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RESUMEN

El objetivo del trabajo de titulacion fue formular un protector solar a base de extracto de Nachag
(Bidens andicola) y determinar su calidad. Se realizé el control de calidad de la droga vegetal. El
tamizaje fitoquimico confirmo la presencia de compuestos fendlicos, entre ellos los flavonoides
presentes en las partes aéreas de Bidens andicola. El contenido de fenoles totales, flavonoides
totales y la capacidad captadora de antioxidantes se determind por métodos espectrofotométricos.
Se prepar6 varias formulaciones de cremas fotoprotectoras. Se evalud la actividad fotoprotectora
de los extractos de Bidens andicola y de las cremas fotoprotectoras mediante la determinacién del
Factor de Proteccion Solar, aplicando la ecuacién de Mansur. Se realiz6 el control de calidad y
seguridad del extracto etandlico Bidens andicola y la crema fotoprotectora mediante los ensayos:
HET-CAM y CAM-TBS respectivamente. El extracto que present6 las mejores caracteristicas fue
el extracto etandlico de Bidens andicola a 600ppm que presentd un FPS de 23. El contenido de
fenoles y flavonoides totales fue de 178 mg GAE/g planta seca y 71,4 mg QE/g planta seca
respectivamente. Se confirmo la capacidad captadora de antioxidantes obteniendo absorbancias
con el mismo comportamiento que el estandar. La formulacion de eleccion con aceite de oliva
presentdé un FPS de 23. Los ensayos HET-CAM y CAM-TBS demostraron que el extracto
etandlico y la crema fotoprotectora no son irritantes. Los resultados obtenidos cumplen con la
norma COLIPA de eficacia de productos cosméticos. La crema fotoprotectora es eficaz e inocua
a nivel tdpico. Se recomienda estudios microbiolégicos, reoldgicos y de estabilidad para

garantizar la efectividad de la crema.

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES>, <BIOQUIMICA Y FARMACIA>,
<FARMACOLOGIA>, <NACHAG (Bidens andicola)>, <EXTRACTO ETANOLICO>,
<FLAVONOIDES TOTALES>, <FOTOPROTECCION>, <FORMULACION
FOTOPROTECTORA>, <ENSAYO HET-CAM>, <ENSAYO CAM-TBS>.
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ABSTRACT

The main purpose of this research was to formulate a sunscreen based on Nachag extract (Biden
andicola) and determine its quality. The quality control of the vegetable drug was carried out.
The phytochemical screening demonstrated the presence of phenolic compounds, from which, the
flavonoids in the aerial parts of Bidens andicola. The content of total phenols and flavonoids, as
well as the capacity to capture antioxidants was determined by spectrophotometric methods.
Several formulations of photo protective creams were prepared. The photo protective activity of
the Bidens andicola extracts and the photo protective creams were evaluated by determining the
sun protection factor by applying the Mansur equation. The quality and safety control of Bidens
andicola ethanolic extract, and the photo protective cream were carried out by the tests: HET-
CAM (Test of eye irritation by means of the chorioallantoic membrane of chicken egg) and CAM-
TBS (Test of eye irritation by means of the chorioallantoic membrane of chicken egg with Trypan
Blue) respectively. The extract that showed the best characteristics was the one containing the
ethanol extract of Bidens andicola at 600ppm, which had an SPF of 23. The content of phenols
and total flavonoids was 178 mg GAE / g dry plant and 71.4 mg QE / g dry plant respectively.
The effectiveness of the sunscreen to capture antioxidants was verified by obtaining absorptances
with the same performance as the standard. The formulation of choice containing olive oil
presented an SPF of 23. The HET-CAM and CAM-TBS tests reported that the ethanolic extract
and the sunscreen cream are not irritating. The results obtained comply with the COLIPA standard
of efficacy of cosmetic products. The photo protective cream is effective and safe at topical level.
Microbiological, rheological and stability studies are recommended to guarantee the effectiveness

of the cream.

KEYWORDS:

<EXACT AND NATURAL SCIENCES>, <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>,
<PHARMACOLOGY>, <NACHAG (bidens andicola)>, <ETHANOLIC EXTRACT>,
<TOTAL FLAVONOIDS> <PHOTO PROTECTION>, <PHOTO PROTECTING
FORMULATION>, <HET-CAM TEST>, <CAM-TBS TEST>.
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INTRODUCCION

La radiacion solar desde hace décadas es considerada muy importante para la salud de los seres
vivos, ya que en pequefias dosis ayuda a la estimulacion de la sintesis de vitamina D, la absorcion
de calcio en los huesos y favoreciendo por la presencia de esta vitamina a prevenir enfermedades
como la osteoporosis o el raquitismo, también se utiliza para tratar la dermatosis, ayuda a la
circulacion sanguinea e interviene en la sintesis de los neurotransmisores como la serotonina

responsable del estado de animo (Ballesteros, 2010, p.1).

Existen tres tipos de radiacion solar, que son: UV-A, UV-B y UV-C, de las cuales la ultima se
absorbe en su totalidad por la atmésfera y no llega a la superficie terrestre. Mientras que los rayos
del tipo UV-A atraviesan en gran cantidad la superficie terrestre (95%), siendo la responsable del
envejecimiento prematuro de la piel y de la formacién de radicales libres. La radiacion UV-B
atraviesa en menor cantidad (5%) y puede ocasionar: lesion ocular, dafios en el sistema
inmunolégico, quemaduras leves y crénicas de la piel, dando lugar a mutaciones del ADN,
conllevando a la aparicién de cancer de piel de tipo melanoma o no melanoma (Ballesteros,
2010,pp.4-6).

En estos Ultimos afios la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) junto con la Organizacion
Metereoldgica Mundial (OMM) y la Comisién Internacional de Proteccién contra la Radiacion
no lonizante (ICNIRP), establecieron el indice UV Mundial Solar (IUV). Parametro que depende
de varios factores como la altura del sol, latitud y nubosidad. La escala de tolerabilidad va de 0 a
11 categorizandose desde baja hasta extremadamente alta. El valor de IUV en éstos Gltimos afios
ha sobrepasado el nivel tolerable por a piel. La contaminacién medioambiental a deteriorado la
atmosfera y la capa de ozono afectando su estructura y disminuyendo en gran medida la capacidad
para absorber las radiaciones ultravioletas. Por lo que la radiacion UV-A y UV-B han logrado
atravesar con mayor intensidad hacia la superficie terrestre, siendo uno de los problemas que
afecta la salud de la poblacion (OMS, 2003,pp.6-15).

La exposicion prolongada a la radiacion solar es muy perjudicial para la salud, los 6rganos méas
sensibles son la piel y los ojos debido a que estdn directamente expuestos, causando el foto-

envejecimiento cutaneo, foto-sensibilidad y la fotocarcinogénesis. Los mismos que se han



convertido en uno de los problemas de salud méas frecuentes en la poblacion. Es asi que la
Sociedad de Lucha Contra el Céncer en Ecuador (SOLCA, 2010 ) dio a conocer que de todos los
tipos de cancer de piel registrados el 38,2% corresponde al cancer de tipo melanoma, siendo de
mayor prevalencia en hombres de 0,9 por cada 100.000 habitantes que en las mujeres de 0,1 por
cada 100.000 habitantes (Mora, 2015,p.1) ((SOLCA, 2010, pp.102-103).

Estudios realizados por la Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA), muestran que Ecuador es
uno de los paises con mas alta emision de radiacion solar, debido a que se localiza cerca de la
linea ecuatorial. La altitud de 2700 msnm registré los mayores indices. Quito en el 2008 registro
un IUV de 24 y Riobamba un IUV de 16 considerandose extremadamente altos y dafiinos para la
poblacién (Mora, 2015,pp.5-10).

Los mecanismos de proteccion con los que contamos los seres humanos, tenemos en primer lugar
la piel, ya que una de sus funciones es que actla como barrera de defensa endogena frente a la
radiacion UV, gracias a que posee componentes como la melanina, acido urocéanico y el
triptéfano, que son sustancias que tienen la capacidad de fotoproteccion enddgena. La melanina
es considerada como un potente fotoprotector ya que es capaz de absorber y dispersar la radiacion
UV. Sin embargo, ésta barrera no es suficiente, por lo que es necesario contar con otras fuentes
de fotoproteccion como la ropa, sombreros, gafas con proteccion UV, sombrillas en otras. Y como
segunda barrera es el uso de protectores solares organicos e inorganicos (Giraldo, et al.,
2014,pp.273-275).

Motivo por el cual las Industrias Cosmeéticas han visto la necesidad de crear productos cosméticos
gue contengan sustancias activas de origen natural, denomindndose como productos
cosmecéuticos, que a mas de embellecer la piel otorgan un beneficio para la salud de las personas,
es asi que comenzaron a elaborar los protectores solares que pueden ser de dos tipos los que
contienen filtros solares quimicos y filtros solares fisicos. Sin embargo, estudios recientes
muestran que estos tipos de protectores solares presentan efectos perjudiciales sobre la piel, ya
que pueden generar dermatitis fotoalérgica, debido a la presencia de compuestos quimicos en la
formulacion. Se ha identificado que algunos compuestos son capaces de penetrar las capas mas
profundas de la piel llegando al torrente sanguineo causando disminucién en su capacidad
fotoprotectora e incluso la aparicion de efectos toxicos locales o sistémicos. Mientras que los
protectores de naturaleza fisica, debido al tamafio de su particula en las formulaciones no logran

brindar una adecuada pantalla de proteccién solar sobre la piel (Giraldo, et al., 2014,p.273).



Por lo anterior, se ve la necesidad de mejorar la eficacia de los protectores solares tradicionales
creando una segunda linea de defensa sobre la piel y disminuyendo sus efectos perjudiciales, a
través de la utilizacion de ingredientes activos de origen natural. Varios investigadores han
demostrado que algunas especies vegetales contienen metabolitos secundarios con actividad
fotoprotectora. Estos compuestos son capaces de proteger a las células de las mismas plantas, y
también son capaces de proteger las células humanas. En estudios in vitro/in vivo ya se han
incluido formulaciones de cremas fotoprotectoras como principios activos de origen vegetal
(Giraldo, Atehorta and Mejia, 2014,p.3).

Esta investigacion tiene como objetivo la formular un protector solar a base de extracto de Nachag
(Bidens andicola) y la determinar su calidad”, ya que estudios realizados a nivel in vitro Tinajero
(2015), indica que la planta Nachag contienen metabolitos secundarios de naturaleza fendlica
como son los flavonoides, catequinas, acidos fenolicos entre otros, los cuales le otorgan una alta
actividad fotoprotectora y antioxidante, por lo que B. andicola es ideal como principio activo para
la elaboracion de un protector solar, ademas de su facil acceso por ser una planta andina
ecuatoriana. Estudios de Vinueza, et al. (2017) a nivel in vitro indican que B. andicola contiene
un 9,987% de flavonoides totales y un 12,058% de compuestos fenodlicos totales, resultados que
muestran que la planta posee actividad fotoprotectora y ademas determinaron que posee actividad

antiinflamatoria al comparar el extracto hidroalcohélico de B. andicola con la aspirina.

Para las formulaciones de las cremas fotoprotectoras se utilizd en su mayoria excipientes de
origen natural como: aceite de oliva, aceite de aguacate, aceite de coco y aceite de girasol, con la
finalidad de obtener un efecto sinérgico con el principio activo. La crema fue sometida a pruebas
de control de calidad como la determinacion del FPS, el ensayo de irritacion de la membrana
corioalantoidea con azul de tripan (CAM-TBS), pruebas fisicas y la evaluacion de sus
caracteristicas organolépticas, con el fin de elegir la mejor crema fotoprotectora que garantice su

seguridad y calidad.

La Asociacion Europea de Cosmética y Perfumeria (COLIPA) en colaboracién con el Organismo
Asesor Cientifico de la Comision Europea (SCCNFP) y el Centro Europeo para la Validacién de
Métodos Alternativos (ECVAM), se centran en la basqueda de ensayos o métodos alternativos
para eliminar o sustituir experimentos en animales o seres humanos cuando sea posible, es asi que

lograron la eliminacion de la prueba Draize, prueba que media la irritacién ocular en animales
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(conejos). Ahora se utiliza la prueba HET-CAM para la determinacion de irritacion ocular en
productos cosméticos, mediante ensayos en huevos de gallinas fecundados. Sin embargo, no
lograron la sustitucion o eliminacion de algunas pruebas a nivel in vivo, para ello COLIPA
establecio que para realizar este tipo de investigaciones los Establecimientos o Instituciones deben
contar con una Comision de Bioética, para garantizar la seguridad de los seres humanos
voluntarios que se sometan a ensayos y/o para los animales de experimentacion (COLIPA,
2005,pp.14-16)(Espa, 2009,pp.2-6).

La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo no presenta atn la Comisién de Bioética, motivo
por el cual la presente investigacion se ha centrado en la realizacién de estudios a nivel in vitro,
la cual se llevo a cabo en los laboratorios de Productos Naturales de la Escuela de Bioguimica y

Farmacia de la Facultad de Ciencias.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Elsol

Estrella luminosa que se considera como eje central del sistema planetario, en cuyo interior
ocurren varias reacciones de fusion nuclear, ocasionando pérdida de masa que se convierte en
energia. La energia liberada por el sol llega hacia la superficie terrestre como radiacion solar, que
por siglos el hombre lo ha considerado de vital importancia para la vida ya que es la principal
fuente de luz y de energia que nos proporciona calor y es el responsable del bronceado de la piel.
Asi también la luz solar en pequefias dosis desempefia varias funciones benéficas en los seres

Vivos, como:

- Interviene en la estimulacion de la sintesis de vitamina D, la cual ayuda a que el calcio se
absorba y se fije en los huesos, siendo importante para la salud ésea y musculoesquelética.
La sintesis de la vitamina D inicia cuando la radiacién solar UV-B, trasforma
fotogquimicamente el deshidrocolesterol de la epidermis en previtamina D3 que por ser
foto-inestable posterior se convierte en vitamina D3. De esta manera previene la aparicion
de cierta patologia como la osteoporosis y el raquitismo. Por lo que se recomienda la

exposicion al sol entre 10 a 15 minutos al dia.

- Interviene en la sintesis de neurotransmision cerebral, responsable del estado de animo
de las personas. Por lo que el sol se utilizaba en los tratamientos para la depresién

estacional (Zaragozano, et al, 2016,p 49)(Samaniego, 2017,p.9).

1.2 Radiacion solar

Conjunto de ondas electromagnéticas emitidas por el sol que presentan un amplio espectro el cual
va desde el ultravioleta (100 a 400 nm) que constituye el 10% de la energia solar, luz visible (400
a 760 nm) que constituye un 50% vy el infrarrojo (760 a 1800 nm) que constituye el 40%
aproximadamente, aquellas radiaciones con longitudes de ondas cortas se absorben en la

atmosfera y la capa de ozono, por lo que no toda la radiacion solar llega a la superficie terrestre y



aquellos porcentajes dependen de varios factores como la altura del sol, latitud, nubosidad y hora
del dia (Giraldo, et al., 2014,pp.272-273).

Capa de Ozon

M © A
Figura 1-1. Tipos de radiaciones del espectro solar

Fuente: (Lopez, 2012,p.36)
1.2.1 Radiacion ultravioleta (RUV)

La radiacion UV actlan de manera principal sobre la piel, una prolonga exposicion al sol es capaz
de ocasionar graves problemas sobre la salud de la piel, en los ojos y en el sistema inmunitario.

Existen tres tipos de radiacion UV que son:

- Laradiacion UV-A: presenta una longitud de onda de 320 a 400 nm, atraviesa un 95% a
la superficie terrestre y tiene la capacidad de penetrar a nivel de la dermis en un 50% de
UV-A. Representa para la piel un menor peligro ya que es poco energética, por lo que
una exposicién prolongada produce la pigmentacion en la piel debido a la melanina ya
gue sufre fotooxidacion, asi también la UV-A ocasiona estrés oxidativo en la piel al
activar las especies de oxigeno reactivo (ROS), que en algunos casos son capaces de
activar de manera inapropiada las células que causan dafio en la piel, provocando foto-

envejecimiento cutaneo, fotosensibilidad, lesion en la retina y lesiones precancerosas.

- Laradiacion UV-B: la longitud de onda es de 280 a 320 nm, atraviesa el 5% a la superficie
terrestre, es mas energética por lo que se absorbe en un 70% hasta el estrato cérneo de la
epidermis, penetra hasta la hipodermis, es la responsable de la mayoria de los dafios
bioldgicos producidos por la luz solar, como: el desarrollo de eritemas, mutaciones en el
ADN de la células de la piel que conllevan al origen de cancer de piel de tipo melanémico
y no melanémico, debido a que este tipo de radiacién se absorbe en el ADN de la dermis

por lo que penetra en las capas mas profundas de la epidermis. Induce a la aparicion de



manchas claras u oscuras, también es capaz de reducir la eficacia del sistema
inmunolégico, ya que es inmunosupresor a nivel local afectado a las células de
langerhands, células responsables de la produccion de antigenos en la epidermis, dejando
vulnerable al cuerpo contra el ataque de bacterias, virus u hongos. A nivel de los ojos la

radiacion UV-B es la principal responsable del desarrollo de cataratas y de pterigios.

- Laradiacién UV-C: es la més energética ya que presenta una longitud de onda que va de
100 a 280 nm, esta radiacion se absorbe en su totalidad por la atmésfera y la capa de
ozono, por lo que no llega a la superficie terrestre (Olarte et al., 2016,pp.44-
45)(Ballesteros, 2010,pp.6-7).
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Figura 2-1. Absorcién de la luz UV en la piel

Fuente: (Samaniego, et al, 2017,p.8)

1.2.2  Indice de radiacion UV (IUV)

Parametro establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y en colaboracion por la
Organizacion Metereoldgica Mundial (OMM), que indican la intensidad de radiacion solar UV-
B que llega hacia la superficie terrestre. La medicion del IUV se representa a través de una escala
numérica que va de 0 a 11, categorizdndolo desde un UV bajo hasta extremadamente alto el dafio

celular que puede producir en la piel, como se puede apreciar en la tabla 1-1:



Tabla 1-1. Categorizacion del IUV

3AS
6A7

MODERADA
ALTA

Fuente: (OMS, 2003,p.6)

La Fundacion Ecuatoriana de Psoriasis (FEPSO) utiliza para Ecuador la escala de UV
propuesta por el Instituto Fisico de la ciudad del Rosario Argentina (IFIR), que es una escala
con rangos mas extensos debido a que la radiacion solar es mucho mas intensa en los paises que
conforman Ameérica Latina, es por ello que la mayoria de los habitantes tiene la piel oscura

(Arteaga and Pazmifio, 2013,p.13).

Tabla 2-1. indice de Radiacién UV en Ecuador

Categoria Rango
Muy bajo 0-3
Bajo 4-5
Moderado 6-7
Alto 8-10
Muy alto 11-15
Extremo Mayor a 16

Fuente: (Arteaga and Pazmifio, 2013, citados en IFIR,FEPSO,P.13)

La OMS establecié el IUV con el fin de dar a conocer sobre los niveles de radiacion solar que se
pueden presentar a lo largo del dia y de esta manera prevenir sobre los efectos perjudiciales que
puede ocasionar una exposicion muy prolongada al sol a ciertas horas del dia mediante el uso de
métodos de proteccion (OMS, 2003,p.4).

La OMS establece una serie de recomendaciones para protegerse de la radiacion solar, que son:

- No exponerse al sol en las horas centrales del dia (12, 2 'y 4 pm).
- Usar prendas de proteccion como: ropa, gafas de sol, sombrero, guantes, etc.
- Utilizar protector solar con un Factor de Proteccion Solar (FPS) mayor o igual a 15,

aplicarse 30 minutos antes de exponerse al sol y varias veces al dia.
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- No usar las camaras de bronceado.

- Proteger especialmente a los bebes y a los nifios contra los rayos solares (OMS, 2003,p.8).

1.3 Generalidades de la piel

Organo mas grande y de vital importancia que el ser humano pudo lograr desarrollar durante su
evolucion, actia como cubierta externa capaz de preservar la estabilidad del medio interno del
cuerpo humano, mide aproximadamente entre 1.6 a 1.9 m?, presenta un espesor de 0.05 cma 0.3
cm y su peso total aproximado es de 4kg, que en porcentaje representa el 30% del peso total
corporal de una persona adulta. Segun la localizacion de la piel en el organismo puede ser pilosa
a nivel de la cabeza, gruesa en el sitio del tronco y dura a nivel de las palmas de las manos y
plantas de los pies a nivel y a nivel de los genitales externos la piel es delgada (Manteca,
2013,pp.7-8) (Sanford and Gallo, 2013,p.370).

La piel se encuentra constituida por tres capas que son:
- Epidermis

Capa externa de la piel, que separa el cuerpo humano del entorno, su grosor es de 50 a 150um.
Esta constituia principalmente por varias células de las cuales las principales son: los melanocitos
y los queratinocitos y en pequefias cantidades estan las células de langerhands y las células de
Merkel (Maris et al, 2016,p.10 ).

Los queratinocitos a su vez estan formados por cinco capas: estrato basal, estrato espinoso, estrato
granuloso, estrato lucido y el estrato corneo (capa mas externa de la piel). Estas capas se formar
a partir del proceso de queratinizacion dénde los queratinocitos se transforman de manera gradual
dando origen a estas capas las cuales cada una de ella cumple con funciones especificas. Las
demaés células que forman parte de la epidermis como los melanocitos, células de langerhands y
de Merkel se distribuyen dentro de estas cinco capas mencionadas anteriormente (Manteca,
2013,pp.8-9).

Los melanocitos son células dendriticas (células inmunitarias) que sintetizan la melanina gracias
a la intervencion de la enzima tirosinasa la cual se activa por la radiacion solar, que primero
convierte al aminoacido tirosina en 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA). La tirosinasa acta también
sobre la DOPA y luego de una serie de transformaciones se convierte en melanina, que es un
pigmento que desempefia una funcién muy importante en la piel brindando proteccién a las
células queratinocitos ya que es capaz de absorber las radiaciones UV emitidas por el sol ( Sevilla,
2017,p.10).



- Dermis

Estd constituida por diferentes células como:
mastocitos, estos Ultimos se encuentran en mayor cantidad. Estas células cumplen funciones
especificas es asi que los fibroblastos que encargan de la sintesis del colageno (elemento méas
importante de la dermis que otorga resistencia mecanica) y de la elastina (Manteca, 2013,p.16).

- Hipodermis:

Esta compuesta por tejido conjuntivo laxo y por células sebéaceas que tienen la funcion de brindar
aislamiento térmico y actla como reservorio metabdlico. A esta capa de la piel por ser la mas
profunda las radiaciones UV no logran llegar, pero si puede sufrir dafio como consecuencia del

deterioro de las otras capas alterando su funcionalidad (Manteca, 2013,p.17).

Area de accién
de productos
cosméticos

Area de accién
de productos
!ormoc‘vllco;
(médicos)

-~

Dermis— 4L\

Hipodermis 1

IONA DE

. Y ACCION
e BIOCLINIC

ot Areade o

Eptdermis—[ \‘ o {” e produc
= vm ;"ﬂg] \"3! N de prod
iy

\
Y cosmecél
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Composicién quimica de la piel:

- Agua: constituye aproximadamente el 70 y 80% de la piel, siendo el 15% el contenido
intercelular de agua presente en la capa cornea e intracelular en las moléculas de la
dermis, especificamente en el colageno y elastina. Para que la piel se encuentre bien
hidratada debe existir un equilibrio entre la difusion que consiste en el paso del agua
desde la dermis hacia la epidermis y la evaporacion a nivel de la superficie.

- Carbohidratos: principalmente la glucosa y ciertos glucidos.

- Lipidos: compuesta por fosfolipidos, colesterol y otras sustancias que tienen la funcién
de mantener la acidez de la piel, evitando la proliferacién de microorganismos.

- Proteinas: constituyen una gran cantidad de aminoacidos que mantienen la estructura de

la piel, entre ellos tenemos el colageno y la elastina (Altamirano, 2015,p.7).

Funciones de la piel:

La principal funcion de la piel es que mantiene el medio interno estable, desempefia un papel de
barrera de proteccion, evitando el ingreso de bacterias, hongos y virus, asi como protege de
posibles traumatismos y quemaduras. Se encarga de la regulacion de la temperatura corporal
conocida como termorregulacion, que se alcanza cuando existe equilibrio entre la pérdida y
ganancia de calor, para generar calor se produce vasoconstriccion de los vasos sanguineos de la
piel y para perder calor se produce vasodilatacion de los mismos y a través del sudor (Sanford y
Gallo, 2013,p.371).
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Otra funcidn de gran importancia de la piel es que tiene la capacidad de proteger de los rayos
ultravioletas emitidos por el sol, ya que en la piel se encuentra un pigmento Ilamado melanina que
tiene la capacidad de absorber la radiacién ultravioleta con longitudes de onda de 350 a 1200 nm
y croméforos que expulsan o dispersan las radiaciones, protegiendo de los dafios que pueden

originar la luz solar tras una exposicion prolongada (Samaniego, et al, 2017,p.10).

La piel adquiere un proceso de adaptacion frente a la radiacion solar con el fin brindar proteccion
a través de mecanismos naturales de fotoproteccion. La pigmentacion de la piel es el resultado de
una exposicion al sol, que se puede apreciar después de 2 a 3 dias y se conoce como bronceado,
el cual si es tomado adecuadamente es beneficioso para la piel ya que aumenta el Factor de
proteccién solar FPS 2-3 (Samaniego, et al, 2017,p.8).

Se pueden distinguir dos tipos de bronceado, el primero que se produce a los 30 minutos de
exponerse al sol y es responsable la radiacion UV-A, donde la melanina existente en los
melanocitos sufre un proceso de fotooxidacién, por lo que la intensidad de color depende de la
cantidad de melanina presente en la piel, este tipo de bronceado no brinda proteccion frente al
eritema solar. Mientras que el segundo tipo de bronceado que aparece a los 2 a 3 dias de la
exposicion solar, y es ocasionado por la radiacion UV-B, se da por un proceso de melanogénesis
o sintesis de nueva melanina, este tipo de bronceado si brinda proteccion a la piel frente a la
quemadura solar, cuando su exposicion al sol es moderada (Duro, et al, 2003,p.161).

La piel al ser la primera linea de defensa biolégica del organismo brindandonos proteccion diaria
contra el medio externo, se encuentra en un constante cambio, y uno de los factores de la piel que
cambia con ello es el valor del pH, como un mecanismo de defensa para evitar el desarrollo y
proliferacion de microorganismos. Cuando el pH de la piel varia, se produce un cambio en la
pelicula hidrolipidica que es una emulsién compuesta por agua y lipidos que se encarga de cubrir
toda la superficie de la piel y es el responsable de otorgar a la misma un pH ligeramente 4cido de
5.5 (Chaparro, et al, 2015,p.7).

El valor de pH de la piel en la mujer es aproximadamente de 5.5 el cual tiende a variar debido a
los cambios hormonales, mientras que el pH de la piel en los hombres es un poco mas acido
aproximadamente de 5.0. Estos valores depende de la region donde se localiza la piel, por
ejemplo, el pH de la piel en la frente es de 5.4 y en la axila de 5.8, asi también depende de la edad
y de la raza (Lucero, 2017,p.13).
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Figura 5-1. pH de la piel

Fuente: (Lucero, 2017,p.4)

Existen tres tipos de piel segun las secreciones que se producen debido al manto hidrolipidico,
que es una emulsién que contiene agua que procede de las glandulas sudoriparas y el medio
ambiente, también lipidos. Acttiia como una pelicula cubriendo el estrato corneo y ayuda a un
correcto mantenimiento de la funcidn de barrera. Dependiendo de la fase continua de la emulsion,
existen dos tipos de emulsiones en la piel la que es acuosa (w/0) y oleosa (o/w), como se muestra
en la tabla 2-1 (Altamirano, 2015,pp.8-9).

Tabla 3-1. Tipos de piel segln la secrecién

Piel
Piel seca |normal Piel grasa
Tipos de emulsion | o/w o/w w/o
Epidermis Fina Normal Gruesa
Secrecion sebéacea | Escasa Media Alta
Tamafio de poro Pequefio Normal Grande

Fuente: (Altamirano, 2015,p.9)

En América Latina el tipo de piel que prevalece en la poblacién es la piel grasa seborreica
(secrecién sebacea y sudor en abundancia), se caracteriza por ser pieles muy protegidas y
resistentes. Es por ello que, en el pais como Ecuador debido a los cambios climaticos bruscos, la
alimentacion, sedentarismo y otros factores gran parte de la poblacién presenta este tipo de piel
(Altamirano, 2015,p.9).
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1.4 Interaccién de la radiacién UV y la piel

Los tipos de radiaciones que interactian con la piel son las radiaciones UV-A, UV-B vy las
radiaciones visibles a diferentes porcentajes, de las cuales el 5% se reflejan y las demés se
absorben o se dispersan, ocasionando alteraciones en la fibra de colageno y elastina, que son de
gran importancia para mantener en buenas condiciones la estructura de la piel. Por lo que al verse
deterioradas éstas dos fibras debido a una exposicién muy prolongada a la luz solar, la piel tomara
un aspecto menos joven (Gonzalez, 2010,pp.4).

Esta interaccion inicia al momento que la piel entra en contacto directo con la radiacion UV,
activando la piel inmediatamente un mecanismo de defensa enddgeno, donde la melanina
localizada en la epidermis tiene la capacidad de absorber las radiaciones UV y las devuelve hacia
el exterior en forma de calor o tiende a dispersarlas ya que es capaz también de realizar un proceso

de oxido-reduccion (Gonzélez, 2010,p.4).

Y como segundo mecanismo enddgeno de la piel es la activacion de moléculas electromagnéticas
estructuradas como el DNA nuclear, tiroxina, el acido urocanico, triptéfano, conocidos como
croméforos, que tienen la capacidad de absorber los fotones UV e imparten gran cantidad de
energia a los electrones de dichas moléculas y hacen reciclar a la radiacion UV. El &cido urocénico
que es un cromoforo que se genera de la histidina epidérmica, desempefia la funcion
fotoprotectora ya que impide que se produzca la conversién de la energia solar capturada en
energia térmica, que produce la quemadura solar en la piel, proceso que se lleva a cabo en la piel
cuando la radiacion UV es menor a los 315 nm de longitud de onda. Cuando la longitud de onda
es mayor los cromdforos envian estas radiaciones hacia la dermis y se eliminan hacia el entorno,
a través de la hemoglobina, bilirrubina y otras sustancias que se producen en la elastina y el
colageno gracias al DNA celular de la piel (Gonzélez, 2010,p.4-5)(Samaniego, et al, 2017,pp.5-
6).

Sin embargo, cuando la exposicion al sol se lo realiza por mucho tiempo, el mecanismo
enddgeno de la piel no es capaz de proteger contra la radiacion UV, por lo que se produce varias
alteraciones de la piel, una de ellas y la mas frecuente es la quemadura solar que puede avanzar

hasta generar cancer de piel (Samaniego, et al, 2017,p.23).
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Figura 6-1. Espectro de la radiacion solar

Fuente: (Manteca, 2013,p.26)

1.5 Foto-envejecimiento cutaneo prematuro

Es la degeneracion de la piel ocasionada por la exposicion cronica a las radiaciones UV,
especialmente las UV-A ya que se absorbe en las capas mas profundas de la piel y es capaz de
interactuar con los cromdforos enddgenos generando ROS provocando dafio fotooxidativo e
incluso puede provocar un dafio irreversible en el ADN dando lugar al desarrollo de cancer de
piel (Villegas et al., 2005,p.19).

La exposicion crénica al sol produce dafios en el tejido conectivo el cual contiene colageno,
mediante la inhibicion o reduccion de la sintesis del procolageno en la piel. Esta inhibicion se da
por el factor Cjun que es emitido por la radiacion UV ocasionando la transcripcion del
procolégeno y la degradacion de la enzima metaloproteinasa y de esta manera que produce el
dafio en el tejido conectivo lo que conlleva a la desorganizacion de la elastina y del colageno
dando lugar a la elastosis, sequedad de la piel, flacidez y arrugas bien definidas (Villegas et al.,
2005,p.19).

Es importante mencionar que el envejecimiento de la piel por el paso de los afios es muy diferente
al envejecimiento prematuro, el primero comienza a aparecer entre los 30 a 35 afios de edad
perdiendo poco a poco su elasticidad y tomando la apariencia de una piel flacida y delgada, debido
a la disminucion de los vasos sanguineos, grasa, coldgeno y elastina, considerado un proceso

normal de la vida de los seres humanos.
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El fotoenvejecimiento ocasionado por la radiacion UV se puede agrupar en:

Cambios en la textura de la piel: la piel se engrosa, es delgada y presenta arrugas.

- Cambios vasculares: formacion de eritema (fototipo I y 11),

- Cambios en la pigmentaciéon: formacién de pecas, manchas oscuras o claras,
pigmentacion irregular.

- Cambios papulares: formacion de nevus (lunares), queratosis seborreica y comedones

(Martinez, 2000,p.4).

Fiaura 7-1. Fotoenveiecimiento prematuro de la piel
Fuente: (Martinez, 2000,p.4)

1.6 Quemadura solar

Conocida también como dermatitis solar o eritema solar, es el dafio en la piel normal causado
por la exposicidn al sol sin utilizar medidas de proteccion, se manifiesta a unas pocas horas de
exposicion como una respuesta inflamatoria en la piel, donde primero se produce la formacion
de un eritema (enrojecimiento de la piel por el aumento de flujo sanguineo en los capilares),
seguido de edema y por ultimo la formacién de ampollas. Cuando la exposicion al sol fue por
un tiempo muy prolongado, la piel puede desarrollar quemaduras de primer o segundo grado,
las cuales necesitan de un médico especialista para su debido tratamiento (Duro, et
al,2003,p.40).

Las quemaduras solares aparecen como mecanismo de defensa bioldgica de la piel frente a las
radiaciones UV especialmente las UV-B, la lesion se produce en las células queratinocitos, la
cual el grado de quemadura solar depende especialmente del tipo de piel de las personas, asi
como el tiempo de exposicion y las condiciones climéaticas. A través de esta reaccion
inflamatoria en la piel crearon un sistema de medida de los cambios biolégicos que puede sufrir

la piel frente a la radiacion solar, el cual se lo conoce como dosis eritematosa minima (DEM),
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que se refiere a la dosis minima de exposicion a un tipo de banda de luz que ocasiona eritema
solar en la piel, se expresa como energia (Joule) por superficie (cm?), por lo que para generar
un minimo eritema en la piel se necesita dosis minimas de 20-70 mJ/cm?. Dosis eritematosas

muy altas puede conllevar a originar cancer de piel (Zaragozano, et al, 2016,p.49).

Tabla 4-1. Fototipos de piel y respuesta biolégica frente a la exposicion solar

| Blanco 15-30 Siempre se quema, nunca se broncea
Il Blanco 25-40 Siempre se quema, se broncea con dificultad
] Blanco 30-50 Se quema poco, se broncea gradualmente
v Café claro 40-60 Se quema poco, siempre se broncea bien
\% Moreno 60-90 Casi nunca se quema, se broncea profusamente
Vi Negro 90-150 Nunca se quema, siempre se broncea intensamente

Fuente: (Martinez, 2000,p.4)

Fiaura 8-1. Quemadura solar en la piel.
Fuente: (Martinez, 2000,p.3)

1.7 Fotocarcinogénesis

Los seres humanos al someterse a una excesiva exposicion a la radiacion UV, conllevan a la
inestabilidad de los mecanismos biolégicos de fotoproteccion y como consecuencia promueven
a la proliferacion anormal de las células que presentan dafio en su DNA. La exposicién
prolongada a la radiacion UV-B produce dafio directo en el ADN celular de la piel, mientras
que frente a la exposicion UV-A el dafio celular es indirecto, debido a que se encuentra mediado
por especies reactivas de oxigeno (ROS) responsables de la formacion de productos oxidativos,

por lo que si la lesién celular se produce en varios genes que se encuentran implicados en
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desarrollo, proliferacion o la supresion tumoral, la célula tiene que realizar inmediatamente el
trabajo de reparacion. Una reparacion incompleta del DNA, asi como la eliminacion de los foto-
productos mutagenos provocan la proliferacion descontrolada de las células, conduciendo de
esta manera a la formacion de cancer de piel melanoma (derivan de los melanocitos) y no
melanoma (células que derivan de la epidermis), éstos dos tipos representan el 95% de cancer
de piel, que se han convertido en un gran problema de salud debido a su incremento acelerado
en éstos ultimos afios, por lo que se considera la segunda causa de muerte en el pais (Samaniego,
et al, 2017,p.10).

Tabla 5-1. Tasa de incidencia de cancer cutaneo en Quito-Ecuador

Edad Femenino | Masculino
60-64 9.3 11.8
65-69 12.8 16.8
70-74 25.1 36.4
>75 31.7 41.1

Fuente: (Arteaga and Pazmifio, 2013, citados en SOLCA 2006-2010,P33)

El cancer de piel se clasifica en dos tipos segln las células afectadas, como:
- Cancer de piel melanoma

Tumor maligno que se produce en los melanocitos, los cuales sufren alteraciones malignas dando
origen a mutaciones genéticas ocasionando que las células realicen sus funciones bioldgicas de
manera anormal, por ejemplo, pueden producir pigmento en gran cantidad o ya no tienen la
capacidad de producir pigmento, debido a que ya no se sintetiza la melanina. SOLCA en el afio
2010 registr6 una tasa de incidencia del 38, 2% de cancer de piel melanoma, siendo el mas

frecuente que los demas tipos de cancer de piel (Craythorne y Al-Niami, 2017,p.3).

Las principales causas para originar cancer de melanoma se deben al fototipo de piel de las
personas siendo el fototipo | y Il, que se ha visto afectado en mayor frecuencia en la poblacion,
otra causa es la exposicion al sol en un tiempo muy prolongado y sin usar medidas de proteccion
adecuadas, por la aparicion de nevus melanociticos (Ilamadas también pecas que son lesiones
benignas de los melanocitos) y por causas genéticas. Para su deteccion temprana se debe realizar
una autoinspeccion temprana aplicando el método ABCDEF, que consiste en observar
minuciosamente al nevus melanocitico: si existe asimetria, irregularidad de los bordes, cambio de
color o si hay poca pigmentacion, varios colores o un color azul negruzco, crecimiento del nevus,

morfologia extrafia. Si existe alguna de éstas anomalias es necesario que acuda inmediatamente
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donde un médico especialista para confirmar o descartar posibles sospechas de cancer de piel

melanoma (Craythorne y Al-Niami, 2017,p3).

- Céncer de piel no melanoma

SOLCA en el afio 2010 registré un 19% de incidencia de cancer de piel no melanoma en Ecuador-
Quito. Dentro de este tipo de cancer existen dos tipos que reciben el nombre segin las células

afectadas, que son:

El primero es el céncer de piel de células basales (BCC) es el méas frecuente y afecta
principalmente a personas adultas de 40-45 afios de edad, es una neoplasia del epitelio que surge
en las células germinativas, son consideradas como poco malignas, se debe a la exposicion aguda
a la radiacion solar UV-B. El segundo tipo es el cancer de piel de células escamosas (SCC) es una
neoplasia maligna que se origina en las células epidérmicas especificamente en los queratinocitos,
afecta principalmente a las personas adultas de la tercera edad (80-85 afios), es menos frecuente
que la BCC, los factores que ocasionan este tipo de cancer se deben a una exposicion de la
radiacion UV-B crénica (Craythorne y Al-Niami, 2017,p.2-3).

Figura 9-1. Céncer de piel de células basales (BCC). Izquierda. Cancer de piel de

células escamosas. Derecha
Fuente: (Craythorne y Al-Niami, 2017,p.2)

1.8 Fotoproteccion

Es una medida profiléctica contra los efectos perjudiciales de la radiacion UV sobre la piel, para
ello consiste en una serie de mecanismos que los seres humanos utilizan para evitar que la
radiacion solar llegue de manera directa a la piel y cause dafio, para ello no se debe exponerse al
sol de las 12 y 4 de la tarde, evitar el uso de las cAmaras bronceadoras, usar ropa adecuada, gafas

de sol y sombreros. Asi también el uso de protectores solares, que estan compuestas por sustancias
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que tienen la capacidad de disminuir o detener la radiacion UV en la piel. Existen tres tipos de
fotoprotectores que son los fisicos, quimicos y biol6gicos que mas adelante se describiré a detalle
(Tapia, 2018,p.2812).

De esta manera se previene el envejecimiento prematuro de la piel, la disminucion de reacciones
fotoguimicas en la piel y la formacion de las especias reactivas conocidas como ROS y también
se logra evitar que se produzcan dafios en el DNA y mutaciones en las células de la piel (Martinez,
2000,p.5).

1.8.1  Factor de Proteccién Solar (FPS)

indice que determina la capacidad que tiene una sustancia para brindar proteccion contra las
quemaduras solares, inducida principalmente por la radiacion UV-B. Este indice se obtiene
mediante el cociente de relacion entre la dosis eritematosa en la piel que es protegida por un filtro
solar y la dosis eritematosa en la piel que no fue protegida por ningun filtro solar (Lépez,
2012,p.53).

La FDA (Food and Drugs) en una de sus publicaciones sobre los protectores solares establece que
es permitido la comercializacion de protectores solares con un valor de FPS igual o mayor al5,
ya que aun pueden reducir el riesgo de cancer de piel, asi como foto-envejecimiento cutaneo. La
formulacion de protectores solares debe contener diferentes sustancias de tipo organicas e
inorganicas con el fin de asegurar una buena fotoproteccion, efectos secundarios minimos y una
buena aceptabilidad (Cestari, et al, 2012,citados de FDA, 2012,pp.136-137).

Tabla 6-1. FPS segun los tipos de piel y el UVI

Piel clara Piel oscura

Exposicion| Indice de | Exposicion | Indice de

max. sin | protecciéon | max. sin | proteccion

Nivel de radiacion proteccién | indicado | proteccién | indicado

(uvl) (minutos) (FPS) (minutos) (FPS)
0-2 (bajo) 80 15 110 8

3-5 (moderado) 40 25 60 15
6-7 (alto) 25 30 35 25
8-10 (muy alto) verano 20 50+ 30 30
11+ (extremo) verano 15 50+ 25 50+

Fuente: (COLIPA, 2011)
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Pardmetros de evaluacién del Factor de Proteccion Solar (FPS):

- Eficacia: un protector solar debe tener un amplio espectro alcanzo una longitud de onda
mayor a los 370 nmy el FPS contra la radiacion UV debe ser mayor o igual a 15.

- Seguridad: a través de pruebas in vitro se debe garantizar que el protector solar una vez
aplicado en la piel de los seres humanos no cause irritacion, penetracion dérmica,
sensibilidad o déficit de vitamina D.

- Sustantividad: se considera a un protector solar resistente al agua cuando después de dos
inmersiones de 20 minutos, sea capaz de mantener ain el FPS establecido (FDA, 2012).

1.8.2 Protector solar

Son sustancias (tipo crema, locién, gel, spray) de tipo organicas (quimicos), inorganicos (fisicos)
y bioldgicos, que una vez aplicadas sobre la piel tienen la capacidad de absorber, dispersar o
reflejar los rayos UV de la piel. La reflexion y la dispersion de la radiacion UV representan el
10% de la fotoproteccion, por lo que el 90% de la capacidad fotoprotectora de los protectores
solares comerciales lo hacen a través de la absorcion, donde el foton UV una vez absorbido, la
energia se libera como fluorescencia, fosforescencia, calor, vibracion, transferencia de energia a
otra molécula o mediante fotorreaccion antes de aceptar a otro fotdn. Es asi que cuando mas rapido
es la velocidad de retorno al estado original, mas potente sera el filtro solar para los protectores
solares, considerando como un protector solar aquellos que tienen la capacidad de brindar
proteccién contra la radiaciéon UV-A y UV-B y eliminar los radicales libres (Al-Jamal, et al,
2014,p.220).

Todas aquellas sustancias o compuestos activos que presenten actividad fotoprotectora se

denominan filtros solares que pueden ser fisicos o quimicos (Arteaga and Pazmifio, 2013,p.48).
- Filtro solar quimico

Son moléculas organicas solubles en agua, que en su estructura presentan grupos croméforos que
tienen la capacidad de absorber la radiacion solar y dispersarla como radiacion térmica, y de esta
manera evita que las radiaciones UV se absorban por los componentes biol6gicos de la piel como
los acidos nucleicos y las proteinas. Este tipo de filtro solar puede absorber tanto las radiaciones
UV-B (gran cantidad) y UV-A (menor cantidad). Las benzofenonas, cinamatos, salicilatos,
dibenzoil metanos, PABA, entre otros son sustancias quimicas permitidas por la FDA para la

utilizacion en la formulacion de un protector solar (Arteaga and Pazmifio, 2013,p.50)

Uno de los inconvenientes de los filtros UV quimicos es que son inestables ocasionando la

formacion de fotoproductos alterando su espectro de absorbancia y reduciendo de esta manera su
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efecto fotoprotector. Asi también varios cientificos a través de estudios investigativos
identificaron que los productos de fotolisis de algunos de estos filtros han originado en las
personas dermatitis fotoalérgica, es asi que la FDA en 1993 retird del mercado la sustancia
qguimica benzofenona-3 y el isopropil-dibenzoilmetano debido al problema mencionada
anteriormente, asi también algunos compuestos quimicos tienen la capacidad de penetrar las capas
de la piel hasta llegar al torrente sanguineo, lo cual hace que su efecto fotoprotector disminuya y

también puede producir efectos toxicos locales o sistémicos (Giraldo, et al, 2014,p.73-274).

- Filtro solar fisico

Son moléculas inorganicas insolubles en agua que tienen la capacidad de reflejar la radiacion
solar, actuando como una pantalla en la piel, de esta manera evita que se produzca dafios en la
piel como la formacién de eritema o bronceado. Presentan un espectro de absorcion de las
radiaciones UV-A 'y UV-B, visible e infrarrojo, su poca aceptabilidad por las personas se debia a
que formaban una mascara evidente en el rostro debido al tamafio de las particulas de este tipo de
sustancias, pero en la actualidad gracias a que han mejorado su apariencia cosmética ya es
aceptado por la poblacion. Dentro de este grupo tenemos al didxido de titanio (TiO2) y el 6xido
de zinc (Zn0O), sustancias que fueron aprobadas por la FDA para su uso, son estables a la luz, no
producen ninguln tipo de alergia en la piel, pueden brindar proteccion hasta una longitud de onda
de 380 nm (Altamirano, 2015,p.26).

La eficacia de los protectores solares tanto fisicos como quimicos no solo depende de su
composicién o de su Factor de proteccién solar (FPS), sino que también depende de su correcta
aplicacion. Para ello debe ser aplicado sobre la piel 30 minutos antes de exponerse al sol, debe
formar una capa gruesa cubriendo toda el area de la piel de manera homogénea, su aplicacion
debe ser repetitiva minimo cada dos horas de exposicion solar, especialmente después del bafio o
sudoracion (Carralero, 2004,p.53-54).
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Tabla 7-1. Sustancias de proteccion solar permitidos en Europa (CE) y EE. UU (FDA)

Absorcidn

Tipo de compuesto UVE UVAZ uUwaAl
(Z90- (320- (340-
3200 340) 400)

Quimico u orgidnico
Derivados del dcido paraami-
nobenzoico

Acido paraaminobenzoico

Padimato
Cinamatos

Octinoxato o Parsol MCOCX

Cinoxato
Salicilatos

Octisalato

Homosalato

Salicilato de trotamina
Benzofenonas

Oxibenzona - b

Sulisobenzona - -
Dioxibenzona — -1
Oiros

Octocrileno
Ensulizaol

Avobenzona o Parsol 1789 - -
Meradimato
Mexoryl XL o =
Tinosorb M - - -
Tinosorb S - - -
Fisico o inorgdnico
Digxido de titanio L= s -

Oxido de cinc . .. T

“* Buena proteccidn; * Proteccién regular

Fuente:(Saéz and Orozco, 2014,p.365)

Tabla 8-1. Caracteristicas de los filtros quimicos y fisicos.

PANTALLA FisicA FiLTRO QuiMicO

Origen Inorganico Organico
T . e
Mecanismo ~ Reflexion  Absorcién
Espectro absorcion Amplio Estrecho
Fotoestabilidad 100% Variable
Toxicologia "~ Inocuidad Riesg'os.
P e rra— Bajas L

Fuente:(Esteva, 2005,p.70)

- Filtros solares biol6gicos

Son sustancias antioxidantes que estimulan al sistema inmune cutaneo para crear una barrera de
defensa interna contra las radiaciones UV y de esta manera evitan la formacion de radicales libres,
es por ello que se los conoce como inmunoprotectores solares. Estos protectores solares protegen
la piel contra la luz solar sin ser filtros solares, ya que no tienen la capacidad de absorber o reflejar
las radiaciones UV. Los protectores solares bioldgicos se utilizan como complemento de los

filtros solares fisicos y quimicos, pero no pueden sustituirlos en las formulaciones cosméticas. A
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excepcion de que los principios activos sean de origen vegetal que en la actualidad las Industrias

cosméticas estdn mostrando interés por este tipo de formulaciones (Altamirano, 2015,p.27).

Tabla 9-1. Principales filtros biol6gicos

Filtros bioldgicos Accion
Tocofenil acetato Antioxidante
Retinil palmitato Antioxidante
Pantenol Antioxidante
Acido ascorbico Antioxidante
Zinc Antioxidante
Magnesio Antioxidante

Fuente: (Altamirano, 2015,p.27)

1.9 Componentes de fotoprotectores que causan problemas de salud

Los cosméticos que desde varios afios se encuentra en constantes investigaciones debido a que
algunos componentes pueden causar algun efecto nocivo en la piel de las personas (Laguna et al.
2009,p.56).

Mediante la base de datos de la Unidad de Alergia Cutaneo del Servicio de Dermatologia
identificaron que los conservantes son los principales alérgenos responsables de desarrollar una
dermatitis alérgica de contacto (DAC), como la mezcla de parabenos y el formaldehido, siendo
este Ultimo el mas frecuente sensibilizante por lo que su uso ha sido limitado. El Euxyl K-40 que
esta conformado por dos ingredientes activos que son: el fenoxietanol y el dibromodicianobutano,
este Gltimo es el componente quimico responsable de la sensibilizacion alérgica de este

conservante (Laguna et al. 2009,p.57).

Algunos filtros solares quimicos son la causa principal de desarrollar dermatitis fotoalérgica,
debido a que en su formulacion contienen sustancias quimicas que son foto-inestables que al
encontrarse en contacto intimo con la piel por tiempos prolongados ayuda a la sensibilizacion

alérgica (Laguna et al. 2009,p57).
Los principales alérgenos presentes en algunos filtros solares quimicos son:

- Acido para-aminobenzoico (PABA)

- Etilhexil-p-metoxicinamato
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- Metilbencilideno alcanfor
- Hidroxi-4-metoxibenzofenona
- Butil-metoxidibenzoilmetano

- Isoamil-metoxicinamato (Laguna et al. 2009,p.57-58).

Mediante estudios in vitro identificaron que existen compuesto quimicos como: metilantranilato,
metil-2-aminobenzoato, 4-metoxiisoamilcinamato que a mas de ocasionar dermatitis foto alérgica
producen fototoxicidad, debido a son capaces de dar lugar a la formacién de radicales libres
intermediarios (Alcalde, 2008,p.16).

1.10 Fitocosméticos

Estudio de materias primas de origen vegetal, llamados fitoingredientes que son utilizados para
las formulaciones de diferentes productos cosméticos, de higiene o de tocador, que tienen la
capacidad de ejercer una funcién cosmética o terapéutica. No existe una norma, pero a través de
estudio han establecido que para poder considerar a un producto como fitocosmético la
concentracién debe ser significativa para que la funcién cosmética destinada se ejerza de manera
optima (Kiellhofner, 2011,p.5).

1.10.1 Fitoingredientes cosméticos

Es cualquier materia prima de origen vegetal o natural que ha sido sometida a varios estudios para
identificar aquellos metabolitos secundarios con actividad terapéutica y que han sido procesados
de manera adecuada para ser incluidos en las formulaciones cosméticas deseadas. Los
fitoingredientes son de composicion heterogénea y pueden proceder de plantas frescas o secas,
trituradas o enteras, como extractos, aceites 0 pueden ser aislados aquellos metabolitos

secundarios de interés a través de métodos especificos (Kiellhofner, 2011,p.6).
- Cosmético natural

La Norma Ecocert de Cosméticos Naturales y Ecol6gicos es un organismo que se encarga de
desarrollar operaciones de control y de certificacion de 85 paises del mundo, con la finalidad de
garantizar la seguridad y respeto del medio ambiente en todo el proceso de elaboracion de

productos cosméticos, asi como su distribucion (Alcalde, 2008,p.98).
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Ecocert define como cosmético natural a todo producto cosmético que contenga como minimo el

95% del total ingredientes de origen natural incluyendo al agua, como maximo debe contener un

5% de sustancias sintéticas, como por ejemplo los conservantes y 5% como minimo de

ingredientes derivados de la agricultura bioldgica, este tltimo representa el 50% como minimo

de ingredientes vegetales (Ecocert, 2012).

Existen varios tipos de cosméticos naturales como:

Sustancias naturales: fitoingredientes, derivados de animales y de minerales.

Sustancias casi naturales: glicerina y derivados, hidrolizados de proteinas, ceras, acidos
grasos, ésteres, entre otras.

Sustancias simil naturales: conservadores y colorantes, son ingredientes sintéticos pero
la ventaja es que son idénticos a los que se encuentran en la naturaleza. Deben ser
elaborados por proceso permitidos y que no procedan de modificaciones genéticas
(Kiellhofner, 2011,p.7).

Clasificacion por su funcionalidad cosmética

Permite la seleccion de fitoingredientes para la utilizacion en la formulacion de un producto

cosmético para fines especificos, como, por ejemplo:

Antibacteriana: previene o evita la proliferacién de microorganismos. Ejemplo: lavanda,
clavo.

Astringente: contrae o disminuye el tamafio de los poros. Ejemplo: geranio, ciprés.
Antioxidante: evita el proceso de oxidacion en la cadena oxidativa. Ejemplo: té verde,
romero.

Anti transparente: en la zona aplicada reduce la cantidad de sudor que se produce en las
glandulas sudoriparas. Ejemplo: ciprés, salvia.

Desodorante: inhibe el desarrollo bacteriano en la zona aplicada, de esta manera
neutraliza olores desagradables del cuerpo. Ejemplo: anis, té verde.

Fotoprotector: Absorbe o desvia la radiacién UV, protegiendo de posibles lesiones en la
piel. Ejemplo: Zea mays, Bidens andicola, Matricaria.

Regulador del sebo: actGa en las glandulas sebéceas reduciendo la produccién de sebo.
Ejemplo: Melaleuca.

Tonico: dilata los vasos dérmicos, otorgando a la piel un aspecto turgente. Ejemplo:
ginseng, guarana.

Suavizante: reduce la inflamacioén de la piel, y otorga un buen aspecto. Ejemplo:

Caléndula.
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Emoliente/hidratante: retiene la humectacion natural de la piel. Ejemplo: Aloe vera,
ginseng.

Exfoliante: ayuda a la descamacion de la capa cérnea para la regeneracién de la piel.
Ejemplo: Salix, Citrus.

Lubricante: ejerce su accion sobre la epidermis, otorgandole mayor elasticidad. Ejemplo:
aceite de coco, aceite de girasol, aceite de oliva, aceite de almendras, aceite de soya.
Anticelulitico: mejora el aspecto de la piel, la cual se ve deteriorada por el efecto de las
celulitis. Ejemplo: Equisetum (Kiellhofner, 2011,p.13).

Clasificacion por grupos fitoquimicos

Los fitoingredientes cosméticos constituyen una mezcla de varios compuestos, con
actividad cosmética, la cual se determina segun la concentracion y el tipo de interaccion
gue ejerzan, de esta manera pueden producir un efecto sinérgico, antagonista o
potenciador. Estos efectos dependen del tipo de formulacion y de la forma cosmética que
se le otorgue al producto cosmético. La mayoria de las formulaciones presentan varios
grupos de fitoingredientes, que a través de estudios etnobotéanicos, farmacoldgicos,
toxicolégicos ayudan a predecir el tipo de utilidad ideal ya sea como de utilidad
dermatoldgica o cosmética (Kiellhofner, 2011,pp.13-14).

Grupos de fitoingredientes mas utilizados en fitocosmética:

Lipidos

Hidratos de carbono

Saponinas

Aceites esenciales

Polifenoles: flavonoides, cumarinas, taninos, etc.
Acidos orgéanicos

Aminoacidos y péptidos

Vitaminas (Kiellhofner, 2011,p.14).
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1.11  Bidens andicola

Fiaura 10-1. Bidens andicola

Fuente: (L6pez , 2016,p.6)

1.11.1 Clasificacion cientifica

Tabla 10-1. Clasificacion cientifica de Bidens andicola

Reino: Plantae Familia: Asteraceae

Division: Magnoliophyta | Subfamilia: Asteroideae

Clase: Magnoliopsida Género: Bidens

Orden: Asteroideae Especie: andicola

Tribu: Coreopsideae Autor epitelio especifico:
Kunth

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Fuente: (L6pez, 2016,p.5)

1.11.2 Descripcion botéanica

Es una especie nativa vegetal, cominmente conocida como fiachag, fiachak sisa, fiachi o flor de
flachag, pertenece a la familia de Asteraceae, mide aproximadamente 30 c¢cm de alto, su
inflorescencia es de 5 cm de didmetro y su florecimiento se da en los meses de octubre a julio. Es
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una hierba perenne andina que crece de manera espontanea en gran cantidad por los campos, se
localiza a latitudes de 2500 - 4500 msnm. Presenta un tallo delgado y ramificado, tiene hojas
opuestas y las flores son marginales y de color amarillo-naranja y sus estambres tienen las anteras
unidas (Vinueza et al., 2017,p.160).

1.11.3 Usos terapéuticos

Bidens anicola como medicina tradicional por varios afios ha sido utilizada especialmente por las
comunidades indigenas ecuatorianas como antiinfeccioso, diurético, astringente, antiinflamatorio,
antipirético, para tratar las infecciones urinarias, calculos renales, protector hepético, cistitis,
prostatitis y laringitis. También como colorante, tonico, antigripal, refrescante y las hojas lo
utilizan por vial oral mediante decoccién como anticonceptivos y de manera tépica como
antirreumatico (Tommasi,et al, 1998,973) (Vinueza et al., 2017,p.160).

1.11.4 Composicidn, principios activos y actividad farmacol6gica

Estudios realizados mediante tamizaje fitoquimico y pruebas especificas sobre la composicion
quimica de Bidens andicola, han logrado la identificacion de compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides, metabolito secundario que le otorga la actividad fotoprotectora,
también contiene quercetina principalmente de tipo glucésido, compuestos derivados de la
guercetina 3-O-metil-éter (actla como antioxidante, anticancerigeno y antiinflamatorio), también
aislaron de las partes aéreas de B.andicola. el compuesto glucésido de éster chalcona (Tommasi,
etal, 1998,p.973) (Vinueza et al., 2017,p.160).

1.12  Mecanismos de fotoproteccion en plantas

La emision de radiacion solar en las plantas, también puede producir efectos beneficiosos o
perjudiciales como en los seres humanos. Es por ello que las condiciones ambientales como la
radiacion solar, temperatura, humedad, sequia, entre otros, tienen una gran implicacion en la
estructura y funcion de las plantas. Cuando las plantas se ven amenazadas por condiciones de
estrés, activan inmediatamente mecanismos de defensa con fin de mantener estable la

homeostasis.
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1.12.1 Agentes antioxidantes

Una intensa exposicién a la radiacién UV produce dafio en el DNA, oxidacidn de las proteinas y
con ello induce a la sintesis de metaloproteinasas (MMP). Por lo que los antioxidantes vegetales
sirven como complemento para reforzar la actividad fotoprotectora, debido a que estas sustancias
vegetales disminuyen el dafio ocasionado por la radiacion solar sin interferir o alterar la sintesis
de vitamina D en la piel, asi también éstas sustancias tienen capacidad fotoprotectora. Los
antioxidantes vegetales que con mayor frecuencia son utilizados en la formulacion de los
protectores solares son: [-caroteno, vitamina C y la vitamina E (Gilaberte and Gonzalez,
2010,p.661).

- Carotenoides

Antioxidante como la luteina que es un pigmento amarillo y la astaxantina pigmento de color rojo,
pertenecientes a la familia de los carotenoides que se encuentran en los vegetales tienen la
capacidad de eliminar los radicales peroxilipidicos, al inhibir las poliaminas libres que se generan
por la radiacion UV-A (Gilaberte and Gonzalez, 2010,p.661).

- Polifenoles

OH

OH O ——
—0
\\,»/T-K/OH
OH

OH

Figura 11-1. Estructura de un polifenol
Fuente: (Mansur et al., 2016,p.2)

Son sustancias quimicas que se encuentran en la mayoria de las plantas como metabolitos
secundarios, se caracterizan por contener un grupo fenol en su molécula y por su actividad
fotoprotectora. Se subdividen en dos grupos: taninos hidrolizables y fenilpropanoides, dentro de
este segundo grupo se encuentran los flavonoides que son pigmentos naturales que se encuentran
en las plantas, frutas y verduras que tienen la capacidad de proteger contra agentes oxidantes
producidos por la radiacion UV y por otros factores ambientales. Debido a que los seres humanos
no podemos sintetizar en nuestro organismo estos metabolitos secundarios es necesario incluirlo

en la dieta alimenticia o en productos fitocosméticos (Mansur et al., 2016,p.2).

Los flavonoides son los metabolitos secundarios de gran interés en las Industrias Cosméticas por

su actividad fotoprotectora, derivan de la familia de los polifenoles y son sintetizados por las
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plantas mediante una via metabdlica llamada fenilpropanoides. Su estructura quimica se
caracteriza por contener una variable nimero de grupos hidroxilos fendlicos. Desde el punto de
vista de sus propiedades tienen la capacidad fotoprotectora, antioxidante a través de la quelacion
del hierro y otros metales de transicién, protegiendo de esta manera de dafios oxidativos, también
presenta efectos de gran interés para tratar varias patologias como cardiopatias, aterosclerosis,
entre otras. En funcidén de su estructura que clasifican en: flavanos (catequina), flavonoles
(quercetina), flavonas (diosmetina) y en antocianidinas. En la actualidad han identificado méas de
5.000 tipos de flavonoides (Mansur et al., 2016,pp.2-3).

A) Anillo B B)
Ho 7 HO o
Anillo A ===
" anillo ¢ Ry O R,
Estructura general Isoflavonas
Q) D) Rz
| Rs
HO (0]
Cr R
OH O
Flavonoles
E) F) R,
A OH
Hi D AN N
HO (0)
R Hz
oH o OH
Flavanoles OH Antocianidinas

Figura 12-1. Estructura quimica y tipos de flavonoides
Fuente: (Costa et al., 2015,p.413)

Los flavonoides son pigmentos no fotosintéticos debido a sus efectos de fotoproteccion que
presentan en las plantas, por lo que actian como filtros solares, que a través de estudios han
identificado que este tipo de metabolitos secundarios, asi como son capaces de proteger a las
células de las plantas también son capaces de brindar proteccién a las células de la piel de los
seres humanos (Giraldo, et al, 2014,p.274).

Su actividad fotoprotectora se da por la concentracion de electrones deslocalizados que posee en
los anillos bencénicos de su estructura quimica, facilitando de esta manera el traslado de la
energia. Los anillos bencénicos absorben la radiacion UV-B, la cual es altamente energética y es

la responsable de la formacion de radicales libres (Soares, et al, 2009,p.283).
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1.13  Emulsiones

Sistema de dispersion heterogéneo, donde un liquido (fase continua) se dispersa en otro liquido
de diferente naturaleza por lo que son inmiscibles, por lo que para su estabilizacion es necesario
afiadir un emulgente adecuado, presenta dos fases inmiscibles, una interna que puede ser agua y

otra externa que puede ser aceite o viceversa las cuales son liquidas (Olmos, 2017,p.1).

1.13.1 Componentes de la crema fotoprotectora

- Principio activo

Su efectividad depende de la capacidad de absorcion percutanea, es decir la capacidad de
penetracion que tenga la sustancia en la piel, la cual no depende solo de las caracteristicas fisicas
y quimicas del principio activo sino también del vehiculo, excipientes utilizados y el fototipo de
piel. Aquellos excipientes utilizados en las formulaciones de protectores solares deben cumplir
con las siguientes caracteristicas: debe tener alta especificidad, al absorberse en a la piel no debe
aumentar sus efectos sistémicos no deseados y que cuando se desea que el principio activo se
absorba debe tener la capacidad de liberarse del vehiculo facilmente. Se pueden utilizar principios
activos con actividad fotoprotectora quimico, fisicos o biolégicos, dentro de este Ultimo grupo se
encuentran los metabolitos secundarios con actividad fotoprotectora derivados de algunas plantas.

Ejemplo: Bidens anidcola (Nachag), Zea mays ( Maiz) entre otros (Altamirano, 2015,p.34).
- Vehiculo

Tenemos los de naturaleza hidrofilica: el agua destilada que es considerado como el disolvente
universal y de naturaleza lipofilica: hidrocarburos oleosos y ceras. Para elegir el tipo de vehiculo

se debe tener en cuenta las caracteristicas generales y especificas.
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Tabla 11-1. Caracteristicas generales y especificas para la seleccién del vehiculo

Caracteristicas generales Caracteristicas especificas
pH préximo al de la piel (5-5,5). Miscible con la capa epicutanea de la piel.
Buenas propiedades reolégicas. Buen poder absorbente.
Facil de eliminar. Alto Factor de Proteccion Solar
No deben manchar ni la piel, ni los tejidos. Posibilidad de resistir la esterilizacion.
No debe irritar ni sensibilizar la piel. Buena capacidad de ceder el principio activo.
Buena estabilidad fisica, quimica y | Compatible con los excipientes y que no
microbiologica. genere reacciones indeseables.

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Fuente: (Altamirano, 2015,p.34)

- Ceras:

Tienen la capacidad de aumentar la viscosidad de la formulacion de la cremay producen un efecto
oclusivo sin producir un aumento de la sensacidn de tacto graso y adhesividad; ademas mejoran

la extensibilidad de la crema. Ejemplo: cera blanca y el aceite de jojoba (Olmos, 2017,p.2).
- Aceites vegetales:

Contienen polifenoles por lo que actian como antioxidantes evitando la formacion de radicales
libres y de esta manera protege de los dafios producidos por la oxidacion, ademas son emolientes
y aumentan la sustantividad de las formulas y mejora la extensibilidad. El contenido de los
polifenoles varias dependiendo del tipo de aceite, siendo el aceite de oliva el que posee una

cantidad significativa de estos compuestos (Moudache et al., 2016,p19).
o El aceite de oliva es rico en acidos grasos moninsaturados

Mediante estudios realizados con el extracto de la hoja de olivo, cientificos lograron identificar
28 tipos de compuestos fendlicos, entre ellos tenemos: flavonoides, secoiridoides, triterpenos,
fenoles sustituido. Estos compuestos le otorgan a la planta de olivo como la capacidad
fotoprotectora y antioxidante, siendo de gran interés a nivel de las Industrias cosméticas y de
alimentos (Moudache et al., 2016,p.18).

- Alcoholes grasos o alcoholes céreos:

Se utilizan en para aumentar la viscosidad de las emulsiones, tienen propiedades emolientes, son
oclusivos y coemulgentes. Ejemplos: alcohol cetilico, acohol estearilico y alcohol cetoestearilico
(Olmos, 2017,p.3).
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El alcohol cetilico es una base anhidra insoluble en agua que tiene la funcidon de fijar el agua, de
esta manera ayuda a la formacién de la emulsion w/o y se puede afiadir compuestos solubles en
agua (Altamirano, 2015,p.39).

- Acidos grasos y sus ésteres:

Dentro de este grupo se encuentran el acido estearico que tiene la propiedad de aumentar la
viscosidad, y produce un efecto evanescente. Los acidos se usan como coemulgentes, mientras
que los éteres se usan como emulgentes. El miristato de isopropilo ademas aporta emoliencia y
baja untusidad y el monoestearato de glicerilo tiene la capacidad de actuar como tensioactivo

brindando estabilidad a la emulsion y se usa como factor de consistencia (Olmos, 2017,p.3).
- Hidratantes/Humectantes:

Los polioles tienen propiedades humectantes, se utilizan en la formulacién una cantidad del 5 a
10%, con la finalidad de evitar la pérdida de agua contenida en la emulsion. Al ser moléculas
higroscépicas ejercen accion hidratante en el estrato corneo, cuando la humedad relativa del aire
es alta, ya que de lo contrario tiende a captar agua de la piel ocasionando su deshidratacién. Es
por ello que no es recomendable usar cantidades mayor al 10% de la formulacién ya que en
cantidades muy altas los polioles crean una capa que no se absorbe por la piel dando una sensacion

grasosa y pegajosa de la piel. Ejemplo: glicerina y el propilenglicol (Olmos, 2017,p.4).
- Tensioactivos/Emulsificantes

Son sustancias quimicas que se encargan de disminuir la tension superficial entre las dos fases
(acuosa y oleosa), logrando asi formar y estabilizar una emulsion. Se caracterizan por poseer una
parte hidrofila y una parte lip6fila. Para la medir la relacidn que existe entre la parte hidréfilay la
lipofila de los tensoactivos se utiliza la escala HLB, por sus siglas en inglés que significa
Equilibrio Hidréfilo-Lipdfilo, la cual permite medir la hidrofilia de un tensoactivo, por lo que
aquellos valores mas altos de HBL quiere decir que son tensoactivos mas polares, mientras que

valores bajos de HBL corresponden a tensoactivos menos polares (Lillini et al., 2016,p.10).

Sustancias naturales como las grasas y los aceites que forman la parte oleosa de las emulsiones,
presentan diferentes valores de HBL para lograr formar emulsiones ya sea O/W o W/O, los cuales
se denominan como HBL requerido (HLBy) para la fase oleosa de una emulsion (Lillini et al.,
2016,p.11).

Este tipo de sustancias forman un sistema de bases auto-emulsionantes que se produce con
ingredientes naturales, como por ejemplo el estereato de sacarosa, estereato de glicerilo, lecitina
de soya, entre otros, que imitan la barrera lipidica natural de la piel, es por ello que en una

formulacion se debe combinar tensioactivos con un HBL alto y un HBL bajo. Estas sustancias se
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consideran suaves y no irritantes con una afinidad especifica para la piel, que a mas de formar la
emulsion otorga a la crema propiedades como hidratacion y suavidad para la piel (Altamirano,
2015,p.39).

Cabe destacar que la lecitina de soya de tipo fosfolipido, posee un carécter anfotero, por lo que
facilita tanto la formacion de emulsiones o/w y w/o (Olmos, 2017,p.7).

- Conservantes

Protegen el producto cosmético frente al crecimiento y proliferacion de microorganismos
(bacterias y hongos) y de esta manera previenen el deterioro de la crema, ya que evitan la
oxidacion de las grasas, putrefaccion de las proteinas y la fermentacion de los carbohidratos.
Ejemplo: metilparabeno y el etilparabeno (Altamirano, 2015,p.34).

- Antioxidantes

Dentro de este grupo tenemos la vitamina E, conocido como tocoferol, es una vitamina
liposoluble, que crea una reaccidn con los radicales libres que son los responsables de formar
sustancias reactivas con el oxigeno (ROS), evitando de esta manera la oxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados. Ademas, brinda un efecto hidratante en la piel (Altamirano, 2015,p.42).

- Colorantes y perfumes

Son sustancias que tiene como finalidad exaltar al producto cosmético elaborado para llamar la

atencion del cliente.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Localizacion y recoleccion de la droga vegetal

La recoleccion se realizo en el cantdn de Saquisili localizado en la Provincia de Cotopaxi, el cual
presenta una altitud de 2.240 a 4.280 msnm (GAD Saquisili, 2014,p.2), por lo que la planta
Nachag (Bidens andicola) recibe una alta emision de rayos ultravioleta siendo de gran importancia
su estudio, el cual se Ilevo a cabo en los Laboratorios de Productos Naturales de la Facultad de
Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2 Acondicionamiento y control de calidad de la droga vegetal
Una vez recolectada las partes aéreas B. andicola se procedié a su seleccion, limpieza, secado
(temperatura de 40 °C) y triturado, con el fin de facilitar la realizacion de los siguientes analisis:

2.2.1 Analisis del contenido de humedad

Se llevo a cabo a través del método gravimétrico, que consiste en la desecacién de la droga
vegetal, con el fin de medir la pérdida de su masa. Para ello se pes6 2g de la planta seca la cual
se coloco en una capsula de porcelana (previamente tarada hasta masa constante), se sometié por
3 horas a la estufa a una temperatura de 105°C, luego se colocé en una desecadora, dejandola
enfriara hasta temperatura ambiente y posterior se peso, repitiendo las veces que sean necesarias
todo este proceso, pero solo a una hora en la estufa hasta que se obtenga una masa constante. Con

los datos obtenidos se procede a realizar el calculo mediante la aplicacion de la siguiente formula:

M= M0
M,—- M

Hg
Donde,
Hg: pérdida de peso por desecacion (%).
M,: masa de la cdpsula con la muestra a analizar (g).

M, : masa de la capsula con la muestra a analizar desecada (g).

M: masa de la capsula vacia.
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100: factor matematico (Miranda, 1992,p.34).

2.2.2 Analisis del contenido de cenizas totales

Se carbonizé 2g de planta seca y molida, para ello se coloco en un crisol (previamente tarado) y
se sometio a la mufla por 2 horas a una temperatura de 700°C, posterior se dejo enfriar en la
desecadora hasta temperatura ambiente y se pesd. Este proceso se repite, pero con un tiempo de
30 minutos en la mufla, hasta la obtencion de una masa constante. Por Gltimo, los resultados

obtenidos se expresan en la siguiente formula:

c=Mam My 00
M, —M

Donde,

C: porcentaje de cenizas totales en base hidratada (%).
M: masa del crisol vacio(g).

M, : masa del crisol con la porcién de ensayo (g).

M, : masa del crisol con la ceniza (g).

100: factor matematico (Miranda, 1992,p.32).

2.2.3  Andlisis del contenido de cenizas solubles en agua

Se afiadi6 15 ml de agua a las cenizas totales, se tapd y se dejé hervir por 5 minutos. Posterior se
filtr6 con la ayuda de papel filtro, este papel se coloco al mismo crisol y se procedi6 a carbonizar
en la mufla a 700 °C por 2 horas. Repitiendo el proceso hasta masa constante. Los resultados se

expresaron en la siguiente formula:

C M, M“X1oo
“TM —M
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Donde,

Ca: porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada (%).
M, masa del crisol con las cenizas totales (g).

M,: masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g).

M;: masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

M: masa del crisol vacio (g).

100: factor matematico (Miranda, 1992,p.33).

2.2.4  Analisis del contenido de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Se afiadi6 3 ml de &cido clorhidrico al 10% a las cenizas totales, se tap6 con vidrio reloj el crisol
y se dej6 a bafio maria por 10 minuto, y posterior se realizd el mismo procedimiento desde el
filtrado que en las cenizas solubles en agua. Y los datos obtenidos se aplico a la siguiente formula:

M M
B =——X100

Donde,

B: porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada (%).
M,: masa del crisol con la ceniza (g).

M;: masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

M: masa del crisol vacio.

100: factor matematico (Miranda, 1992,p.33).

2.3 Tamizaje fitoquimico de la droga vegetal

Consiste en la preparacién de extractos vegetales, para ello se utilizé las partes aéreas de Bidens
andicola seca y triturada, la cual se sometié a diferentes solventes de manera secuencial: éter
etilico, etanol y agua, con los cuales se realiz6 varias pruebas con diferentes reactivos,
otorgandonos datos cualitativos que nos ayudd a la determinacion de la presencia o ausencia de

metabolitos secundarios que tiene la droga vegetal (Miranda, 1992,p.38-45).
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2.4 Medicion del Factor de Proteccion Solar (FPS) de los diferentes extractos de Bidens
andicola.

El modo de preparacion de los extractos de Bidens andicola fue de la siguiente manera:
- Extracto 1

Se pes6 2 gramos de planta seca y se extrajo con 3 veces el peso del residuo en volumen con
etanol al 96% por maceracion durante 48 horas protegido de la luz. Luego se filtr6 en un vaso de
precipitacion utilizando papel filtro obteniendo el residuo soélido y el extracto etandlico al 96% de

Bidens andicola. Finalmente se midi6 el volumen del extracto para el cdlculo de la concentracion.
- Extracto 2:

Se pes6 2 gramos de planta seca y se extrajo con 3 veces el peso del residuo en volumen con
etanol al 96% por maceracion durante 48 horas protegido de la luz. Posterior se filtré en un vaso
de precipitacion utilizando papel filtro, obteniendo el residuo sélido y el extracto etandlico al 96%

de Bidens andicola.

Desengrasado: Se colocd el extracto etandlico de Bidens andicola en un embudo de separacion y
se afiadio 5 ml de n-hexano, se agitdé por 5 minutos hasta obtener la formacion de dos fases. La
fase oleosa se desecha y con la otra fase se repite el proceso como minimo 3 veces hasta obtener

el extracto etanolico al 96% de Bidens andicola desengrasado.
- Extracto 3:

Se pes6 2 gramos de planta seca y se extrajo con 3 veces el peso del residuo en volumen con
etanol-agua al 70% por maceracion durante 48 horas protegido de la luz. Luego se filtr6 en un
vaso de precipitacion utilizando papel filtro obteniendo el residuo sélido y el extracto
hidroalcoholico al 70% de Bidens andicola. Finalmente se midi6 el volumen del extracto para el

calculo de la concentracion.
-  Extracto4y5:

Se pes6 2 gramos de planta seca y se extrajo con 3 veces el peso del residuo en volumen con
acetato de etilo por maceracion durante 48 horas protegido de la luz. Luego se filtré en un vaso
de precipitacién utilizando papel filtro obteniendo el residuo solido y el extracto con acetato de
etilo Bidens andicola. Finalmente se midié el volumen del extracto para el célculo de la

concentracion.
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Tabla 1-2 Extractos de Bidens andicola utilizando diferentes solventes

Extractos Planta seca y Solvente

molida
Extracto 1 Bidens andicola Etanol 96% sin desengrasar
Extracto 2 Bidens andicola Etanol 96% desengrasado
Extracto 3 Bidens andicola Etanol-agua 70%
Extracto 4 Bidens andicola Acetato de etilo
Extracto 5 Bidens andicola Acetato de etilo

Realizado por: Diana Pacheco. 2018

Para la medicidn se utiliz6 el espectrofotometro UV a un rango de 290 a 320 nm, se prepar6 los
extractos a una concentracion de 20 ppm, 200 ppm, 400 ppm y 600 ppm, como blanco se utilizé
para el extracto 1 etanol al 96%, extracto 2 etanol al 96%, extracto 3 etanol al 70%, extracto 4
etanol al 96% y para el extracto 5 acetato de etilo. Se obtuvo de cada extracto datos de absorbancia
por triplicado, lo cuales se aplicé en la Ecuacion de Mansur y finalmente se obtuvo el Factor de
Proteccion Solar de cada extracto, seleccionando asi el mejor solvente para los posteriores analisis
y formulacion de la crema fotoprotectora.
320

SPF = CFXZ EE (1) X I ()X Abs (4)
290

Doénde,

SPF: Factor de Proteccion Solar.

EE (4): espectro de accion eritemal.

I (A): intensidad del espectro solar.

Abs (2): absorbancia del producto.

CF: factor de correccion igual a 10, se determina mediante un filtro solar estandar que
contiene 8% de homosalato con un FPS de 4 (Oliveira, et al., 2013,p.124).
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Tabla 2-2. Funcién del producto normalizada para el célculo del FPS

Wavelength (A nm) EE x I (normalized)
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180
Total 1
EE — erythemal effect spectrum: | — solar intensity
spectrum

Fuente: (Oliveira, et al., 2013,p.124)

Tabla 3-2. Tipo de fotoprotector segtn el FPS establecido por COLIPA

Tipo de
fotoprotector FPS, COLIPA
Bajo 2,46
Medio 8,10,12
Alto 15,20,25
Muy alto 30,40,50
Ultra 50+

Fuente: (‘COLIPA, 2011)

2.5 Control de calidad del extracto etanélico de Bidens andicola

Se realiz6 estudios organolépticos, medicion del pH, medicidn de la densidad relativa y del indice
de refraccion, los cuales se realiz6 siguiendo la metodologia del Manual de Farmacognosia y
Productos Naturales de Miranda Migdalia (Miranda Migdalia, 1992,p.56-58).

2.6 Andlisis del contenido de flavonoides totales expresados como quercetina

Se prepar6 la muestra de extracto etandlico al 96% de B. andicola a una concentraciéon de 600

ppm, este ensayo se realiz6 por triplicado, que consistié en el siguiente proceso:
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Se colocd en un tubo de ensayo 1 ml de la muestra, 4 ml de agua destilada y 0,3 ml de
solucion de nitrato de sodio al 5%, se agito y se dejo reposar por 5 minutos.

Posterior se afiadié 0,3 ml de tricloruro de aluminio al 10%, se agit6 por 1 minuto y se
dejo reposar por 5 minutos.

Luego se colocd 2 ml de NaOH 1 molar, se agit6 por 15 segundos y se dejo reposar en
por 15 minutos, protegido de la luz y a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo se procedio a la cuantificacion de flavonoides totales en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm, el blanco que se utiliz6 se prepard
siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito sin usar el extracto.
Finalmente se registro las absorbancias y se realizo el calculo mediante la ecuacion de la
recta, que se obtuvo por la curva de calibracion de quercetina que es el estandar para el
calculo de flavonoides totales (Boukhris et al., 2013,pp.1207-12010).

El valor obtenido de flavonoides totales se lo expresé como miligramos equivalentes de

guercetina por gramo de planta seca (mgEQ/g de planta seca), que se calcul6 a través de la

aplicacién de la recta que se obtuvo mediante la realizacién de la curva de calibracion de

quercetina que fue el estandar.

2.7 Analisis del contenido de fenoles totales

Primero se prepar0 el extracto etandlico al 96% de Bidens andicola a una concentracion de 600

ppm, y se realizo el siguiente procedimiento:

1.
2.

Se colocd 250 ul de la muestra en un matraz aforado de 25 ml.

Se adicion6 15 ml de agua destilada y 1,25 ml del reactivo de Folin previamente
preparado, se homogenizo6 en un vortex por 30 segundos y se dejé reposar por 8 minutos.
Luego se afiadié 3,75 ml de solucién de carbonato de sodio a 7,5%, se afor6 con agua
destilada y se agitd por 5 segundos.

Posterior se dejo reposar por 2 horas en oscuridad.

Despueés se tomo las lecturas de absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 765 nm.

Finalmente, con los datos obtenidos de absorbancias se aplicé en la formula para fenoles
totales.

Se realizo el ensayo por triplicado.

El valor de fenoles totales que se obtuvo se lo expresé como miligramos de acido galico por

gramo de planta seca (mg EGAE/g planta seca) (Huang, et al, 2012,pp. 120-125).
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2.8 Determinacion de la capacidad antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante de las partes aéreas de Bidens andicola, a través del desarrollo
de la prueba de radical estable de DPPH*, que es un radical libre que en su nomenclatura quimica
se lee como 2,2-difenil-1-picrilhidrazil libre, en su forma libre se absorbe a una longitud de onda
de 517 nm. Se obtiene disolviendo el reactivo en un medio orgénico como por ejemplo en el
metanol. Los valores de absorbancias en el espectrofotometro permiten estimar la actividad
antioxidante, donde la disminucion de los valores indica que si se estd ejerciendo el efecto
antioxidante (Tohidi, et al, 2017,p.154).

e Se preparo el reactivo de DPPH*, para ello se pes6 6,9 g del reactivo de DPPH, se afiadié
en un bal6n de aforo de 250 ml, se aford con metanol y se estabilizé.

e Luego se prepard los extractos etandlicos de Bidens andicola a diferentes
concentraciones: 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm.

e Para la realizacion del ensayo se adicion6 en un tubo de ensayo 3,9 ml del reactivo de
DPPH*y 0,1 ml de la muestra.

e Luego se dejo incubar a 30min a una temperatura de 37 °C

e Transcurrido el tiempo se sacd de la incubadora y se dejé enfriar hasta temperatura
ambiente.

e Posterior se procedio a la medicion de las absorbancias en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 517 nm, se us6 como blanco 3,9 ml de metanol mas 0,1 ml de etanol al 96% y se
registro las absorbancias.

e Los datos registrados de las absorbancias se aplicaron en la férmula y se obtuvo el porcentaje

de inhibicion de los radicales libres.

__ Abs control-Abs muestra

1% x100

Abs control

Donde,
% I: porcentaje de inhibicién de radicales libres.
Abs control: absorbancia de la muestra de la reaccion control que contienen los reactivos
excepto de la prueba.
Abs muestra: absorbancia del extracto de las partes aéreas de Bidens andicola.
e Por Gltimo, se calcul6 actividad antioxidante IC50 (concentracion media efectiva méaxima)
del extracto etandlico de Bidens andicola a través de la ecuacion de la recta (Tohidi, et al,
2017,pp.150-159).
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2.9 Barrido espectrofotométrico con el extracto etandlico Bidens andicola.

- Se preparo el extracto etanolico de B. andicola a una concentracion de 1345ppm.

- Luego se midid en el espectrofotometro UV-Visible con un rango de longitud de onda de
200 a 500nm y como blanco se uso etanol al 96%.

- Finalmente se obtuvo los picos y las absorbancias del extracto analizado.

2.10  Prueba de irritacion ocular (HET- CAM) del extracto etandlico al 96% de Bidens
andicola.

HET-CAM es una prueba in vitro subjetiva que se caracteriza por la utilizacion de la membrana
corioalantoidea de huevos de gallina fecundados, que tiene la finalidad evaluar la irritacion de la
mucosa ocular y nasal producida por un cosmético, ya que el epitelio de la membrana
corioalantoidea es similar a la mucosa ocular y nasal, ademas esta membrana presenta una amplia
red de vasos sanguineos los cuales pueden sufrir lesiones de hemorragia, lisis y coagulacién al
estar en contacto directo con sustancias peligrosas siendo el centro de evaluacion. Esta prueba
cumple con el principio de las 3Rs (refinamiento: reduccion del sufrimiento, reemplazamiento y
reduccidn en el nimero de animales de experimentacién a usar), ya que los huevos de gallina
incubados por 10 dias presentan embriones que aln no poseen el sistema nervioso bien
desarrollado, por lo que no sienten dolor, son mas baratos y los resultados se obtienen en horas
(Espinoza, 2015,p.51).

Es asi que se realiz6 la prueba de irritacion ocular del extracto de Bidens andicola a través

del método HET-CAM, que consistié en el siguiente proceso:

1. Primero se dejé incubar 15 huevos por diez dias, con la ayuda de la incubadora de huevos.
2. Parainiciar con el ensayo se preparo:
- Control positivo: Agua destilada
- Control negativo: Hidréxido de sodio 0,1M
- Muestra (Extracto etandlico Bidens andicola): se prepard a concentraciones de: 250
ppm, 500 ppmy 1345ppm.
3. Transcurrido el tiempo de incubacion se procedid a la apertura de la camara de aire del
huevo con la ayuda de una pinza hasta llegar a la membrana corioalantoidea.
4. Después se afiadio sobre la membrana corioalantoidea 300 ul de agua destilada (control
negativo) y se registrd el tiempo en segundos si se produjo la aparicion de hemorragia,

lisis o coagulacion.
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5. Se realiz6 el mismo procedimiento anteriormente descrito con hidréxido de sodio 0,1 M
(control positivo) y con las diferentes concentraciones del extracto preparado.
6. El ensayo se realizo por triplicado.

7. Posterior todos los datos obtenidos se aplicaron en la siguiente férmula:

I.1= ((301-TH) /300) x 5) + ((301 -TL) /300) x 7) + (301 — TC) /300))

Donde,
I.I: es el indice de irritacion.
TH: es el tiempo de aparicién de hemorragia.
TL: es el tiempo de aparicion de lisis.
TC: es el tiempo de aparicion de coagulacién. (Costa et al., 2015,p.414)
8. Finalmente se comparé los resultados con el rango HET-CAM Yy se categoriz6 segun la
siguiente tabla

Tabla 4-2. Categorizacion de irritacion

Rango HET-CAM Categorias de irritacion
0-0,9 No irritante
1,0-4,9 Irritante leve
5,0-8,9 Irritante moderado
9,0-21,0 Irritante severo

Fuente: (Costa et al., 2015,p.)
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2.11  Preparacion de las formulaciones con extracto Bidens andicola.

Tabla 5-2. Formulaciones de cremas fotoprotectoras al 100%

FORMULACIONES FDA PROPIEDADES
INGREDIENTES (%)
1 2 3 4
FASE OLEOSA
. 3,5 Efecto oclusivo
Cera de abeja 6,7 6,7 6,7 6,7 ) ]
Aumenta la viscosidad
. ] 22 Efecto evanescente,
Acido estearico 6,7 6,7 6,7 6,7
coemulgente
. 6 Emoliente, oclusivo y
Alcohol cetilico 5 5 5 5
coemulgente
Glicerina 4,3 43 43 43 4 Humectante
Manteca de cacao 3,3 3,3 3,3 3,3 N/A Emoliente
27 Antioxidante
Aceite de oliva 10 - - - Lubricante
Emoliente
Aceite de aguacate - 10 - - 27 Emoliente
) 27 Lubricante
Aceite de coco - - 10 - )
Emoliente
Aceite de girasol - - - 10 27 Lubricante
Estereato de 7 o
3,3 3,3 3,3 3,3 Tensioactivo
sacarosa
FASE ACUOSA
Vitamina E 0,02 0,021 0,02 0,02 10,002 Antioxidante
Metil-parabeno 0,15 0,15| 0,15 0,15 | 0,15 Conservante
Extracto vegetal 19,3 19,3 19,3 19,3 Fotoprotector y antioxidante
) csp csp csp )
Agua destilada csp 100g Vehiculo
100g| 100g 1009

Realizado por: Diana Pacheco,2018.

Fuente: (FDA, 2018)
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1. Se prepard primero la Fase oleosa que consistié en fundir a una temperatura de 60°C
todos los ingredientes de origen graso.

2. Luego se prepar6 la fase acuosa que consistié en mezclar a una temperatura de 60 °C
todos los ingredientes solubles en agua.

3. Se mezclé la fase acuosa en la fase oleosa y se agitd continuamente hasta la obtencién de
una emulsion homogénea.

4. Y por ultimo se coloco las cremas fotoprotectoras en envases sépticos.

2.12  Control de calidad de las cremas fotoprotectoras

2.12.1 Determinacion del Factor de Proteccion Solar (FPS) de las cremas fotoprotectoras.

Para la realizacion de esta prueba se pesd 5 gramos de la cada una de las cremas fotoprotectoras
y se disolvio en 100 ml de etanol. Luego realiz6 la lectura de las absorbancias mediante la
utilizacién del espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm. Se utilizé el blanco de etanol
al 96%. Los datos obtenidos se aplicaron en la ecuacion de Mansur para la obtencién del Factor
de Proteccion Solar (FPS). Y finalmente se compar0 los valores de FPS y se eligio la mejor crema
fotoprotectora.

2.12.2 Ensayo de irritacion de la membrana corioalantoidea mediante tincién con azul de
tripan (CAM-TBS)

CAM-TBS es una prueba objetiva complementaria a la prueba HET-CAM que permite evaluar
de manera cuantitativa la cantidad de azul de tripan absorbida por la membrana corioalantoidea
que ha sufrido dafio, debido al contacto con sustancias toxicas que pueden causar muerte celular
de la membrana. Las células muertas o dafiadas tienden a tefiirse de colorante debido a que se
unen con las proteinas citos6licas que se encuentran dentro de éstas células, por lo que mientras
mayor es la cantidad de colorante absorbido mayor es la cantidad de células dafiadas o muertas
(Espinoza, et al, 2015,p.28).

El ensayo de CAM-TBS se realiz6 mediante el siguiente proceso:

1. Para la preparacion de las muestras de ensayo se pesd 5 gramos de la crema
fotoprotectora con el mayor valor de FPS y se disolvié en 100 ml de agua destilada a una
concentracion de 1345 ppm.

2. Para la realizacion del ensayo se dejo incubar 15 huevos por diez a una temperatura de
37°C y humedad de 60%.
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Transcurrido el tiempo se realizd la apertura del huevo hasta llegar a la membrana

corioalantoidea.

4. Se coloco el anillo de goma sobre la membrana corioalantoidea sin romperla.

5. Posterior se afiadié 300 ul del extracto por 20 segundos y luego se lavé con suero
fisioldgico.

6. Después se colocd 500 ul del colorante azul de tripan por un minuto y se lavé con agua
destilada hasta desechar la mayor parte del colorante.

7. Se cort6 la membrana y se peso, con el finde eliminar el sesgo que existe de diferencia
del tamafio de cada muestra.

8. Luego se introdujo en un tubo de ensayo el cual contenia 5 ml de metilformamida.

9. Se procedio a la centrifugacion de todos los tubos a 1500 rpm durante cinco minutos.

10. Y se midi6 las absorbancias en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.

11. Para la realizacion del control negativo se realiz6 el mismo procedimiento anteriormente
descrito sin afiadir la muestra de ensayo y para el control positivo se afiadié hidréxido de
sodio 0,1 M.

12. La prueba se realiz6 por triplicado.

13. Los datos obtenidos se aplicaron a la siguiente formula:

CA=Db x 5/1000 x 10°nmoles
Dénde,

CA: cantidad de colorante absorbido.

b: concentracién de colorante /mg de membrana (Camones, et al, 2013,p.15).

14.

Finalmente se compard los resultados con la tabla 6-2.

Tabla 6-2. Categorizacion del CAM-TBS

Cantidad de colorante Categoria
absorbido
< 0,100 nmoles/mg No irritante
0,100 — 0,250 nmoles/mg Irritante moderado
> 0,150 nmoles/mg Irritante severo

Fuente:(Garcia et al., 2004,p.104)
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2.12.3 Determinacion de los requisitos organolépticos

Se realizo la determinacion del olor, color, aspecto y pH utilizando la metodologia establecida en
el Folleto de Miranda (Miranda, 1992,p.57-58).

2.12.4 Medicion del pH

El pH es un pardmetro numérico que permite determinar el potencial de hidrégeno de una
solucién, caracterizandola a través de la escala de acidez o alcalinidad como una solucion acida
(<7), alcalina (>7) o neutra (pH 7) (Chaparro, et al, 2015,p.7 ).

Se peso 1g de la crema fotoprotectora, se dispersé en 10 ml de agua destilada, se midi6 en el pH-
metro a una temperatura de 20 °C y se registré el valor de pH obtenido.
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andicola fueron los siguientes:

CAPITULO I

3.1 Control de calidad de la droga vegetal

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

El proceso de recoleccidn, seleccion, acondicionado, secado y triturado del material vegetal se lo
realizé utilizando todas las medidas de higiene, que mediante el proceso de control de calidad el
cual es fundamental para garantizar la seguridad del producto, se realizé las posteriores pruebas

pertinentes a esta investigacion. Los resultados de control de calidad de la droga seca de Bidens

Tabla 1-3. Resultados del control de calidad de la droga vegetal.

Ensayos

Resultados de
Bidens andicola

Farmacopea de los
Estados Unidos

% (USP#28)
Contenido de 8 £0,056 14 %
humedad
Contenido de 4,8 +0,26 12 %
cenizas totales
Contenido de 3,5+0,14 7%
cenizas solubles en
agua
Contenido de 1,4 +£0,048 5%

cenizas insolubles en

acido clorhidrico

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Determinacion del contenido de humedad
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El contenido de humedad de las partes aéreas de Bidens andicola se lo realiz6 a partir del método
gravimétrico donde el resultado fue de 8% de humedad, porcentaje que al comparar con la USP
se encuentra dentro de los limites establecidos, lo cual indica que la droga vegetal es capaz de
mantener la estabilidad de los compuestos y por un tiempo moderado se puede conservar libre de

crecimiento y proliferacidn bacteriano siendo favorable para la ejecucion de este estudio.




3.1.2 Determinacion del contenido de cenizas totales

El contenido de cenizas totales de la droga vegetal de las partes aéreas de Bidens andicola se
determind a través del método gravimétrico obteniendo como resultado un valor de 4,8%,
porcentaje que se encuentra dentro de los limites establecidos al comparar con la norma USP,
donde establece que el valor méximo permitido de cenizas totales es del 12%. Es asi que mediante
la evaluacion de este parametro de calidad se logré conocer que la droga vegetal Bidens andicola

es de calidad ya que se encontrd libre de contaminacion.

3.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

Este ensayo indica el contenido de materia organica que posee una droga vegetal. El porcentaje
gue se obtuvo de la droga vegetal de Bidens andicola fue de 3,5%, porcentaje que se encuentra
dentro de los limites permitidos por la USP, el cual estable que el valor méximo debe ser de 7%.
Por lo que el contenido de materia orgéanica de la droga vegetal fue bajo.

3.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Este ensayo se realizé a partir del método gravimétrico donde el porcentaje que se obtuvo de la
droga vegetal de Bidens andicola fue de 1,4%, porcentaje que se encuentra dentro de los limites

establecidos por la USP, el cual indica que esta libre de contaminacion por arena y tierra silice.

3.2 Tamizaje Fitoguimico

El tamizaje fitoquimico se realizd con la finalidad de identificar de manera cualitativa los
diferentes metabolitos secundarios que contiene las partes aéreas de Bidens andicola, a través de
la ejecucion de reacciones de coloracion y de precipitacion. Para la extraccion de los metabolitos
secundarios que utilizo solventes de diferente polaridad creciente como son: éter etilico, etanol al

96% y agua destilada respectivamente, donde se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 2-3. Resultados del tamizaje fitoquimico de las partes aéreas de Bidens andicola

Ensayos Tipo de Extracto Extracto Extracto
metabolito etéreo alcohdlico acuoso
Sudan Aceites y grasas - N/A N/A

Dragendorff Alcaloides - - -
Mayer Alcaloides - - -
Wagner Alcaloides - - -

Balget Lactonas y ++ + N/A
cumarinas

Lieberman- Triterpenos y ++ (verde ++ (verde N/A

Burchard esteroides intenso visible) | intenso visible)

Catequinas Catequinas N/A + N/A
Resinas Resinas N/A - N/A
Fehling Azlcares N/A - +

reductores
Espuma Saponinas N/A + +
Cloruro férrico Compuestos N/A ++ ++
fendlicos (verde intenso) | (verde intenso)

Borntrager Quinonas N/A +++ N/A
Shinoda Flavonoides N/A +++ ++

Antocianidina Antocianidina N/A ++ N/A
Mucilagos N/A N/A +
Ninhidrina N/A - N/A

(+++) (++) Moderado (+) Escaso (-) Ausencia (N/A) No
Abundante aplica

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

A través de los diferentes ensayos que se realizd al extracto etéreo de Bidens andicola se logro

la identificacion de lactonas y cumarinas ya que la reaccién de balget dio positivo (++) y la

presencia de triterpenos y esteroides mediante la reaccion de Lieberman-burchard con una

coloracion verde intenso visible. Posterior con el extracto alcohdlico de Bidens andicola se

identifico también triterpenos y esteroides con la reaccién de Lieberman-buchard que dio

positivo, lactonas y cumarinas con la reaccion positiva de balget, catequinas, compuestos

fendlicos a través de la reaccion de cloruro férrico dando una coloracion verde intenso (++), asi

también se identifico la presencia de flavonoides mediante la reaccion positiva (+++) de shinoda,

quinonas con la reaccién positiva de borntrager, antocianidinas y saponinas. Y por ultimo con el

extracto acuoso de Bidens andicola se logrd confirmar la presencia de compuestos fendlicos,

52




flavonoides y saponinas a través de la identificacion anteriormente mencionada, ademés se
identificd la presencia de mucilagos y azlcares reductores mediante la reaccidon positiva de

Fehling.

Los resultados obtenidos de este estudio fitoquimico al comparar con estudios anteriores como
estudios realizados por (Tinajero, 2015), (Vinueza et al. 2017) y (De Tommasi, et al, 1998), se
corrobord la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y catequinas, que son metabolitos
secundarios de interés para esta investigacion por su actividad fotoprotectora y antioxidante.

3.3 Factor de Proteccion Solar (FPS) in vitro.

El factor de proteccion solar de los 5 extractos de Bidens andicola se determiné a concentraciones
de 20, 200, 400 y 600ppm y como blanco se uso6 etanol al 96% para el extracto etanélico sin
desengrasar al 96%, extracto etandlico al 96% desengrasado, extracto hidroalcohélico al 70% y
extracto 1 de acetato de etilo. Se us6 como blanco acetato de etilo para el extracto 2, donde se

obtuvo los siguientes resultados calculando con la ecuacion de Mansur:

Tabla 3-3. Resultados del Factor de Proteccion Solar (FPS) in vitro

Sustancia
Fotoprotectora FPS Invitro
20 ppm | 200 ppm 400 ppm | 600 ppm

Extracto etandlico al 96% sin 0,7 7 14 23
desengrasar

Extracto etandlico al 96% 0,7 3 5 8
desengrasado

Extracto hidroalcohélico 70% 0,4 4 12 18
Extracto 1 de acetato de etilo 0,5 5 10 15
Extracto 2 de acetato de etilo 0,7 5 17 25

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.
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Gréfico 1-3. Factor de proteccion solar para los diferentes extractos de Bidens andicola
Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Tabla 4-3. Tipo de fotoprotector segln el FPS in vitro obtenido de los extractos de Bidens

andicola
Numero | Sustancia fotoprotectora | FPS in vitro Tipo de
de (600ppm) fotoprotector
extracto
1 Extracto etandlico al 96% 23 Alto
sin desengrasar
2 Extracto etandlico al 96% 8 Medio
desengrasado
3 Extracto hidroalcoholico 18 Alto
al 70%
4 Extracto de acetato de 15 Alto
etilo
5 Extracto de acetato de 25 Alto
etilo

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.
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La tabla 13-3 muestra los resultados obtenidos del Factor de Proteccion Solar (FPS) evaluados a
concentraciones de 20, 200, 400 y 600ppm de cada uno los extractos de Bidens andicola
preparados con diferentes solventes, donde se puede apreciar que a la concentracion de 600ppm
se obtuvo el factor de proteccion mas alto que fue de 25 para el extracto 5 de acetato de etilo,
seguido por el extracto etanodlico al 96% sin desengrasar con un FPS de 23, posteriormente el
extracto hidroalcoholico al 70% con FPS de 18, al que le sigue el extracto 4 de acetato de etilo
con un FPS de 15y por ultimo el extracto etandlico al 96% desengrasado con un FPS de 8. Estos
resultados se compararon con la clasificacion COLIPA (2011) la cual establece el nivel de
proteccion solar segun el FPS, es asi que se clasificd como alto el nivel de fotoproteccion para los
extractos 1, 3, 4 y 5y como medio el nivel de fotoproteccion para el extracto 2.

De esta manera se procedio a la seleccidn del tipo de extracto a utilizar para el desarrollo de las
posteriores pruebas pertinentes para la elaboracién de la crema fotoprotectora, siendo el FPS mas
alto de 25 para el extracto 5 con acetato de etilo de Bidens andicola, valor que corrobora con los
resultados de FPS realizados por Tinajero Mayra (2015) quién indica que puede deberse a gque se
utiliz6 como blanco acetato de etilo o0 a la concentracidn con la que se realizé la determinacién;
sin embargo, no se lo eligié debido al dificil acceso y alto costo del solvente. Por lo que se eligié
al extracto con el segundo valor mas alto de FPS de 23 que correspondid al extracto etandlico al
96% sin desengrasar de Bidens andicola, valor de FPS que cumple con lo especificado por la
FDA (2011), donde establece que se considera como filtro solar aquellas sustancias que presenten
un FPS mayor o igual a 15, por lo que este tipo de extracto es apto para la utilizacion como filtro

solar en las formulaciones de crema fotoprotectora.

3.4 Extrapolacién del Factor de Proteccién Solar (FPS) in vitro

Tabla 5-3. Resultado de la extrapolacién del factor de Proteccion Solar del extracto etandlico

Concentracion FPS
20 0,7

200 7,3

400 14

600 23

1345 50

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.
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Gréfico 2-3. Curva de calibracion del extracto etandlico de Bidens andicola
Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Mediante la curva de calibracion del extracto etanolico al 96% de Bidens andicola que se realiz6
con los valores del FPS in vitro obtenidos a 20ppm,200ppm, 400ppm y 600ppm, se calcul6 la
concentracion a ppm con un valor de FPS de 50 mediante extrapolacion utilizando la ecuacién
y=1,0601x-265,93, donde se obtuvo una concentracion de 1345ppm. Este calculo se realiz6 con
la finalidad de estimar la concentracion a ppm con la que el extracto etanélico al 96% de Bidens
andicola puede alcanzar un FPS de 50 categorizado como un tipo de fotoprotector muy alto en
comparacion al FPS in vitro de 20 categorizado como alto. Es asi que para algunos de los ensayos
posteriores y la elaboracion de la crema fotoprotectora se utilizé esta concentracion ya que al
momento de realizar una formulacién los componentes del extracto pueden interactuar con los
ingredientes a usar creando ya sea un efecto sinergia o antagonista. No se realizd en el
espectrofotometro debido a que no tuvo la capacidad de leer una concentracion mayor a 600ppm

del presente extracto.
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3.5 Control de calidad del extracto etandlico al 96% de Bidens andicola.

3.5.1 Parametros organolépticos

Tabla 6-3. Resultado de los parametros organolépticos del extracto etanélico Bidens andicola

Caracteristicas

Ext. Alcohdlico

Bidens andicola

Olor Herbal

Color Verde oscuro

Sabor Amargo
Aspecto Liquido turbio

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

En la tabla 14-3 se puede observar las caracteristicas organolépticas del extracto etandlico al 96%
de las partes aéreas de Bidens andicola, el cual present6 un olor caracteristico a la planta, un color
amarillo verdoso, un sabor amargo y un aspecto liquido turbio. Caracteristicas que fueron
similares a estudios realizados por Lopez, E. (2016), lo cual demostré que éstas caracteristicas

son propias del extracto etan6lico al 96% de Bidens andicola.

3.5.2 Parametros fisicos

Tabla 7-3. Determinacion de los parametros fisicos del extracto etandlico 96% de Bidens
andicola

Parametros Ext. Alcoholico
Bidens andicola
pH 5,6
indice de refraccion 1,36
Densidad relativa 0,86

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Mediante el analisis de los parametros fisicos del extracto etandlico al 96% de Bidens andicola
se determind un pH acido de 5,6, siendo de gran importancia ya que aquellos extractos con valores
acidos presentan en su composicion gran cantidad de compuestos fenélicos; la densidad relativa
fue de 0,86 lo que indica que es menos densa que el agua, el valor del indice de refraccion fue de
1,36. Resultados que pudo se corroborar con los resultados obtenidos por (Tinajero, 2015) quien

también realiz6 estudios del control de calidad del extracto Bidens andicola. A través de estos
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parametros evaluados se logré conocer que los metabolitos secundarios presentaron una buena

solubilidad con el solvente etanol al 96% utilizado para la extraccién. (Orozco,etal, 2013,p.66)

3.6 Contenido de flavonoides totales

Se determino el contenido de flavonoides a través del método espectrofotométrico utilizando
tricloruro de aluminio, para lo cual se elaboré la curva de calibracion de quercetina, donde la
ecuacion de la recta fue: y=0,0014x + 0,0144 y un R%=0,999 a concentraciones de 20, 40, 60, 80

y 100ppm de las soluciones de quercetina.

Tabla 8-3. Absorbancia del estandar de quercetina

Concentracion de la | Absorbancia
quercetina, ppm
20 0,044
40 0,07
60 0,098
80 0,126
100 0,157

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Absorbancia

[
(=]

y=0,0014x+ 0,0184 o

P
& = [} ‘Ol
=

et

[
—
L

=]
=
L

& Absorbancia

Titulo del aje

o = Lineal {Absorbanciz)

Titulo del gje

Gréfico 3-3. Curva de calibracion de quercetina estandar

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

58



Tabla 9-3. Resultado del contenido de flavonoides totales del extracto etandlico de Bidens
andicola

Flavonoides Totales

mg Equivalentes de
Sustancia quercetina/g de panta seca
Fotoprotectora (mg QE/g planta seca)

Extracto etanélico de
Bidens andicola 71,4+0,75

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

La cantidad de flavonoides totales que posee el extracto etandlico al 96% de las partes aéreas de
Bidens andicola tras el calculo realizado fue de 71,4 mg QE/g de planta seca, valor que corrobora
con el valor del Factor de proteccion solar in vitro obtenido anteriormente. Asi también este
resultado se considero veridico al comparar con estudios realizados por De Tommasi et al. (1998)
sobre “Flavonol y glucosidos de ésteres de chalcona de Bidens andicola” identificaron que Bidens
andicola en su composicién quimica posee compuestos derivados de quercetina 3-0-metil éter y
quercetina, especialmente compuestos de tipo glucésido, donde 3-O-metir éter es un flavonoide
considerado como antioxidante, antiinflamatorio y anticancerigeno, considerandose como los
principales componentes bioactivos con actividad antioxidante localizadas en las partes aéreas de

las hojas de Bidens andicola.

3.7 Contenido de fenoles totales

Se determiné el contenido de fenoles totales a través del método espectrofotométrico utilizando
el reactivo de Folin- Ciocalteau, para ello se realiz6 la curva de calibracion del &cido gélico, donde
se obtuvo la ecuacion de la recta que fue: y=0,001x + 0,0017 con un R%=0,999 con soluciones a

diferentes concentraciones, ppm como se observa en la tabla 18-3.
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Tabla 10-3. Absorbancias del estandar de acido galico

Concentracion de Absorbancia
acido gélico
20 0,023
40 0,041
60 0,061
80 0,082
100 0,242

Fuente: (Barrera, 2017,p.46)
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Graéfico 4-3. Curva de calibracion del 4cido galico

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Tabla 11-3. Resultado del contenido de fenoles totales del extracto etandlico de Bidens
andicola

Fenoles Totales

mg Equivalentes
Sustancia de Acido galico/g

Fotoprotectora de panta seca

Extracto etandlico de
Bidens andicola 178+0,91

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

La cantidad de fenoles totales que contiene el extracto etandlico al 96% de Bidens andicola fue
de 178 mg GAE/g de planta seca. Resultado que permitié conocer que B. andicola posee un

elevado contenido de compuestos fendlicos, que al comparar con estudios bibliograficos se puede
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corroborar este resultado, es asi que estudios realizados por Vinueza, et al. (2017) sobre “La
evaluacion de la actividad antiinflamatoria y la citotoxicidad del extracto hidroalcohdlico secado
y congelado de B. andicola en neutréfilos aislados” donde uno de sus estudios dio a conocer el
contenido de fenoles totales expresados como GAE/100 g de planta que fue de 12,858% +0.274.
Por lo que la actividad fotoprotectora se debe a la presencia de este filtro natural que posee Bidens

andicola.

3.8 Capacidad captadora de radicales libres

Se evalud la capacidad antioxidante del extracto etandlico al 96% de Bidens andicola a traveés del
ensayo de radical libre estable de DPPH*, para ello se determiné las absorbancias del estandar
acido galico con DPPH* a concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000ppm
respectivamente, con el fin de verificar que las absorbancias obtenidas del extracto se encuentren

dentro de los valores de absorbancias del estandar.

Tabla 12-3. Porcentaje de captacion del radical libre DPPH* del extracto etandlico de Bidens
andicola

% de Captacion del Radical Libre DPPH*
Extracto etandlico al
96% de Bidens )
Concentracion, ug/ml andicola Acido Galico,

10 5,17 £0,12 22,55+2,78
20 5,46+0,06 34,73+5,41
50 5,82+0,06 76,86+5,59
100 7,52+0,12 89,59+0,79
200 9,93+0,18 90,48+0,44
500 19,04+0,24 91,29+0,15
1000 31,8440 92,17+0,76
IC: NC 23,27+1,64

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

La tabla 21-3 muestra el porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH* del extracto etandlico
al 96% de Bidens andicola a concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000ppm, donde los
porcentajes obtenidos son mas altos mientras se incrementa la concentracion (ppm),
comportamiento que fue similar al comparar con los valores de absorbancia del estandar de acido
galico calculado. Asi también se compard estos resultados con estudios similares realizados por
Mannan, et al. (2014) sobre “La evaluacion comparativa de la actividad antioxidante de extractos
etandlicos de Averrhoa bilimbi y Gimnema silvestre” donde los resultados del porcentaje de

inhibicién de los radicales libres de dichos extractos aumentaron mientras mayor era la
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concentracion, dando a conocer que con el aumento de la concentracion de los extractos la
actividad del DPPH* aumentaba, ya que es un radical libre que actia como un sustrato para la
evaluacion rapida de la actividad antioxidante debido a su estabilidad. Es asi que se demostré que
el extracto etandlico al 96% de Bidens andicola actGa como un buen secuestrante de radicales

libres.

También se compard con estudios realizados por Tohidi, et al. (2016) sobre “Composicion de
aceites esenciales, fendlicos totales y actividad antioxidante de especies de timo” quienes
identificaron que los compuestos fendlicos y flavonoides que contienen grupos hidroxilo son los
responsables de la actividad de eliminacion de los radicales libres de la mayoria de las plantas.
Por lo tanto, los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicion del radical libre de DPPH* del
extracto etanolico al 96% de Bidens andicola permitid corroborar con los resultados del contenido
de fenoles y flavonoides totales obtenidos anteriormente, determinando asi la actividad

antioxidante que posee el extracto Bidens andicola.

Cabe recalcar que no se calculo el IC5, debido a que el resultado del extracto etandlico Bidens
andicola podia presentar un valor mayor o menor a los valores de referencia de ICg, citado en
Barrera Ana (2017), por lo que se calcul6 solo el porcentaje de captacion de radical libre DPPH*,
con el cual también se puede establecer la actividad antioxidante de dicho extracto evaluado.
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3.9 Barrido espectrofotométrico del extracto etandlico Bidens andicola
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Graéfico 5-3. Picos del barrido espectrofotométrico del extracto etandélico al 96%
de Bidens andicola.

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Mediante el barrido espectrofotémetrico UV-Visible del extracto etandlico al 96% de Bidens
andicola a 1345ppm se obtuvo diez picos que presentaron diferentes absorbancias dentro del
rango de 230 a 377nm, apreciando el pico 3 con el valor mas alto de absorbancia de 5,630 a 261
nm como se observa en la gréfica 5-3, absorbancias que al comparar con bibliografia se
encuentran dentro del rango de longitud de onda de la radiacion UV-A que es de 320 a 400nm
Olarte et al. (2016). De esta manera se observé que el extracto etandlico B. andicola también
posee compuestos fendlicos y flavonoides a nivel de la zona UV-A, que con la Ecuacion de

Mansur no se logré observar debido a que solo se analiza a una longitud de onda de 290 a 320
nm.
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3.10 Prueba de Irritacion Ocular HET-CAM

Tabla 13-3. Resultados del indice de irritacion HET-CAM de los extractos etandlicos de Bidens
andicola

Tiempo de reaccion (segundos) | indice de
Tratamiento | Tipo de control | Hemorragia| Lisis | Coagulacion |irritacion| Categoria
Agua
destilada Control negativo 301 301 301 0 No irritante
Hidroxido de
sodio Control positivo 25 30 83 11,7 Irritante severo
250 ppm Extracto 1 301 301 301 0 No irritante
500 ppm Extracto 2 301 301 301 0 No irritante
1345 ppm Extracto 3 301 301 301 0 No irritante

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Los indices de irritacion (1.1) obtenidos mediante la prueba de irritacion ocular HET-CAM de los
extractos etanolicos al 96% de Bidens andicola a concentraciones de 250ppm, 500ppm vy
1345ppm y del agua destilada (control negativo) fue de cero para todos, valores que se compar6
con la tabla 4-2. Clasificacion de irritacion segun el rango HET-CAM establecida por Costa, et
al. (2015), clasificandolos como no irritantes, ya que ninguno se produjo hemorragia, lisis o
coagulacion de los vasos sanguineos de la membrana corioalantoidea del huevo de gallina.
Resultados subjetivos que permitié considerar al extracto etanélico al 96% de Bidens andicola

adecuado para su utilizacion en formulaciones cosméticos.

Mientras que el hidréxido de sodio 0,1 M presentd un I.I de 11,7 clasificindolo como irritante
severo, , valor que al compararlo con bibliografia (Costa et al., 2015,p.416) fue similar, lo cual
demuestra que la prueba se realizé de manera correcta ya que el NaOH 0,1 M se utilizé como

control positivo para este estudio.

3.11 Control de calidad de la crema fotoprotectora

3.11.1 Factor de Proteccion Solar (FPS) de las cremas fotoprotectoras

El factor de proteccion solar de las diferentes formulaciones con extracto etandlico de Bidens
andicola se determiné a una concentracion de 1345ppm, mediante el célculo de la ecuacion de

Mansur y se categoriz6 segun el nivel de proteccion como se observa en la tabla 23-3.
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Tabla 14-3. Resultados del Factor de Proteccion Solar de las cremas fotoprotectoras con
extracto etandlico de Bidens andicola

Crema fotoprotectora FPSin Nivel de
vitro proteccidn solar
Formulacidn #1 (Aceite de oliva) 23+0,31 Alto
Formulacion #2 (Aceite de aguacate) | 15+0,23 Medio
Formulacién #3 (Aceite de coco) 13+0,86 Medio
Formulacién #4 (Aceite de girasol) 6+0,67 Bajo

Realizado por: Diana Pcheco, 2018.

Bidens andicola

Férmula 1 con Férmla 2 con Férmula 3 con Férmula 4 con
Aceite de oliva Aceite de Aceite de coco Aceite de girasol
aguacate

Factor de proteccion solar

Gréfico 6-3. Factor de proteccién solar de las diferentes formulaciones con extracto etandlico

de Bidens andicola
Realizado por: Diana pacheco, 2018.

Los resultados obtenidos mediante ensayo determinaron un valor de FPS de 23 para la
formulacion 1 con aceite de oliva, seguido de un FPS de 15 para la formulacion 2 con aceite de
aguacate, posteriormente se obtuvo un FPS de 13 para la formulacién 3 con aceite de coco y por
Gltimo un FPS de 6 para la formulacion 4 con aceite de girasol, que mediante grafico 6-3 se puede
apreciar el factor de proteccion solar més alto que fue de 23 para la formulacion 1 con extracto
etandlico Bidens andicola que contiene aceite de oliva, valor de FPS que se encuentra en un rango
alto de nivel de proteccion solar al comparar con la clasificacion establecida por COLIPA (2011).
Este valor de FPS de la formulacion 1 pudo deberse a la concentracién utilizada del extracto
etandlico B. andicola y al contenido de aceite de oliva, donde los componentes de dicho extracto

pudieron interactuar con los componentes del aceite de oliva logrando crear un efecto sinergia de

65



la actividad fotoprotectora, que mediante estudios bibliogréficos realizados por Moudache, et al.
(2016) identificaron que la hoja de olivo posee un alto contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides, otorgandole a la planta la capacidad fotoprotectora y antioxidante y de esta manera
ayudo a que el nivel de proteccion solar de la crema fotoprotectora se mantenga dentro del nivel

de proteccién alto.

Aunque alin queda el dilema de que tal vez algunos componentes que contiene en su estructura
quimica el extracto etanolico B. andicola pudieron interactuar con algunos de los ingredientes
excepto del aceite de oliva creando un efecto antagonista de la actividad fotoprotectora, por lo
que no se logré obtener un valor de FPS mas alto. Sin embargo, el valor de FPS de la formulacion
1 cumple con lo especificado por la FDA (2011), donde establece que los filtros solares ya sean
fisicos, quimicos o biolégicos deben otorgar un valor de FPS mayor o igual a 15 y presentar
propiedades antioxidantes. Ademas, las cantidades de los ingredientes se encontraron dentro del
rango permitido establecido por la FDA (2018), como se muestra en la tabla 24-3. Por lo tanto,
se eligid a la formulacion 1 con aceite de oliva como la mejor formulacién de crema fotoprotectora

para la realizacion de las posteriores pruebas pertinentes a esta investigacion.

Tabla 15-3. Formulacion 1 de eleccion que contiene aceite de oliva al 100%.

N Cantidad
. Formulacion 1 con . .

Ingredientes . . limite, FDA Propiedades

aceite de oliva (%)
(%)

Cera de abeja 6,7 3,5 Efecto oclusivo, aumenta la viscosidad
Acido esteérico 6,7 22 Efecto evanescente, coemulgente
Alcohol cetilico 5 6 Emoliente, oclusivo y coemulgente

Glicerina 4,3 4 Humectante
Manteca de cacao 3,3 N/A Emoliente
Aceite de oliva 10 27 Emoliente, lubricante, antioxidante
Estereato de sacarosa 3,3 7 Tensioactivo
Vitamina E 0,02 0,002 Antioxidante
Metil-parabeno 0,15 0,15 Conservante
Extracto etandlico de .

. . 19,3 Fotoprotector y antioxidante
Bidens andicola
Agua destilada csp 100g Vehiculo (solvente universal)

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.
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3.11.2 Ensayo de irritacion de la membrana corioalantoidea mediante tincién con azul de
tripan (CAM-TBYS)

Tabla 16-3. Resultados del método CAM-TBS de la crema fotoprotectora con extracto
etandlico de Bidens andicola

Promedio de la
cantidad de
colorante

Control Tipo de control | absorbido (CA) | Clasificacién

Agua destilada Control negativo 0 No irritante
Hidroxido de sodio Irritante

0,1M Control positivo 0,150+0,025 moderado

Crema
fotoprotectora crema 0 No irritante

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

A través del ensayo CAM-TBS se determind la cantidad de colorante absorbido (CA) de la crema
fotoprotectora de Bidens andicola a una concentracion de 1345ppm que fue de 0, al igual que el
agua destilada que se utiliz6 como control negativo, valores que se compararon con un estudio
bibliogréafico realizado por Garcia, et al. (2004), quienes establecieron la categoria de irritacion
segun la cantidad de colorante absorbido, de esta manera se clasificé a la crema fotoprotectora y
al agua destilada como no irritantes, ya que se encontraron dentro del rango de <0,100 nmoles/mg.
Datos que corroboran con los resultados obtenidos de la prueba HET-CAM realizada
anteriormente donde se clasifico como no irritante al extracto etandlico de Bidens andicola. De
esta manera se demostré que la crema fotoprotectora no ocasiond ningun dafio en la membrana
corioalantoidea del huevo de gallina, evitando asi que el colorante azul de tripan se absorba por
las células de dicha membrana. Por lo tanto, al ser CAM-TBS un ensayo complementario al
ensayo HET-ACM, se determind que la crema fotoprotectora de Bidens andicola es segura para

ser aplicada en la piel de las personas.

Mientras que el hidroxido de sodio 0,1 M presentd un valor de CA de 0, 150, el cual se categoriz6
como irritante moderado ya que se encontrd dentro del rango de 0,100 a 0,150 nmoles/mg que,
valor que fue similar al comparar con Reis, et al. (2016) donde indica que el NaOH 0,1M se utiliza
como control positivo para el ensayo CAM.TBS. Lo cual demuestra que este ensayo se realiz6 de

manera correcta.
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3.11.3 Evaluacién de las caracteristicas organolépticos de la crema fotoprotectora

Tabla 17-3. Resultados de evaluacion de las caracteristicas organolépticas de la crema

fotoprotectora
Caracteristicas organolépticas Crema fotoprotectora de Bidens
andicola
Olor Lavanda-limén
Color Amarillo pastel
Aspecto Crema homogeénea
Presencia de grumos Negativo

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Mediante la evaluacion de las caracteristicas organolépticas de la crema fotoprotectora con
extracto etanélico de Bidens andicola se determind un olor agradable a lavanda-limén, un color
amarillo pastel, un aspecto homogéneo y no se observé la presencia de grumos. Caracteristicas
organolépticas que fueron similares al comparar con un estudio realizado por Orozco Veronica
(2013) quien elabord un protector solar a través extractos vegetales. Por lo tanto, se demostré que
la crema fotoprotectora de Bidens andicola se prepard de manera correcta siendo de esta manera

agradable ante la vista de las personas.

3.11.4 Parametro Fisico

Tabla 18-3. Resultado de los pardmetros fisicos de la crema fotoprotectora
Parametro Crema fotoprotectora Especificacion

de Bidens andicola

pH 55 55-5,9

Realizado por: Diana Pacheco, 2018.

Mediante la evaluacion del parametro fisico que se realizo a la crema fotoprotectora con extracto

de Bidens andicola se determind un pH de 5,5, valor que se encuentra dentro de los limites
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establecidos por la USP. Ademas, el valor de pH obtenido fue similar al pH de la piel (5,0 a 5.5)
de los seres humanos, gque, al comparar con un estudio bibliogréafico realizado por Sordo, et al.
(2013) indica que un producto cosmético de aplicacidn topica debe presentar un pH similar al pH
de la piel, ya que si presenta un valor de pH mayor o menor puede ocasionar alteraciones en el
sistema defensivo de la piel dando lugar a la aparicion de manchas, acné, dermatitis seborreica,
entre otras patologias. Por lo tanto, se determin6 que la crema fotoprotectora de Bidens andicola
se considera adecuada para la aplicacion en la piel de las personas y ademas ayuda a mantener el
sistema de defensa de la piel en condiciones dptimas evitando el ataque de microrganismos.
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CONCLUSIONES

El control de calidad de la droga cruda, seca y triturada de las partes aéreas de Bidens andicola
determind que cumple con los parametros de calidad establecidos por la Farmacopea de los
Estados Unidos (2008), considerandose apta para su estudio. Asi también a través del tamizaje
fitoquimico se comprobo la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en las partes
aéreas de Bidens andicola, siendo éstos los metabolitos secundarios responsables de la

actividad fotoprotectora.

La determinacién del factor de proteccion solar se realiz6 mediante la aplicacion de la
Ecuacion de Mansur para los siguientes extractos: etanélico al 96% sin desengrasar, etandlico
al 96% desengrasado, hidroalcohélico al 70% Yy con acetato de etilo. Siendo de eleccion el
extracto etandlico al 96% sin desengrasar de B. andicola con un FPS de 23 a una

concentracién de 600 ppm.

Las formulaciones de cremas fotoprotectoras con extracto etanolico de Bidens andicola a
1345ppm, se prepard con un 98% de ingredientes naturales incluido el agua y 2% de
sustancias quimicas como el conservante y el perfume, diferenciandose cada formulacion por

el tipo de aceite que contenia.

La formulacidn con aceite de oliva se seleccion6 como la mejor crema fotoprotectora ya que
presentd el valor mas alto de FPS de 23, demostrando que este tipo de formulacion dio lugar
a la interaccion entre los compuestos del extracto etandlico Bidens andicola con los

compuestos que posee el aceite de oliva creando asi un efecto sinérgico.

Los resultados del control de calidad de la crema fotoprotectora de Bidens andicola
demostraron que es eficaz e inocua a nivel topico, ya que cumplen con las pautas de

evaluacion de eficacia de los productos cosméticos establecidos por COLIPA (2008).
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RECOMENDACIONES

Complementar el control de calidad de la crema fotoprotectora con las pruebas de estabilidad,

pruebas reoldgicas y microbioldgicas para garantizar su efectividad.

Realizar estudios de toxicidad y genotoxicidad tanto del extracto etandlico de Bidens andicola

como de la crema fotoprotectora, para que puedan ser utilizados en la industria cosméticas.

Establecer el etiquetado de la crema fotoprotectora segin la Norma de COLIPA — Directrices

sobre Etiquetado de Productos Cosméticos, 2011.

Impulsar el desarrollo de estudios farmacognésicos y fitoquimicos de las especies vegetales
andinas del Ecuador, especialmente de aquellas que poseen actividad fotoprotectora y
antioxidante con la finalidad de elaborar e innovar productos fitocosmecéuticos que sea de
gran utilidad terapéutica para prevenir, tratar o paliar enfermedades en los seres humanos y

de esta manera contribuir al “Buen vivir” Sumak Kawsay.
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ANEXOS

Anexo A: Evidencias fotograficas de la investigacion.

Recoleccién y secado del material vegetal Control de calidad del material vegetal

Tamizaje fitoquimico extracto etéreo Tamizaje fitoquimico extracto

alcohdlico

Tamizaje fitoquimico extracto acuoso Medicién del Factor de proteccion
Solar de los diferentes extractos de

Bidens andicola




Control de calidad dele extracto etandlico | Prueba de irritacion cular HET-CAM del

al 96% de Bidens andicola extracto etandlico de Bidens andicola

Evaluacion del efecto del agua destilada (control negativo) en la CAM. lzquierda y el
efecto con la adicion de hidroxido de sodio (control positivo). Derecha se observa
hemorragia, lisis y coagulos.

Evaluacidon mediante el método HET-CAM del extracto etanolico de Bidens andicola a
concentraciones de 250, 500 y 1345ppm.




Formulaciones de cremas fotoprotectoras con extracto Bidens andicola. Formulacién 1
con aceite de oliva, formulacion 2 con aceite de aguacate, formulacion 3 con aceite de coco

y formulacién 4 con aceite de girasol.

Medicién del FPS de las cremas Formulacién de eleccién: Formulacion 1

fotoprotectoras con aceite de oliva

Ensayo de irritacion de la membrana corioalantoidea mediante tincion con azul de tripan
(CAM-TBS) de la crema fotoprotectora.




