
valorado por sus propiedades alimenticias y terapéuticas; y como fuente potencial
de antioxidantes con actividad fotoprotectora. Por tanto, se plante6 como objetivo
evaluar la actividad fotoprotectora del extracto hidroalcohdlico de los tubérculos
de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra” en ratones, con una muestra
recolectada en el distrito de Morochucos (Cangallo). Se utilizaron los métodos de
DPPH y ABTS para evaluar su actividad antioxidante; y para la actividad
fotoprotectora se empled el Factor de Protecciéon Solar (FPS), segun el método de
The European Cosmetics Association (COLIPA) in vivo, para el cual, se trabajo
con 36 ratones de cepa Balb/c, divididos en 6 grupos; Grupo I: blanco; Grupo Il
Radiaciéon UV + crema base; Grupo lll, IV y V: radiaciéon UV + crema 5, 10 y 15%;
Grupo VI: Radiaciéon UV + crema Isdin 50®. El porcentaje de inhibicién del DPPH
fue 16,69%; 46,93% y 78,21%, mientras que, para el ABTS fue 25,89%; 76,72%
y 91,28%, a las concentraciones de 1; 5y 10 mg/mL del extracto hidroalcohdlico,
respectivamente (p<0,05). La crema al 15% presentd un FPS de 2,76; semejante
a la crema Isdin 50® (FPS = 3,13) (p>0,05). Se concluye, que el extracto
hidroalcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”,

presentaron actividad fotoprotectora.

Palabras clave: Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”, actividad

antioxidante, factor de proteccion solar.
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l. INTRODUCCION

El uso a base de productos de origen natural se esta incrementando,
especialmente con aquellas que presentan propiedades funcionales, que
favorezcan la disminucion del riesgo de aparicion de diversas enfermedades.
Tropaeolum tuberosum R&P, reline estas caracteristicas, porque contiene
compuestos bioactivos como son los glucosinolatos, antocianinas y compuestos
fendlicos en sus diversas variedades, en especial la variedad negra, el cual,

presenta un alto poder antioxidante y contenido de compuestos fendlicos.!

Las enfermedades dermatolégicas aparecen por multiples razones, una de ellas
es la excesiva exposicion a los rayos UV, que puede desencadenar el cancer de
piel.? Se afirma que los rayos UV originan varios efectos ya sea directos o
indirectos sobre la piel, en tal sentido, se estima que el 50% del dafio producido
por los rayos UV se debe a los radicales libres.?

El uso de protectores solares es recomendado por profesionales de la salud, para
poder proteger a la piel de los posibles dafios de la radiacién ultravioleta, por tal
motivo, existen en el mercado muchos productos para la proteccion solar que se
suponen, no presentan ningln problema para la salud*, pero la estabilidad y
seguridad de los filtros UV e inclusive los procedimientos para la evaluacion de la

capacidad fotoprotectora esta en continua evaluacion.®

Se han realizado estudios in vitro, como también in vivo con los principios activos
de varias especies vegetales, demostrando tener efecto fotoprotector frente a la
radiacion UV, por lo que hoy en dia, se incluye como un componente de las cremas
solares, debido la demanda por tratamientos de origen natural.® En otras
investigaciones afirman que los cosméticos a base de componentes herbales, es
la mas recomendable para la piel hiperalérgica, porque no producen irritacion. Los

dermato6logos a menudo prescriben productos cosméticos para el tratamiento de



la quemadura solar. Los productos cosméticos naturales son féciles de usar y son

mas asequibles.’

Por tanto, el tubérculo de T. tuberosum R&P “mashua”, podria ser una fuente
natural de estos compuestos fotoprotectores, porque tiene muchos compuestos
bioactivos y presenta mliltiples propiedades terapéuticas.® Los resultados de esta
investigacion, servirian como evidencia para la utilizacion de una crema a base
del extracto hidroalcohdlico del tubérculo como protector solar, asi como, para su
incorporacién en preparados farmacéuticos dermatoldgicos, para las personas
que tienen la piel muy sensible, a pesar de la existencia de otros productos en el
mercado, como alternativa para proteccion sola, el cual, siguen siendo limitadas.®
En tal sentido, este estudio estaria favoreciendo a la poblacién con un producto

mucho mas seguro y confiable.

Esta investigacion, incentivara a otros a realizar mas estudios cientificos, para que
puedan expandir los beneficios acerca del tubérculo de esta especie. Al mismo
tiempo, se promovera su revalorizacion de su cultivo e industrializacién, porque se
podria considerar, como una especie prometedora para la industria farmacéutica

y cosmética.

Por estas consideraciones se planted el presente estudio, teniendo como

objetivos:
Objetivo general:

Evaluar la actividad fotoprotectora del extracto hidroalcohdlico de los tubérculos

de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra” en ratones.
Objetivos especificos:

e Determinar la actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico de los
tubérculos por los métodos de DPPH y ABTS.

e Determinar el factor de protecciéon solar (FPS) de las cremas elaboradas a
base de extracto hidroalcohdlico de los tubérculos.

e Comparar el factor de proteccion solar de las cremas elaboradas a base del

extracto hidroalcohdlico de los tubérculos con el estandar Isdin 50®.



Il MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de estudio

2.1.1. Antecedentes internacionales

Thayna y col.® precisaron la multifuncionalidad del extracto metandlico de
Mitracarpus frigidus (Willd.) K. Schum para actividades antioxidantes,
fotoprotectoras y antiinflamatorias, utilizando el método de Mansur y de la
European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association (COLIPA) para evaluar la
actividad fotoprotectora in vitro. Obteniendo por el método de Mansur un Factor
de Proteccion Solar (FPS) bajo y por el método de COLIPA la crema al 5%
present6 un FPS de 8,61 + 0,49. Ademas determinaron el contenido de
flavonoides por el método espectrofotométrico, presentando 102,46 + 5,66 mg/g
equivalente de rutina. Concluyeron, que la crema al 5% del extracto metandlico de
las partes aéreas de Mitracarpus frigidus (Willd.) K. Schum presenté actividad
fotoprotectora.

Mejia y col.’°, estudiaron la capacidad antioxidante de tubérculos, hojas y tallos de
Tropaeolum tuberosum R&P y Ullucus tuberosus, para el cual, emplearon un
extracto etandlico al 50% v/v y la capacidad antioxidante por los métodos de 1,1 —
difenil — picril — hidrazilo (DPPH) y 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid (ABTS). Las hojas y tallos evidenciaron mayor actividad antioxidante que los
tubérculos, siendo mas relevante con el ensayo del ABTS. Concluyeron, que las

hojas, tallos y tubérculos presentaron capacidad antioxidante.

Chirinos y col.!! investigaron las propiedades antioxidantes de los extractos
fendlicos del mashua (Tropaeolum tuberosum R&P) frente al dafio oxidativo
mediante ensayos biologicos in vitro, evaluando la capacidad antioxidante por el
método de Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC), evidenciaron que la

inhibicion de la oxidacién de LDL para el extracto purificado de mashua tuvo un



29,1% y 34,8%. Concluyeron, que los compuestos fendlicos de mashua son

capaces de eliminar los radicales peroxilo y quelar los iones in vitro.

Cazorla'?, desarroll6 la actividad fotoprotectora del maracuya (Passiflora edulis
Sims), Ishpingo (Ocotea quixos (Lam.) Kosterm) en Fototipos Il para la
elaboracion de un protector solar. Utilizo el método de eficacia de productos
solares de COLIPA, evidenciando que las cremas presentaron un pH de 5,4 - 5,9;
viscosidad de 50 — 60 cp y extensibilidad de 4,1 — 4,5 mm. Ocotea quixos (Lam.)
Kosterm present6 un FPS de 8, mientras que, Passiflora edulis Sims fue de 4y la
combinacién de ambas, fue de 6. Concluyendo, que las cremas elaboradas a base
de ambas especies presentaron actividad fotoprotectora.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Ruiz y Sifuentes®?, realizaron la evaluacion in vitro de la fotoproteccién del extracto
de las hojas de Passiflora edulis Sims “maracuya”, utilizando el FPS in vitro del
método de Mansur. El extracto hidroalcohdlico presenté un efecto fotoprotector
alto con un FPS 14,59 segun COLIPA. Concluyeron, que el extracto de las hojas

presentd actividad fotoprotectora in vitro.

Diaz4, determin6 el contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de “mashua morada” (Tropaeolum
tuberosum R&P), utilizando el método de Folin-Ciocalteu y de DPPH,
respectivamente. El contenido de compuestos fendlicos fue 779,14 uyg GAE/mL de
extracto y la actividad antioxidante obtuvo una I1Csp de 146,46 ug/mL,
respectivamente. Concluyo, que el tubérculo contiene compuestos fenélicos con

capacidad antioxidante.

Uribe®®, realizé la actividad antioxidante del extracto etandlico del tubérculo de
Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”, empleando el método de DPPH,
evidenciando la presencia de carbohidratos, taninos, flavonoides, antocianinas y
compuestos fendlicos, en la actividad antioxidante tuvo 1190,19 ug equivalente a
Trolox/g de extracto. Arrib6 a la conclusion, que Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon presento actividad antioxidante.

2.1.3. Antecedentes regionales

Yancce'®, desarroll6 la actividad fotoprotectora de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohodlico atomizado de las hojas de Satureja brevicalyx Epling
“wayra mufia”. Utilizo el método de COLIPA in vivo, empleando 8 tratamientos con

5 repeticiones en cada uno, las cuales fueron sometidos a una fuente de luz UV,



determinando que, la crema al 16% mostré un tiempo de 27 minutos en la
aparicion de la Dosis Eritematosa Minima (DEM) y un FPS de 3,5. Concluyendo,
gue la crema presenté actividad fotoprotectora.

Riojas'’, realiz6 la investigacion, actividad antioxidante y polifenoles del extracto
hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P.
“‘mashua”. Empleo el método de DPPH, ABTS para la actividad antioxidante y Folin
Ciocalteu para fenoles totales en “yana puca muru”, “yana rosado fAahui”, “qello”
de 121,19; 118,19; 86,61 mg EAG/100 g, respectivamente, mientras que la
actividad antioxidante con el DPPH present6 un ICso de 127,44; 154,66; 184,64
pg/mL; y para el ABTS presenté un ICsp de 121,19; 118,19; 86,61 mg EAG/100 g
de extracto, respectivamente. Llegdé a la conclusion, que los extractos de los

ecotipos presentaron actividad antioxidante y polifenoles totales.

Vilchez!®, determind in vitro la actividad antioxidante del extracto hidroalcohélico
del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra” de cuatro zonas
productoras de la region Ayacucho, empleando el método de Folin Ciocalteu para
la determinacion de fenoles totales y el método de DPPH para la actividad
antioxidante. Evidencio la presencia de taninos, flavonoides, lactonas, glicésidos
cardiotdnicos, saponinas, quinonas, esteroides y antocianinas. El contenido de
fenoles totales para las muestras procedentes de Vinchos, Anchacchuasi, Anco,
Tambo fueron 0,52; 12,78; 7,56 y 29,45 EAG/g de extracto, respectivamente.
Asimismo, demostraron una actividad antioxidante de 92,5; 91,8; 90,8 y 89,6
Mg/mL respectivamente. Concluyd, que el extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavén “mashua negra” de las cuatro zonas productoras
presentaron actividad antioxidante.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Tropaeolum tuberosum R. & P.

2.2.1.1. Clasificacion taxondmica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE
GENERO : TROPAEOLUM

ESPECIE : Tropaeolum tuberosum R&P



N.V. : “mashua negra”

Fuente: constancia realizada por la Biologa Laura Aucasime Medina especialista en

taxonomia (Anexo 1).
2.2.1.2. Distribucién y hébitat

Tiene un hbitat con distribucién natural, desde el norte de Argentina hasta
Colombia, encontrandose en mayor cantidad en los paises de Peru y de Bolivia,
desde los 2400-4300 m s.n.m.8

2.2.1.3. Descripcién botanica

Planta herbacea, anual, glabra en todas sus partes. Tiene crecimiento lineal al
principio después es semipostrado, presenta peciolos tactiles. Hojas brillantes,
alternas, peltadas de 3 a 5 I6bulos. Sus flores son solitarias, zigomorfas. Presenta
un fruto esquizocarpo, semilla botanica viable.!® Los tubérculos presentan una
forma coénica alargada que miden de 5 a 15 cm, presentan yemas profundas,
colores variados amarillo, morado, blanco, gris y negro. Tiene una textura
arenosa.?® Se ha reconocido en el Peri mas de 100 variedades de mashua.
Existen varios colores de las especies actuales de Tropaeolum tuberosum R&P
Esta variacién de color se debe al color de la piel como también al color de la
pulpa. EI nombre de la variedad depende de la coloracién que presente el

tubérculo.?! (Tabla 1).

Tabla 1. Variedades de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua”, segun el color del

tubérculo.?*

Nombre Color del tubérculo
Occe afiu Plomizo
Yana-afiu Negro
Checche-afiu Gris
Ckello-afiu Amarillo
Muru-afiu Morado
Puca-afiu Rojo

2.2.1.4. Composicion quimica del tubérculo

Se ha reportado la presencia de aminas, lactonas, saponinas, taninos,

flavonoides, glicésidos cardioténicos, quinonas, esteroides y quinonas. Destacan



principalmente las antocianinas, glicosinolatos aromaticos e isoticianatos?? (Tabla
2 y Anexos 2, 3 ,4 y 5). Asimismo, diversos compuestos quimicos y minerales
Z(Tabla 3).

Tabla 2. Antocianinas, glucosinolatos aromaticos e isotiocianatos del tubérculo de

Tropaeolum tuberosum R&P “mashua”.?* 2

Tipo de Descripcién
compuesto

Delfinidina 3-soforosido-5-ramndsido

Cianidina 3- soforosido-5-ramndsido,

Delfinidina 3-soforosido-5-acetilramnésido

Delfinidina 3-glucésido-5-acetilramnésido
Antocianinas

Pelargonidina 3-soforosido

Pelargonidina 3-soforosido-5-ramnésido

Cianidina, 3-rutindsido

Cianidina 3-soforosido

Cianidina 3-soforosido-5-ramndsido

Delfinidina 3-glucésido

Delfinidina 3-glucésido-5-ramndsido

Glucoputranjivina (2-propil GL)
Glucococlearina (2-butil GL)

Glucosinolatos Glucolimnatina (m-metoxibencil GL)

aromaticos - . .
Glucoaubrietina (p-metoxibencilGL)

Glucotropeolina (bencil GL)

Glucosinalbina (p-hidroxibencil GL)

Isotiocianato de p-metoxibencilo

Bencilo isotiocianato
Isotiocianatos

Isotiocianato de 2-propilo

Isotiocianato de 2-butilo

N,N-di(p-metoxibencil)tiourea




Tabla 3. Porcentaje de compuestos quimicos y elementos minerales presentes en

el tubérculo de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua”.?®

Compuestos %
quimicos y
elementos minerales

Proteinas 9,17
Carbohidratos 75,4
Fibra 5,86
Calcio 0,06
Potasio 1,99
Hierro 0,42
Fosforo 0,32
Magnesio 0o,11
Manganeso 7,0
Zinc 48,0
Cobre 9,0
Sodio 0,04
Almidén 46,96
Azucares totales 42,81

2.2.1.5. Usos medicinales tradicionales

Presenta varios usos, como antiinflamatorio, analgésico, normalizador de
funciones celulares y regeneracion celular, ténico diario.” La poblacion suele
utilizar el tubérculo para los tratamientos antiinflamatorios de la préstata, también
por sus propiedades protectoras hacia el higado y rifién, ayuda a calmar los
dolores genitourinarios, combate la anemia, mejora la agudeza visual, reumatismo
y antidiabético.?? %

2.3. Metabolitos secundarios con actividad fotoprotectora

Entre ellas tenemos a los terpenos, flavonas, carotenoides, catequinas y

antocianinas.?®



a. Terpenos

Estos forman parte del grupo fitoquimico méas difundido. Presentan un origen
biosintético comun, procediendo de la condensacion del isopreno (2-metil-1,3-
butadieno).?

b. Flavonoides

Estas se distinguen por su nivel de oxidacion del anillo pirano. De acuerdo con la
sustituciéon o la posicion de su anillo bencénico en el anillo pirano. Pueden ser
catequinas, auronas, flavononas, flavonas, flavanonoles, flavonoles, chalconas y
antocianinas (Anexo 2). Son de bajo peso molecular y comparten un esqueleto en

comun de difenilpiranos.? (figura 1).

1
O
C
4

I

O

Figura 1. Nucleo de un flavonoide.?®
c. Carotenoides
Los carotenoides visto quimicamente son tetraterpenos formados por unidades
multiples de isopreno con un anillo ciclohexano sustituido e insaturado en cada
extremo. Existen dos tipos, uno las xantofilas que presentan oxigeno en sus anillos
terminales y otros que no contienen oxigeno en sus terminales. Estas son
pigmentos liposolubles que son sintetizados por las plantas, alagas y también por
bacterias fotosintéticas. Tienen capacidad de actuar como provitamina A.?°
2.4. Radicales libres
Son atomos o grupo de &tomos que presentan un electron desapareado, por ende,
son altamente reactivos por lo general captan un electron con el proposito de
alcanzar su estabilidad. Al terminar de sustraer el electron que necesita, la
molécula estable se convierte en radical libre, empezando de tal manera una
reaccion en cadena que van destruyendo las células. El radical libre presenta una
vida media de microsegundos, pero reacciona con todo lo que esta a su alrededor,

produciendo dafio a células, membranas celulares y tejidos. Estas reacciones se



dan siempre en nuestro organismo, este proceso debe ser controlado con un
adecuado agente antioxidante.*

2.5. Estrés oxidativo

Cuando se incrementa el contenido intracelular de ERO (especies reactivas de
oxigeno) y supera las defensas antioxidantes, se genera el estrés oxidativo, por lo
cual se produce dafio a las proteinas, &cidos nucleicos y los lipidos. Este estrés
oxidativo se presenta en varios estados patoldgicos, en la cual se distorsiona la
funcionalidad celular, en tal sentido desarrollando enfermedades degenerativas.*°
2.5.1. Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El término ERO se emplea en las moléculas radicales y no radicales y son
sustancias oxidantes y son facil de convertir en radicales. En los ultimos afios se
logré recabar evidencia manifestando que se puede afirmar que los radicales
libres y las especies reactivas tienen una importancia en el equilibrio
homeostatico. El oxigeno es el principal responsable de la produccién de ERO,
porgue es una molécula oxidante, las células lo emplean en su metabolismo. Pero
no todas son de origen enddgena; la radiacion solar, pesticidas, toxinas fangicas,
estas incrementan su nivel. En su mayoria las células eliminan el oxigeno en la
formacién de agua sin la formacion de toxinas, otros en menor porcentaje eliminan
en tres compuestos toxicos, dos de ellos son radicales libres el anion superéxido
y el hidroxilo. Otro gran oxidantes de fuente de ERO son los metabolismos de
células defensivas como son los polimorfonucleares, los macrofagos, eosinofilos.
Los oxidantes también provienen del exterior, como metabolismo de ciertas
sustancias, como son la contaminacién ambiental, luz solar, radiaciones
ionizantes, elevada concentracién de oxigeno.*°

2.6. Antioxidantes

Estas son capaces de retrasar o inhibir la oxidaciobn de sustancias que son
susceptibles al ataque de las ERO. Antioxidantes exdgenos ingresan a través de

los alimentos, visto de otro modo son los mas importantes.3!

Los antioxidantes pueden ser enziméticos o no. Se clasifican en exdgenos
(ingresan por la dieta) y enddégenos (estan en el organismo sintetizados por

células).®? (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion de los antioxidantes segun su origen .17 32

Origen Accioén

1. Exdgenos
Vitamina E Neutraliza el oxigeno singlete
Captura de radicales libres hidroxilos
Captura oxigeno
Neutraliza peréxidos

Vitamina C Neutraliza el oxigeno singlete
Captura de radicales libres hidroxilos
Captura oxigeno
Regenera la forma oxidada de la vitamina E

Betacarotenos Neutraliza el oxigeno singlete

Fenoles Neutralizan a los radicales hidroxilos

2. Endégenos

Enziméticos Cofactor

Superoxido dismutasa (SOD)  Cobre, sodio, magnesio

Catalasa (CAT) Hierro

Glutatién peroxidasa (GPx) Selenio

No enzimaticos

Glutatién Barreras fisiolégicas que enfrenta el oxigeno a su paso
desde el aire hasta las células

Coenzima Q

Acido tioctico Trasportadores de los metales

2.7. Radiacion ultravioleta (UV) y sus efectos en la salud

El sol emite energia a la tierra, pero solo el 6 a 7% pertenecen a radiacion
ultravioleta (UV), el cual, es una energia invisible que tiene una longitud de onda
entre 100 a 400 nm y es clasificada en 3 categorias (UV-C, UV-B y UV-A) (Tabla

5), asimismo, si la longitud de onda es mas corta, es mas dafina.®

Tabla 5. Categorias de las radiaciones.*

Categorias Longitud de onda
UV-A 320 a 400 nm
UVv-B 280 a 320 nm
uv-C 100 a 280 nm

La radiacion solar viaja por la atmosfera antes que llegue a la superficie, en este
recorrido la radiacion UV-C y el 90% de UV-B son absorbidas por gases como el
ozono, oxigeno, vapor de agua, diéxido de carbono, por otra parte, la radiacion
UV-A se absorbe poco durante este proceso. Debido a lo mencionado
anteriormente, la radiacion que llega a la superficie en un 95% estd conformado

por la UV-A'y un 5% de la UV-B. Las personas al exponerse demasiado tiempo a
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la luz solar pueden desencadenar muchos problemas de salud en la piel, la vista
y el sistema inmunitario. Una de ellas son las quemaduras, que es la mas comun
de la excesiva exposicion a la radiaciéon UV, durante el tiempo esta puede
desencadenar cambios a nivel celular de la piel, del tejido fibroso y vasos
sanguineos, que se convierte en el envejecimiento de la piel o el cancer, esta se
puede manifestar con lunares, manchas, Ulceras. La radiacion UV también

produce dafio ocular como queratitis actinica.®
A. Radiacion UV-A (320-400 nm)

Es la forma menos dafiina de los rayos UV y llega a la tierra en mayor cantidad,
estos rayos penetran el tejido conectivo, causando la inmunosupresion y lesiones
cronicas provocadas por la luz, como el envejecimiento de la piel, oscurecimiento.
También es responsable de la aparicién de los radicales libres y de reacciones

fototoxicas y fotoalérgicas (fotodermatosis poliforme).=3
B. Radiacién UV-B (280-320 nm)

Esta radiacion llega a la Tierra muy atenuada, esta se debe por la capa de ozono
y esta entre 280 y 320 nm. Esta radiacién que llega es dafiina, puesto que reduce
el crecimiento de las plantas, en el ser humano una exposicién excesivamente
prolongada ocasiona problemas de salud, uno de ellos son dafios a nivel de la piel
como quemaduras simples produciéndose eritema solar, 0 en otras situaciones
mutaciones del ADN de las células cutdneas que puede convertirse en cancer de
piel, esta puede aparecer varios afios mas adelante, porque este tipo de radiacion
es absorbida por el ADN dérmico que penetra las capas celulares méas profundas
de la epidermis. Otro problema seria la disminucién de la eficacia del sistema
inmunoldgico, por lo que aumenta las infecciones, reduciendo la eficacia de las
vacunas, puesto que la radiacion UV-B actiia como inmunodepresor local, dando
como resultado dafio de las células de Langerhans, esta es responsable de la

presentacion de antigenos en la epidermis.*
C. Radiacion UV-C (100-280 nm)

Esta es la mas dafina de todos los rayos UV, puesto que es energética, esta
radiacion es absorbida por la capa de ozono, el oxigeno en la estratosfera por
ende no llega a la superficie. En pequefias cantidades de rayos UV son
beneficiosas para la salud, como la sintesis dérmica de la vitamina D, se emplea

bajo supervision médica en tratamientos como el raquitismo, eczema y psoriasis.*
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2.8. Fotoprotectores

En los inicios, los fotoprotectores se emplearon para contrarrestar los efectos de
los rayos UV, hoy en dia, es empleado para poder mitigar los efectos cronicos y
la disminucion de carcinomas de piel y la disminucion de dimeros de pirimidinas y
la inmunosupresion cutanea. La FDA (Food and Drug Administration) avalé la
creacion del FPS, como la técnica para la valoracion de la eficacia de los
protectores solares contra las quemaduras solares. Si un protector solar es de
amplio espectro UVA, debe proteger en una longitud de onda de 370 nm como
minimo y la pigmentacién tardia debe tener una proteccion UVA superior a

cuatro.3
2.8.1. Mecanismo de accion de los fotoprotectores

Los filtros solares pueden ser quimicos y no quimicos. En lo que se refiere a los
quimicos su componente activo es el carbono y en los no quimicos son inorganicos
6sea sin carbono. Los protectores no quimicos tienen un agente pigmentario que
forma una capa visible sobre la piel. Su mecanismo de accién se produce en dos
procesos, una de dispersion y otra de absorcidon. Los protectores solares

presentan sustancias que actlian con los dos procesos.®*

Dispersién

Esta sucede cuando los rayos ultravioleta chocan contra una pantalla o pelicula
gue hace que se desvie su trayectoria, provocando que se disipe en el medio.*

Absorcién

En este proceso las moléculas del protector solar absorben la radiaciéon
ultravioleta. Este proceso implica la incorporacion de energia a la estructura del
protector. El foton es absorbido hasta llegar a la piel y es conducido en forma de
calor. En EEUU, los filtros son considerados como farmacos y es vigilado por la
FDA 'y en Europa, cumplen con las normas para farmacos y cosméticos, las cuales

son reguladas por COLIPA.3
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Il MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar

El estudio se ejecutd en el laboratorio de Toxicologia de la EP de Farmacia y

Bioguimica de la UNSCH, durante los meses de enero a febrero del 2023.
3.2. Poblacién

Constituido por tubérculos de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”,
cultivadas y cosechadas en el distrito de Morochucos (Cangallo — Ayacucho),

ubicada a 3330 m.s.n.m.
3.3. Muestra

Tres kilogramos de tubérculos colectadas en el mes de febrero del 2023. El tipo
de muestreo fue por conveniencia. Una parte de la muestra fue llevada a la Bidloga
Laura Aucasime para su identificacién y consiguiente clasificacion taxonémica
(Anexo 1).

3.4. Unidad experimental

36 ratones albinos de cepa Balb/c de un peso de 25 a 35 g, que fueron adquiridos
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Fueron acondicionados a las
condiciones de laboratorio, en un lugar adecuado con ventilacién y alimentacion

balanceada con agua a voluntad.
3.5. Tipo de investigacion

Estudio basico-experimental.®®
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3.6. Procedimiento para larecoleccion de datos (Anexo 7)
3.6.1. Recoleccion de la muestra

La muestra fue colectada durante la temporada de cosecha en el mes de febrero,
procediéndose a seleccionar los tubérculos que se encuentren en buen estado y

no estén dafiados.
3.6.2. Secado y molienda

El tubérculo, se procedio a lavar con bastante agua, luego se cort6 en finas rodajas
para finalmente ser llevadas a una bandeja (Anexo 8), para evitar la retencion de
agua o la fermentacion se dispuso en una sola capa. Luego se trasladé a la estufa
a 45 °C por 72 horas. Finalmente se redujo de tamafio con la ayuda de una

licuadora.
3.6.3. Extracto hidroalcohoélico

Se pes6 300 g de muestra seca, después se llevé a un frasco de color ambar,
luego se adicion6 alcohol a 80° por encima de un centimetro de diferencia de la
muestra, dejando macerar por un periodo de 7 dias. Durante el proceso se agité
constantemente para que el solvente se distribuya homogéneamente, por ultimo,
se procedi6 a filtrar. Luego se concentré empleando un rotavapor, inmediatamente
se trasladé a la estufa a 45 °C por 24 horas, finalmente el extracto se guardo6 en

un frasco de color @mbar. (Anexo 9)

3.7. Determinacion de la actividad antioxidante
3.7.1. Método del secuestramiento del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidraizil)

Se siguio el procedimiento detallado por Brand Williams con ajustes descrito por
Thaipong y col.*® (Anexos 10, 11 y 13). Previamente, se prepard una solucion
patron (SP), para el cual, se procedié a pesar 24 mg de reactivo de DPPH, estas
fueron disueltas en 100 mL de metanol, finalmente se almacendé en la
refrigeradora. Solucion trabajo (ST): se procedié a sacar 30 mL de SP, estas
fueron disueltas en 135 mL de metanol, finalmente se leyé a 515 nm, ajustando
hasta una absorbancia 1,1 + 0,02 con metanol.*® Asimismo, para la curva de
calibracion se prepard una solucion patron a la concentracion de 12,5 mg de Trolox
(Anexo 12), luego se aforé con metanol 50 mL. En base de la solucion patrén se
hizo diluciones 0; 1; 2; 4; 6; 8 mL, después se afor6 con metanol 10 mL, agitando

por 5 minutos. Se prepararon por triplicado las diluciones. Siguiendo el
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procedimiento para la muestra.’” (Anexo14). De la muestra se sacd 150 pL,
adicionando luego 2850 pL de ST, luego se dejo reaccionar por un tiempo de 30

minutos en oscuridad, finalmente se leyé la absorbancia a 515 nm.*® (Anexo 11)

Céalculos:

(ADPPH - AMP)]

% = [ x100

ADPPH

Donde:

%: Porcentaje de la secuestradora del radical DPPH.
ApppH: Absorbancia del DPPH.

Awmp: Absorbancia de la muestra problema.

3.7.2. Método del secuestramiento del radical libre ABTS (2,2'azino-bis-3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonato de amonio)

Se sigui6 el procedimiento detallado por Arnao con ajustes descrito por Thaipong
y col.®® (Anexos 15,16y 17)

Elaboracién de la solucién patrén (SP) y solucién trabajo (ST)

e Para la solucién 1; se procedié a pesar 0,0406 g de reactivo ABTS, después
estas fueron disueltas en 10 mL de agua destilada.

e Para la solucién 2; se procedid6 a pesar 0,007 g de persulfato potasico
(K2S205), estas se disolvieron en 10 mL de agua destilada.

o Después se mezcld la solucion 1 y 2, dejando reposar unas 12 horas en
oscuridad, la cual sera la solucion patrén (SP).

e Para la solucion trabajo (ST), se procedié a mezclar 2 mL de SP en 120 mL de
metanol, se mezclé bue y luego se procedié a realizar la lectura a 734 nm,

ajustando hasta una absorbancia de 1,1 + 0,02. (Anexo 16)
Elaboracién de la recta de calibracion

Se preparé una solucion patron de trolox pesando 12,5 mg de trolox, aforando en
50 mL de metanol. A partir de estas se realiz6 diluciones de 0; 0,5; 1; 2; 3y 4 mL,
luego se aforé a 10 mL de metanol. Se realizé los ensayos por triplicado.® (Anexo
18)
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Preparacion de la muestra a evaluar (extracto hidroalcohdlico)

Se procedié a tomar 150 uL de muestra + 2850 pL de ST de ABTS, dejando
reaccionar por un periodo de 2 horas en oscuridad, luego se leyo la absorbancia
a 736 nm.*® (Anexo 16)

Célculos:

(Am — Ab)
% = 100 — ————x100

Donde:

%: Porcentaje de la actividad secuestradora del radical ABTS.
Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia del blanco.

Ac: Absorbancia del blanco del reactivo.

3.8. Evaluacién de la actividad fotoprotectora

3.8.1. Preparacion de la crema fotoprotectora

Se utiliz6 crema base lanette (Anexo 19) para la preparacion de las cremas a
diferentes concentraciones, para el cual, se peso el extracto hidroalcohdlico seguin

las concentraciones a evaluar y se adiciond la crema base (Tabla 6 y Anexo 20).

Tabla 6. Formulacion de las cremas fotoprotectoras

Crema Formulacion
5% 1 g de extracto hidroalcohdlico + 19 g de crema base
10% 2 g de extracto hidroalcoholico + 18 g de crema base
15% 3 g de extracto hidroalcoholico + 17 g de crema base

3.8.2. Método de la determinacion de la actividad fotoprotectora

Se realiz6 la actividad fotoprotectora determinando su Factor de Proteccion Solar
(FPS), segun el método de COLIPA in vivo.®8 2° (Anexo 21).

Fundamento:

La actividad fotoprotectora de un muestra es evaluada por el calculo el FPS,

llamado asi al ndmero de veces que la muestra, con potencial actividad
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fotoprotectora al ser aplicada topicamente eleva la capacidad de defensa natural
de la piel, con la aparicion de enrojecimiento o eritema previo a la quemadura,
como resultado a la exposicion de radiaciones ultravioletas de tipo B, para hallar
el FPS se mide el tiempo necesario para que las radiaciones UV produzcan
eritema en la piel y en la de una sin proteccion, lo que representa a la Dosis
Eritematosa Minima (DEM).38:3°

Procedimiento:

e Se emple6 36 ratones, distribuidos al azar, Grupo I Blanco; Grupo I
Radiacién UV + crema base; Grupo lll, IV y V: Radiaciéon UV + crema 5; 10 y
15% respectivamente; Grupo VI: Radiacién UV + crema Isdin 50®.

e Se llevo a los animales en jaulas separadas, 24 horas antes se procedi6 a
depilar el lomo de los animales, para lo cual se utilizé la crema DEPILEE®.

o Se utiliz6 como fuente luminica la lampara Osram Ultra Vitalux 300 (UVA-
UVB).

e Unos 20 minutos antes de someter a los animales a la radiacion UV, se
procedi6 a aplicar con una jeringa la crema una capa de 1 cm?3.

e Después los animales fueron llevados a la exposicion de los rayos UV, con
libre movimiento, con una distancia de los animales con la lampara de unos 30
cm.

o El tiempo de exposicién a la radiaciéon UV fue variable, todo dependi6 de la
aparicion de ligero eritema o enrojecimiento de la piel del raton, se expresé
como DEM, este valor se anot6 para calcular el factor FPS.

o Lego de determinar la DEM se retird a los animales de la exposicion a los rayos
uVv.

FPS — Tiempo de aparicion de DEM con proteccion

~ Tiempo de aparicién de DEM sin proteccién
3.9. Disefio experimental

Disefio de posprueba Unicamente y grupo control, de la siguiente manera:

Ge X o)
Gen - o]
Gep X o)
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Donde Ge: grupo experimental, X: el tratamiento, O: la observacién, Gen: grupo

control negativo, G¢p: grupo control positivo.

Disefio experimental para la evaluacion de la actividad fotoprotectora fue con 6
tratamientos y seis repeticiones para cada grupo, del modo siguiente:

Tabla 7. Disefio de investigacion

Radiacion UV Radiacion UV + Crema Radiacion
Grupo Blanco | cremabase UV + Cema
5% 10% 15% Isdin 50®
Grupo | X
Grupo |l X
Grupo I X
Grupo IV X
Grupo V X
Grupo VI X

3.10. Analisis de datos

Los datos se reportaron como valores promedios, que incluyen el error estandar
de la media y se representaron en tablas y figuras. La diferencia significativa entre
los grupos de tratamiento se determino con el andlisis de varianza (ANOVA) a un
nivel de confianza del 95% (p<0,05). Se realizé la prueba de Tukey (SPSS version
22).

20



V. RESULTADOS
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Tabla 8. Porcentaje de la actividad secuestradora de los radicales libres DPPH y
ABTS del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R&P

“mashua negra”.

. 0
Tratamientos Actividad secuestradora (%)

DPPH ABTS
Extracto hidroalcoholico 1 mg/mL 16,692 25,89a
Extracto hidroalcohélico 5 mg/mL 46,930 76,720
Extracto hidroalcohélico 10 mg/mL 78,21¢ 91,28¢
Trolox 0,2 mg/mL 96,19¢ 70,274

*ANOVA (p < 0,05)
** Prueba de Tukey: Letras diferentes significan respuestas diferentes
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*ANOVA (p < 0,05)
** Prueba de Tukey: Letras diferentes significan respuestas diferentes

*** DEM: Dosis Eritematosa minima
Figura 2. Tiempo de aparicién de la Dosis Eritematosa Minima frente a las cremas
a base del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R&P

“‘mashua negra”.
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ANOVA: (p<0,05)

Figura 3. Factor de Proteccion Solar por efecto de los tratamientos de las cremas
elaboradas a base del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de Tropaeolum
tuberosum R&P “mashua negra”.
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V. DISCUSION

Las plantas medicinales en la actualidad se han convertido en un recurso
importante debido a sus componentes activos, y su amplia variedad medicinal. La
poblacion mundial lo utiliza para satisfacer sus necesidades de salud. La medicina
herbal presenta el mayor de los retos al tratar de convertir de manera eficaz las

plantas medicinales en productos estables.

La medicina natural en los tiempos actuales resurgié con el propésito de dar
solucion a las diversas enfermedades, esta nos llevd a la investigacion de las
especies nativas de nuestro pais, que favorecida con la gran biodiversidad y
diferentes ecosistemas de nuestras regiones son amplias, una de las especies es
Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”, el cual, presenta muchas

propiedades y bondades medicinales.

En la Tabla 8, se plasma el porcentaje de la actividad secuestradora de los
radicales libres DPPH y ABTS. En el caso del DPPH, el extracto hidroalcohdlico
de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra” a la concentracion de 10 mg/mL,
tuvo mejor actividad secuestradora con un 78,21%, superior a las demas
concentraciones, pero inferior al trolox al 0,2 mg/mL, siendo estadisticamente
diferentes entre si (p=8,28x10'°) (Anexo 22), asimismo, comparando entre los
tratamientos, se hallé6 que todos tienen un comportamiento diferente (Anexo 23).
Se reportan estudios de actividad secuestradora del radical libore DPPH con
muestras de tubérculo de esta especie. Vilchez!8, determiné que el extracto
hidroalcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”
a la concentracion de 250 pg/mL presenté mayor actividad antioxidante frente al
radical libre DPPH con un 92,5%, con muestras proveniente del distrito de Tambo
(La Mar — Ayacucho). También Riojas'’, estudié 3 ecotipos del tubérculo del

distrito de Chiara (Huamanga — Ayacucho), para el cual obtuvo extractos
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hidroalcohdlicos, en el cual, el ecotipo “yana puca” a la concentracion de 200
Mg/mL, present6 una actividad antioxidante superior a los demas ecotipos, con un
76,45%. Aparentemente, sus resultados son superiores al reportado en la
presente investigacion, sin embargo, estas diferencias se deben a la metodologia
que emplearon ambas en la preparacion del DPPH con etanol de 96% vy las
muestras preparadas en etanol, que podrian tener influencia en los resultados,
mientras que, en este caso se cifid estrictamente a la metodologia descrita por
Brand Williams modificado por Thaipong y Col.*® Asimismo, podria tener influencia

la procedencia de la muestra y época de colecta.

Por otro lado, en esta misma tabla, se observa el porcentaje de actividad
secuestradora de los radicales libres, empleado por el método de ABTS, el
extracto hidroalcohélico de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra” a la
concentracion de 10 mg/mL, tuvo mejor actividad secuestradora a las demas
concentraciones con un 91,28%, incluido a la concentracion del trolox 0,2 mg/mL
con un 70,27%, siendo estadisticamente diferente entre si (p=5,39x101° (Anexo
24), por otra parte, comparando entre los tratamientos, se observd que todos
tienen un comportamiento diferente (Anexo 25). En otra investigacion Riojas?’,
demostr6 que el extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum R&P
“‘mashua”, a la concentracion de 200 uyg/mL, la especie de “yana puca, muestra
proveniente del distrito de Chiara (Huamanga — Ayacucho), alcanzé mayor
porcentaje de actividad antioxidante frente al radical libre ABTS con 69,35%, pero

esta no supero al trolox a la concentracion de 100 pg/mL con un valor de 90,19%.

Aparentemente, su resultado con respecto a la especie “yana puca”, a la
concentracion de 200 ug/mL, es inferior al reportado en la presente investigacion,
pero no supero al trolox 0,2 mg/mL, esta diferencia se debe a la metodologia que
empled en la preparacion del ABTS con etanol de 80° y agua destilada, asi mismo
las muestras preparadas en etanol, que podrian tener influencia en los resultados,
mientras que, en esta investigacion se cifid estrictamente a la metodologia
descrita por Arnao modificado por Thaipong y Col.*®¢ También, podria tener

influencia la procedencia de la muestra y época de colecta.

Para la medicion de las capacidades antioxidantes de los productos vegetales se
han desarrollado diversos ensayos quimicos in vitro. A pesar de la popularidad de
los efectos antioxidantes en las investigaciones, la no existencia de ensayos

estandarizados en la comparacion de resultados de diferentes investigaciones ha
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sido un gran reto. Las evaluaciones que contemplan a los antioxidantes, son
esenciales para el desarrollo de métodos estandarizados que es aplicado
considerablemente por los investigadores. Pero debido a la complejidad
naturaleza de los sistemas bioldgicos, existen varios métodos para la medicion de
la capacidad antioxidante.** El método de DPPH es muy empleado por los
investigadores.

Los metabolitos secundarios responsables de la actividad antioxidante se pueden
mencionar desde el punto de vista fitoquimico a los taninos, cumarinas, xantonas,
guinonas, acidos fendlicos, flavonoles, flavones, catequinas, antocianinas, estas
presentan propiedades redox que actian donando hidrégenos dando como

resultado prevenir o retrasar ciertas enfermedades degenerativas.*?

Para la determinacion de la actividad fotoprotectora se empled el FPS, por el
método de COLIPA in vivo.

En la Figura 2, se aprecia el tiempo de aparicién de la DEM frente a las cremas a
base del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R&P
“‘mashua negra”, se puede afirmar que la crema al 15% presento una DEM con un
20,83; superior y siendo estadisticamente diferente a las demas dosis, 5y 10%
con 17,67 y 18,83 respectivamente,(anexo 27), pero no supero al estandar crema
Isdin 50® que tuvo un tiempo de 31,33,) Por su parte Yance!®, en su investigacion
determiné la actividad fotoprotectora del extracto atomizado de Satureja brevicalyx
Epling “wayra muna”, afirmando que la crema 16% present6 un tiempo de 27,0;
esta no super6 a la crema lIsdin 90® con un tiempo de 45,8. Las dos
investigaciones emplearon la misma metodologia que fue el método de COLIPA
(The European Cosmetics Association) in vivo, pero aparentemente sus
resultados son inferiores al reportado en la presente investigacion, sin embargo
estas pequefas diferencias se deben a la metodologia que emplearon ambas en
la preparacion de las cremas que fue a una dosis de 16%, también podria haber
influido en lo que es la preparaciéon de la crema base, Yance utilizO mas

componentes que la presente investigacion (anexo 19).

Asimismo Yance'®, en el extracto atomizado de Satureja brevicalyx Epling “wayra
mufa”, afirma que la crema al 16% present6 un FPS de 3,5, siendo superior a las
demds concentraciones, pero fue superada por la estandar crema Isdin 90®
presenté un FPS de 5,9, mientras que en la presente investigacion la crema al 15

% presento un FPS de 2,76, siendo superior a las deméas concentraciones, pero
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no fue superada por la crema estandar Isdin 50® que presento un FPS de 3,13,

datos que se asemejan a la presente investigacion.

El avance de los varios métodos de fotoproteccion, desencadenaron el hallazgo
de nuevas estrategias para evitar los dafios de manera externa y de manera
enddgena buscar minimizar los efectos solares y poder completar los protectores
ya comercializados. El uso de antioxidantes, enzimas reparadoras, tienen efecto
positivo sobre la piel, en otras ocasiones se recuperan del dafio producido por las
radiaciones. Como se menciond en la teoria los rayos UVA y UVB producen
alteraciones enddgenas en la piel, dafio directo en el ADN, la produccion de
radicales libres de oxigeno que interacciona con los sensibilizadores enddgenos,

produciendo dafio en el ADN, proteinas y membranas celulares.

La radiacién UV se incrementé en los Ultimos afios, la exposicién de la piel a la
radiacién UV, todos estos factores contribuyeron el incremento de los trastornos
relacionados con la piel en las personas. Los componentes de los protectores
solares presentan un uso limitado, porque pueden activarse con la radiacién solar,
desencadenando reacciones adversas cutaneas, por ende, estas moléculas
tienen una concentracion limitada en la férmula de los protectores solares. Es
dificil lograr una alta proteccién solo con el uso de filtros UV sintéticos. Hoy en dia
es de mucha importancia incorporar productos naturales en la formulacion de
protectores solares. Los metabolitos secundarios importantes que actdan
bloqueando los rayos UV son los &cidos fendlicos, flavonoides, polifenoles,
terpenoides, estos metabolitos mencionados pueden impedir la penetracion de la
radiacion en la piel, disminuyendo la inflamacion, estrés oxidativo, efectos dafiinos
del ADN. Los compuestos naturales tienen gran interés por su forma eficaz de
reducir el dafio causado por la radiacion UV en los humanos, a través de diversos

mecanismos, por su participacién en multiples vias de fototoxicidad.*®

En la Figura 3, se observa el FPS por efecto de los tratamientos de las cremas
elaboradas a base del extracto hodroalcoholico del tubérculo de Tropaeolum
tuberosum R&P “mashua negra”. Segun esta figura se afirma que la crema al 15%
presenta un FPS de 2,76, siendo esta estadisticamente diferente a las cremas 5
y 10% con un FPS de 1,77 y 1,88 entre si, pero fue estadisticamente similar a la
crema Isdin 50® con un FPS de 3,13 (anexo 29).

Cuando la radiacion ultravioleta estimula la piel, su mecanismo de autoproteccion

es el doble. En primer lugar, se produce la inflamacion de la epidermis por la
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radiacion UVB, se incrementa la proteccion de 3 a 4 veces. Por otra parte, el
incremento en la sintesis de melanina (bronceado) inducido por la radiacion UVB
y UVA, brindando a la piel una proteccién de 2 a 4 veces mayor.®

Para reducir los dafios causados por la radicacién UV podria ser, cambiar el estilo
de vida, disminuir el tiempo de exposicidn, entro otros, pero estas medidas son
insuficientes. La utilizacion de protectores solares disminuye los dafios causados,
como quemaduras solares, dafios al ADN y la piel, pero también pueden causar
efectos adversos como la irritacion, alergias y reacciones fototoxicas. Ultimos
estudios realizados evaluaron los efectos fotoquimiopreventivos de productos
naturales en la prevencion de los dafios hacia la piel. Sustancias que pueden
absorber los rayos UV, estas pueden actuar como filtros en la prevencion de dafios
hacia el ADN y la piel. Estas sustancias actlan absorbiendo los rayos UV, como
fitros en la prevencion de dafios hacia el ADN, dafios hacia la piel y
fotoinmunosupresion. Por tal razé6n se han desarrollado varios estudios que
demuestran su potencial efecto fotoprotector de los productos naturales, estas
sustancias absorben los rayos UV por la presencia de croméforos en su estructura
guimica, impidiendo que la radiacién solar penetre la piel. Estos cromoéforos son
los estilbenos, flavonoides y &cidos hidroxicinamicos. Estos compuestos
presentan un alto factor de proteccion solar, como la quercetina que presenta un
factor de proteccion de 10,3; el resveratrol que presenta un 19,2; acido ferulico
con 11,9; apigenina con 28,8. Otro estudio demuestra que el extracto de polifenol
de la corteza de Punica granatum present6 fotoproteccion contra el dafio de la luz
UVB en fibroblastos humanos inhibiendo su fotoenvejecimiento, esta proteccion
se atribuye a las catequinas. Las antocianinas presentes en las fresas les
confieren proteccion dérmica a los fibroblastos. Se identificé varias familias
fitoquimicas fotoprotectores como son los &cidos fendélicos, compuestos fendlicos,

terpenos, flavonoides, terpenos y organosulfatos.*

Finalmente, los resultados de la presente investigacion favorecen para la
continuacién de mas estudios de la especie con el propdsito de que sea empleada

como productos antioxidantes y fotoprotectores.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”
presento actividad fotoprotectora.

El extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”
present6 actividad secuestradora de los radicales libres DPPH (p<0,05) y
ABTS (p<0,05).

La crema a base del extracto hidroalcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R&P “mashua negra” a las concentraciones de 5; 10 y 15%,

presentaron un FPS de 1,77; 1,88 y 2,76 respectivamente (p<0,05).

La crema a base del extracto hidroalcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R&P “mashua negra” a la concentracion de 15% presenté un FPS

semejante al estandar Isdin 50® (p<0,05).
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VII. RECOMENDACIONES

1. Tener cuidado en la depilacion para no dafiar la piel del ratdn, este proceso es
importante porque podria afectar los resultados posteriores.

2. Se debe continuar con mas estudios farmacoldgicos, una de ellas la toxicidad
dérmica del extracto hidroalcohodlico de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua
negra”.
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Anexo 1. Certificado de clasificacion taxondmica

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bachiller en Farmacia y Bioquimica, Srta. Marlene, QUISPE MENDOZA,
ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN | : GERANIALES

FAMILIA 5 TROPAEOLACEAE

GENERO : Tropaeolum

ESPECIE : " Tropaeolum tuberosum R. & P.
N.V. ; “mashua negra”

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

Ayacucho, 27 de Noviembre del 2021

BIOLOG
Reg. C.B.P. N° 583 CR.- XIIT

43



Anexo 2. Estructuras quimicas base de las antocianinas.
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Anexos 3. Antocianinas del tubérculo de Troapeolum tuberosum R&P’mashua”
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Anexo 4. Glucosinolatos tubérculo de Tropaeolum tuberosum R&P’mashua”.
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Anexo 5. Isotiocianatos tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ré&P “mashua”.

o= o
MeO

Isotiocianato de p-metoxibencilo Bencilo isotiocianato
/I\ NCS
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i
N N
Oﬁ H H/m
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Anexo 6. Tubérculos de Tropaeolum tuberosum R&P “mashua negra”.
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Anexo 7. Flujograma del procedimiento para la recoleccion de datos.
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Anexo 8. Obtencién de la muestra seca de Tropaeolum tuberosum R&P
“mashua negra”.

Lavar y cortar en
rodajas

epljow
A ©2as ensany
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Anexo 9. Obtencidn del extracto hidroalcohélico.

R

Preparamos alcohol de 80° Agregamos 1000 mL de

a partir de 96° alcohol de 80° \

Filtrar

Pesamos y guardar en un frasco
para su posterior trabajo.
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Anexo 10. Flujograma del ensayo de DPPH.
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Anexo 11. Procedimiento para realizar el ensayo de DPPH.

24 mg DPPH, aforar 100 mL - 30 mL SP + 135 mL MeOH, llevar a un
MeOH (SP) rotavapor, leer Abs. a 1,1 +-0,002 nm (ST)

Curva de calibracion:

12,5 mg trolox en 50 mL MMeOH, 150 ul trolox +2850 ul DPPH (ST) para
tomamos alicuotas de 0, 1, 2, 4, 6,8 ml cada uno de los tubos x triplicado
de trolox y aforar a 10 ml con metanol

Preparacion de la muestra:
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Anexo 12. Estructura quimica del trolox.*
H3;C
O
HO H
CH,

H,C o

CH
H,C 3

Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
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Anexo 13. Mecanismo del secuestramiento del radical libre DPPH.*¢

N N
N + NH

O,N NO, ;A_H i O,N NO,
NO, NO,

1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (Radical libre) 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (No radical)
Morado Amarillo
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Anexo 14. Curva de calibracion del porcentaje de la actividad secuestradora del
radical libre DPPH.
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Anexo 15. Flujograma del ensayo de ABTS.

5
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Anexo 16. Procedimiento para realizar el ensayo del ABTS.

Mezclar S1Y S2,
reposar por 12 h (SP)

Leer la abs. a 734 nm hasta
calibrar a 1.1 = 0,02 (ST) 2 mL SP +120 mL MeOH,

. L llevar a rotavapor.
Curva de calibracion:

Preparacion de la muestra:

Leer absorbancia a 736 nm
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Anexo 17. Mecanismo del secuestramiento del radical libre ABTS.#’
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Anexo 18. Curva de calibracion del porcentaje de la actividad secuestradora del
radical libre ABTS.
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Anexo 19. Formula de la crema base lanette

Composicion %
Cera lanette N® 24
Deciloleato (Cetiol V®) 16
Conservante C.S.
Agua destilada c.s.p.100 g
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Anexo 20. Proceso de elaboracion de las cremas.

19
extracto

29
extracto

39
extracto

Adicion6 19
g de crema

base
)

Adicion6 18 g
de crema base

Adicion6 17
g de crema
base
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Anexo 21. Evaluacion de la actividad fotoprotectora de las cremas

Pes6 a los
animales

Administracion
de los
tratamientos

Exposicién a
rayos UV
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Anexo 22. Andlisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del

radical libre DPPH.

Suma de gl. Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 11059,547 3 3686,516 11067,295 8,28x101°
grupos
Dentro de 2,665 8 0,333
grupos
Total 11062,212 11

Si: Sig. <0,05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente al resto
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Anexo 23. Prueba de Tukey del porcentaje de la actividad secuestradora del
radical libre DPPH.

Sub conjuntos homogéneos (0,05)

Tratamientos N

a b c d
Extracto hidroalcoholico 1 mg/mL 3 16,696
Extracto hidroalcoholico 5 mg/mL 3 46,933
Extracto hidroalcohdlico 10 mg/mL 3 78,216
Trolox 0,2 mg/mL 3 96,190
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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Anexo 24. Andlisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del

radical ABTS.

Suma de gl. Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 7142,517 3 2380,839 673,692 5,93x101°
grupos
Dentro de 28,22 8 3,534
grupos
Total 7170,789 11

Si: Sig. <0,05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente al resto
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Anexo 25. Prueba de Tukey del porcentaje de la actividad secuestradora del
radical ABTS.

Sub conjuntos homogéneos (0,05)

Tratamientos N a b c d
Extracto hidroalcoholico 1 mg/mL 3 25,893
Trolox 0,2 mg/mL 3 70,270
Extracto hidroalcohdlico 5 mg/mL 3 76,723
Extracto hidroalcohdlico 10 mg/mL 3 91,280
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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Anexo 26. Andlisis de varianza de la dosis eritematosa minima (DEM).

Suma de al. Media F Sig.
cuadrados cuadréatica
Entre 3944,333 5 788,867 330,223 2,84x10%°
grupos
Dentro de 71,667 30 2,389
grupos
Total 4016,000 35
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Anexo 27. Prueba de Tukey de la dosis eritematosa minima (DEM).

Tratamientos

Sub conjuntos homogéneos (0,05)

a b c d e
Blanco 0,000
Crema base 10,333
Crema 5% 17,666
Crema 10% 18,833
Crema 15% 20,833
Isdin 50® 31,333
Sig. 1,000 1,000 0,779 1,000 1,000
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Anexo 28. Andlisis de varianza del Factor de Proteccion Solar (FPS).

Suma de al. Media F Sig.
cuadrados cuadréatica
Entre 8,005 3 2,668 11,578 1,28x10*
grupos
Dentro de 4,610 20 0,230
grupos
Total 12,615 23
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Anexo 29. Prueba de Tukey del Factor de proteccion Solar (FPS).

Sub conjuntos homogéneos

Tratamientos N (0,05)
a b
Crema 5% 6 1,771
Crema 10% 6 1,881
Crema 15% 6 2,762
Isdin 50® 6 3,134
Sig. 1,000 1,000
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Anexo 30. Matriz de consistencia

Titulo. Actividad fotoprotectora de extracto hidroalcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R&P. “mashua negra” en ratones.

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO DISENO METODOLOGICO
¢El extracto  Objetivo general El extracto Variable Antecedentes de estudio. Tipo de investigacion: Béasico-experimental.
h|dr0a|09hol|co de  Evaluar la actividad hldroalcghollco de independiente Bases tedricas. Poblacién:
los tubérculos de  foioprotectora del  extracto |0S tubérculos de  pyiracto

Tropaelum
tuberosum Ruiz &
Pav. “mashua
negra” tendra
actividad
fotoprotectora en
ratones?

hidroalcohdlico de los tubérculos
de Tropaeolum tuberosum R&P
“mashua negra” en ratones.

Objetivos especificos:

Determinar la actividad
antioxidante in vitro del
extracto hidroalcohdlico de
los tubérculos por los
método de DPPH y ABTS.
Determinar el factor de
proteccion solar (FPS) de
las cremas elaboradas a
base de extracto
hidroalcohdlico de los
tubérculos.

Comparar el factor de
proteccion solar (FPS) de
las cremas elaboradas a
base del extracto
hidroalcohdlico de los
tubérculos con el estandar
Isdin 50®.

Tropaeolum
tuberosum Ruiz &
Pav. “mashua
negra” posee
actividad
fotoprotectora.

hidroalcohdlico  de
los tubérculos de
Tropaeolum

tuberosum Ruiz &
Pav. “mashua negra”

Indicador:
Concentraciones 5;
10 y 15%.

Variable
dependiente
Actividad
fotoprotectora.
Actividad
antioxidante.
Indicador:

Factor de proteccion
solar (FPS).

Porcentaje de
captacion de
radicales libres de
DPPH, ABTS.

Taxonomia de Tropaeolum
tuberosum R&P
negra”.

“mashua

Distribucion y habitat.
Descripcién botanica.

Composicién quimica del
tubérculo.
Usos medicinales

tradicionales.

Metabolitos secundarios con
actividad fotoprotectora.

Radicales libres.

Estrés oxidativo.

ERO (Especies reactivas de
oxigeno).

Antioxidantes.

Radiacion UV y sus efectos
en la salud.

Fotoprotectores.

Mecanismo de accion de los
fotoprotectores.

Constituido por tubérculos de Tropaeolum tuberosum
R&P “mashua negra” del distrito de Morochucos
(Cangallo-Ayacucho).

Muestra:

Tres kg de tubérculo de “mashua negra” que fueron
recolectadas del distrito de Morochucos. Se realiz6 un
muestreo por conveniencia.

Unidad experimental:

Ratones (36) de cepa Balb/c de un pesode 25a35¢g
que fueron adquiridos de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia.

Metodologia

Se realizé la actividad fotoprotectora determinando su
Factor de Proteccion Solar (FPS), segun el método de
COLIPA (The European Cosmetics Association) in vivo.

Disefio experimental

Desefio experimental para la evaluacion de la actividad
fotoprotectora fue con 6 tratamientos y seis
repeticiones para cada grupo.

Andlisis estadistico

Los datos se expresaron en forma de medias +
desviacion estandar, representados en tablas y figuras.
La diferencia significativa entre los grupos de
tratamiento se determind con el andlisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de confianza del 95% (p<0,05). Se
realiz6 la prueba de Tukey (SPSS version 22).
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 392-2024-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: MARLENE QUISPE MENDOZA

En la ciudad de Ayacucho, siendo las tres y diez de la tarde del dia dos del mes de abril
del afio dos mil veinticuatro, se reunieron en el auditorium de la Facultad de Ciencias de
la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el acto de sustentacién del
trabajo de tesis titulado “Actividad fotoprotectora del extracte hidroalcohdlico de los
tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua negra” en ratones”,
presentado por la bachiller MARLENE QUISPE MENDOZA para optar el titulo profesional
de Quimico Farmacéutico. El jurado evaluador estd conformado por:

Presidente (Decano) : Prof. Enrique Javier Aguilar Felices (Delegado por el decano)
Jurados : Prof. Enrique Javier Aguilar Felices
: Prof. Marco Rolando Aronés Jara
4to jurado : Prof. Kirianova Godoy Bautista
Asesor : Prof. Edwin Carlos Enciso Roca
Secretario Docente  : Prof. Gabriela Bellido Mujica

Con el quorum de reglamento se dio inicio la sustentacién de tesis, el presidente de la
comision pide al secretario docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucion decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio la exposicién la Bachiller MARLENE QUISPE MENDOZA, y una vez concluida, el
presidente de la comisidn solicita a los miembros del jurado evaluador realizar sus
respectivas preguntas, seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que pueda
aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita al sustentante abandonar el auditérium para que pueda proceder
con la calificacién.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: MARLENE QUISPE MENDOZA

JURADQOS Texto | Exposicidon | Preguntas | P.Final
Prof. Enrique J. Aguilar Felices 17 16 15 16
Prof. Marco R. Aronés Jara 15 16 14 15
Prof. Kirianova Godoy Bautista 16 16 14 15
PROMEDIO FINAL 15

De la evaluacién realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller MARLENE QUISPE MENDOZA; quien obtuvo la nota



final de quince ( 15) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del
presente, siendo las 5:00 de la tarde, se da por concluido el presente acto académico.

~

—ProfE i’d‘ﬁé’f. Aguilar Felices rof. Marcéi/R.\Aron%s/Jara
Jurado 1 Jurado 2

/

\

s

T ———

Prof. Kirfanova Godoy Bautista ' Pﬁﬁ. Edwin
Jurado 3 ' Asesor

A ===

___.._»—'P-F}f:'&r{riquegf Aguilar Felices Prof. Gabriela Bellido Mujica

Presidente Secretaria docente



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

El Instructor en Primera Instancia, designado con RD N° 453-2023-UNSCHFCSA/D, emite

la presente

CONSTANCIA

DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION

A MARLENE QUISPE MENDOZA, Bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia vy

Bioguimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, en mérito a que la tesis titulada:

“Actividad fotoprotectora del extracto hidroalcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pav. “mashua negra” en ratones” ha alcanzado un indice de similitud

de 21 % (veintiuno); cumpliendo satisfactoriamente lo establecido en el Art. 13 del

Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacién de la Universidad Nacional de

San Cristébal de Huamanga mediante el uso del SOFTWARE TURNITIN.

En ese sentido, se emite la presente constancia en sefial de conformidad.

Constancia N° 0010-2024

ks UNIVERSIDAD NACIONAL DE
4 SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCHS DF WA SALUD

EP F:'\R.‘-',J‘.C[/\ Y HCQLIMICA

J
T

" Marco R. Aronés Jara
D9C ENTE

Prof. Marco R. Aronés Jara
Docente instructor - Primera instancia

Ayacucho, 22 de marzo de 2024.



X UNSC FACULTAD DE ESCUELA PROFESIONAL DE
I.I CIENCIAS DE LA SALUD FARMACIAY BIOQUIMICA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD SEGUNDA INSTANCIA:

TESIS DE PREGRADO
(C°23-2024-EPFB-UNSCH)

La que suscribe, directora de escuela y docente instructor en segunda
instancia de Tesis de Pregrado, luego de verificar la originalidad de la
tesis de la Escuela profesional de Farmacia y bioquimica de la Facultad
de Ciencias de la Salud, en representacién de la decana y delegada por
Resolucion Decanal N° 077-2021-UNSCH-FCSA/D, deja constancia que
el trabajo de tesis titulado:

Actividad fotoprotectora del extracto hidroalcohdélico de los
tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua

negra” en ratones
PRESENTADO POR LA: Bach. QUISPE MENDOZA, Marlene

Ha sido sometido al andlisis mediante el sistema TURNITIN concluyendo
que presenta un porcentaje de 21% de indice de similitud.

Porlo que, de acuerdo con el porcentaje establecido en el Articulo 13° del
Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigaciéon de pregrado de

la UNSCH. Por tanto, ES PROCEDENTE conceder la Constancia de
originalidad en segunda instancia.

Ayacucho, 22 de marzo del 2024

UNIVERSIDAD NACIONAL DE 5AN
CRISTOBAL DE fAUAM, A

Docert¥. fistructor
Segunda instancia

cc.
Archivo.
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