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RESUMEN

Los dafos dermatolégicos por causa de las radiaciones o el
envejecimiento son motivo de bisqueda incesante de productos
antioxidantes y las plantas son de especial predileccion hoy en dia. El
presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de determinar
la actividad antioxidante de la crema elaborada a base de los compuestos
fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P. “chinchilcoma”,
durante los meses de agosto del 2013 a febrero del 2014. La muestra fue
recolectada en el centro poblado de Chuschi, provincia de Cangallo,
departamento de Ayacucho, obteniéndose los compuestos fendlicos a
partir de un extracto etanolico, con solventes de diferente polaridad,
realizandose su identificacion mediante ensayos cualitativos,
cromatograficas y espectrales, las cuales indican la presencia de
isoflavonas. La actividad antioxidante se determind por el método
espectrofotométrico usando el DPPH (1,1difenil-2 picrilhidrazil), se elaboré
las, cremas a concentraciones de 0,5; 1 y 2% a base de compuestos
fendlicos. Las cremas al 0,5 y 1,0 % fueron de color crema claro y al 2%,
mostaza claro, todos de aspecto homogéneo, pH neutro y el tipo de
emulsidon, O/W. La extensibilidad bajo 500 g de peso ejercido fue: al 1%,
con mayor extensibilidad (91,1 cm?), seguida de la crema al 2% (90,3 cm?)
y finalmente la de 0,5% (86,1 cm?) ligeramente mayor que la crema base
(84,3 cm?), la crema al 2.0% presenta mayor porcentaje de inhibicion de
radicales libres (99,70%), respecto a las cremas al 1,0% y 0,5% que
presentaron porcentajes de 98,6% y 96,1% respectivamente. Sin embargo,
todos los porcentajes de inhibicidon de las cremas al 0,5%, 1,0% y 2,0%
son estadisticamente similares (p>0,05). Se concluye que la crema posee
caracteristicas organolépticas éptimas para una crema, y que a diferentes
concentraciones las cremas tuvieron actividad antioxidante.

Palabras clave: Mutisia acuminata R&P. “chinchilcoma”, compuestos
fendlicos, antioxidante y radicales libres.
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. INTRODUCCION

El tema de los antioxidantes ha venido adquiriendo importancia singular en los
ultimos tiempos. Al existir una disminucién de los niveles de antioxidantes o una
inhibicion de las enzimas antioxidantes se desencadena un estrés oxidativo,
produciendo un dafio celular por la oxidacion a macromoléculas como proteinas,
lipidos y acido desoxirribonucleico. Estudios previos correlacionan el estrés
oxidativo con la patogénesis de numerosas enfermedades y han demostrado
que los antioxidantes desempefian una funcién fundamental en la prevencion de
enfermedades cronicas no transmisibles por lo que es importante el consumo de
sustancias antioxidantes no enzimaticas o la innovacién de nuevos productos
quimicos enzimaticos que puedan lograr un efecto positivo en la salud del
paciente."? Una fuente importante de estas sustancias son las que derivan de
productos naturales.’ En este sentido, los flavonoides y acidos fenélicos se han
constituido como importantes sustancias antioxidantes por ser fuertes
atrapadores de radicales libres.* Solamente resta transformarlos para su
administracion en los sistemas bioldgicos.

De otro lado, la preparacion y formulacién de los medicamentos se considerd
durante muchos afios como un arte, y su estudio como disciplina estaba
constituido por una gran cantidad de conocimientos empiricos y descriptivos que
se han transformado. En la actualidad, es un conjunto de nociones de alto rigor
cientifico y acelerado desarrollo.®

Este escenario nos motivd a determinar la actividad antioxidante de la crema
elaborada a base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”, como objetivo general. En este cometido, previa
revision de la bibliografia, se siguié técnicas estandarizadas usadas en estudios
similares y procedimientos propios de los laboratorios de Farmacognosia de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga, Ayacucho, Peru.



En este informe, adicionalmente a la determinacion de la actividad antioxidante,
se describen los procedimientos y resultados de aislar compuestos fendlicos de
las flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”, de formular y elaborar
cremas a concentraciones de 0,5, 1y 2% y de evaluar sus parametros fisico
quimicos, dando valor agregado asi a una especie endémica en nuestra region.®

Por todas las consideraciones y con el propdsito de generar conocimiento acerca
de las propiedades de esta especie, es necesario conocer la actividad
antioxidante de la crema elaborada a base de los compuestos fendlicos aislados
de las flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”, para lo cual se plantearon
con los siguientes objetivos:

Objetivo General:

» Determinar la actividad antioxidante de la crema elaborada a base de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R & P
“chinchilcoma”. . A .

Objetivos Especificos:

¢ Aislar los compuestos fendlicos presentes en las flores de Mutisia acuminata
R&P “chinchilcoma”.

e Formular y elaborar las cremas a una concentracion de 0.5%, 1% y 2% a

“base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”.

* Evaluar los parametros fisico quimicos de la crema elaborada a base de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”. |

e Evaluar la actividad antioxidante de la crema elaborada a base de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma” sobre el radical libre del DPPH.



Il. MARCO TEGRICO
2.1 Antecedentes del problema
Muchas especies vegetales han demostrado tener actividad antioxidante tanto in
vivo como in vitro por lo que su interés en desarrollar formas farmacéuticas a
base de estos es creciente. Siguiendo esta misma linea de investigacion en
nuestro medio, por ejemplo, se han desarrollado los siguientes trabajos:
Actividad antioxidante de la crema elaborada a base del extracto hidroalcohélico
de las hojas y flores de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.”
Formulacién y evaluaciéon de la actividad antiinflamatoria de una crema y gel
elaborados a base del extracto atomizado de la corteza de Uncaria tomentosa
(Willd.) DC. “ufia de gato”.®
Evaluacion de la actividad antiinflamatoria tépica de hidrogeles elaborados a

partir de extractos de Mutisia acuminata Ruiz & Pav. “chinchilcoma”.’

2.2 Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”

2.2.1 Clasificacion taxondomica

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE - Magnoliopsida

SUB CLASE : ~ Asteridae

ORDEN : Asterales

FAMILIA : Asteraceae

GENERO ; Mutisia

ESPECIE : Mutisia acuminata R&P
NOMBRE COMUN “chinchilcoma”

Fuente: Certificado emitido por el Herbariun Huamangensis (2013) (Anexo 1).



2.2.2 Descripcion botanica

Mutisia acuminata Ruiz & Pav. “chinchilcoma” es un arbusto de 60 a 120 cm de
altura. Tallo ramoso desde la base, cuyas ramas son flexuosas. Hojas alternas,
pinnaticompuestas, peciolo de uno a dos centimetros de largo, raqui.s 0
nervadura principal que termina en zarcillo bifido o trifido, limbo 9 a 11 cm de
largo, 10 a 14 pares de foliolos lanceolados, acuminados en el apice, atenuado
en la base, haz glabrescente. Inflorescencia en capitulo terminales, solitarios,
pedunculados, involucro cilindri¢0 acompafiado, bracteas involucrales, las
externas gradualmente mas pequefias y agudas en el apice, las internas
oblongo- lanceoladas. Flores rojo naranjas, las marginales femeninas, corola
bilabiada 60 a 70 mm de largo, labio externo desarrollado forma la ligula,-labio
interno pequefio filiforme; el tubo de la corola 40 a 50 mm de largo por 15 mm de
diametro. Flores del disco hermafroditas bilabiadas 60 a 65 mm de largo total,
tibulo 50 a 60 mm de largo y labios 5 a 8 mm de largo, labio externo, trifido,
labio interno bifido; anteras apendiculadas en el apice, sagitadas en la base;
estilo bifido, ramas pilosas. Fruto aquenio 7 a 8 por 2 a 3 mm cili’ndrico con
numerosas cerdas alargadas plumosas.’® " |

2.2.3 Nombres Populares

Chinchilcoma, chinchilcuma, chinchircoma, chinchircuma, chincumpa,
checchecta, chinchimani, chinchinmagqui, cinchis, mancopaqui, tinterma, tintilma,
chinchilpo, chianchiarko, tintilkkuma.®

2.2 4 Distribucion geografica
Niveles medios de los andes, principalmente en los valles interandinos del centro
y sur del pais, en suelos arcillosos, entre los 2000 y 3600 msnm, se desarrolla en

bordes rocosos."'"®

2.2.5 Usos en la medicina tradicional

El cocimiento se usa para el lavado de heridas y en las enfermedades del
aparato respiratorio y para curar el reumatismo. Se utiliza como cicatrizante
externo y como antiinflamatorio del higado por VIa comunidad del Callejon de
Huaylas."? : ' ' ‘ .



2.3 Composicion quimica

Arce y et al. (2010), en el extracto etandlico evidenciaron los siguientes
metabolitos secundarios: flavonoides, ftriterpenos y/o esteroides, alcaloides,

compuestos fenélicos.’

Lozano (2007), en el extracto hidroalcohdélico de las hojas de Mutisia acuminata
R&P, se determiné la presencia de azlcares reductores, taninos y fenoles,
aminoacidos libres, flavonoides, glicésidos cardiotonicos, lactonas y/o cumarinas,
catequinas y saponinas.™

En un trabajo realizado por Juarez y Mendiondo (2003), el patron cromatografico
de flavonoides de Mutisia acuminata var. paucijuga mostré la presencia de
flavonoides como la quercetina, quercetina-3-glucorénido, isorhamnetin-3-

glucorénido y pelargonidina diglicosido.™

Yarleque y col. (2002), aislaron dos flavonoides: 5,3',4'-trihidroxi—7—gli—
flavanona y 5,3'—dihidroxi—4-O-metil-7—-O-Rh~glucosil flavanona.’®

2.4 Compuestos fendlicos

Son metabolitos secundarios producidas por todas las plantas, un grupo de
substancias que poseen en comun un anillo aromatico con uno o mas
sustituyentes hidroxilos y que ocurren frecuentemente como glicésidos,
combinados con unidades de azucar. Son relativamente polares y tienden a ser
solubles en agua; pueden ser detectados por el intenso color verde, azul o
negro, que producen cuando se les agrega una solucién acuosa o alcohdlica al
1% de cloruro férrico."®

Ademas estos compuestos fendlicos son utilizados para tratar enfermedades
relacionadas con procesos antiinflamatorias y desordenes cardiovasculares
debido a la actividad que ejercen sobre el sistema circulatorio, mejorando la
circulacion periférica, la movilizacién del colesterol y disminuyendo la fragilidad
capilar.”

Los compuestos fenélicos tienen una gran capacidad antioxidante, considerado
la actividad biolégica responsable del efecto preventivo sobre algunas
enfermedades y el mecanismo por el que actian reside en su capacidad para
captar radicales libres que se pueden generar en las células del cuerpo humano

y que son resultado de la combinacién de muchos factores ambientales."®



2.4.1 Clasificacion

I:os polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad
estructural. Segun su estructura quimica tenemos dos grandes grupos:

No flavonoides

Entre ellos: Acidos fenoles: derivados del acido benzoico C6-C1 y derivados del
acido cinamico C6-C3."

Flavonoides (C6-C3-C6)

Formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado,
antocianos, isoflavonas, flavonas, flavononas, flavanoles y flavanonoles, taninos
condensados y lignanos.®

2.4.2 Acidos fenélicos

Estos compuestos tienen una funcién carboxilica y un grupo hidroxilico fenélico,
estos compuestos derivan del acido benzoico (anisaldehido, vanillina, acido |-
veratrico, &cido anisico) y del acido cinamico (cafeico, ferulico y sinaptico).

Las acciones mas importantes de los acidos fendlicos son la actividad
antimicrobiana y la actividad antiinflamatoria.?®

Los acidos fendlicos tienes gran importanciai debido a su amplia actividad
biolégica como son: antioxidantes, antivirales, antitumorales, antifingicos,
antimutagénicos, hepatoprotectores, antiinflamatorias e inmunoestimulantes. La
actividad antioxidante de los acidos fendlicos denominados acidos de serie
cindmica son mas activos que los derivados hidroxi del acido benzoico debido a
que poseen grupos OH y carbonilo no unidos directamente al anillo bencénico.”’

» Acidos fendlicos derivados del acido benzoico

R4 R;
R4 H H acido p-hidroxibenzoico
OCH;, H acido vanillico
HO COOH OH OH acido gélico

OCH;, OCH, acido siringico
Rz
Acido p-hidroxibenzoico

Figura 1. Estructura de los acidos benzoicos.?



» Acidos fenélicos derivados del acido cinamico

R, S COOH ™ o
o] H acido p-cumarico
HO OH H acido caféico
R, OCH, H &cido ferdlico
Acido p-hidroxicinamico OCH; OCH; &cido sinaptico

Figura 2. Estructura de los acidos cinamicos.”

2.4.3 Flavonoides

Son compuestos fendlicos, responsables de la coloracion de flores y frutos,

estan ampliamente extendidos en todo el reino vegetal constituyendo la mayoria

de los pigmentos amarillos (flavonas, flavonoles, chalconas, auronas), rojos y

azules (antocianos). Los flavonoides comparten un esqueleto comuin de

difenilpiranos (C¢ — C; — Cg), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados

a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los

anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los anillos del B desde el 2’ al 6, poseen

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitromboticas, antimicrobianas,
16, 21

antialérgicas, antitumorales, antiasmaticas.

Figura 3. N(cleo basico de los flavonoides.'®

2.4 4.1 Clasificacion

Los flavonoides se clasifican en varios grupos de acuerdo con las variantes

estructurales que presentan: flavonas, flavonoles, flavanoles, isoflavonas y

antocianidinas como se muestra en la figura.



Antocianidina
Isoflavona . ; Flavanona 3

Figura 4. Clasificacion de flavonoides.®

2.4.4.2 Actividad antioxidante de los compuestos fenélicos
El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar
relacionado con su. capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y
captar radicales libres, aunque en ocasiones también pueden promover
reacciones de oxidacion in vitro.? Todos tienen en su estructura uno o mas
anillos aromaticos con al menos un sustituyente hidroxilo. Su estructura quimica
es propicia para secuestrar radicales libres, debido a la facilidad con la que el
atomo de hidrégeno desde el grupo hidroxilo aromético puede ser donado a la
especie radical, y a la estabilidad de la estructura quimica resultante que soporta
un electron desapareado. La actividad antioxidante de los polifenoles depende
del nimero y la localizacion de los grupos hidroxilo que contienen en su
estructura.®

Para que un compuesto fendlico sea clasificado como antioxidante debe cumplir

dos condiciones basicas:

. Cuando se encuentre en una concentracion baja con relacion al sustrato
que va a ser oxidado pueda retrasar o prevenir la autooxidacion o la
oxidacion mediada por un radical libre.

. El radical formado tras el secuestro sea estable y no pueda actuar en
oxidaciones posteriores.”

2.5 Radicales libres
Se consideran radicales libres (RL) a aquellas moléculas que en su estructura
atbmica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital extemo. Esta



configuracion espacial las hace muy inestable, extraordinariamente reactivos y
de vida efimera, con una enorme capacidad para combinarse con la mayoria de
las biomoléculas celulares (carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
derivados de cada uno de ellos) provocando un gran dafio en ellas y en las
membranas celulares.?

Los radicales libres cumplen numerosas funciones utiles en el organismo (de
hecho, nuestro propio cuerpo las fabricas en cantidades moderadas para luchar,
por ejemplo, contra las infecciones), pero en cantidades excesivas tienen el

potencial de dafiar nuestras células y el material genético alli contenido.?®

2.5.1 Clasificacion de radicales libres

2.5.1.1. Radicales libres inorganicos o primarios .

Se originan por la transferencia de electrones sobre el atomo de oxigeno,
representan por tanto distintos estados de reduccién de este y se caracterizan
por tener una vida media muy corta; estos son el anién superoxido, el radical
hidroxilo y el dxido nitrico.?’

2.5.1.2. Radicales libres organicos o secundarios

Se generan por la transferencia de un electrén de un radical primario a un a4tomo
de una molécula organica o por la reaccion de dos radicales primarios entre si,
tienen una vida media mas prolongada que los primarios.?’

2.5.1.3. Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del
oxigeno

Se incluye el grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres, son
~ generadas de estas sustancias o resultan de la reducciéon o metabolismo de
ellas, entre las qtie estan el oxigeno singlete, el peréxido de hidrogeno, el acido

hipocloroso, el peroxinitrito, e hidroperéxidos organicos.?’

2.6. Antioxidantes

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

Los antioxidantes son sustancias que retardan el comienzo o disminuyen la
velocidad de oxidacion de los materiales oxidables. Bajo condiciones fisiologicas,

el organismo puede prevenir el dafo producido por las especies oxidantes, a



través de mecanismos de proteccion que incluye elevar los niveles intracelulares
de defensas antioxidantes.?®

2.6.1. Antioxidantes enddgenos

Son los sistemas antioxidantes que se producen dentro del organismo para
combatir la accion de los radicales libres. Se clasifican en enzimaticos
(superoxido dismutasa, glutatibn peroxidasa, catalasa) y no enzimaticos
(glutation, melatonina, estrégenos, acido urico, albumina.??°

2.6.2. Antioxidantes exdgenos

Utiles cuando el sistema enddgeno se satura, capturan los radicales libres
evitando la reaccién en cadena, este proceso se obtiene mediante la dieta.
Dentro de estos antioxidantes encontramos a la vitamina C, Vitamina E,

Carotenoides y compuestos fendlicos.*

2.7. Cremas
Son formas farmacéuticas bifasicas constituidas por dos fases, una lipdfila y otra

acuosa. Son de dos tipos, cremas hidréfobas y cremas hidrofilas.*!

2.7.1. Hidréfobas
La fase continia o externa es la fase lip6fila debido a la presencia en su

composicion de emulgentes tipo W/O, Ejemplo: cremas refrescantes.”’

2.7.2. Hidrofilas

La fase externa es de naturaleza acuosa debido a la presencia en su
composicion de emulgentes tipo OMW, tales como jabones sddicos o
trietanolamina, alcoholes grasos sulfatados y polisorbatos, a veces combinados
en proporciones convenientes con emulgentes tipo W/O. Ejemplo: cremas
evancescentes. Las cremas son emulsiones formadas por mezclas de dos fases
insolubles entre si, una soluble en agua y otra en grasas. La emulsién se
encuentra estable a la temperatura ambiente cuando se le agrega un agente
emulsificante y se obtiene una mezcla homogénea ai agitarse por lo que asi se
puede incorporar una fase en la otra a la temperatura mayor que el punto de
fusién de cada fase.®

Como resultado de los avances producidos en la quimica sintética para
cosméticos el formulador de una base para emulsion puede verse enfrentado 2

una cantidad enorme de opciones. Por fortuna, la base de emulsiéon puede ser
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subdividida en tres partes componentes que se denominan fase oleosa,
emulsiva (o emulsionante) y fase acuosa. El agente medicinal puede ser incluido

en una de estas fases o agregado a la emulsién ya formada.*
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo de Investigacion se llevd a cabo en los Laboratorios de
Farmacognosia del Area académica de Farmacia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, durante los
meses de agosto del 2013 a febrero del 2014.

3.2 Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion

Flores secas de Mutisia acuminata R&P. “chinchilcoma” que crecen en el distrito
de Chuschi, provincia de Cangallo, Departamento de Ayacucho.

3.2.2. Muestra

Dos Kilogramos de Flores de Mutisia acuminata R&P. “chinchilcoma”
3.2.3. Tipo de Estudio

Basico - Experimental

3.2.4. Unidad de analisis

La crema a diferentes concentraciones de 0,5%, 1,0% vy 2,0%

3.3 Diserio Metodoldgico para la recoleccion de datos

3.3.1 Recoleccion de Muestra

Se recolectd las flores frescas e intactas en los alrededores del distrito de
Chuschi, se colecto las flores no danadas en horas de la mafana, se lavo con
abundante agua y se secé a sombra, en una habitaciéon ventilada sobre papel

periédico, aproximadamente por una semana, para su posterior reduccién de
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tamafio e particulas. Una parte de la planta con hojas y flores fue llevada al
Herbarium Huamanquensis de la UNSCH para la clasificacién taxonémica.?
3.3.2 Preparacion del extracto etanolico total

Se utilizé dos kg de flores secas, luego se realizo la molienda en un mortero de
porcelana, el material molido se llevé a maceracion en un frasco de color ambar
por un periodo de una semana en nueve litros de alcohol de 96 cuyo volumen
cubrié la muestra. Durante el proceso se agito mecanicamente el frasco para que
el alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra. Luego se procedié a la
filtracion del macerado a través del filtro al vacio utilizando papel Whatman N 40,
luego se llevd concentrar a sequedad en un rotavapor rotatorio BUCHI 3000, y
luego en una estufa a 40C, hasta obtener un extracto seco.

3.3.3 Extraccion de los compuestos fendlicos

El extracto etandlico seco se reconstituy6é con agua destilada y se trat6é con éter
de petroleo con la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros

metabolitos que puedan interferir con la extraccion de compuestos fendlicos.

La extraccion liquido-liquido con acetato de etilo se hizo utilizando un embudo de
separacion, para recuperar finaimente la fraccién de acetato de etilo y evaporarla
a sequedad (fraccion flavénica).*

3.3.4 Reaccion de cloruro férrico

Se aiadi6 unas gotas de cloruro férrico 1%, sobre la fraccion de acetato de etilo
y se observé una coloraciéon verde que demostré la presencia de compuestos
fendlicos."®

3.3.5. Cromatografia en capa fina (CCF)

* La fraccion de acetato de etilo se disolvié en 0,5 mL de metanol y mediante un
capilar de vidrio se aplico en la parte inferior de la placa cromatogréfica
previamente activada (fase estacionaria)

* Se utilizé como sistema de solventes BAW (butanol, acido acético y agua) en la
proporcion de 4:1:5

* Se coloco la placa en la camara teniendo cuidado que el solvente no sobrepase

la muestra aplicada y dejando que el liquido ascienda por capilaridad.

+ Se retiro la placa cromatografica de la camara cuando el eluyente llegé a dos
centimetros de la parte superior de la placa (frente del solvente).

* Se dejé secar al aire libre y se observé en la lampara UV.
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= Se reveld con cloruro férrico al 1%.
- Se observé la presencia de manchas.®

3.3.6 Aislamiento de los compuestos fendlicos

Sistema cromatografico:

» Fase estacionaria: Placa cromatogréfica 20 x 5 conteniendo Silicagel G 254
(Merck)

« Fase movil: Butanol: acido acético: agua (4:1:5)

La siembra de la fraccibn de acetato de etilo se realizé en bandas con el

propésito de aislar los compuestos fendlicos, los cuales se evidenciaron en la luz

ultravioleta. Estas bandas fueron recuperados, disueltos en metanol vy filtrados,

obteniéndose tres bandas. |

Pruebas espectrales

Las bandas obtenidas fueron leidas en el espectrofotometro ultravioleta

GENESYS 6, en el rango de 200 a 500 nm, registrandose los maximos picos de

absorcion.

3.4. Formulacién de la crema a ensayar (Laboratorios farmacéuticos

Markos)

Tabla 1. Férmula de la crema elaborada a diferentes concentraciones a base de

los compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P

“chinchilcoma” Ayacucho - 2013

Concentracion

Principio activo y excipientes ;

. oAy exch 05%  1.0%  20% Gema
| Se

Extracto de Mutisia acuminata R&P. 0.15

“chinchilcoma”, 0,5 (g).

Extracto de Mutisia acuminata R&P. 0.30

“chinchilcoma” 1 (g). )

Extracto de Mutisia acuminata R&P. 0.60

“chinchilcoma” 2 (g). )

Metilparabeno (g). 0.0038 0.0038 0.0038 0.0038

Propilparabeno (g). 0.0023 0.0023 0.0023 0.0023

Lanette N (g). . 3.0 3.0 3.0 3.0

Alcohol Cetilico (g). 03 03 0.3 03

Propilenglicol (g). 06 0.6 0.6 06

Vaseilina Liquida (g). 15 1.5 15 1.5

Agua Purificada c.s.p. 30.00 30.00 30.00 30.00
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3.4.1. Elaboracién de la crema en ensayo

3.4.1.1. Formacién de la fase oleosa

Se colocd en un recipiente de acero inoxidable provista de bafio maria: vaselina
liquida, alcohol cetilico y lanette N, se fundié a 70°C bajo agitacion moderada.™
3.4.1.2. Formacién de la fase acuosa

En un recipiente adecuado de acero inoxidable provista de bafio maria se coloco
agua purificada y se calento a 70-75°C, luego se agregd propilenglicol,
metilparabeno y propilparabeno, se agito hasta dilucion completa.

En un recipiente adecuado de vidrio se cargd agua purificada, y se agregé bajo
agitacion moderada el compuesto fendlico aislado de las flores de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma” hasta disolucion completa.

3.4.1.3. Formacion de la emulsion final

Una vez que los ingredientes estén totalmente disueltos en sus respectivas fases
y manteniendo las correspondientes temperaturas se incorporé lentamente bajo
agitacion moderada la fase acuosa sobre la fase oleosa, evitando la formacion
de burbujas, hasta lograr una emulsién completa.

Se apagd las fuentes de calor y se dej6 que la temperatura descienda
normalmente mientras se continué agitando constantemente.

La emulsion formada se caracteriza por ser blanca y fluida, se verifico el pH
(entre 5,0 a 7,5).

Se verifico el peso final, se dejé en reposo hasta su enfriamiento en su ambiente
aséptico. Una vez verificado los controles y ensayos, se envaso en un ambiente
aséptico en envases previamente sanitizados > *

3.4.2. Evaluacién de los parametros fisicoquimicos de las cremas

3.4.2.1. Determinacién de las caracteristicas organolépticas

Se determinaron las caracteristicas organolépticas de las cremas siguiendo los
procedimientos descritos.® en la evaluacion de los parametros fisicoquimicos
del extracto hidroalcoholico de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”

3.4.2.2. Determinacién de pH

Para determinar el pH se siguio el método de Fiedler, se tom6 5 a 10 g de crema
en un vaso precipitado y luego se llevo a bafio maria, se fundié la muestra y se
le agrego 30 ml de agua bidestilada a pH 7, se calenté a 70 °C, se mezcld bien
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hasta la formacién de dos fases, se filtro la fase acuosa y se determiné el pH del
filtrado.**

3.4.2.3. Determinacion del tipo de emulsion

Método de Dilucion: En dos tubos de ensayo se colocd 1 a 5 mL de emulsion, a
uno de ellos se agregd 5 mL de agua y al otro 5 mL de vaselina liquida o alcohol,
se mezclé y se observé.

3.4.2.4. Determinacion del indice de extensibilidad

Para realizar este ensayo se utilizé dos placas de cristal (10 X 10 cm) en las
cuales se colocaron una cantidad de 2 g y se trabaj6é a una temperatura de
0.5°C. |

Se colocé la placa inferior de cristal sobre una hoja de papel milimetrado, se
recuadro la placa y se trazaron las diagonales, se colocé la muestra del
preparado sobre el punto de interseccion.

Se pesd la placa superior y se coloca sobre la inferior, pasado un determinado
tiempo por el efecto de la presion la muestra se extiende de forma circular.

Se anoté los valores de los dos diametros y se calculé el diametro medio y a
partir de este, se calculdé la superficie del circulo formado.

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

empleados.

3.5. Determinacion de la actividad antioxidante de la crema elaborada

3.5.1. Método de la capacidad secuestradora del radical DPPH

Fundamento: El radical libre y estable DPPH, es una sustancia que mide la
capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad antioxidativa. Se
caracteriza como un radical libre estable en virtud de la deslocalizacién del
electrén libre en toda la molécula, de manera que las moléculas no dimerisen,
como en el caso de la mayoria de otros radicales libres. La deslocalizacién
también da lugar a un color violeta oscuro, que se caracteriza por una banda de
absorcién en solucién de etanol a aproximadamente 520 nm. Cuando una
solucién de DPPH se mezcla con la de una sustancia que puede donar un atomo
de hidrégeno, entonces esto da lugar a la forma reducida con la pérdida de este

color violeta.*®
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Figura 5. Reaccion de la forma reducida del DPPH.*®

Preparacion del DPPH

Se pes6 5 mg de DPPH en una fiola de 250 mL la cual se aforo con metanol,

obteniendo una concentraciéon de 50 ug/mL.
Preparacion de la Muestra

De las cremas formuladas al 0.5, 1, 2 %, se pes6 un gramo de cada una de ellas
en un vaso precipitado y se agregé 25 mL de metanol, se filtr6 y se preparé
diluciones para obtener concentraciones de 100, 50, 10 ug/mL. Una vez
preparadas las diluciones se tomaron de cada una de ellas 3 mL y se le adicion6
1 mL de solucion de DPPH las cuales se agitaron vigorosamente y se
mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente por 5 min, transcurrido el

tiempo se procedio a leer la Absorbancia a 517 nm.
Preparacion del blanco

Se pesd un gramo de crema base, en un vaso precipitado se le agrego 25 mL de
metanol y se filtr6, luego se realizé diluciones para obtener concentraciones de
100, 50, 25 ug/mL. Una vez preparada las diluciones se tomaron de cada una de
ellas 3 mL y se le adiciono 1 mL de solucién de DPPH las cuales se agitaron y
se mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente por 5 min, transcurrido

el tiempo se procedio a leer la Absorbancia a 517 nm.

Los ensayos se realizaron por triplicado para cada formulacién de la crema y se
empled un total de 48 tubos de ensayo.*®

La capacidad de las cremas para reducir los radicales libres se calcularon con la

siguiente ecuacion:
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Ac— Am-Ab
AA% = X100
Ac

Dénde:

AA%: porcentaje de actividad antioxidante.
Ac: Absorbancia del control.

Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia del blanco

3.6. Analisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante se representaron en forma de graficos
en funcion de las medias. Las diferencias entre las medias fueron contrastadas
mediante el Analisis de Varianza Factorial (ANOVA) a un nivel de confianza del
95% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Caracteristicas de las reacciones quimicas de la fraccion de acetato de
etilo que contiene los compuestos fenodlicos aislados de las flores de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”. Ayacucho - 2013

Caracteristicas

Pruebade Pruebade DPPH

Fraccion  ‘cecl, 5%  KMnO,
FeCl, KMnO, DPPH
Acetato +++ +4++ +++ |
de etilo verde decq ora, Decolora
oscuro precipita
Leyenda:

(+++) :Abundante
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Tabla 3. Caracteristicas cromatograficas de los compuestos fenélicos aislados
de las flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”.y de los estandares de

referencia. Ayacucho - 2013

Revelador
Fraccion
Fluorescencia FeCl, DPPH
Acetato de etilo Azul — purpura Marrén Amarillo
Ac. Caféico* Celeste Marrén Amarillo
Quercetina* Amarillo Marrén Amarillo

* estandares de referencia
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Tabla 4. Caracteristicas espectrales de los compuestos fenélicos aislados de las
flores de Mutisia acuminata R&P "chinchilcoma”. Ayacucho - 2013

Fraccién Sub-fracciones Ultravioleta (nm)

F1 (amarillo - verdoso) 209 nm.
Acetato de etilo F2 (anaranjado) 209 nm y 288 nm
F3 (violeta - purpura) 209 nm y 297nm

Estandar acido benzoico - 230 nmy 270 nm
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Tabla 5. Parametros fisicoquimicos de la crema elaborada a base de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P

“chinchilcoma” Ayacucho, 2013.

‘Parametro Ensayo Férmula Resultado
crema 0,5% Crema - claro
crema 1,0% crema - claro

Color
crema 2,0% mostaza claro
crema base blanco nieve
Organoiépticos
Olor crema inodoro
Sabor crema amargo
Aspecto crema homogéneo
crema base 7.1
crema 0,5% 7,9
pH
crema 1,0% 7.6
crema 2,0% 7.4
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Tabla 6. Tipo de emulsion de la crema elaborada a base de los compuestos
fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata. R&P “chinchilcoma”.
Ayacucho, 2013.

Método . ‘Soivente . Resultados
Homogéneo
Agua purificada Soluble
Dilucién (emulsion O/W)
Heterogéneo

Alcohol etilico
insoluble
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Figura 6. Variacion de la extensibilidad en funcion del peso aplicado a las cremas
elaboradas a base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia
acuminata. R&P “chinchilcoma”. Ayacucho, 2013.
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Figura 7. Porcentaje de actividad secuestradora del radical libre DPPH por
accién de las cremas elaboradas a base de los compuestos fendlicos aislados de
las flores de Mutisia acuminata. R&P “chinchilcoma”, Ayacucho, 2013.
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V. DISCUSION
Las flores de Mutisia acuminata. R&P “chinchilcoma” fueron recolectadas del
distrito de Chuschi, provincia de Cangallo, region Ayacucho.
En los Ultimos afios se ha incrementado el interés en la blusqueda de
antioxidantes naturales, generalmente constituidos por mezclas de compuestos
con elevada diversidad molecular y funcionalidad biolégica, como los
compuestos fendlicos, los que tienen gran capacidad antioxidante. Dentro de
esta gran familia pueden encontrarse tres grupos principales: los &cidos
fendlicos, los polifenoles y los flavonoides, siendo estos dltimos el grupo mas
comun. La finalidad o mecanismo de estos compuestos reside en su capacidad
para captar los radicales libres que se pueden generar en las células del cuerpo
humano y que son resultado de la combinacion de muchos factores ambientales,
incluida la contaminacién atmosférica.*
En las pruebas quimicas realizadas de los compuestos fendlicos aislados (tabla
2) fueron diferenciados por las pruebas de cloruro férrico al 5%, con KMnQ, y
DPPH, en la pruéba quimica con FeCl; al 5% se produjo un color verde oscuro
identificAndose presencia de grupos fendlicos en abundante concentracién. La
prueba quimica con KMnO, produce un cambio de coloracién y un precipitado
intenso, este cambio de coloracion del KMnO, se debe a que esta se reduce
debido a la accién de los compuestos fenélicos.® En la prueba quimica con
DPPH se observa la decoloracion del radical libre, esto debido a que el
radicallibre tiene un electréon desapareado y es de color violeta decolorandose a
amarillo cuando reacciona con los compuestos fenélicos que pueden donar un
atomo de hidrogeno.*¥. Dado que todas las reacciones son positivas podemos
afirmar que los compuestos aislados de las flores de Mutisia acuminata. R&P
“chinchilcoma” tienen propiedades antioxidantes.
En la tabla 3, se observa la presencia de fluorescencia de color azul-purpura a la
luz del espectro ultraviloleta, de lo cual se deduce que se trata de un compuesto
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fendlico, cuando se revela la misma plfaca con cloruro férrico al 1% y DPPH
(Anexo 11 y anexo 12), se observan manchas de color marron y amarillo a la luz
visible. Esta mancha de color purpura a la luz UV indica que se trata de los
compuestos fenélicos.'® Estudios realizados en Mutisia acuminata se determino
la presencia de flavonoides como la quercetina, quercetina-3-glucorénido,
isorhamnetin-3-glucorénido y pelargonidina diglicosido, también se determiné la
presencia de dos flavonoides: 5,3’,4'trihidroxi—7—gli-flavanona y 5,3'—dihidroxi—
4—-0O-metil-7-O-Rh~glucosil flavanona.™ '

Para la caracterizacion de los compuestos fendlicos se utilizé la espectroscopia
uitravioleta, lograndose separar tres bandas a partir de la fraccién de acetato de
etilo (F1, F2 y F3) (Tabla 6 y Anexo 17). La fraccion F1 corresponde a un
compuesto fendlico con una fluorescencia amarillo - verdoso y muestra una
absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a 209 nm, la fraccion F2
corresponde a un compuesto fenélico con una fluorescencia anaranjada y
muestra una absorbancia de 209 y 288 nm, la fraccion F3 corresponde a otro
compuesto fendlico con una fluorescencia violeta — purpura y muestra una
absorbancia maxima en el espectro u_ltravioleté a 209 - 297 nm,'

El estandar utilizado fue acido benzoico con una absorbancia maxima en el
espectro ultravioleta a 230 270 nm. Por lo tanto podemos asumir que en la
fraccién F2 se trata de un derivado de los flavonoides que viene a ser las
isoflavonas (Anexo 17).

La piel constituye el tegumento externo del organismo, cumple diferentes
funciones como: protectora, intercambio acuoso y térmico con el medio externo,
sintesis de vitamina D, entre otras; por lo que su proteccion es de vital
importancia para el mantenimiento del organismo como un todo.*® En este
sentido, es de suponer que el desarrollo de formas farmacéuticas dermatolégicas
antioxidantes efectivas adquiere relevancia para la industria farmacéutica y que
el desarrollo de cremas dermatoldgicas como las cremas, debe tener en
consideracion ciertos parametros fisicos y quimicos especificados en los libros
oficiales los que ofrezcan caracteristicas farmacotécnicas adecuadas. En nuestro
trabajo este aspecto se ve reflejado en las caracteristicas organolépticas
resultantes (Tabla 5); el color de las cremas, por ejemplo, dependen de la
concentracion de los compuestos fendlicos 'de las flores de “chinchilcoma”
incorporados: la crema base es de color blanco nieve; la crema al 0,5y 1,0 %,

presentan un color crema claro, mientras que la crema al 2%, mostaza claro. El



olor graso es caracteristico a todés las cremés debido a que dentro de la formula
se encuentran la vaselina liquida y el alcoho! cetilico. Tienen, ademas un
aspecto homogéneo lo cual es indicador de la buena compatibilidad existente
entre los compuestos fenolicos de las flores de “chinchilcoma” y los excipientes
empleados.

Otra caracteristica importante es el pH de la crema (Tabla 5). La crema base
tiene un pH practicamente neutro equivalente a 7,1; lo mismo que las cremas
elaboradas a diferentes concentraciones, que tienen pH practicamente neutro.
En la Tabla 6, se muestra el tipo de emulsion de las cremas elaboradas. Como
resultado de las pruebas de dilucién las cremas fueron insolubles en etanol, pero
solubles en agua al mismo tiempo que adopta un aspecto homogéneo, por lo
que se puede concluir que se trata de una emulsion O/W, es decir, de fase
externa acuosa. Estos resultados se pueden contrastar con los obtenidos por
Vicufia.*!

En la Figura 6, se muestra la extensibilidad de las cremas formuladas a base de
compuestos fendlicos de las flores de “chinchilcoma”. La caracterizacion
reolégica es fundamental en la investigacion y desarrollo de formas
farmacéuticas semisdlidas como las cremas, debido a que las propiedades
reoldgicas tienen una gran influencia en la estabilidad y en la textura de estos
productos. En este estudio se consideran las determinaciones de extensibilidad y
viscosidad debido a la relaciéon existente entre estos parametros para definir
dicho comportamiento.*?

También se puede apreciar que la extensibilidad es directamente proporcional al
peso aplicado hasta llegar a un punto donde la extensibilidad se hace constante.
La Figura muestra que, sometida a 500g de peso, la crema elaborada a base de
los compuestos fenélicos de las flores de “chinchilcoma” a una concentraciéon de
1% tiene mayor extensibilidad (91,1cm?), seguida de la crema al 2% (90,3cm?) y
finalmente la de 0,5% (86,1cm?) ligeramente mayor que la crema base
(84,3cm?).

Para la determinacién de la actividad antioxidante de las cremas elaboradas se
siguié el método de decoloracion del DPPH, procedimiento estandarizado y de
alta fiabilidad. Dado que existe un creciente interés en antioxidantes,
particularmente en los destinados a impedir los efectos nocivos de los radicales
libres en el cuerpo humano y la preferencia por los antioxidantes de origen
natural, paralelamente aumenta también el uso de métodos para la estimacién

31



de la eficiencia de sustancias tales como antioxidantes. Uno de los metodos es
el actuaimente popular basado en el uso del radical libre estable
difenilpicrithidrazilo (DPPH).*

Se someti6 a evaluacion tres concentraciones, 0,5, 1 y 2%, de cremas
elaboradas a base de los compuestos fendlicos de las flores de Mutisia
acuminata. R&P “chinchilcoma”, a partir de las cuales, mediante diluciones, se
preparé concentraciones de 100, 50, y 10 ug/mL.*

LLa Figura 7, nos muestra graficamente el porcentaje de actividad secuestradora
del radical libre DPPH por accion de las cremas. Es notorio el poder antioxidante
de la crema: todas las concentraciones tienen actividad antioxidante mayor al
50% incluso la de menor concentracion. Es evidente que los compuestos
fendlicos aislados que se incorporé a las cremas son desde el punto de vista
quimico potentes antioxidantes, los mismos que corresponderian al grupo de los
flavonoides ya que son cuantitativamente mas abundantes e importantes dentro
de los compuestos fendlicos en general.

Los flavonoides son moléculas cuya actividad antioxidante ha sido demostrada
ampliamente tanto in vivo como in vitro.

Las caracteristicas cromatograficas (Anexo 4) y espectrales de los compuestos
fendlicos aislados parecen ser coincidentes con los encontrados en otro estudio
similar con la misma especie.™

Del mismo modo, el extracto acuoso de Sanicula graveolens (Apiaceae) y
Mutisia friesiana (Asteraceae) mostraron actividad de captacion de radicales en
el ensayo de decoloracion del DPPH. El aislamiento guiado por bioensayo
condujo a derivados del acido cafeico y flavonoides como los principales
compuestos activos de ambas especies. Después de la hidrdlisis, acido cafeico y
quercetina demostraron ser los principios bioactivos de ambas plantas.*
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VI. CONCLUSIONES
1. Se aisl6 los compuestos fendlicos de las flores de Mutisia acuminata R&P *
2. Se elaboro y se formul6 las cremas a concentraciones de 0.5%, 1.0% y 2.0%
respectivamente.
3. Las cremas elaboradas a base de los compuestos fendlicos aislados de las
flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma” cumplen con los parametros
establecidos para una forma farmacéutica semisolida,
4. Las cremas elaboradas a base de los compuestos fendlicos aislados de las
flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma” a las concentraciones de 0,5, 1
y 2 %, tienen actividad antioxidante, directamente proporcional a la
concentraciéon de compuestos fenolicos, donde la crema a diluciones de 100, 50,
y 10 pg/mL, se obtuvo un porcentaje de 99.7, 98.2 y 84.8 % respectivamente,

por lo tanto la crema concentrada al 2% tiene mayor actividad antioxidante.
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Vil. RECOMENDACIONES
1. Continuar con los estudios de la actividad antioxidante in vivo
(antifotoenvejecimiento) de las cremas elaboradas a base de los compuestos
fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”.
2. Realizar estudios de estabilidad térmica y clinicos de las cremas elaboradas a
base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata
R&P “chinchilcoma”, dado que en ellas se encontré6 una alta actividad
antioxidante.
3. Realizar estudios de toxicidad aguda y crénica de las cremas elaboradas a
base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata
R&P “chinchilcoma”.
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Anexo 1

Certificado de clasificacion botanica de Mutisia acuminata. R&P "chinchilcoma”

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Amelia Diana, OMONTE
QUISPE, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN - ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO ! Mutisia

ESPECIE : Mutfisia acuminata R.& P.
NV, < “chinchilcoma”

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

Ayacucho, 07 de Agosto del 2013

SRR SR

-”:S‘MEZ

O W RN E T
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ANEXO 2
Flujograma del aislamiento de flavonoides de las flores de Mutisia acuminata
R&P “chinchilcoma”

Dos Kg de flores secas de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”

Maceraciéon por 7 dias en etanol al 96%

Extracto Etandlico

Suspension en H;0 destilada

J Desengrasado con
Eter de Petroleo
+  Marcha
Fitoquimica 1 1
Fraccion Etérea Fraccién desengrasada
Extraccion con

Acetato de Etilo

l |

Fraccion acetato de etilo Fraccién Acuosa
COMPUESTOS FENOLICOS
Ensayos quimicos —

e  KMnOs Actividad

» FeCl antioxidante de la

¢« DPPH

Ensayos crema elaborada

cromatograficas

e CCF

e Espectro UV
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Anexo 3

Flor de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”
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Anexo 4

Recoleccion y secado de las flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”
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Anexo 5
Concentracion de la fraccion etanolica de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”

- R T —

Rt [

46



Anexo 6
Metabolitos secundarios del extracto etandlico de las flores de Mutisia

acuminata. R&P “chinchilcoma”.

Metabolito Ensayo Resultado Observacion
Azlcares . o ]
Benedict ++ Precipitado rojo
reductores
) . Mancha verde carmelita a luz
Catequinas Catequina +++
uv
Lactonas y/o ) o )
. Baljet +++ Precipitado rojo
cumarinas
¢ . Fase amilica de color rojo
Flavonoides Shinoda +++ )
intenso
Fenoles y/o Cloruro . _
) . ¥ Coloracion verde intensa
taninos férrico
Triterpenos y/o Liebermann- )
. 4 Coloracién verde oscura
esteroides Burchard
(+): Escaso

(++): Regular
(+++): Abundante
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Anexo 7
Desengrasado de la fraccion etanolica total con eter de petroleo y extraccion
liquido — liquido con acetato de etilo de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”
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Anexo 8

Pruebas quimicas de los compuestos fendlicos aislados
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Anexo 9
Sembrado en la placa cromatografica de capa fina 20 x 20 conteniendo silicagel
y desarrollo de la cromatografia de la fraccién de acetato de etilo aislado de las
flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma
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Anexo 10

Cromatografia en capa fina de los compuestos fendlicos aislados (I), quercetina
(I1) acido caféico (Ill) revelado con luz ultravioleta '
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Anexo 11

Cromatografia en capa fina de los compuestos fendlicos, revelados con cloruro
férrico al 5% (1) y DPPH (Il)
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Anexo 12
Elaboracién de la crema a base de los compuestos fendlicos aislados de las

flores Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”
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Anexo 13

Formulacion de las cremas a diferentes concentraciones
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Anexo 14

Determinacion de la extensibilidad y el pH de las cremas
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Anexo 15
Cromatografia de las fraciones que muestra las fluorescencias de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”.
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Anexo 16

Cromatografia en capa fina preparativa y recuperacion de fracciones
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Anexo 17

Curva Espectral de las fracciones F1, F2 y F3 aislados

0.04——— —— :
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

nm

Fracdon 1.dsp Fluorescencia amarillo verdoso|
Fraccion 2.dsp Fluorescencia anaraniada
Fraccion 3.dsp Fluorescencia violeta
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Anexo 18
Analisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del DPPH

ANOVAP
Método Unico
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig
Actividad Covariables Concentracion
soriisstiador (ugimL) 2909.282 1 | 2909.282 60.254 .a00
del DPPH(%)  Efectos principales ~ Tratamientos | 9411.611 3| 3137.204 | 64974 000
Modelo 12320.893 4 | 3080.223 63.794 .000
Residual 1496.804 31 48284
Total 13817.697 35 394791

2. Actiidad secuestradora del DPPH({%) por Tratamientos con Concentradion (ug/mlL)
b. Todos los efectos introducidos simultaneamente
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Anexo 19
Porcentaje de actividad Secuestradora del radical DPPH de las cremas elaboradas a base de los compuestos fendlicos aislados de las
flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”.,

Foérmula

Crema base

Repeticid Crema al 0,5% Crema al 1,0% Crema al 2,0%

n

100ug/ 100pg/ - 10ug/m 100ug/ 100ug/ 10
il S0ug/ml 1 Opg/ml il S0ug/mi | ml S0pg/ml 10pg/mi ml 50ug/mi ug/mi

1 51,12 49,90 52,54 95,30 79,11 54,16 98,58 85,60 69,58 99,79 99,59 87,83
2 52,13 53,14 50,10 96,75 78,30 54,56 98,78 86,00 66,73 99,59 97,36 83,57
3 51,32 50,91 45 64 96,15 79,51 55,38 98,58 88,23 70,59 99,79 97,77 82,96

Promedi

& 51,52 51,32 49,43 96,07 78,97 54,70 98,65 86,61 68,97 99,72 98,24 84,79
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Actividad antioxidante de la crema elaborada
a base de los compuestos fenodlicos aislados
de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”. Ayacucho - 2013.

Amelia Diana Omonte Quispe', Enrique Aguilar Felices'
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

Los dafos dermatolégicos por causa de las radiaciones o el envejecimiento son motivo de
busqueda incesante de productos antioxidantes y las plantas son de especial predileccion hoy en
dia. El presente trabajo de investigacion se realizd con la finalidad de determinar la actividad
antioxidante de la crema elaborada a base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de
Mutisia acuminata R&P. “chinchilcoma”, durante los meses de agosto del 2013 a febrero del 2014.
La muestra fue recolectada en el centro poblado de Chuschi, provincia de Cangallo, departamento
de Ayacucho, obteniéndose los compuestos fendlicos a partir de un extracto etanolico, con
solventes de diferente polaridad, realizandose su identificacion mediante ensayos cualitativos,
cromatograficas y espectrales, las cuales indican la presencia de isoflavonas. La actividad
antioxidante se determind por el método espectrofotométrico usando el DPPH (1,1difenil-2
picrilhidrazil), se elabord las, cremas a concentraciones de 0,5; 1 y 2% a base de compuestos
fenolicos. Las cremas al 0,5 y 1,0 % fueron de color crema claro y al 2%, mostaza claro, todos de
aspecto homogéneo, pH neutro y el tipo de emulsién, OW. La extensibilidad bajo 500 g de peso
fue ejercido: al 1%, con mayor extensibilidad (91,1 cm?), seguida de la crema al 2% (90,3 cm?) y
finalmente la de 0,5% (86,1 cm?) ligeramente mayor que la crema base (84,3 cm?), la crema al
2.0% presenta mayor porcentaje de inhibicién de radicales libres (99,70%), respecto a las cremas
al 1,0% y 0,5% que presentaron porcentajes de 98,6% y 96,1% respectivamente. Sin embargo,
todos los porcentajes de inhibicion de las cremas al 0,5%, 1,0% y 2,0% son estadisticamente
similares (p>0,05). Se concluye que la crema posee caracteristicas organolépticas éptimas para
una crema, y que a diferentes concentraciones las cremas tuvieron actividad antioxidante.

Palabras clave: Mutisia acuminata R&P. “chinchilcoma”, compuestos fendlicos, antioxidante y
radicales libres.

SUMMARY

The skin damage caused by radiation or aging are of relentless pursuit of antioxidant products and
plants are of special predilection today. This research was conducted in order to determine the
antioxidant activity of the cream produced from phenolic compounds isolated from flowers Mutisia
acuminata R & P. "Chinchilcoma" during the months of August 2013 to February 2014. The sample
was collected in the town center Chuschi province of Cangallo, department of Ayacucho, obtaining
the phenolic compounds from an ethanol extract with solvents of different polarity, performing
qualitative identification by chromatographic and spectral tests, which indicate the presence of
isoflavones. The antioxidant activity was determined by the spectrophotometric method using
DPPH (1, 1difenil-2 picrylhydrazyl), the creams was prepared at concentrations of 0.5; 1 and 2%
based phenolics compounds. Creams 0.5 and 1.0% were light cream and 2%, clear mustard, all of
homogeneous aspect, neutral pH and the emulsion type, O / W. The extensibility under 500 g
weight was exercised: 1%, with greater extensibility (91.1 cm?), followed by 2% cream (90.3 cm?)
and finally 0.5% (86.1 cm? ) slightly larger than the base cream (84.3 cm?), the cream 2.0%
presents higher percentage inhibition of free radicals (99.70%) compared to creams to 1.0% and
0.5% who presented percentages of 98.6% and 96.1% respectively. However, all percentages
inhibition creams 0.5%, 1.0% and 2.0% are statistically similar (p> 0.05).It concludes that the cream
has optimum organoleptic characteristics for a cream at different concentrations the creams had
antioxidant activity.

Key words: Mutisia acuminata R & P. “Chinchilcoma " phenolic compounds, antioxidant and free
radical.



INTRODUCCION
El tema de los antioxidantes ha venido
adquiriendo importancia singular en los ultimos
tiempos. Al existir una disminucion de los
niveles de antioxidantes o una inhibicién de las
enzimas antioxidantes se desencadena un
estrés oxidativo, produciendo un dafio celular
por la oxidacién a macromoléculas como
proteinas, lipidos y acido desoxirribonucleico.
Estudios previos correlacionan el estrés
oxidativo con la patogénesis de numerosas
enfermedades y han demostrado que los
antioxidantes desempefian una  funcién
fundamental en la prevencion de enfermedades
crénicas no transmisibles por lo que es
importante el consumo de sustancias
antioxidantes no enziméticas o la innovacion de
nuevos productos quimicos enzimaticos que
puedan lograr un efecto positivo en la salud del
paciente.'? Una fuente importante de estas
sustancias son las que derivan de productos
naturales.® En este sentido, los flavonoides y
acidos fendlicos se han constituido como
importantes sustancias antioxidantes por ser
fuertes alrapadores de radicales libres.*
Solamente resta transformarlos para su
administracion en los sistemas biolégicos.
De otro lado, la preparacién y formulacién de los
medicamentos se consideré durante muchos
afios como un arte, y su estudio como disciplina
estaba constituido por una gran cantidad de
conocimientos empiricos y descriptivos que se
han transformado. En la actualidad, es un
conjunto de nociones de alto rigor cientifico y
acelerado desarrollo.®
Este escenario nos motivd a determinar la
actividad antioxidante de la crema elaborada a
base de los compuestos fendlicos aislados de
las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”. En este cometido, previa
revision de la bibliografia, se siguio técnicas
estandarizadas usadas en estudios similares y
procedimientos propios de los laboratorios de
Farmacognosia de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga,
Ayacucho, Peru.
En este informe, adicionalmente a Ila
determinacién de la actividad antioxidante, se
describen los procedimientos y resultados de
aislar compuestos fendlicos de las flores de
Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”, de
formular y elaborar cremas a concentraciones
de 0,5 1y 2% y de evaluar sus parametros
fisico quimicos, dando valor agregado asi a una
especie endémica en nuestra regién.®
Por todas las consideraciones y con el propésito
de generar conocimiento acerca de las
propiedades de esta especie, es necesario
conocer la actividad antioxidante de la crema
elaborada a base de los compuestos fenélicos
aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”, para lo cual se plantearon con los
siguientes objetivos:

Objetivo General:

. Determinar la actividad antioxidante de la
crema elaborada a base de los
compuestos fenélicos aislados de las
flores de Mutisia acuminata R & P
“chinchilcoma”.

Objetivos Especificos:

. Aislar los compuestos fendlicos presentes
en las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”.

. Formular y elaborar las cremas a una
concentracion de 0.5%, 1% y 2% a base
de los compuestos fendlicos aislados de
las flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”.

. Evaluar los parametros fisico quimicos de
la crema elaborada a bhase de los
compuestos fendlicos aislados de las
flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”.

. Evaluar la actividad antioxidante de Ila
crema elaborada a base de los
compuestos fendlicos aislados de las
flores de Mutisia acuminata R8P
“chinchilcoma” sobre el radical libre del
DPPH.

MATERIALES Y METODOS

Ubicaciéon del trabajo de investigacion

El presente trabajo de Investigacion se llevé a
cabo en los Laboratorios de Farmacognosia del
Area académica de Farmacia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
San Cristébal de Huamanga, durante los meses
de agosto del 2013 a febrero del 2014,

Definicién de la poblacién y muestra
Poblacion Flores secas de Mutisia acuminata
R&P. “chinchilcoma” que crecen en el distrito
de  Chuschi, provincia de  Cangallo,
Departamento de Ayacucho.

Muestra Dos Kilogramos de Flores de Mutisia
acuminata R&P. "chinchilcoma”

Tipo de Estudio Basico — Experimental

Unidad de analisis La crema a diferentes
concentraciones de 0,5%, 1,0% y 2,0%

Diserio metodolégico para la recoleccion de
datos

Recoleccidon de la muestra

Se recolecto las flores frescas e intactas en los
alrededores del distrito de Chuschi, se colecto
las flores no dafadas en horas de la mafana,
se lavd con abundante agua y se secd a
sombra, en una habitaciéon ventilada sobre
papel periddico, aproximadamente por una
semana, para su posterior reduccion de tamario
e particulas. Una parte de la planta con hojas y
flores fue llevada al Herbarium

Huamanquensis de la UNSCH para Ila
clasificacién taxonémica.?



Preparacion del extracto etandlico

Se utilizdé dos kg de flores secas, luego se realizé
la molienda en un mortero de porecelana, el material
molido se llevé a maceracion en un frasco de color
ambar por un periodo de una semana en nueve
litros de alcohol de 96 cuyo volumen cubrié la
muestra. Durante el proceso se agito
mecdanicamente el frasco para que el alcohol se
distribuya homogéneamente en la muestra. Luego
se filtré del macerado a través del filtro al vacio
utilizando papel Whatman N 40, luego se llevo
concentrar a sequedad en un rotavapor rotatorio
BUCHI 3000, y luego en una estufa a 40C, hasta
abtener un extracto seco

Extraccion de los compuestos fendlicos

El extracto etandlico seco se reconstituyé con

agua destilada y se traté con éter de petréleo

con la finalidad de eliminar grasas, ceras,

pigmentos y otros metabolitos que puedan

interferir con la extraccibn de compuestos

fendlicos.

La extraccion liquido-liquido con acetato de etilo

se hizo utilizando un embudo de separacién,

para recuperar finalmente la fraccién de acetato

de etilo y evaporarla a sequedad (fraccion

flavénica).”

Reaccion de cloruro férrico

Se afadio unas gotas de cloruro férrico 1%,

sobre la fraccién de acetato de etilo y se

observé una coloracion verde que demostrd la

presencia de compuestos fendlicos ®

Cromatografia en capa fina (CCF)

Sistema cromatografico:

» Fase estacionaria: Placa cromatografica 20
x 20 conteniendo Silicagel G 254 (Merck)

« Fase mévil: Butanol: &cido acetico: agua
(4:1:5)

+ Volumen de inyeccion: 20 ul

+ Revelador: Luz ultravioleta, cloruro férrico y
DPPH.

Aislamiento de los compuestos fendlicos

» Fase estacionaria: Placa cromatografica 20
x 5 conteniendo Silicagel G 254 (Merck)

« Fase movil: Butanol: acido acético: agua
(4:1:5)

La siembra de la fraccion de acetato de etilo se

realizd en bandas con el proposito de aislar los

compuestos  fendlicos, [os cuales se

evidenciaron en la luz ultravioleta. Estas bandas

fueron recuperados, disueltos en metanol y

filtrados, obteniéndose tres bandas.

Pruebas espectrales

Las bandas obtenidas fueron leidas en el

espectrofotémetro ultravioleta GENESYS 6, en

el rango de 200 a 500 nm,

Formulacién de la crema a ensayar -~

Tabla 1. Formula de la crema elaborada a
diferentes concentraciones a base de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de
Mutisia  acuminata ~R&P  “chinchilcoma”
Ayacucho — 2013

Concentracion

Principio activo y excipientes

P y excip 05%  10%  20% gema
Extracto de Mutisia acuminata R&P. 0.15
“chinchilcoma”, 0,5 (g).
Extracto de Mutisia acuminata R&P. 0.30
“chinchilcoma” 1 (g). i
Extracto de Mutisia acuminata R&P. 0.60
“chinchilcoma” 2 (g). i
Metilparabeno (g). 0'%03 0.0038 00038 00038
Propilparabeno (g). ”":’fz 00023 00023 00023
Lanette N (g). 3.0 3.0 3.0 3.0
Alcohol Cetilico (g). 03 0.3 0.3 03
Propilenglicol (g). 0.6 0.6 06 0.6
Vaselina Liquida (g). 1.5 1.5 1.5 1.5
Agua Purificada c.s.p. 30.00 30.00 30.00 30.00

Elaboracién de la crema en ensayo
Formacién de la fase oleosa

Se colocd en un recipiente de acero inoxidable
provista de bafio maria: vaselina liquida, alcohol
cetilico y lanette N, se fundié a 70°C bajo
agitacion moderada.®

Formacién de la fase acuosa

En un recipiente adecuado de acero inoxidable
provista de bafio maria se coloco agua
purificada y se calenté a 70-75°C, luego se

agregdé  propilenglicol, metilparabeno vy
propilparabeno, se agito hasta dilucién
completa.

En un recipiente adecuado de vidrio se cargo
agua purificada, y se agregé bajo agitacion
moderada el compuesto fenélico aislado de las
flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”
hasta disolucién completa.

Formacién de la emulsioén final

Una vez que los ingredientes estén totalmente
disueltos en sus respectivas fases y
manteniendo las correspondientes temperaturas
se incorpord lentamente bajo agitacion
moderada la fase acuosa sobre la fase oleosa,
evitando la formacion de burbujas, hasta lograr
una emulsién completa.

Se apag¢ las fuentes de calor y se dej6 que la
temperatura descienda normalmente mientras
se continud agitando constantemente.

La emulsion formada se caracteriza por ser
blanca y fluida, se verifico el pH (entre 5,0 a
7.5).

Se verifico el peso final, se dej6é en reposo hasta
su enfriamiento en su ambiente aséptico. Una
vez verificado los controles y ensayos, se
envaso en un ambiente aséptico en envases
previamente sanitizados.® '

Determinacion de las caracteristicas
organolépticas. @ Se  determinaron las
caracteristicas organolépticas de las cremas
siguiendo los procedimientos descritos.®* en la
evaluacion de los parametros fisicoquimicos del
extracto hidroalcoholico de las flores de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”

Determinacién de pH. Para determinar el pH
se siguié el método de Fiedler, setom6 5a 10 g
de crema en un vaso precipitado y luego se
llevé a bafio maria, se fundié la muestra y se le
agrego 30 ml de agua bidestilada a pH 7, se



calenté a 70 °C, se mezclé bien hasta la
formacién de dos fases, se filtrd la fase acuosa
y se determiné el pH del filtrado.?

Determinacion del tipo de emulsion

Método de Dilucion: En dos tubos de ensayo
se colocd 1 a 5 mL de emulsion, a uno de ellos
se agregd 5 mL de agua y al otro 5 mL de
vaselina liquida o alcohol, se mezclé y se
observé.

Determinacién del indice de extensibilidad
Para realizar este ensayo se utiliz6 dos placas
de cristal (10 X 10 cm) en las cuales se
colocaron una cantidad de 2 g y se trabajé a
una temperatura de + 0.5 °C.

Se colocé la placa inferior de cristal sobre una
hoja de papel milimetrado, se recuadro la placa
y se frazaron las diagonales, se colocd la
muestra del preparado sobre el punto de
interseccion.

Se pesé la placa superior y se coloca sobre la
inferior, pasado un determinado tiempo por el
efecto de la presién la muestra se extiende de
forma circular.

Se anot6 los valores de los dos didmetros y se
calculé el diametro medio y a partir de este, se
calculo la superficie del circulo formado.

Se representé la extensibilidad en mm? (4rea =
n(d/2)?) frente a los pesos empleados.

Método de la capacidad secuestradora del
radical DPPH

Fundamento: El radical libre y estable DPPH,
es una sustancia que mide la capacidad de
secuestro de cualquier compuesto con actividad
antioxidativa. Se caracteriza como un radical
libre estable en virtud de la deslocalizacion del
electrén libre en toda fa molécula, de manera
que las moléculas no dimerisen, como en el
caso de la mayoria de otros radicales libres. La
deslocalizacién también da lugar a un color
violeta oscuro, que se caracteriza por una
banda de absorcion en solucion de etanol a
aproximadamente 520 nm. Cuando una
solucion de DPPH se mezcla con la de una
sustancia que puede donar un atomo de
hidrégeno, entonces esto da lugar a la forma
reducida con |a pérdida de este color violeta. !
Preparacién del DPPH

Se pes6é 5 mg de DPPH en una fiola de 250 mL
la cual se aforo con metanol, obteniendo una
concentracion de 50 ug/mL.

Preparacion de la Muestra

De las cremas formuladas al 0.5, 1, 2 %, se
pes6 un gramo de cada una de ellas en un vaso
precipitado y se agregd 25 mL de metanol, se
filtrd y se preparé diluciones para obtener
concentraciones de 100, 50, 10 ug/mL. Una vez
preparadas las diluciones se tomaron de cada
una de ellas 3 mL y se le adicioné 1 mL de
solucion de DPPH las cuales se agitaron
vigorosamente y se mantuvieron en la oscuridad
a temperatura ambiente por 5 min, transcurrido
el tiempo se procedid a leer la Absorbancia a
517 nm.

Preparacion del blanco

Se pesd un gramo de crema base, en un vaso
precipitado se le agrego 25 mL de metanol y se
filtrd, luego se realiz6 diluciones para obtener
concentraciones de 100, 50, 25 ug/mL. Una vez
preparada las diluciones se tomaron de cada
una de ellas 3 mL y se le adiciono 1 mL de
solucion de DPPH las cuales se agitaron y se
mantuvieron en la oscuridad a temperatura
ambiente por 5 min, transcurrido el tiempo se
procedié a leer la Absorbancia a 517 nm.

Los ensayos se realizaron por triplicado para
cada formulacién de la crema y se empleé un
total de 48 tubos de ensayo.'?

La capacidad de las cremas para reducir los
radicales libres se calcularon con la siguiente
ecuacion:

Ac— (Am— Ab )

Anvp = Ac—(Am—Ab) 0o
Ac

Dénde:

AA%: porcentaje de actividad antioxidante.
Ac: Absorbancia del control.

Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia del blanco

Andlisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante se
representaron en forma de gréaficos en funcién
de las medias. Las diferencias entre las medias
fueron contrastadas mediante el Analisis de
Varianza Factorial (ANOVA) a un nivel de
confianza del 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Tabla 2. Caracteristicas de las reacciones
quimicas de la fraccién de acetato de etilo que
contiene los compuestos fenélicos aislados de
las

Flores de Mutisia  acuminata R&P
“chinchilcoma”. Ayacucho — 2013

Prue  Prue Caracteristicas
Frac bade bade DPP
cion  FeCl:  KMn H
59 0.
* ' Fogly ' DIF
Acetat ++4+ +++ 4 decolo
o de verde ra, Decol
etilo oscuro  precipi ora
Leyenda:
(+++) : Abundante



Tabla 3. Caracteristicas cromatograficas de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de
Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”.y de los
estandares de referencia. Ayacucho - 2013

Figura 1. Variacién de la extensibilidad en
funcion del peso aplicado a las cremas
elaboradas a base de los compuestos fendlicos
aislados de las flores de Mutisia acuminata.
R&P “chinchilcoma”. Ayacucho, 2013.

Revelador
Fraccién 100 ¢
Fluorescencia FeCls DPPH
%0 i o
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etilo = .
E 80
hg. Celeste Marén  Amarillo ] < cema v
Caféico* £ n
§ . = crema 1%
Quercetina* Amarillo Marrén  Amarillo fTel - LelimaTX
- crema base
50
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o " : i
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Tabla 4. Caracteristicas espectrales de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de
Mutisia  acuminata R&P  “chinchilcoma”.
Ayacucho - 2013

Peso apliceds (g)

Figura 2. Porcentaje de actividad secuestradora
del radical libre DPPH por accion de las cremas
elaboradas a base de los compuestos fendlicos

. : Ultraviolet: : St .
Fraccion Sub-fracciones 3,"::;& : aislados de las flores de Mutisia acuminata.
F1_(amarilio - R&P “chinchilcoma”. Ayacucho, 2013.
verdaso) 209 nm.
Acetato de etilo F2 (anaranjado) 209 nm y 288 nm L - &= &) ﬂ‘é""zf?&"
F3 (violeta £ viod
purpura) 209 nmy 297nm £ *l'-El o
Estandar  &cido S - 3
benzoico 230 nm y 270 nm 2
E 70 b
Tabla 5. Parametros fisicoquimicos de la crema :
elaborada a base de los compuestos fendlicos "
aislados de las flores de Mutisia acuminata R&P 3 w B3
“chinchilcoma” Ayacucho, 2013. R
<)
bose’ D.ﬁ'\ﬁ ilﬁ J'ﬁ

Parametro Ensayo  Férmula Resultado Crams
Crema 0,5% crema - claro Figura 3. Cromatografia en capa fina de los
il crema 1,0% crema - claro c_on:npuestos fenolicos, re\{elados con cloruro
crema 2,0% rrioelaza ciarc férrico al 5% (1) y DPPH (ll)
Organolépticos crema base blanco nieve "
Olor Crema Inodoro 2
Sabor Crema Amargo :E
Aspecto  Crema homogéneo
crema base 7.1 \
a6 crema 0,5% 7.9 #
crema 1,0% 7.6
crema 2,0% 7.4
Tabla6. Tipo de emulsion de la crema ]
elaborada a base de los compuestos fendlicos I i

aislades de las flores de Mutisia acuminata.
R&P “chinchilcoma”. Ayacucho, 2013.

Método Solvente Resultados
Homogéneo
Agua purificada Soluble
Dilucion (emulsion O/W)
Heterogéneo
Alcahol etilico

Insoluble




Figura 4. Curva Espectral de las fracciones F1,
F2 y F3 aislados

| 02

0 b

Fracdon 1.dsp Fluorescencia amarillo verdoso|
Fraccén 2.dsp Fluorescenda anaranjada
Fraccon 3.dsp Fluorescenda violeta

DISCUSION

Las flores de Mutisia acuminata. R&P
“chinchilcoma” fueron recolectadas del distrito
de Chuschi, provincia de Cangallo, regién
Ayacucho.

En los ultimos afios se ha incrementado el
interés en la busqueda de antioxidantes
naturales, generalmente constituidos por
mezclas de compuestos con elevada diversidad
molecular y funcionalidad biolégica, como los
compuestos fendlicos, los que tienen gran
capacidad antioxidante. Dentro de esta gran
familia pueden encontrarse tres grupos
principales: los acidos fendlicos, los polifencles
y los flavonoides, siendo estos Ultimos el grupo
mas comun. La finalidad o mecanismo de estos
compuestos reside en su capacidad para captar
los radicales libres que se pueden generar en
las células del cuerpo humano y que son
resultado de la combinacién de muchos factores
ambientales, includa la  contaminacion
atmosférica.®

En las pruebas quimicas realizadas de los
compuestos fendlicos aislados (tabla 2) fueron
diferenciados por las pruebas de cloruro férrico
al 5%, con KMnO; y DPPH, en la prueba
quimica con FeCl; al 5% se produjo un color
verde oscuro identificAndose presencia de
grupos fendlicos en abundante concentracion.
La prueba quimica con KMnOs produce un
cambio de coloracién y un precipitado intenso,
este cambio de coloracién del KMnOs se debe
a que esta se reduce debido a la accién de los
compuestos fendlicos.™ En la prueba quimica
con DPPH se observa la decoloracién del
radical libre, esto debido a que el radicallibre
tiene un electrén desapareado y es de color
violeta decolorandose a amarillo cuando
reacciona con los compuestos fendlicos que
pueden donar un atomo de hidrogeno.®'S. Dado
que todas las reacciones son positivas podemos
afirmar que los compuestos aislados de las
flores de Mutisia acuminata. R&P “chinchilcoma”
tienen propiedades antioxidantes.
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En la tabla 3, se observa la presencia de
fluorescencia de color azul-purpura a la luz del
espectro ultraviloleta, de lo cual se deduce que
se trata de un compuesto fendlico, cuando se
revela la misma placa con cloruro férrico al 1% y
DPPH (Figura 3), se observan manchas de
color marrén y amarillo a la luz visible. Esta
mancha de color purpura a la luz UV indica °
Que se trata de los compuestos fendlicos.'®
Estudios realizados en Mutisia acuminata se
determino la presencia de flavonoides como la
quercetina, quercetina-3-glucorénido,
isorhamnetin-3-glucorénido y  pelargonidina
diglicosido, también se determiné la presencia
de dos flavonoides: 5,3',4'-trihidroxi~7—gli—-
flavanona y 5,3'—dihidroxi—4-O-metil-7-0-Rh-—
glucosil flavanona.'” ®

Para la caracterizacién de los compuestos
fendlicos se utilizdé la  espectroscopia
ultravioleta, lograndose separar tres bandas a
partir de la fraccién de acetato de etilo (F1, F2y
F3) (Tabla 6 y Figura 4). La fraccion F1
corresponde a un compuesto fenélico con una
fluorescencia amarillo - verdoso y muestra una
absorbancia maxima en el espectro ultravioleta
a 209 nm, la fraccion F2 corresponde a un
compuesto fendlico con una fluorescencia
anaranjada y muestra una absorbancia de 209 y
288 nm, la fraccién F3 corresponde a otro
compuesto fendlico con una fluorescencia
violeta — purpura y muestra una absorbancia
méaxima en el espectro ultravioleta a 209 - 297
nm,

El estandar utilizado fue acido benzoico con una
absorbancia maxima en el espectro ultravioleta
a 230 270 nm. Por lo tanto podemos asumir que
en la fraccion F2 se trata de un derivado de los
flavonoides que viene a ser las isoflavonas
(Figura 4).

La piel constituye el tegumento externo del
organismo, cumple diferentes funciones como:
protectora, intercambio acuoso y térmico con el
medio externo, sintesis de vitamina D, entre
otras; por lo que su proteccion es de vital
importancia para el mantenimiento del
organismo como un todo.'® En este sentido, es
de suponer que el desarrollo de formas
farmacéuticas  dermatolégicas  antioxidantes
efectivas adquiere relevancia para la industria
farmacéutica y que el desarrollo de cremas
dermatolégicas como las cremas, debe tener en
consideracién ciertos parametros fisicos vy
quimicos especificados en los libros oficiales los
que ofrezcan caracteristicas farmacotécnicas
adecuadas. En nuestro trabajo este aspecto se
ve reflejado en las  caracteristicas
organolépticas resultantes (Tabla 5); el color de
las cremas, por ejemplo, dependen de la
concentracion de los compuestos fendlicos de
las flores de “chinchilcoma” incorporados: la
crema base es de color blanco nieve; la crema
al 0,5y 1,0 %, presentan un color crema claro,
mientras que la crema al 2%, mostaza claro. El
olor graso es caracteristico a todas las cremas
debido a que dentro de la férmula se
encuentran la vaselina liquida y el alcohol
cetilico. Tienen, ademas un  aspecto
homogéneo lo cual es indicador de la buena



compatibilidad existente entre los compuestos
fenélicos de las flores de “chinchilcoma” y los
excipientes empleados.

Otra caracteristica importante es el pH de la
crema (Tabla 5). La crema base tiene un pH
practicamente neutro equivalente a 7,1, lo
mismo que las cremas elaboradas a diferentes
concentraciones, que tienen pH practicamente
neutro.

En la Tabla 6, se muestra el tipo de emulsion de
las cremas elaboradas. Como resultado de las
pruebas de dilucion las cremas fueron
insolubles en etanol, pero solubles en agua al
mismo tiempo que adopta un aspecto
homogéneo, por lo que se puede concluir que
se trata de una emulsién O/W, es decir, de fase
externa acuosa. Estos resultados se pueden
contrastar con los obtenidos por Vicufia.?®

En la Figura 1, se muestra la extensibilidad de
las cremas formuladas a base de compuestos
fendlicos de las flores de “chinchilcoma”. La
caracterizacion reolégica es fundamental en la
investigacion y desarrollo de formas
farmaceéuticas semisélidas como las cremas,
debido a que las propiedades reoldgicas tienen
una gran influencia en la estabilidad y en la
textura de estos productos. En este estudio se
consideran las determinaciones de
extensibilidad y viscosidad debido a la relacién
existente entre estos parametros para definir
dicho comportamiento.??

También se puede apreciar que la extensibilidad
es directamente proporcional al peso aplicado
hasta llegar a un punto donde la extensibilidad
se hace constante. La Figura muestra que,
sometida a 500g de peso, la crema elaborada a
base de los compuestos fendlicos de las flores
de “chinchilcoma” a una concentracién de 1%
tiene mayor extensibilidad (91,1cm?), seguida
de la crema al 2% (90,3cm?) y finalmente la de
0,5% (86,1cm?) ligeramente mayor que la crema
base (84,3cm?).

Para la determinacion de la actividad
antioxidante de las cremas elaboradas se sigui6
el método de decoloracién del DPPH,
procedimiento estandarizado y de alta fiabilidad.
Dado que existe un creciente interés en
antioxidantes, particularmente en los destinados
a impedir los efectos nocivos de los radicales
libres en el cuerpo humano y la preferencia por
los  antioxidantes de origen natural,
paralelamente aumenta también el uso de
métodos para la estimacion de la eficiencia de
sustancias tales como antioxidantes. Uno de los
métodos es el actualmente popular basado en
el uso  del radical  libre  estable
difenilpicrilhidrazilo (DPPH)."

Se sometio a evaluacion tres concentraciones,
0,5, 1 y 2%, de cremas elaboradas a base de
los compuestos fendlicos de las flores de
Mutisia acuminata. R&P “chinchilcoma”, a partir
de las cuales, mediante diluciones, se preparé
concentraciones de 100, 50, y 10 pg/mL."?

La Figura 2, nos muestra graficamente el
porcentaje de actividad secuestradora del
radical libre DPPH por accién de las cremas. Es
notorio el poder antioxidante de la crema: todas
las concentraciones tienen actividad

antioxidante mayor al 50% incluso la de menor
concentracién. Es evidente que los compuestos
fendlicos aislados que se incorporé a las
cremas son desde el punto de vista quimico
potentes antioxidantes, los mismos que
corresponderian al grupo de los flavonoides ya
que son cuantitativamente mas abundantes e
importantes dentro de los compuestos fendlicos
en general.

Los flavonoides son moléculas cuya actividad
antioxidante ha sido demostrada ampliamente
tanto in vivo como in vitro.

Las caracteristicas =~ cromatograficas vy
espectrales de los compuestos fendlicos
aislados parecen ser coincidentes con los
encontrados en otro estudio similar con la
misma especie."”

Del mismo modo, el extracto acuoso de
Sanicula graveolens (Apiaceae) y Mutisia
friesiana (Asteraceae) mostraron actividad de
captacion de radicales en el ensayo de
decoloracion del DPPH. El aislamiento guiado
por bioensayo condujo a derivados del acido
cafeico y flavonoides como los principales
compuestos activos de ambas especies.
Después de la hidrdlisis, &cido cafeico y
quercetina demostraron ser los principios
bioactivos de ambas plantas.??

CONCLUSIONES

1. Se aislé los compuestos fendlicos de las
flores de Mutisia acuminata R&P *

2. Se elaboré y se formuldé las cremas a
concentraciones de 05%, 1.0% y 20%
respectivamente.

3. Las cremas elaboradas a base de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de
Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma” cumplen
con los parametros establecidos para una forma
farmacéutica semisoélida,

4, Las cremas elaboradas a base de los
compuestos fendlicos aislados de las flores de
Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma” a las
concentraciones de 05 1 y 2 %, tienen
actividad antioxidante, directamente
proporcional a la concentracién de compuestos
fendlicos, donde la crema a diluciones de 100,
50, y 10 pyg/mL, se obtuve un porcentaje de
99.7, 98.2 y 84.8 % respectivamente, por lo
tanto la crema concentrada al 2% tiene mayor
actividad antioxidante.
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