View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Cybertesis UNMSM

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peru. Decana de América
Facultad de Farmacia y Bioquimica

Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica

“Evaluacion in vitro de la actividad antioxidante,

antielastasa y anticolagenasa en el extracto etanolico
del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V. M.
Badillo y determinacion de la actividad fotoprotectora

in vitro en una crema base”

TESIS

Para optar el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico

AUTOR
Lourdes Jhuliana CULQUIMBOZ SERVAN
Jackeline ESCUDERO RODAS

ASESOR
Américo Jorge CASTRO LUNA

Lima, Peru

2018


https://core.ac.uk/display/323342993?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perii. Decana de América

Facultad de Farmacia y Bioquimica
Decanato

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

Los Miembros del Jurado Examinador y Calificador de la Tesis titulada:

“Evaluacion in vitro de la actividad antioxidante, antielastasa y anticolagenasa en el
extracto etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo y
determinacién de la actividad fotoprotectora in vitro en una crema base”

Que presentan las Bachilleres en Farmacia y Bioquimica:

JACKELINE ESCUDERO RODAS Y
LOURDES JHULIANA CULQUIMBOZ SERVAN

Que reunidos en la fecha se llevé a cabo la SUSTENTACION de la TESIS, y después
de las respuestas satisfactorias a las preguntas y objeciones formuladas por el Jurado. y
practicada la votacion han obtenido la siguiente calificacion:

./’5 (2“ )’ﬂwﬁfo::

en conformidad con el Art. 34.° del Reglamento para la obtencién del Grado Académico
de Bachiller en Farmacia y Bioquimica y Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico(a)
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.
Lima, 30 de noviembre de 2018
Dr. Pablo Enrique Bonilla Rivera
Presidente
o (e
Q.F. Fritz Fedor Choquesillo Pefia Q.F. Omar Hu ta My/a Chavez

Miembro iembro

Q.F. Padl i rrez Elescano
Miembro

“FARMACIA ES LA PROFESION DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO”

Jr. Puno N° 1002, Jardin Botanico — Lima 1 - Peri BUREAU VERITAS
Teléfonos: (511) 328-4737 /(511) 679-7000 anexo 4826 Ap. Postal 4559 — Lima 1 Cortitieation
E-mail: decanofyb@unmsm edu.pe http://farmacia unmsm.edu_pe g Erres




DEDICATORIA

Dedico este logro a mis padres, Silvia y Magno, que
siempre me apoyaron en mis decisiones y me
ensenaron desde pequena a ser responsable,
respetuosa, perseverante e independiente, a mi
hermano y toda mi familia de sangre y de corazon, mis
amigos de toda la vida, que con sus consejos me

ayudan a ser mejor persona.

Jhuliana



DEDICATORIA

Dedico esto a Dios por permitirme estar aqui; a mi
familia, por todo el apoyo puesto en mi, gracias mamita
por tus palabras de aliento en cada batalla y siempre
demostrarme que todo es posible, a ti papito por todo el
sacrificio y las ganas de ser mejor cada dia; a mis
hermanas, mis modelos a sequir;, a mi hermano; mi
compariero y complice, y a todas las personas que a
fravés de sus consejos me motivaron a ser mejor que

ayer.

A mi abuelita Carmen por ser un ejemplo de lucha y

nobleza, a quien estimo y quiero mucho.

Jackeline



AGRADECIMIENTOS

A todas las personas que estuvieron involucrados en el proceso de elaboracion de
esta tesis, desde la recoleccidn de los frutos de Vasconcellea weberbaueri (Harms)
V.M. Badillo “maushan” hasta el proceso final de elaboracion de la crema.

A nuestro asesor, Dr. Américo Castro Luna por su gran apoyo y motivacion en la
culminacién de esta tesis y a los asistentes del grupo, Lourdes y Diego, por su tiempo
y apoyo constante.



INDICE GENERAL

Pagina

RESUMEN Xiv
SUMMARY XV
. INTRODUGCCION ..ottt 1
1.1. ODbjetiVo geNEeral .....coooo i 3

1.2. ODbjetivo eSPeCIfiCOS......ciiieiiiieeeie e 3

1.3. HIDOTESIS .. 3

1. GENERALIDADES ........ooo ottt 4
2.1. ANTECEABNTES ... 4

2.2. ASPECtO DOTANICO ..o 7

2.2.1. Clasificacion taXxon0miCa .........ccueeeeeeeeeiniiiiiiiiiieeeee e 7

2.2.2. Descripcion morfolOgiCa.........ccuuvveeeeeiiiiiiiiiiieieeeee e 7

2.2.3. Descripcion geograficay habitat............ooooeiiiieenis 8

2.2.4. Us0S y apliCaCIONES ....ccceeeiiiiiiiiiieeeee e 10

2.3. POlIfENOIES ... 11

2.3.1. Mecanismo de accién de los polifenoles..........cc............ 12

2.4. Antioxidantes y radicales libres ... 14

2.4.1. AntioXidantes ........uueeiiiiiiiiieee e 14

2.4.2. Radicales lIDres.........oooiiiiiiiiiiieeeee e 15

2.5. Envejecimiento de la piel ... 17

2.5, Lapiel e 17

2.5.2. Envejecimiento intrinseco y extrinsSeco.........cccccceeeeennnee 19



2.5.2.1. Factores relacionados con el envejecimiento
INTANSECO..uuuii e, 19

2.5.2.2. Factores relacionados con el envejecimiento

EXIMNSECO ... et 20

2.6. Actividad antienzimatica ...........cceeeiiiiiiiiiii e 21

2.6.1. Enzimas de lapiel......ccooooiooiiiiii 21

2.6.1.1. Elastasa .....ccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 21

2.6.1.2. COlagenasa......cccoeviiuvieeeiiiaee e 22

2.7. La radiacion ultravioleta (UV) ... 22
2.7.1. Mecanismo de accién de la radiacion ultravioleta en la

[O11= TR 23

2.8. FOtOProteCCiON ... 26

2.8.1. Fotoprotectores quimicos u organicos...........cccceeeeeennnn. 26

2.8.2. Fotoprotectores inorganicos o pantallas minerales........ 27

2.8.3. Protectores solares naturales ..., 27

2.8.4. Estudios de estabilidad..................ccooiiiiiiii 28

1. PARTE EXPERIMENTAL .........oooiiiii et 29

3.1. 1Y/ 1=] (ol (o] (o |- USRS PRRRRRR 29

3.1.1. Tip0o de eStUAIO oo 29

3.1.2. Flujograma del trabajo experimental................cceeeeeen. 29

3.2. MALEIAIES ... 30

3.2.1. Materiales de laboratorio ..........ccccoeiuiieiiiiiiiiee e 30

3.2.2. EQUIPOS et 30

3.2.3. REACLIVOS ..o 31

vi



VI.

VII.

3.3. 1Y/ [=] (oo [0 =TT UTRPR 32

3.3.1. Colecta e identificacion del material bioldgico ............... 32
3.3.2. Obtencion del extracto.........cccuuveeeeiieeiiiiiieeeee e 32
3.3.3. Prueba de solubilidad ...........cccceveriieeiiiieeee e, 32
3.3.4. Marcha fitoquimiCa.......cceeeiiiiiiiiiiieiee e 32

3.3.5. Determinacién de la contenido de polifenoles totales por
el método de Folin-Ciocalteu ...........ccccevveiiiiiiiiiiieenn. 33

3.3.6. Determinacién de la actividad antioxidante por el método
de 2, 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) .......ccccccccvveiinnnnnne 34

3.3.7. Determinacién de la actividad antioxidante por el método

de B,B’-azinobis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

(ABTS®) it 36
3.3.8. Determinacién de la actividad anticolagenasa............... 37
3.3.9. Determinacién de la actividad antielastasa.................... 38
3.3.10. Pre-formulacién de cremas dermocosméticas ............ 39

3.3.11. Estabilidad preliminar........cccocveviiiiiimmmmnennnesnennnnnnn .40
3.3.12. Determinacion in vitro del Factor de Proteccion Solar

(FPS) por el método de Mansur y col.. y Sayre y col... 41

3.4. ANAIISIS EStATISHICO ..o 42
RESULT ADOS ... et 43
DISCUSION ..o e, 58
CONCLUSIONES ... ..o et et 63
RECOMENDACIONES. ...ttt i eeinetaaseanssanseansaanssanansannsennnns 64

vii



VIII.

IX.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS ...

viii



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Lista de especies de Vasconcelleay su distribucion en paises de América
00 = PP 9

Tabla 2. Objetivos moleculares de importantes polifenoles dietéticos para la

PrevenCioOn del CANCEY ..o 14
Tabla 3. Clasificacion de antioXidantes..........ccuooiiiiiiiiiiieiieeee e 15

Tabla 4. Pre-formulacion de las cremas dermocosméticas del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo. .........cccooeeieeiiieen. 37

Tabla 5. Relacion entre el efecto eritemogénico (EE) y la intensidad de radiacion (1)
de cada longitud de onda (A). ...oooeiiiiiiiiiiiii 40

Tabla 6. Caracteristicas organolépticas del extracto etandlico de Vasconcellea

weberbaueri (Harms) V.M. Badillo ............uueviimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieas 43
Tabla 7. Rendimiento del extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms)
RV R = - Vo || SRR 43
Tabla 8. Prueba de solubilidades del extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo ...........euueeimiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 43
Tabla 9. Marcha fitoquimica del extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri
(Harms) V.M. Badillo ...ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44

Tabla 10. Contenido de polifenoles del extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo .......ooovvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 45
Tabla 11. Resultados de la actividad antioxidante Trolox por el método DPPH ..... 46
Tabla 12. Resultados de la actividad antioxidante del extracto etandlico de Vasco
encella weberbauenr (Harms) V.M. Badillo por el método DPPH ............ 46
Tabla 13. Resultados de la actividad antioxidante Trolox por el método ABTS'".... 48

Tabla14. Resultados de la actividad antioxidante del extracto etandlico de

Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo por el método ABTS'™.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicion de la enzima colagenasa del estandar galato de

epigalocatequina EGCG............ooiiiiiiiii e 50



Tabla 16.

Tabla 17.

Tabla 18.

Tabla 19.

Tabla 20.

Tabla 21.

Tabla 22.

Tabla 23.

Tabla 24.

Tabla 25.

Tabla 26.

Tabla 27.

Tabla 28.

Porcentaje de inhibicion de la enzima colagenasa del extracto etandlico de

Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo ............cccccciiiiiiinnnnnnes 51
Porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa del estdndar galato de
epigalocatequina (EGCG). ....c.uueeiiiiiiiiiieeee e 52
Porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo ...........ccccccoiiiiiinninnnnes 52
Caracteristicas organolépticas de la crema elaborada a base del extracto
etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo. ............... 54
pH de las cremas elaboradas a base del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo ............cccccoiiiiiiininnnnns 54
Prueba de solubilidad de la crema..........ccoeeeeieieeeiiiicccee e 54
Valores FPS in vitro de las cremas elaboradas a las concentraciones de 1,
S Y D0 ittt ettt e e e e e e e a i raaaaeeeaannanaraes 55
Resultados de la estabilidad preliminar de las cremas al 5%; a - 5 + 2°C, 45
+ 2y enciclos de 24 horas (ciclos 45 £2°Cy 4 £-5°C).....cooiiiiiiieeennnn. 56

Valores FPS in vitro de la crema al 5% luego del proceso de estabilidad
(ST =111 411 o= U PP TP 57

Analisis estadistico de la actividad antioxidante por el método DPPH del
extracto etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.
Badill. .. 79
Analisis estadistico de la actividad antioxidante por el método ABTS** del
extracto etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.
7= T 11 o 80
Analisis estadistico de la actividad anticolagenasa del extracto etandlico
del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.................. 81
Andlisis estadistico de la actividad antielastasa del extracto etandlico del
fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo. ...................... 82



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo ...................... 8
Figura 2. Vista del crecimiento y distribucion de Vasconcellea weberbaueri
(Harms) V.M. Badillo en su habitat natural..............ccccceeeiiiiiiiiiieee. 10
Figura 3. Estructuras quimicas de los polifenoles mas comunes...........cccccceeennee 12
Figura 4. Sitios de accion de 10s polifenoles...........coeeriieiiiiiiiiiiie e 13
Figura 5. Accion de un radical libre ante un atomo normal............cccooviiieeeiniinnenn. 16
Figura 6. Estructura fundamental de la piel ... 18
Figura 7. Posibles mecanismos de escision de la columna vertebral de coladgeno 24
Figura 8. Mecanismos que subyacen a los cambios en la red tridimensional de
fibras elasticas inducidas por la radiacion UV ... 25
Figura 9. Curva de calibracion del estandar de &cido galico ...........cccvvveeereeernnnee 45
Figura 10. Grafica de dispersion entre solucién patron de Trolox versus % de
inhibicidn del radical DPPH ...........uuuiiiiiiiiiieeeee 47
Figura 11. Grafica de dispersion entre concentraciones del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo versus % de inhibicién
del radical DPPH. ... 47
Figura 12. Gréafica de dispersién entre solucién patrén de Trolox versus % de
inhibicion del radical ABTS ™ ... 49
Figura 13. Gréfica de dispersion entre concentraciones del extracto etandlico de

Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo versus % de inhibicién

el 10! ABTS oo e 49

Xi



Figura 14. Curva de inhibicion de colagenasa del estandar galato de
epigalocatequina (EGCG) ......eveiiiiiiiiiieiee e 51

Figura 15. Curva de inhibicion de colagenasa del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo ...........cccccoviieiininnnnnnnes 51

Figura 16. Curva de inhibicion de elastasa del estandar de galato de
epigalocatequina (EGCG) .....ceeeeiiiiiiiiiiiiiee e 53

Figura 17. Curva de inhibicién de elastasa del extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo .......coooeeeeeeieiiiee, 53
Figura 18. Nivel ascendente del FPS en cuanto a las concentraciones 1, 3y 5% de

las cremas en comparacion con la crema base .........ccccccevvviiiiiiiininnnes 55

Figura 19. Constancia de identificacion botanica por el Museo de Historia
NALUFAL. ... 73

Figura 20. Elaboracién del extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms)
V.M. BAlO .. nnnnnnnannas 75

Figura 21. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de Vasconcellea

weberbaueri (Harms) V.M. Badillo .......coooeeeeeeeeiieee, 76
Figura 22. Preparacion de las pruebas enzimaticas ..............coooeoiiiiiiiiiiiiinnn. 76
Figura 23. Reactivos a usar en las pruebas enzimaticas..............ccoovviiiinnnnnn, 77

Figura 24. Crema dermocosmética elaborada a base del fruto de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo al 1%..........uuveiiiiieiiiiiiiiee 77

Figura 25. Crema dermocosmética elaborada a base del fruto de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo al 3%........c.c.cuueeiiiieiiiiiiiiiiiiiiies 78

Figura 26. Crema dermocosmética elaborada a base del fruto de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo al 5%......cccooeveeeeieieeiiiieeeeee 78

xii



DPPH:
ABTS**:
FPS:
FC:
ROS:
ADN:
FAO:

ECM:
MMP-1:
HHPE:
UE:
UAE:
CE:

RL:
SOD:
AO:
TGFb:
AP-1:
PABA:
ESI-MS-:
EGCG:
IC50:
uv:
HPLC:
FRAP:

H202:
OH:
NO:
EGFR:
MAPK:
NF-kB:

GLOSARIO DE TERMINOS

radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-Sulfénico

factor de proteccién solar
Folin-Ciocalteau

especies reactivas de oxigeno
Acido desoxirribonucleico

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la

Alimentacién

matriz extracelular

metaloproteinasas de la matriz

alta presién hidrostatica

ultrasonido

extraccion de ultrasonido

extracciones convencionales

radicales libres

superoxido dismutasa

no enzimaticos

factor de crecimiento transformante-b
proteina activadora 1

acido paraaminobenzoico

electrospray ionization tandem mass spectrometry
epigalocatequina galato

concentracion inhibitoria media maxima
radiacion ultravioleta (A, B, C)
Cromatografia Liquida de Alta Presion y polaridad
Poder antioxidante reductor del hierro.
Superéxido.

peroxido de hidrégeno.

hidroxilo

oxido nitrico

factor de crecimiento epidérmico
proteina quinasa activada por mitbgenos
factor nuclear kappa B

Xiii



RESUMEN

El fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo “Maushan” originario del
distrito de Granada, provincia de Chachapoyas, regiobn Amazonas es conocido en
nuestro pais por distintos usos que le dan, desde alimenticio, industrial y medicinal.
La presente investigacion tuvo como objetivo el estudio in vitro de la actividad
antioxidante, antielastasa y anticolagenasa de su extracto etandlico, posteriormente
la pre-formulacién de una crema base con evaluacién de la actividad fotoprotectora in
vitro. Los frutos frescos de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo fueron
macerados en etanol de 96° asi mismo se hizo uso de un evaporador rotatorio para
condensar el producto. El extracto etandlico tuvo como resultado en la cuantificacion
de polifenoles totales un valor de 7,355 mg GAE/ g extracto. Con respecto a las
actividades antioxidantes in vitro, para el radical DPPH nos dio un IC50 de 158,303
valor TEAC de 13,6131 mgTrolox/g y para el radical ABTS un IC50 de 98,5051 pug/mL
valor TEAC de 25,6961 mgTrolox/g. Con respecto a las actividades antienzimaticas,
para la actividad anticolagenasa nos dio un valor de 1,388 mg/mL y para la actividad
antielastasa de 4,9278 mg/mL. Después de esto se pre-formulé una crema
dermocosmeética a tres concentraciones 1, 3 y 5% del extracto, a las cuales se les
evalué la actividad fotoprotectora in vitro segun el método de Mansur, la que obtuvo
mayor eficacia fue la crema al 5% con un FPS de 0,5892, a esta se le realiz6 un
estudio preliminar de estabilidad, basandonos en la prueba de centrifugacion y
medicién del pH. Los resultados muestran que el extracto de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo posee un potencial antioxidante, anticolagenasa y
antielastasa moderado relacionado con el contenido de polifenoles totales. La crema
base elaborada presenté una limitada capacidad fotoprotectora in vitro.

Palabras clave: Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo, polifenoles,
antioxidante, antielastasa, anticolagenasa, fotoprotectora.
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SUMMARY

The fruits of Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo "Maushan" from the
district of Granada, province of Chachapoyas, Amazonas region are known in our
country for the different uses that they give, from food, industrial and medicinal. The
objective of the present investigation was the in vitro study of the antioxidant activity,
antielastase and anticolagenase of its ethanolic extract, later the preformulation of a
base cream with evaluation of the photoprotective activity in vitro. The fresh fruits of
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo were macerated in 96 ° ethanol, and
a rotary evaporator was used to condense the product. The ethanolic extract resulted
in the quantification of total polyphenols a value of 7,355 mg GAE / g extract. With
respect to antioxidant activities in vitro, for the DPPH radical he gave us an IC50 of
158,303 TEAC value of 13,6131 mgTrolox / g and for the ABTS radical an IC50 of
98.5051 pg / mL TEAC value of 25.6961 mgTrolox / g. With respect to the anti-
enzymatic activities, for the anticolagenase activity it gave us a value of 1.388 mg/ mL
and for the antielastase activity of 4.9278 mg / mL. After this, a dermocosmetic cream
was formulated at three different concentrations of 1, 3 and 5% of the extract, to which
the photoprotective activity in vitro was evaluated according to the Mansur method,
which was the cream with 5% higher efficacy. an SPF of 0,5892, to this a preliminary
stability study was made, based on the centrifugation and pH measurement test. The
results show that the extract of Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo has
an antioxidant, anticolagenase and moderate antielastase potential related to the
content of total polyphenols. The elaborated base cream presented a limited in vitro

photoprotective capacity.

Keywords: Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo, polyphenols,
antioxidant, antielastase, anticolagenase, photoprotector.
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INTRODUCCION

Las especies de Vasconcellea se estan caracterizando por mostrar un potencial
interesante y un alcance para la domesticacién en diferentes regiones. Los frutos
tienen propiedades organolépticas atractivas (por ejemplo: aroma, sabor, color),
ademas de que los cultivos comerciales podrian desarrollarse a partir de la diversidad
de sus especies y variedades existentes! o en base a nuevas combinaciones de
caracteres, hibridando diferentes especies de Vasconcellea para su mejoramiento y
promocion'2. Estas especies son comercial y socialmente importantes en su entorno
local; sin embargo, podrian suministrar nichos especificos en el mercado
internacional. En los hogares de los Andes, sus frutas se consumen frescas, se
tuestan, procesan en jugos, se convierten en mermeladas, conservas o se agregan a
productos lacteos, hasta las podemos encontrar en salsas, rellenos de tartas y

encurtidoss.

Existen pocos antecedentes sobre el estudio antioxidante y fotoprotector de las
especies de Vasconcellea, dentro del que destaca una investigacion en Vasconcellea
pubescens “papaya chilena” el cual aborda el uso de semillas como fuente de
compuestos bioactivos, en donde se encontré una alta correlacion entre la capacidad
antioxidante y el contenido fendlico total, el cual indicé que los compuestos fenélicos
podrian ser la principal fuente de actividad antioxidante en esta semilla*. En otro
estudio relacionado al género Vasconcellea; los glucosidos de quercetina; rutina y
manghaslin, fueron aislados de los frutos de la papaya de montaia Vasconcellea
pubescens A. DC. ademas, se identificaron diecinueve compuestos fendlicos por
primera vez en las frutas comestibles por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC). Los resultados proporcionan informacion relevante sobre los constituyentes
de bajo peso molecular de este importante cultivo de fruta®.

En los dltimos anos, los estudios epidemiolégicos y bioquimicos han demostrado que
la aparicion de diversas enfermedades (por ejemplo; cancer, enfermedades
degenerativas, cardiovasculares y envejecimiento prematuro de la piel) se ha
reducido, en particular debido a los efectos antioxidantes de los polifenoles. De hecho,
los antioxidantes como los flavonoides y los acidos fendlicos desempenan un papel

principal en la lucha contra las especies reactivas de oxigeno (EROs), y los



mecanismos inhibidores del fotoenvejecimiento por polifenoles (por ejemplo;
inhibicidn de metaloproteinasas de la matriz (MMP-1), elastasa e hialuronidasa) se
estan desenmaranando para desarrollar agentes capaces de ralentizar el proceso de

envejecimiento®’.

La piel esta constituida basicamente por la matriz extracelular (ECM) la cual se
compone de proteoglicanos entretejidos con macromoléculas; tales como el
colageno, la elastina y la fibronectina, que se producen por los fibroblastos de la
dermis. Estas macromoléculas son constantemente atacadas por enzimas tales como
metaloproteinasas de matriz (por ejemplo; colagenasa). El proceso extrinseco de
envejecimiento de la piel (fotoenvejecimiento) se produce como resultado de ciertos
factores, en particular la radiacién solar (radiacién UV), la cual genera cambios
moleculares importantes incluyendo transduccion de sefales alteradas, disminucion
de la sintesis de pro-colageno, dafo del tejido conectivo y aumenté significativamente
de las especies reactivas de oxigeno (ROS), actuando estas como moléculas de
sefalizacion celular que pueden causar peroxidacién de lipidos, dafo mitocondrial y
del ADNS.

Los extractos naturales han sido una de las principales estrategias utilizadas para
desacelerar y prevenir los efectos del envejecimiento cutaneo, muchas plantas han
sido reportadas por contener metabolitos bioactivos principalmente componentes
polifendlicos con efecto fotoprotector y antioxidante, Recientemente, se ha informado
que Emblica officinalis es un agente antiaging al promover la produccion de
procolageno e inhibir metaloproteinasas de la matriz (MMP-1) en fibroblastos de piel
de humanos y ratones®. Por lo tanto, existen numerosas oportunidades importantes
de investigacién y desarrollo para descubrir productos novedosos y efectivos para el
cuidado de la piel.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de polifenoles, evaluar
la actividad antioxidante y antienzimatica del extracto del fruto de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo, asi como comprobar la accién antioxidante y
fotoprotectora de las cremas dermocosmeéticas, con el fin de desarrollar productos
con valor agregado a partir de fuentes naturales oriundos del Pera.



1.1.

1.2.

1.3.

Obijetivo general

Evaluar la actividad antioxidante, antielastasa, anticolagenasa del extracto
etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo y

determinar la actividad fotoprotectora in vitro en una crema base.

Objetivos especificos

Cuantificar el contenido de polifenoles totales, por el método de Folin-
Ciocalteu, en el extracto etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri
(Harms) V.M. Badillo.

Determinar la actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico del fruto de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo, mediante los métodos de
captacion del radical 2,2 difenil-1-picrililhidrazil (DPPH) y del radical &cido 2,2-
azinobis (3-etilbezotiazolin)-6-sulfonico (ABTS).

Determinar la actividad antielastasa y anticolagenasa del extracto etanélico del
fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Determinar el efecto fotoprotector in vitro a las concentraciones de 1, 3y 5%
del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo mediante el

método del FPS Mansur.
Hipotesis
El extracto etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.

Badillo posee actividad antioxidante, antielastasa, anticolagenasa y su crema
base actividad fotoprotectora.



2.1,

Il. GENERALIDADES

Antecedentes

La familia Caricaceae comprende seis géneros y 36 especies distribuidas
desde el nivel del mar hasta los 3500 msnm. El género Vasconcellea es el
segundo en importancia de las Caricaceae, por tener especies frutales
conocidas comunmente como papayas de montafia o papayuelas distribuidas

a lo largo de los Andes y el piedemonte andino® '°.

Investigaciones acerca del género Vasconcellea muestran el uso del latex
segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO) como ablandador de carnes mientras que el Consejo
nacional de investigacion de Colombia aborda a las demas especies como
fuentes de la enzima papaina. Investigaciones preliminares del andlisis de
papaina en algunas especies de Vasconcellea por ejemplo en Ecuador,
revelan una alta actividad proteolitica cuando las comparamos con Carica
papaya, una especie ya conocida y muy estudiada. Es poco conocido el uso
medicinal de estas especies; la fruta ha sido usada en la esclerosis arterial y el

latex para curar la micosis de la piel y la verruga plana'".

En el Perd, una investigacién realizada con el fin de incentivar la produccién y
nuevas fuentes de trabajo, fue la caracterizacion de la pulpa de frutos de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo para la elaboracion de
mermeladas siendo la mermelada con mayor aceptacién por los panelistas
aquella en la que se empled un fruto en estado maduro y una concentracion
azucar/pulpa de 50/50. En la evaluacion de la estabilidad fisicoquimica se
observo ligeras fluctuaciones de los grados brix, pH y acidez en los dos meses
de almacenamiento; el recuento de mohos, levaduras y aerobios mesdfilos

viables fueron inferiores a 10 ufc/ g'2.

En la investigacién realizada en nuestro pais acerca de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo, se evalué la extraccion de la pectina,
hidrocoloide que en solucibn acuosa presenta propiedades espesantes,
estabilizantes y gelificante por hidrélisis acida de sus frutos en dos indices de



madurez; para lo cual se recolecto frutos con indice de madurez en 3,64 y 6,51
respectivamente. Se realiz6 la hidrélisis acida con acido clorhidrico, acido
fosférico y acido citrico, siendo los niveles de pH del agua acidulada 2,0; 2,5y
3,0, para la extraccidon de pectina; en donde los mayores rendimientos de
pectina con menores tiempos de gelificacion se registraron en frutos de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo en estado de madurez y

empleando &cido fosférico y acido citrico en el agua acidulada’?.

Otra investigacion en especies relacionadas a Vasconcellea weberbaueri
(Harms) V.M. Badillo, fue el caso de Vasconcellea pubescens “papaya chilena”
la cual abord6 el uso de semillas como fuente de compuestos bioactivos
mediante el uso de diferentes tipos de extracciones asistidas, como la alta
presion hidrostatica (HHPE), ultrasonido (EU) y extraccion con agitacion
(EA), en donde se encontrd una alta correlacion entre la capacidad antioxidante
y el contenido fendlico total indicando que los compuestos fendlicos podrian
ser la principal fuente de actividad antioxidante en esta semilla. Los &cidos
grasos fueron identificados y cuantificados; el &cido oleico (w-9) y linoleico (w-
6) fueron los principales &cidos en las semillas de papaya. Por lo tanto, el HHPE
y el EU son considerados como métodos efectivos para la extraccion de
biocompuestos de semillas de papaya chilenas y podrian tener beneficios

potenciales para las industrias cosmética, alimentaria y farmacéutica®.

En otra investigacion, esta vez con los frutos de Vasconcellea pubescens, se
evalu6 y comparé los diferentes métodos de extraccion mediante el uso de
HHPE, EU y sus combinaciones para la extraccion de compuestos bioactivos
de papaya chilena; en donde la capacidad antioxidante del extracto fue
evaluada por tres métodos; ensayo de eliminacién de radicales DPPH,
potencial antioxidante reductor férrico (FRAP) y voltamperometria. Los
compuestos fendlicos y la vitamina C mediante HPLC. El valor mas alto
encontrado para fenoles totales fue de 129,1mg GAE/ 100g, la capacidad
antioxidante por DPPH fue de 20,6mM TE/ 100 g, y voltamperometria 141,0mM
TE /1009 para el método HHPE-UE en la extraccion de compuestos libres. En
cuanto al contenido de vitamina C fue de 74mg/ 100g por HHPE-UE (un método
de extraccién combinada). Los compuestos fendlicos rutina y acido p-cumarico

se encontraron en todos los extractos, tanto en formas libres como enlazadas,
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respectivamente; concluyendo que Vasconcellea pubescens es rico en
compuestos bioactivos como compuestos fendlicos y vitamina C que
contribuyen a la capacidad antioxidante. Ademas, puede inferirse que HHPE-
UE es el método de extraccion combinada mas eficiente para compuestos

bioactivos contenidos en frutos de papaya's.

En la identificacién de los glicésidos de quercetina rutina y manghaslin de los
frutos de la papaya de montana Vasconcellea pubescens A. DC. cultivados en
Chile, se hizo uso del fraccionamiento selectivo, usando el blanqueo del
eliminador de radicales libres 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) como ensayo
guia. Ademas, estan identificados diecinueve compuestos fendlicos de las
frutas comestibles realizados por HPLC con deteccion ultravioleta (UV) vy
espectrometria de masas en conjunto con ionizacién por electropulverizacion
(ESI-MS-MS). Diez de los compuestos detectados en los frutos y las fracciones
activas se caracterizaron tentativamente como glicésidos de acido
hidroxicinamico y nueve como derivados de glicésidos de la quercetina. Los
resultados proporcionan informacidn relevante sobre los constituyentes de bajo
peso molecular de este importante cultivo de fruta®.

Con base en estudios de laboratorio y epidemioldgicos, se sugiere que los
agentes naturales podrian tener un enfoque eficaz para reducir el dafo solar
inducido por UV y otros trastornos de la piel, al ser usados como fuentes
dietéticas y/o suplementos del cuidado de la piel o protectores solares.® En un
futuro proximo, las autoridades reguladoras deberdan enmarcar leyes
relacionadas con la seguridad, la eficacia y la evaluacién de la calidad de los

nuevos cosmecéuticos'.



2.2. Aspecto botanico
2.2.1. Clasificacion taxonomica

La identificacidn y clasificacion taxonémica se realizdé en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(Anexo 1). Su posicién taxondmica se determiné segun el Sistema de
Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Dilleniiade
ORDEN: Violales
FAMILIA: Caricaceae
GENERO: Vasconcellea

ESPECIE: Vasconcellea weberbaueri (Harms)
V.M.Badillo

Sindnimo nomenclatural: Carica weberbaueri .Harms
2.2.2. Descripcion morfolégica

Arbusto o arbol de unos 4-5 m de alto, latex blanco de flores verde
amarillentas, reunidas en racimos siendo las bayas amarillentas a la
madurez'® (Figura 1). Las hojas son alternas, a menudo dispuestas en
espiral en las puntas de las ramas. Las estipulas estan ausentes o,
cuando estan presentes, como espinas. Las flores se pueden encontrar
solitarias 0 en cimas y rara vez son bisexuales. Las especies son en su
mayoria dioicas. La flor regular consiste en cinco sépalos y cinco pétalos
con diez anteras en la flor masculina mas pequefa y un ovario superior
en la flor femenina mas grande. El estilo es corto y esta coronado por
cinco estigmas. Las semillas muestran una capa gelatinosa, la

sarcotesta, un embrion recto y un endosperma proteinaceo oleoso.



La fruta es una baya, el tallo de las especies de Vasconcelleay Carica
es muy inusual ya que hay poco desarrollo del xilema secundario. La
madera esta formada en gran parte por el floema, que le da rigidez al

tronco'®.

Figura 1. Fruto de Vasconcellea weberbaueri(Harms) V.M. Badillo

(fuente propia)

2.2.3. Descripcion geografica y habitat

Familia con 6 géneros y unas 34 especies de regiones tropicales y
calurosas de América y de Africa tropical. En el Peru, habitan 3 géneros
y unas 14 especies, de estas 4 son endémicas, es una especie
endémica del Peru. Recolectada solamente en los departamentos de
Amazonas, Cajamarca y La Libertad'®. Crece en los valles interandinos,
en laderas, entre los 1 500- 3 013 metros de elevacion'®'’. Esta fruta es
ahora el cuarto cultivo de frutas tropicales mas importante, abarcando
370,000 hectéareas y alcanzando una produccién mundial anual en 2007
de casi 7 megatoneladas (Mt). Su importancia social es aun mayor, ya
que esta mejor adaptada que otros cultivos de frutas grandes a parcelas
pequefas y no muestra una estacionalidad marcada en la produccién,
proporcionando una fuente regular de alimentos, vitaminas, trabajo e
ingresos a lo largo del afo. (Figura 2)'8. Los estudios claramente
confirmaron la asociacién del género con los Andes y el centro de su
diversidad como el sur de Ecuador que posee 16 de las 21 especies,
otros paises con alta diversidad de especies son Colombia y Peru. El



analisis de los datos climaticos en los sitios de recoleccion muestra que
la mayoria de las especies de Vasconcellea se adaptan a las zonas con
temperaturas templadas (por lo tanto, su preferencia por altitudes mas
altas) con una precipitacion anual promedio que oscila entre 800 y 1400

mm. (Tabla 1)'":18,

Tabla 1. Lista de especies de Vasconcelleay su distribucién en paises

de América Latina'’.

Especies

Pais

Sitios de cultivo

V. candicans

Ecuador, Peru

Bosque, huertos

V. cualiflora

Colombia, Costa Rica,
Venezuela, Nicaragua,
Panama, Guatemala, México,
Honduras, El Salvador

Bosque, huertos

V. chilensis Chile Bosque
V. crassipetala Colombia, Ecuador Bosque
vV Colombia, Ecuador,
. . Venezuela, Peru, Bolivia, Bosque, huerto
cundinamarcensis

Panama, Chile, Costa Rica

V. glandulosa

Bolivia, Argentina, Peru, Brasil

Bosque

V. goudotiana

Colombia, Ecuador (reciente
introduccion), Venezuela

Bosque, huerto

V. horovitziana Ecuador Huerto

V. longiflora Ecuador, Colombia Huerto
Ecuador, Pert, Colombia,

V. microcarpa Venezuela, Brasil, Bolivia, Huerto

Costa Rica, Panama

V. monoica

Ecuador, Bolivia, Peru,

Bosque, huerto

Colombia
V. omnilingua Ecuador Bosque
V. palandesis Ecuador Bosque
Bosque,
. . ocasionalmente
V. parviflora Ecuador, Peru usado como
ornamental
V. pulchra Ecuador, Colombia Bosque
e Argentina, Bolivia, Brasil, Bosque, huerto,
V. quercifolia Paraguay, Peru cercos
V. sphaerocarpa Colombia Bosque
V. sprucei Ecuador Bosque
V. stipulata Ecuador Bosque, huerto
V. weberbaueri Ecuador, Peru Bosque
V. xheilbornii Ecuador, Perd Cultivo, comercial,

huertos




Figura 2. Vista del crecimiento y distribucion de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V. M. Badillo en su habitat natural®.

2.2.4. Usos y aplicaciones

Poco se sabe sobre los valores medicinales de Vasconcellea, aunque la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO)
menciona el uso de la fruta para tratar la esclerosis arterial y el uso del
latex para curar la micosis cutanea y el plano de la verruga. Los nombres
vernaculares de varias especies del género Vasconcellea se refieren a
las propiedades antidiarreicas de sus semillas. Recientemente, se
demostréo la aplicacion médica de proteinasas de Vascoencellea
cundinamarcensis en modelos de roedores experimentales en los que se
demostré que curaban las Ulceras géastricas inducidas quimicamente’®.
La importancia economica de la familia no solo se encuentra en la
papaya, sino también en la produccion de papaina, una cistein proteasa
ampliamente utilizada en la industria alimentaria y farmacéutica'®.
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2.3.

Polifenoles

Los polifenoles son un grupo de fitoquimicos, principalmente metabolitos
secundarios presentes en las plantas, verduras y frutas, que pueden
proporcionar color, sabor, astringencia, aroma, estabilidad oxidativa, y
proteccion en entornos poco habituales?. Quimicamente, los compuestos
fendlicos se pueden definir como sustancias que llevan al menos un anillo

aromatico con uno o mas grupos hidroxilo?’.

Estos constituyentes son muy diversos y pueden clasificarse estructuralmente
en diferentes grupos como acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos
(Figura 3). Los flavonoides se pueden dividir en seis subclases: flavonoles,
flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavononoles. Dependiendo
de sus sustituyentes y de la insaturacion mas abundante que presentan,
pueden dividirse en varios grupos, siendo los flavonoles y los flavanoles los
mas abundantes en los alimentos, como las bayas y los citricos. Los acidos
fendlicos se clasifican en acido hidroxicinamico e hidroxibenzoico. El contenido
de acido hidroxibenzoico en plantas comestibles es generalmente muy bajo a
excepcion de ciertos frutos rojos, rabanos negros y cebollas. Los &acidos
hidroxicinamicos son mas comunes; sin embargo, raramente se encuentran en
forma libre, excepto en alimentos procesados que se han congelado,
esterilizado o fermentado. El &cido hidroxicindmico se encuentra en todas las
partes de la fruta, aunque las concentraciones mas altas estan presentes en

las partes externas de las frutas maduras?? 23
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Acido fendlico
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Figura 3. Estructuras quimicas de los polifenoles mas comunes?3.

2.3.1. Mecanismo de accion de los polifenoles

La piel tiene su propio mecanismo de defensa antioxidante que lo protege
de los efectos nocivos de diversos contaminantes ambientales vy
carcindgenos, incluida la radiacion UV, esta genera moléculas de oxigeno
conocidas como "radicales libres". Sin embargo, en el caso de exposicién
extensa o crénica a lo anterior, la actividad antioxidante puede volverse
mas débil o ineficiente, llevando a la inmunosupresién, envejecimiento
prematuro y desarrollo de cancer de piel. Originando asi una peroxidacion
lipidica epidérmica y una infiltracion excesiva de leucocitos en la piel, lo
que conduce a la sobreproduccion de éxido nitrico (NO), perdxido de
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hidrogeno (H202) y especies reactivas de oxigeno (EROs), que crea un
estado de estrés oxidativo.

£ ——ET de tadiacién UV

' '

mmrdm-u w....’.-—.la......-..
ofi fencies .
Tumncroginest Wi i e gt
+ - et
' ' | ' '
Estres Ciclo calular y Vies sefalizacion Daso del ADN Sagegirni,
oudatve wpoptous celuler fzmacts 3 % ETricn y TRt
WeswTe * Cove il Ao S AR et L
Polfncles -4 rrtsTee: 4 CON meteatm £own00n 27 mevee B D e s
fo—=zar petia b TR nouTor WY &) * Teorema * taTeetane
=2 KO a8 San g haw Wuracoe oe 570 la - "ee .';.’
ritace iCamual ) * Ny e o . piaetcurecm
- T
Pullescies | - Apgtmn
ool som &
Cee
.
Cancer de piel

Figura 4. Sitios de accién de los polifenoles®*.

Los polifenoles protegen a los componentes celulares contra el dafo
oxidativo a través de la eliminacion de estos radicales libres. La actividad
antioxidante de los polifenoles se debe a su interaccion con iones
metalicos tanto in vitro como in vivo. Los iones metalicos son la causa
principal de la generacién de EROS y desempenan un papel importante
en la generacion de estrés oxidativo, dafios en el ADN y muerte celular?®.
Las células responden a los polifenoles principalmente a través de
interaccién directa con receptores 0 enzimas involucradas en la
transduccion de senales, lo que puede modificar el estado redox de la

célula y desencadenar una serie de reacciones dependientes de redox?®
26
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Otro efecto del estrés oxidativo es el dafo a las proteinas. Los grupos
de carbonilo toxico en las proteinas derivadas después de la oxidacion
de ciertos aminoacidos como la lisina, la arginina y la prolina se
producen en exceso durante la exposicion crénica a la radiacion UV
provocando danos en la piel. Se ha demostrado que se inhibe la
reduccion inducida por la radiacion UV de enzimas de defensa
antioxidante como catalasa, glutation peroxidasa, superdxido dismutasa
y el glutation?®’. Ademdas, se ha demostrado que el galato de
epigalocatequina (EGCQG) inhibe la liberacion intracelular de H 20 2
inducida por la radiacion, la fosforilacion mediada por estrés oxidativo
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), la protein
quinasa activada por mitégenos (MAPK) y las vias de senalizacion del
factor nuclear kappa B (NF-kB) (Tabla 2)8.

Tabla 2. Objetivos moleculares de importantes polifenoles dietéticos

para la prevencion del cancer?s.

Polifenoles Dianas moleculares

Acido fendlico
Acido cafeico

Inibidores ROS, H20., INOS
Inhibicién de NF-kB, AP-1, ERK'y proteinas MAPK

Curcumina
Acido ferulico
Flavonoides H202, PG, ciclooxigenasa, iINOS
Catequinas Potenciar las enzimas de defensa antioxidante
EGCG Factores de transcripcién de proteinas NF-kB, AP-
Pro- 1, MAPK
antiocianidinas | Detencidn del ciclo celular y proapoptética
Silimarina Inhibicién del dano del ADN

Mecanismo de reparacién del ADN

Anti- angiogénica y prevencién de metéstasis
Lignanos Antioxidantes
Enterolignanos
Estilbenos H-O,, PG, ciclooxigenasas
Resveratrol Tumor supresor p53

Regulador del ciclo celular por ejemplo ciclinas ,
CDKs

Factores de transcripciéon NF-kB, AP-1, c- Jun y c-f
VEGF

Matriz de metaloproteinasa

TRAOL, Akt, Bcl-2 y Bel-X,
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2.4. Antioxidantes y radicales libres

2.4.1. Antioxidantes

Las reacciones de oxidacibn son esenciales en los procesos
metabdlicos celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia de
electrones que producen radicales libres (RL). Esta situacion es
incompatible con la vida, a menos que existan en las células
mecanismos de defensa que neutralicen los RL. A estas defensas se les
denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia
que en concentraciones normales posean una afinidad mayor que

cualquier otra molécula para interaccionar con un RL?°.

Los antioxidantes pueden ser enzimaticos o no. Estos se clasifican en
enddgenos (se encuentran en el organismo y son sintetizados por sus

células) y exdgenos (ingresan a través de la dieta) (Tabla 3)%°.

Tabla 3. Clasificacion de antioxidantes?°.

Exdgenos Endégepos
No enzimaticos
Vitamina E (VE) Glutatién. Coenzima Q
Vitamina C (VC) Acido tidtico
Betacaroteno (BC) Enzimaticos. Cofactor
Superéxidodismutasa (SOD), cobre,
Flavonoides manganeso, zinc. Catalasa (CAT),
hierro
. Glutatiénperoxidasa (GPX)
Licopeno Selenio

Como antioxidante endogeno, estd la enzima superoxido dismutasa
(SOD), cuya unica funcién es destruir el radical superéxido (Oz27), un tipo
de radical que se forma cuando el oxigeno molecular capta un electron
adicional. La SOD cataliza la reaccién siguiente:
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O2 + 02 +2H* H202 + O2

—

Peroxido de hidrogeno.

El peroxido de hidrébgeno también es un agente oxidante
potencialmente reactivo, razén por la cual se usa a menudo como

desinfectante y blanqueador®'.

2.4.2. Radicales libres

Se considera radical libre o especie reactiva de oxigeno (EROS) aquella
molécula que en su estructura atémica presenta un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién
gue genera una alta inestabilidad,?® solo persisten durante un tiempo
muy breve antes de colisionar con otra molécula y sustraer o donar un
electrén para alcanzar estabilidad. Al hacerlo generan un nuevo radical
a partir de la molécula con la cual colisionaron. El tnico modo en el cual
se puede desactivar un radical libre, y asi poner fin a esta reaccion en
cadena, es si dos radicales reaccionan juntos, cuando los electrones no
apareados pueden formar parte en una u otra moléculas originales
(Figura 5)%0.

UN ATOMO NORMAL

Q0O
ce®@3 °

00
agmoson @ 0 8

CONVIERTE ATOMO
SANO EN RADICAL

Figura 5. Accion de un radical libre ante un atomo normal®°.
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Los radicales libres son muy reactivos y capaces de producir
alteraciones quimicas a muchos tipos de moléculas, incluidos proteinas,
acidos nucleicos y lipidos®'. Los radicales libres también pueden
originarse a partir de contaminantes ambientales y del consumo de
ciertos alimentos, lo cual incrementa su concentracion en la célula,
ocasionando un fenémeno conocido como estrés oxidativo, el cual esta

asociado con diversas enfermedades crénico degenerativas®.

La proteccién contra dafio por radicales es proporcionada por enzimas
que eliminan iones superéxido y peréxido de hidrégeno, reacciéon de
radicales con compuestos como vitaminas C y E, caroteno, ubiquinona,
acido urico, y polifenoles de la dieta que forman radicales relativamente
estables que persisten suficiente tiempo como para pasar por una

reaccion hacia productos no radicales®°.

2.5. Envejecimiento de la piel

2.5.1. La piel

La piel es el érgano mas grande en los humanos, su area alcanza 1,6 —
1,8 m? en adultos. La estructura fundamental de la piel se compone de
tres capas de afuera hacia adentro, la epidermis, la dermis y el tejido
subcutaneo (Figura 6). La epidermis tiene un grosor de 0,1 — 0,2 mmy

esta llena de células que incluyen a los queratinocitos epidérmicos.
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Figura 6. Estructura fundamental de la piel®'.

La dermis tiene un grosor de 1-2 mm y contiene menos células que la
epidermis, su matriz extracelular compuesta principalmente de fibras de
colageno, fibras elasticas y sustancia fundamental (matriz extrafibrilar),
son sintetizadas por fibroblastos dérmicos. Los principales componentes
son el colageno, que consiste principalmente en colagenos tipo | y tipo
lll. Los colagenos consisten en proteinas fibrosas que forman una
estructura de triple hélice con tres moléculas de colageno reticuladas
intermolecularmente, lo que lleva a una arquitectura jerarquica de las
matrices de colageno. Otro componente importante de la dermis es la
elastina, que consiste en una fibra elastica, que exhibe propiedades
elasticas no muy diferentes a las de un resorte. Las fibras elasticas, junto
con las fibras de colageno, construyen una arquitectura de red en la
dermis y proporcionan propiedades fisicas para la recuperacion tras la
deformacion de la piel. Los espacios intermedios entre estas estructuras
de proteinas estan ocupados por diversos mucopolisacaridos, como el
acido hialurénico, el sulfato de condroitina y el sulfato de heparan, que
pueden retener abundante agua. La red de circulacion sanguinea opera
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en la dermis, proporcionando oxigeno y componentes nutricionales a la

piel.

El tejido subcutaneo almacena grasas, su grosor varia entre sitios
anatomicos e individuos. Los d&rganos adicionales, conocidos
colectivamente como apéndices, incluyen foliculos pilosos, glandulas
sebaceas y conductos sudoriparos. Las glandulas sudoriparas son
organos independientes y el sudor sintetizado se secreta a la superficie
de la piel a través de los conductos sudoriparos. Las ufas, que se

originan en la epidermis, también se consideran apéndices®'.

2.5.2. Envejecimiento intrinseco y extrinseco

El envejecimiento intrinseco, también llamado envejecimiento verdadero
o cronolégico, ocurre como una consecuencia natural de los cambios
fisiolégicos a lo largo del tiempo. En este caso, la genética individual es
responsable principal, entre otros factores que también estan presentes,

pero tienen menos efecto®.

2.5.2.1. Factores relacionados con el envejecimiento intrinseco

La etnicidad: se relaciona con la diferencia en la pigmentacion.
Los altos niveles de pigmentacion de la melanina protegen de los
efectos acumulativos del fotoenvejecimiento. La piel negra es
mas compacta y tiene una mayor cantidad de lipidos33, se
observé ademas que los sujetos asiaticos desarrollaron arrugas
mas tarde y en menor grado de intensidad en comparacion con

los caucasicos®4.

Variaciones anatdomicas: algunas areas de la piel son mas
delgadas que otros y en esas regiones mas delgadas de la piel,
el envejecimiento se vuelve mas evidente. Esto se observa
especialmente en los parpados, area mas delgada de la piel en el
cuerpo  humano. También hay variabilidad tanto en la
composicién como en la distribucion de lipidos en la piel®.
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Cambios hormonales: los estrogenos influyen en la sintesis de
colageno por los fibroblastos, conducen a la sintesis aumentada
de acido hialurénico, promueven la retencién de agua y aumentan
la matriz extracelular. Condiciones de hipoestrogenismo, como
suele ocurrir en la menopausia, puede tener un efecto profundo
en la piel, porque se vuelve més delgado y menos hidratado?®.

2.5.2.2. Factores relacionados con el envejecimiento extrinseco

El envejecimiento extrinseco se debe a factores controlables y
ocurre en diferentes grados de intensidad, debido a la exposicion
solar, el tabaquismo y la gravedad, asi como otros factores
generales del estilo de vida, como la dieta, el suefio y la salud

general®,

Condiciones ambientales: las altas temperaturas conducen a
un aumento en la evaporaciéon del agua, mientras que las bajas
temperaturas proporcionan endurecimiento y pérdida de agua
reducida a través del mismo mecanismo, incluso con abundante
humedad del aire. La apropiada formacién de proteinas
estructurales y lipidos en la piel depende también de la

temperatura ambiental®’.

Exposicion a la luz del sol: la foto-exposicién induce una
avalancha de cambios moleculares y celulares que
desencadenan un trastorno rapido y dinamico en la piel, a
diferencia de los cambios intrinsecos que ocurren lentamente.
Estas dos formas de envejecimiento son responsables de
diferentes cambios en la piel, actuando también de una manera
sinérgica®®.
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2.6. Actividad antienzimatica
2.6.1. Enzimas de la piel

La actividad de las enzimas, en general, depende de la concentracion
de las mismas, de los sustratos, de la disponibilidad de cofactores, de
otras enzimas (coenzimas) y dos aspectos fundamentales que son la
temperatura y el pH. Cada enzima tiene una temperatura optima de
accion, fuera de este rango la enzima enlentece su velocidad de
reaccion. De igual manera, la actividad enzimatica también esta
regulada por el pH de cada solucion, donde el pH 6ptimo o intervalo de
pH de cada enzima es diferente y, cuando varia, la conformacién de la
enzima se altera, produciéndose un cambio en el estado de ionizacién

de grupos del sitio activo, que ya no es funcional®®.

El colageno y la elastina son proteinas estructurales de la matriz
extracelular. El deterioro o remodelacion de las fibras de colageno y
elastina facilita la angiogénesis y la metastasis, el dano del colageno y
las proteinas de elastina sirven como sensibilizadores adicionales al

estrés foto oxidativo“0.
2.6.1.1. Elastasa

Las fibras de elastina que proporcionan propiedades de
estiramiento y retroceso a la piel se componen
predominantemente de una elastina nucleo (90%) rodeado de
microfibrillas de fibrilina. La elastina se expresa como
tropoelastina hidrofébica soluble, rica en prolina, valina, lisina,
alanina, glicina, leucina e isoleucina, transferido al andamio de
microfibras, y reticulado por la lisil oxidasa y la transglutamida.
Las fibrilinas son ricas en cisteina, altamente unidas a disulfuro
glicoproteinas, con crecimiento epidérmico de union a calcio
factor como dominios. Son secretados en pro-formas,
ensamblado en microfibrillas, y asociado con otras glicoproteinas
asociadas a microfibrillas. La pérdida de fibras de elastina
adecuadas se produce con la exposicidn de la piel a la radiacion
ultravioleta. La radiacion ultravioleta también agota la red de

21



microfibrillas en la capa epidérmica-dérmica y dermis, que

contribuye a las fibras elasticas aberrantes.
2.6.1.2. Colagenasa

Grupo de moléculas muy versatiles por la gran cantidad de
procesos en los que estan implicadas en el organismo, son
enzimas que tienen la capacidad de romper enlaces peptidicos
de colageno a pH fisiologico. Pertenecen a la familia de las
metaloproteinasas de matriz; participan en procesos fisiol6gicos
de los que depende la integridad del colageno o su
reordenamiento. En la piel humana se han identificado tres
colagenasas, MMP-1, MMP-8 y MMP-13, capaces de iniciar la

degradacién de colageno fibrilar de tipo I.

a) MMP-1, es la colagenasa intersticial mas abundante y sus
sustratos moleculares son capaces de degradar el coldgeno de
tipo 1y lll. Su funcidn principal corresponde al recambio normal
de colageno, pero su actividad se incrementa para lograr la
remodelacion de la matriz extracelular durante la cicatrizacién

de las heridas®°.

2.7. La radiacion ultravioleta (UV)

La tierra es continuamente irradiada por fotones de luz provenientes del sol como,
la luz infrarroja (780-5000 nm), luz visible (400-780 nm) y luz UV (290-400 nm).
Aproximadamente el 5% de la energia radiante del sol se emite en el rango UV y
se divide en tres categorias que dependen de la longitud de onda, UVC (200-280
nm), UVB (280-320 nm) y UVA (320-400 nm).

La radiacién UVC: es extremadamente dafina para la piel debido a que estas
longitudes de onda tienen una energia enorme e inducen estrés genotoxico.
Afortunadamente, se evita que la radiacion UVC llegue a la tierra, ya que es

absorbido en gran medida por la capa de ozono atmosférica*': 42.
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La radiacién UVB: constituye solo alrededor del 4-5% de la radiacién UV,
siendo aun asi la mas genotoxica y capaz de causar mucho mas daro celular
que la radiacion UVA, teniendo, sin embargo, menos poder de penetracion que
esta. Actla principalmente en la capa basal epidérmica de la piel, induciendo
guemaduras de sol, inflamacion, dafo en el ADN, estrés oxidativo, produccion
de radicales libres, inmunosupresion, fotoenvejecimiento y cancer de piel*? 43
44,

La radiacion UVA: representa >90% de la radiacién UV total que llega a la
superficie de la tierra*>. Se sabe que penetra mas profundamente en la
epidermis y la dermis y avanza con la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS)%. La exposiciéon crénica a los rayos UVA puede dadar las
estructuras subyacentes de la dermis y causar un fotoenvejecimiento

prematuro de la piel, como la flacidez y las arrugas de la piel#’- 48,
2.7.1. Mecanismo de accidén de la radiacion UV en la piel.

La radiacion UV es uno de los principales causantes de dafio a la piel y
se cree que contribuye a una multiplicidad de consecuencias patoldgicas
como danos en el ADN, inflamacion, produccion de ROS,
inmunosupresién y fotocarcinogénesis*®. La radiacion UVB dafa las
células de la piel a través de mecanismos indirectos por la formacién de
ROS. La sobreproduccion de ROS resulta en estrés oxidativo un
proceso que puede servir como un importante mediador de dafo a las
estructuras celulares, incluyendo lipidos y membranas, proteinas, y
ADN42, 50_

La radiacién UV también causa danos estructurales al colageno, que
incluyen las siguientes acciones: cambios estructurales en la
fenilalanina para generar tirosina (escision estructural del -OH),
descarboxilaciéon (escision estructural de -C-O), abstraccion de
hidrogeno (escision estructural de -N-H), desnaturalizacion térmica y
degradacion oxidativa general®'. Cualquier escisiéon de la cadena, que
se produce en el colageno, tiene el potencial de iniciar efectos de
envejecimiento o acelerar la degradacién, lo que lleva a cambios en la

bioactividad del colageno®2.
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Todos los niveles de organizacidon estructural del coladgeno
experimentan cambios después de la exposicidn a la radiacion UV-254
nm, la triple hélice del coldgeno nativo es el primer objetivo estructural
de la esta radiacién. Durante la etapa temprana de la degradacion del
colageno, caracterizada por la transicion del triple hélice de colageno a
conformacién de espiral al azar, asociada con la pérdida de agua; la
triple hélice ayuda a proteger las cadenas de colageno individuales
contra la escision del péptido. Una vez que se destruye la triple hélice
de colageno, se produce una escision extensiva del enlace peptidico a
través de reacciones de radicales libres (Figura 7).
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Figura 7. Posibles mecanismos de escision de la columna vertebral de
colageno®.

Por lo general, los antioxidantes enddégenos enzimaticos y no
enzimaticos (AO) son capaces de inhibir la accién de ROS; pero a veces
la exposicion excesiva y cronica a la radiacion UV hace que estas
defensas sean inadecuadas, causando muchos efectos adversos, como

el envejecimiento prematuro de la piel y el melanoma’. Como resultado
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de esto, la produccion de colagenasa, gelatinasa y estromelisina-1 se
estimula y conduce al deterioro del colageno, la elastina y otros
componentes de la matriz extracelular dérmica®. La proteina activadora
1 (AP-1) también inhibe el factor de crecimiento transformante-b (TGFb)
que es un importante regulador para la produccion de procolageno tipo
| en la piel humana®. La alteraciéon en la estructura de las fibras
elasticas, posteriormente reduce las propiedades elasticas de la piel y
da como resultado la formacién de arrugas®® (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismos que subyacen a los cambios en la red
tridimensional de fibras elasticas inducidas por la radiacion
GAVE
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2.8. Fotoproteccion

Los productos de proteccién solar estan disenados principalmente para
proteger la piel de los efectos nocivos de la radiacién solar UV. Contienen
moléculas o complejos moleculares que pueden absorber, reflejar o dispersar
los fotones UV. Estos son protectores de pantallas solares. Ademas,
recientemente se han desarrollado nuevas sustancias de proteccidn solar que
previenen, mejoran o incluso reparan el dano de la piel inducido por el sol.
Finalmente, los protectores solares deben ser seguros no solo para los
humanos que los aplican sobre las partes expuestas del cuerpo sino también

para el medio ambiente, que indirectamente los recibe durante la eliminacion®”.

2.8.1. Fotoprotectores quimicos u organicos

Son sustancias de sintesis, generalmente compuestos aromaticos
conjugados con grupos carbonilo, que absorben la energia transportada
por los fotones de las radiaciones UV y, por tanto, pueden considerarse
cromoéforos exdgenos. Estas moléculas excitadas regresan a su estado
inicial liberando el exceso de energia en forma de calor imperceptible,

de fluorescencia o mediante transferencia a moléculas adyacentes®®.

Segun su espectro de absorcidén pueden dividirse en:

Fotoprotectores UVB: incluyen el acido paraaminobenzoico (PABA) y
sus ésteres (padimato A y O), los cinamatos, los salicilatos y el
octocrileno. Todos ellos bloquean de forma eficaz alrededor del 90 % de
las radiaciones UVB en su espectro completo (290-320 nm) y, por tanto,
ofrecen proteccion frente a la quemadura y el eritema inducidos por

estas radiaciones®°.

Fotoprotectores UVA: la mayoria de los filtros de la radiacion UVA
absorben también algo de UVB. Incluyen las benzofenonas, las
antralinas, la avobenzona y el acido tereftaliden-dialcanfor sulfénico
(Mexoryl SX)*.

26



2.8.2. Fotoprotectores inorganicos o pantallas minerales

Son polvos inertes constituidos por pequenas particulas de 180 a 250
nm de dioxido de titanio (TiO2), éxido de cinc (ZnO), 6xido de hierro
(Fe203), 6xido de magnesio (MgQO), mica o talco. La capacidad de estos
minerales de bloquear la radiacion viene determinada por varias
propiedades fisicas que son el indice de refringencia, el tamario de las
particulas y la dispersion segun el espesor de la pelicula®. Sirven como
barrera fisica que refleja y dispersa las radiaciones solares, cualquiera
que sea su longitud de onda. Por esta propiedad también se les ha

llamado filtros fisicos®!.

2.8.3. Protectores solares naturales

Asi, en los ultimos afos se aborda el gran interés de la fotoproteccion
en el uso de productos naturales para su mayor tolerabilidad y por su
impacto ambiental insignificante'. Aunque el envejecimiento
cronolbgico no se puede tratar, el fotoenvejecimiento si se puede tratar
con compuestos o productos con propiedades antioxidantes. Los
antioxidantes, que también son carrofieros de radicales libres, se estan
explorando para prevenir el fotoenvejecimiento debido a su capacidad
para inhibir la expresion y la actividad de las MMP. Estos compuestos,
contrarrestan el dano oxidativo que se produce en nuestra piel en la vida
diaria®?. Los antioxidantes, que a priori poseen tan buenas cualidades
para la fotoproteccion, presentan el inconveniente de ser moléculas muy
reactivas y, por tanto, muy inestables. Por esta razén, su formulacién es
dificil y, ademas, para que sean efectivos han de emplearse a
concentraciones elevadas. Por ultimo, si su funcion es la de barrer los
radicales libres producidos en la piel durante la exposicién al sol, deben
penetrar en ella en profundidad y estar presentes en forma activa
cuando sean generados dichos radicales. Los antioxidantes topicos
proporcionan varias ventajas para la fotoprotecciéon frente a su
administracion oral, ya que actuan directamente sobre la piel, alcanzado

concentraciones suficientes®.
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2.8.4. Estudios de estabilidad

Segun la Monografia de la International Federation of Societies of
Cosmetic Chemists — IFSCC, la prueba de estabilidad es considerada
un procedimiento predictivo, basado en datos obtenidos de productos
almacenados en condiciones que buscan acelerar alteraciones pasibles
de suceder en las condiciones de mercado. Como en todo
procedimiento predictivo los resultados no son absolutos, pero tienen
probabilidad de suceder.

El estudio de la estabilidad de productos cosmeéticos proporciona
informaciones que indican el grado de estabilidad relativa de un
producto en las variadas condiciones a las que pueda estar sujeto desde

su fabricacion hasta su expiracion.

2.8.4.1 Factores que influencian la estabilidad

Cada componente, activo o no, puede afectar la estabilidad de un
producto. Variables relacionadas a la formulacién, al proceso de
fabricacion, al material de acondicionamiento y a las condiciones
ambientales y de transporte pueden influenciar en la estabilidad
del producto. Conforme el origen, las alteraciones pueden ser
clasificadas como extrinsecas, cuando son determinadas por
factores externos; o intrinsecas, cuando son determinadas por

factores inherentes a la formulacion.

a) Extrinsecos: Tiempo, temperatura, luz, oxigeno, humedad,
material de acondicionamiento, microorganismos, vibracion.

b) Intrinsecos: Incompatibilidad fisica, incompatibilidad quimica
(pH, reacciones de oOxido reduccion, hidrélisis, interaccidon
entre los ingredientes de la formulacion, interaccién con el

material de acondicionado)®4.
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Experimental, prospectivo y transversal.

3.1.2. Flujograma del trabajo experimental

| Estudio
* taxondmico

Il i

Obtencion del
extracto !
etandlico

b

|

Evaluaciones

: l + ¥

' ﬁendﬁentq Determinacidn de Evaluacidn Determinacién de i
- contenido de fisicoquimica con la actividad :
polifencles extracto fotoprotectorain |

vifro i

Moecha L Pn:ha de |
fitoguimica Determinacion de estabilidad |
la actividad e !

l S, prellmlnr:;:ﬂ dela !
TP crema base: i
solubiidad Il E=IRoR Y :
Determinacidn de 2

la actividad ]

antienzimatica i

- - - i

Analisis estadistico y

discusion de resultados




3.2. Materiales

3.2.1. Materiales de laboratorio

Materiales de vidrio (tubos de ensayo, placa de toques, matraces,
probetas, vasos de precipitado, fiolas, pipetas, luna de reloj,
embudos, baguetas)

Materiales de plastico (espatulas, cubetas, gradillas, embudo, puntas
para micropipeta)

Materiales de fierro (soporte universal, pinzas)

Materiales de ceramica (embudo Buchner, mortero)

Cubeta de cuarzo,

Utiles de seguridad personal (guantes de latex, mascarilla simple,
lentes de proteccidén, mandil).

Otros (papel Whatman N°42, papel filtro, papel de aluminio, algodén)

3.2.2. Equipos

Evaporador rotatorio DLAB RE 100-Pro.

Bomba de vacio VAS ES FEMIPARI KTSZ SZEGED.

Balanza analitica OHAUS sensibilidad 0,1 mg.

Centrifuga SMART R17.

Espectrofotémetro GENESYSTM 10S UV-VIS.

Cocinilla eléctrica.

Refrigeradora Samsung Modelo ES21HKLMR.

Estufa acoplada a un termdémetro Labor Muszeripari Muvek
(Esztergom) modelo 68-33884.

Bano maria Memmert, ultrasonido ULTRASONS-H, pHmetro MILL
WAUKEE- MI-151.

Micropipeta marca CAPP DENMARK capacidades: 20-100uLy 100-
1000pL.
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3.2.3. Reactivos

- Reactivos quimicos:

o

©)

©)

o

o

reactivo de Folin-Ciocalteu,

carbonato de sodio,

acido galico,

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),

etanol 96°,

metanol,

n-butanol,

B,B’- azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS),
persulfato de potasio,

acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico
(Trolox®)

buffer THAM Sigma 7-9® 0.1 M pH 8.0, buffer fosfato 0.1 M
pH 6.5,

N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (AAAPVN),

buffer Tris-Glicine 50mM con 400mM NaCl y 10mM CaClz pH
7.5,

N-[3-(2- furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA),

acido formico 10 %,

formol neutro.

Los reactivos son de grado analitico y se adquirieron de las casas
comerciales MERCK y SIGMA.

- Reactivos bioldgicos:

©)

o

enzima elastasa pancréatica porcina,
enzima colagenasa de Clostridium histolyticum.

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y se obtuvieron
de las casas SIGMA y MERCK.
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3.3. Métodos

3.3.3.

3.3.4.

3.3.5.

Colecta e identificacion del material biologico

Los frutos de la especie Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo
se recolectaron en el Departamento de Amazonas, Provincia de
Chachapoyas, Distrito de Granada ubicado a 3 013 metros de altitud,
con temperatura promedio de 182C y humedad relativa de 74%'” el 7 de
enero del 2018. La clasificacion taxonomica se realizé en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Obtencion del extracto

El material recolectado fue lavado con agua destilada para limpiarlo de
tierra e impurezas y desinfectado con alcohol. Un aproximado de 695 g
del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo,
previamente disminuidos de tamafo, fueron macerados en 1000 mL de

etanol de 96° durante 15 dias, al amparo de la luz y el calor.

Posteriormente se filtr6 el extracto al vacio, hasta agotamiento, con
papel Whatman N° 42 y se concentrd en un evaporador rotatorio a una
temperatura de 45°C.

Prueba de solubilidad

El extracto se sometié a un ensayo de solubilidad con solventes de
polaridad creciente: éter de petréleo, n-butanol, etanol, metanol, agua
destilada. Se agité y observd los resultados.

3.3.6. Marcha Fitoquimica

La marcha fitoquimica del extracto se realizé empleando reactivos de

coloracion y precipitacién®®,
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3.3.5. Determinacion del contenido de polifenoles totales por el método
de Folin-Ciocalteu

3.3.5.1. Fundamento

El método se basa en la determinacién fotocolorimétrica usando
el reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual contiene molibdato y
tungstato sodico que al reaccionar con los fenoles forma el
complejo fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdicofosfotungstico en éxidos, cromoégenos de color
azul intenso, de tungsteno (Ws Oz3) y molibdeno (Mos Oz23) que

tienen un maximo de absorcion a 765 nm.
3.3.5.2. Preparacion de la muestra

Se pesd 0,2g de muestra en 5mL de metanol al 70% a 70°C. Se
agité por 10 minutos se enfri6 a temperatura ambiente y se
centrifugd a 350 rpm por 10 minutos. Luego se separd el
sobrenadante en un tubo graduado. Se ajusto el volumen a 10mL
con metanol al 70% frio. Se diluyé 4mL del extracto con agua
hasta 100mL.

3.3.5.3. Procedimiento

En un tubo de ensayo se coloc6 100 uL de la muestra problema
y 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 0,2N. Se agreg6 400 pL de
carbonato de sodio 7,5% w/v. Se agitdé y dejé en reposo durante
una hora en oscuridad. Finalizado el tiempo, se ley6 la
absorbancia en un espectrofotometro de luz UV-Vis a 765nm

contra agua.

El valor de los polifenoles totales sera expresado como
equivalentes de acido galico/ g de material®®.
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3.3.6. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de 2, 2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

3.3.6.1. Fundamento

El radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) es de
coloracion violeta; en presencia de una sustancia captadora de
radicales libres el compuesto reacciona y se decolora a
amarillo pélido. La reduccion del reactivo es seguida midiendo
la disminucién de la absorbancia espectrofotométricamente a
517 nm. La actividad antioxidante de una muestra expresa el
IC50 (concentracion minima necesaria para inhibir en un 50 %
al DPPH).

3.3.6.2. Preparacion de la muestra

Se realizaron diluciones de la muestra a las concentraciones
de 16,67, 50, 116,67, 183,33, 250 ug/mL, haciendo uso de
etanol de 96° como solvente.

3.3.6.3. Preparacion de la solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH)

Se pesé 20mg de DPPH y se disolvié en 50mL de metanol para
obtener una solucién stock. Se prepar6 la solucién de trabajo
de DPPH, midiéndose 1,7 mL de la solucién stock de DPPH
para llevarlo a un volumen final de 20 ml con metanol, se medio
la absorbancia final a una longitud de 517 nm para obtener
absorbancia entre 0,600 — 0,700 nm % 0.02.

3.3.6.4. Procedimiento

Luego de la obtencion de la solucién de trabajo DPPH. Se
calibr6 el espectrofotometro con un blanco que contiene 400uL
del solvente de la muestra problema y 800uL de metanol. En
un tubo de ensayo se coloc6 400uL de la muestra problema y
800uL de la solucién de trabajo de DPPH, se procedié a agitar
y dejar en reposo durante 30 minutos alejado de la luz. Se ley6
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las absorbancias a 517nm y se realizd el mismo procedimiento
para el control de DPPH en donde se reemplaza la muestra
problema por su solvente, asi lo mismo para la sustancia
patrén Trolox. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de acuerdo

a la siguiente formula:

% Inhibicion = (Abs.DPPH-Abs.muestra) / (Abs.DPPH) x100

Se determind el valor TEAC segun la siguiente férmula:

TEAC =IC 50 Trolox pg/mL /IC 50 DPPH muestra mg/mL

3.3.7. Determinacidén de la actividad antioxidante por el método de B, B’-

azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS**)
3.3.7.1. Fundamento

El radical catibnico ABTS** es un cromo6foro de color verde
azulado que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se
genera por una reaccién de oxidacion del B, B’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) con persulfato de potasio.
En presencia de una sustancia captadora de radicales libres el
compuesto reacciona y se decolora a amarillo palido. La
reduccion del reactivo es seguida midiendo la disminucion de la
absorbancia espectrofotométricamente a 734 nm. La actividad
antioxidante de la muestra se expresa en IC50 (concentracién
minima necesaria para inhibir en un 50 % el ABTS**).
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3.3.7.2. Preparacion de la muestra

Se realizaron diluciones de la muestra a las concentraciones de
40, 80, 120, 160 pg/mL, haciendo uso de etanol de 96° como

solvente.

3.3.7.3. Preparacion de la solucion stock de B, P’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulféonico) (ABTS**)

Se preparé una solucién stock de ABTS** 7Mm, para su
activacion se anadié persulfato de potasio para una
concentracion final de 2,45 mM y se dejo reaccionar por 16
horas a temperatura ambiente y alejado de la luz. Finalmente,
se diluydé la solucion stock de ABTS** en agua bidestilada
hasta obtener una absorbancia de 0,7 + 0,02 a 734 nm®’.

3.3.6.4. Procedimiento

Luego de obtener la solucion de trabajo ABTS**, se calibré el
espectrofotometro con un blanco que contenia 20uL del
solvente de la muestra problema y 980uL de agua bidestilada.
Se coloco en un tubo de ensayo 20uL de la muestra problema
y 980uL de la solucién de trabajo de ABTS**. Posteriormente
se agitdé y dej6 en reposo durante 7 minutos alejado de la luz.
Se leyé las absorbancias a 734 nm, realizando el mismo
procedimiento para el control de ABTS** en donde se
reemplaza la muestra problema por su solvente. Se calculé el

porcentaje de inhibicién de acuerdo a la siguiente férmula:

% Inhibicién = (Abs.ABTS-Abs.muestra) / (Abs.ABTS) x100

Se determiné el valor TEAC segun la siguiente formula:

TEAC = IC 50 Trolox pg/mL /IC 50 ABTS muestra mg/mL
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3.3.8. Determinacion de la actividad anticolagenasa
3.3.8.1. Fundamento

Se determina la capacidad de una muestra de inhibir la actividad

de la enzima colagenasa en la siguiente reaccion:

COLAGENASA

FALGPA > FAL + Gly-Pro-ALA
Donde:
FALGPA = N-[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala
FAL = N-[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu

La inhibicion de la enzima colagenasa se demuestra al obtener
menor cantidad del producto de reaccién para lo cual se mide su

absorbancia a 348 nm.
3.3.8.1. Procedimiento

En un tubo de ensayo con 100uL de la muestra de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo y 210uL de la soluciéon de
enzima colagenasa de Clostridium histolyticum, se incub6
durante 15 minutos a temperatura de 37°C. Se agreg6 190uL de
la solucion del sustrato N-[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA), e incubd durante 5 minutos a temperatura de 37°C
para que la reaccion enzima-sustrato se lleve a cabo. Se anadié
una gota de acido féormico 10% para detener la reaccidén enzima-
sustrato; por ultimo, se ley6 las absorbancias en un
espectrofotometro de luz UV-Visible a una longitud de onda de
348nm®8,

% Inhibiciéon = (Abs.control-Abs.muestra) / (Abs.control) x100
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3.3.9. Determinacion de la actividad antielastasa
3.3.9.1. Fundamento

Se determina la capacidad de una muestra problema de inhibir la

actividad de la enzima elastasa en la siguiente reaccion:

ELASTASA

SucAlas-pNA + H20 - SucAlas + pNA
Donde:
SucAla3-pNA = N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide
SucAla3 = N-succinyl-Ala-Ala-Ala

La inhibicién de la enzima elastasa se demuestra siguiendo la
liberacion de p-nitroanilide, el cual presenta una coloracién

amarillo palido y su absorbancia se mide a 410 nm.
3.3.9.2. Procedimiento

Se colocd en tubo de ensayo 100uL de buffer THAM, pH 8.0 y se
agregd6 50uL de la muestra problema con 100puL de la solucién de
trabajo de enzima elastasa pancreatica porcina (concentracion en
tubo de reaccion de 1ug/mL), se incubd durante 15 minutos a
temperatura de 34°C. Se agregd 250uL de la solucién del sustrato
N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (AAAPVN, concentracion en
tubo de reaccion de 0,8mM). Se incubd durante 11 minutos a
temperatura de 34°C para que la reaccion enzima-sustrato se
lleve a cabo. Con una gota de acido féormico 10% se detuvo la
reaccion enzima-sustrato. Se leyé las absorbancias en un
espectrofotometro de luz UV-Visible a una longitud de onda de

410nm®8,
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Se calculé el porcentaje de inhibicion de acuerdo a la siguiente

formula:

% Inhibicion = ((Abs.control-Abs.muestra)) / (Abs.control) x100

3.3.10. Pre-formulacién de cremas dermocosméticas

Se elaboraron tres cremas conteniendo el extracto etandlico a
concentraciones de 1, 3 y 5% respectivamente. Tal como muestra la

Tabla 4. El proceso de fabricacion se encuentra en el Anexo 2.

Tabla 4. Pre-formulacion de las cremas dermocosmeéticas del extracto
etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Crema Crema Crema
PRE - FORMULACION | Crema | base + | base + base +
base | extracto | extracto | extracto
al 1% al 3% al 5%
1 ETAPA
agua desionizada X X X X
lanette SX X X X X
vaselina liquida X X X X
palmitato de isopropilo X X X X
carbomer X X X X
Phenoxyethanol (and)
Methylparaben (and)
Ethylparaben (and)
Propylparaben (and) X X X X
Butylparaben (and)
Isobutylparaben
trietalonamina X X X X
Pentaerythrityl Tetra-di-t-
butyl X X X X
Hydroxyhydrocinnamate
EDTA X X X X
2 ETAPA
Crema base - 19.2 17.6 16
Extracto de
Vascoencellea - 0.2 0.6 1
weberbaueri
Propilenglicol - 0.6 1.8 3
Total 20 20 20
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3.3.10.1.

3.3.10.2.

Analisis organoléptico y fisicoquimico del producto
terminado

Se realiz6 el andlisis organoléptico y fisicoquimico de las
formulaciones tomando en cuenta el aspecto, color, olor y pH.

Determinacion de pH

Se prepararon soluciones acuosas de las formulaciones al
10% p/v. Las muestras fueron calentadas a 70 °C por 5
minutos, enfriadas a temperaturas ambiente y filtradas en
papel filtro. Se determind el pH del filtrado utilizando un pH

metro digital®®.

3.3.11. Estabilidad preliminar

3.3.11.1.

3.3.11.2.

Prueba de Centrifugacion

Las cremas elaboradas fueron sometidas a 3 000 rpm durante
30 minutos a condiciones ambientales para verificar si se
mantiene estable la formulacibn o si requiere una nueva
reformulacién antes de iniciar con la prueba de estabilidad

preliminar.
Condiciones de almacenamiento:

- El producto se acondicion6 en frascos de vidrio neutro,

transparente, con tapa hermético.

- La cantidad del producto no debia superar los dos tercios del
volumen del frasco y se debe evitar la incorporacién de aire.

- La duracién del estudio fue de 15 dias.

Generalmente las muestras son sometidas a calentamiento en
estufas, enfriamiento en refrigeradores y a ciclos alternados de

enfriamiento y calentamiento.
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o El valor adoptado para temperaturas elevadas fue:
G1:T=45zx2.

e El valor adoptado para bajas temperaturas fue:
G2: T=-5zx2.

e El valor adoptado para los ciclos fue:

G3:24 horasa45+2°Cy24 horasa-5+2°C -
durante 15 dias (6 ciclos)®.

3.3.12. Determinacion in vitro del Factor de Protecciéon Solar (FPS) por el

método de Mansur y col. y Sayre y col.

El FPS se evalu6 en el rango de 290 a 320 nm (rango UVB), mas no
en el rango UVA ni UVC. Para obtener las muestras diluidas de las
formulaciones (0,2 mg/mL), se pesd 1,0 g de las formulaciones y se
transfirié a un matraz aforado de 100 ml con 50 mL de etanol, se agité
por 5 minutos, y luego se diluy6 a volumen con etanol; se homogeniz6
y filtré descartando los primeros 10 mL. Una alicuota de 5,0 mL del
filtrado se transfirié a un matraz aforado de 50 mL y se diluyé a volumen
con etanol. Luego una alicuota de 5,0 mL de la dltima dilucion se

transfirié a un matraz aforado de 25 mL y se llevé a volumen con etanol.

FPS=FCx2>° xEE (A x| (\) x Abs (A)

290

Donde:

FPS = Factor de Proteccién solar

FC = 10 (factor de correccion)

EE (A) = Efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda A
I (A\) = Intensidad del sol en la longitud de onda A

Abs (M) = Absorbancia de la solucidn en la longitud de onda A
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Las absorbancias de las soluciones fueron determinadas en el rango de

290 a 320 nm, con intervalos de 5 nm (Ver Tabla 5), utilizando una

cubeta de cuarzo de 1cm. Los analisis son realizados por triplicado y el

FPS es calculado de acuerdo con la ecuacion desarrollada por Mansur

y col.”0.

Tabla 5. Relacién entre el efecto eritemogénico (EE) y la intensidad de

radiacion (I) de cada longitud de onda (A)°.

Longitud
deonda | 290 295 300 305 310 315 320 | TOTAL
(nm)
EE (A) x
L) 0,0150 | 0,0817 | 0,2874 | 0,3278 | 0,1864 | 0,0839 | 0,0180 | 1,000

3.4. Analisis estadistico

Se realizd la aplicacion de andlisis de varianza (ANOVA) para ver si todos los

grupos presentaban diferencia significativa en la evaluacién de la actividad

antioxidante y antienzimatica a través del método de tuckey con un nivel de

confianza de un 95%. Se usé el programa SPSS version 23.
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IV. RESULTADOS

4.1. Estudio Farmacognodsico
4.1.1. Ensayo organoléptico

Tabla 6. Caracteristicas organolépticas del extracto etandlico de los
frutos de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Caracteristicas Especificacion
Aspecto Liquido parduzco
Color Anaranjado
Olor Caracteristico

4.1.2. Rendimiento del extracto

Tabla 7. Rendimiento del extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo

Cantidad de | Cantidad de .
Muestra muestra extracto Rend(l;l)lento
fresca (g) obtenido (g) i
Vasconcellea
weberbaueri
(Harms) V.M. 695 16,35 2,35
Badillo

4.1.3. Solubilidad del extracto

Tabla 8. Prueba de solubilidades del extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Solvente Solubilidad
Agua ++
Metanol ++
Etanol +++
n-butanol -
1,2-diclorometano -
Eter etilico -

Leyenda: (++++) alta evidencia; (+++) mediana evidencia;

(+) poca evidencia; (-) negativo.
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4.2. Estudio fitoquimico

Los resultados obtenidos del estudio fitoquimico se muestran a continuacion:

Tabla 9. Marcha fitoquimica del extracto etandlico de Vasconcellea

weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

METABOLITOS

PRUEBA SECUNDARIOS RESULTADO | CALIFICACION
FeCls Compqestos Coloracion oy
fendlicos verde o azul
. : Coloracion
Shinoda Flavonoides rojiza intensa +++
. . Ligeramente
Gelatina Taninos blancuzco +
Lieberman - Triterpenoides Anillo pardo +++
Burchard Esteroides Coloracion i
rojiza a verde
Indice de Saponinas 1cm N
espuma P persistente
Borntrager Antraquinonas Color rojo +
. Precipitado
Dragendorff Alcaloides naranja -
Bertrand Alcaloides - -
Wagner Alcaloides - -
. Precipitado
Mayer Alcaloides blanco -

Leyenda: (++++) alta evidencia; (+++) mediana evidencia; (+) poca

evidencia; (-) negativo.
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4.3. Determinacion de polifenoles totales Método de Folin-Ciocalteu

El contenido de polifenoles se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Contenido de polifenoles del extracto etandlico de Vasconcellea

weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Parametros Resultados
0,333
Absorbancias 0,331
0,404
Promedio absorbancias 0,356
GAE (ug/ L) 58,69
mg GAE/ g Extracto 7,355

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Absorbancias

0,2

0,1

Curva de calibracidn de acido galico

y =0,0059x + 0,0097
R?=0,9989

0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracion de acido galico (pug/mL)

Figura 9. Curva de Calibracién del estandar de acido galico.

El resultado obtenido en nuestra investigacién es de 7,355 mg GAE/g extracto

en comparacion con nuestro estdndar de acido galico.
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4.4.

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

En la tabla 11 se muestra los resultados de los ensayos de la actividad
antioxidante del extracto alcohdlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms)
V.M. Badillo.

Tabla 11. Resultados de la actividad antioxidante Trolox por el método DPPH

Concentracion S oo
del Absorbancia ubiclonlive) IC 50 (ug/mL)
DPPH
Trolox (pg/mL)
0 0,4706 0
1 0,3583 23,8631
IC 50 = 2,155
1,67 0,2878 38,8440
3,33 0,1082 77,0080

Tabla 12. Resultados de la actividad antioxidante del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo por el método de

DPPH.
Concentracion Inhibicion
del extracto Absorbancia o IC 50 (ng/mL)
(%) DPPH
(pg/mL)
0 0,4149 0
16,67 0,3644 12,1555
50 0,3374 18,6791
IC50 =158,303
116,67 0,2415 41,7811
183,33 0,1763 57,5078
250 0,1033 75,1024

El IC50 fue 158,303 pg/mL para el extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo y del Trolox 2,155 pug/mL. El valor TEAC fue
13,6131 mg Trolox/g muestra para el extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo (Figuras del 10 — 11).
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Concentracion

y = 23,046x + 0,3415
R?=0,9999
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Concentracion Trolox pg/mL

Figura 10. Grafica de dispersion entre solucidén patron de Trolox versus %

de inhibicién del radical DPPH.

% Inhibicion

Grafica de dispersion % Actividad Antioxidante vs
Concentracion

y =0,2973x + 2,9363
R?=0,9913

50 100 150 200 250 300
Concentracion pug/mL

Figura 11. Grafica de dispersion entre concentraciones del extracto

etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo
versus % de inhibicion del radical DPPH.
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4.5. Acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS°+)

En la tabla 13 se muestra los resultados de los ensayos de la actividad
antioxidante del extracto alcohdlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.
Badillo.

Tabla 13. Resultados de la actividad antioxidante Trolox por el método

ABTS™.
Concentracion | Absorbancia | Inhibicion (%) IC 50
Trolox (pg/mL) a 734 nm ABTS'* (ng/mL)
0 0,698 0

0,8 0,584 16,2583

16 0,479 31,3512 |2C55322=

2,4 0,373 46,4919

3,2 0,252 63,9108

Tabla 14. Resultados de la actividad antioxidante del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo por el método

ABTSe+.
Concentracion Inhibicion (%)
del extracto Absorbancia ABTS™ IC 50 (ng/mL)
(pg/mL)
0 0,6471 0
40 0,5338 17,5131
IC50
80 0,3607 44,2619 -98,5051
120 0,236 63,5315
160 0,1426 77,9644

El IC50 fue 98,5051 pg/mL para el extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo y del Trolox 2,5312 pg/mL. El valor TEAC
fue 25,6961 mg Trolox/g muestra para el extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo (Figuras del 12 — 13).
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Figura 12. Gréfica de dispersion entre solucion patron de Trolox versus % de

inhibicion del radical ABTS°+.
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Figura 13. Gréfica de dispersion entre concentraciones del extracto

etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo
versus % de inhibicién del radical ABTS ™.
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4.6. Determinacion de la actividad anticolagenasa

En la tabla 15 se muestra el porcentaje de inhibicién de la enzima colagenasa
del estandar Galato de epigalocatequina EGCG y en la tabla 16 se muestra los
resultados de los ensayos de la actividad anticolagenasa del extracto etandlico
de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicion de la enzima colagenasa del estandar
galato de epigalocatequina (EGCG)

Concentracion Absorbancia o G IC 50
(ng/mL) muestra ol (ng/mL)
0 0,828 0
80 0,664 19,850
216,991
160 0,497 39,940
250 0,364 56,04

Tabla 16. Porcentaje de inhibicidn de la enzima colagenasa del extracto

etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Concentracion
extracto etandlico
de Vasconcellea Absorbancia | G s IC 50
weberbaueri muestra o lalE (mg/mL)
(Harms) V.M.
Badillo. (mg/mL)
0 0,693 0
0,5 0,598 13,720
1,388
1 0,456 34,093
1,5 0,305 55,994

Con relacion al porcentaje de inhibicion de enzima colagenasa de galato de
epigalocatequina (EGCGQG) y del extracto etandlico; éste tltimo mostré un IC50
de 1,388 mg/mL; y la EGCG un valor de 216,991 pg/mL.
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Curva de Inhibicion de la enzima colagenasa - EGCG
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Figura 14. Curva de inhibicidén de colagenasa del estdndar galato de
epigalocatequina (EGCG)

Curva de Inhibicidn de la enzima colagenasa -
Vasconcellea weberbaurie (Harms) V.M. Badillo
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Figura 15. Curva de inhibicion de colagenasa del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.



4.7. Determinacion de la actividad antielastasa

En la tabla 17 se muestra el porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa del
estandar Galato de epigalocatequina EGCG y en la tabla 18 se muestra los
resultados de los ensayos de la actividad antielastasa del extracto etandlico de

Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Tabla 17. Porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa del estandar galato

de epigalocatequina (EGCG).

Galato de
epigalocatequina Absorbancia % Inhibicion IC 50 (ug/mL)
(ng/mL)
0 0,110 0
5 0,083 24,50
12,1266
10 0,065 40,91
15 0,043 60,91

Tabla 18. Porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa del extracto etandlico
de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Concentracion
extracto etandlico
de Vasconcellea Absorbancia ° G
N - % Inhibicion IC 50 (mg/mL)
(Harms) V.M.
Badillo (mg/mL)
0 0,3586 0
2 0,2875 19,8132
4,9278
4 0,2081 41,9688
6 0,143 60,1308

Con relacién al porcentaje de inhibiciobn de enzima elastasa de galato de
epigalocatequina (EGCG) y del extracto etandlico la enzima elastasa del
extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo; éste
ultimo mostré un IC50 de 4,9278 mg/mL;y la EGCG un valor de 12,1266 pg/mL.

52



Curva del estandar galato de epigalocatequina
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Figura 16. Curva de inhibicion de elastasa del estandar de galato de
epigalocatequina (EGCG).

Curva de Inhibicion de la enzima colagenasa -
Vasconcellea weberbaurie (Harms) V.M. Badillo
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Figura 17. Curva de inhibicién de elastasa del extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.



4.8. Pre-formulacion de la crema.

En el Anexo 2 se observa el método de fabricacidn para las cremas elaboradas
al 1, 3y 5% a partir del extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms)

V.M. Badillo.

4.8.1. Caracteristicas organolépticas de la crema

Tabla 19. Caracteristicas organolépticas de la crema elaborada a base

del extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms)

V.M. Badillo.
CARACTERISTICAS 1% 3% 5%
Aspecto Crema Crema Crema
Color Blanco Amarillo Marrén miel
amarillento parduzco
Olor Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico

4.8.2. Caracteristicas fisicoquimicas

Tabla 20. pH de las cremas elaboradas a base del extracto etandlico de

Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

CARACTERISTICAS 1% 3% 5%
pH 4,38 4,60 4,72
4.8.3. Solubilidad de la crema
Tabla 21. Prueba de solubilidad de la crema.
metanol- Etanol-
agua | etanol | metanol etanol DMSO n-butanol
- ++ + ++++ +++
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4.9. Determinacion in vitro del factor de proteccion solar (FPS).

En la tabla 22 se observan valores de FPS de 0,4428 para la crema al 1%,
0,5565 al 3% y 0,5892 para el 5% y en la tabla 25 se observa valores de la
crema al 5% luego del proceso de estabilidad preliminar.

Tabla 22. Valores FPS in vitro de las cremas elaboradas a las concentraciones

de 1,3y 5%.

A |EE(N)x FORMULACIONES
(nm) I(A) C C1 (1%) C2 (3%) C3 (5%)
290 | 0,0150 0,0449 0,0474 0,0620 0,0648
295 | 0,0817 0,0435 0,0464 0,0582 0,0627
300 | 0,2874 0,0426 0,0451 0,0566 0,0605
305 | 0,3278 0,0415 0,0440 0,0552 0,0589
310 | 0,1864 0,0408 0,0431 0,0550 0,0565
315 | 0,0839 0,0403 0,0429 0,0528 0,0552
320 | 0,018 0,0397 0,0425 0,0527 0,0542
FPS 0,4177 0,4428 0,5565 0,5892
SD 0,0002 0,0003 0,0008 0,0002
FPS final 0,4177 0,4428 + 0,5565 * 0,5892+
0,0002 0,0003 0,0008 0,0002

DETERMINACION DEL FPS DE LAS CREMAS
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

FACTOR DE PROTECCION SOLAR

C C1 c2 C3
FPS 0,4177 0,4428 0,5565 0,5892

CONCENTRACION %

Figura 18. Nivel ascendente del FPS en cuanto a las concentraciones
1, 3y 5% de las cremas en comparacion con la crema

base.
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4.9.1.

Estabilidad preliminar de la crema al 5%

Los resultados de la evaluaciéon de las cremas con extracto etandlico de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo (5 %) se muestran en

la tabla 23.

Tabla 23. Resultados de la estabilidad preliminar de las cremas al 5%;
a-51+2°, 45 £ 2y enciclos de 24 horas (ciclos 45 +2°C y

4 + - 5°C).

CREMA AL 5% Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo

pH Centrifugacion
T® Dias | Aspecto | Color | Olor 20,1 (Separacion de
°C fases)
0 Cr Mc Ca 4,77 | No hubo separacion
3 Cr Mc Ca 5,46
549G 6 Cr Mc Ca 4,84
9 Cr Mc Ca 4,88 -
12 Cr Mc Ca 4,92
15 Cr Mc Ca 4,80
0 Cr Mc Ca 4,77 | No hubo separacion
3 Cr Mc Ca 5,05
o 6 Cr Mc Ca 5,22
4ox2 9 Cr | Mc | Ca | 540 :
12 Cr Mc Ca 4,81
15 Cr Mc Ca 4,79
0 Cr Mc Ca 4,77 | No hubo separacion
_ 3 Cr Mc Ca 4,78
Seos ot e Cr | Mc | Ca | 499
50G 9 Cr Mc Ca 5,04 -
12 Cr Mc Ca 5,16
15 Cr Mc Ca 5,20

Leyenda: Cr: Crema, Mc: Marrén claro, Ca: Caracteristico
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Tabla 24. Valores FPS in vitro de la crema al 5% luego del proceso de

estabilidad preliminar.

A FORMULACIONES
EE (A) x I(A)
(nm) G1 (5%) G2 (5%) G3 (5%)
290 0,0150 0,0285 0,0292 0,0288
295 0,0817 0,0260 0,0261 0,0257
300 0,2874 0,0228 0,0226 0,0221
305 0,3278 0,0256 0,0294 0,0288
310 0,1864 0,0243 0,0267 0,0261
315 0,0839 0,0234 0,0233 0,0236
320 0,018 0,0213 0,0246 0,0215
FPS promedio 0,2437 0,2609 0,2556
SD 0,0047 0,0006 0,0002
EPS final 0,2428 + 0,2609+ | 0,2556 +
0,0047 0,0006 0,0002
Donde:
G1: T=45+2.
G2: T=-5+2.

G3: T=24 horasa45+2°Cy 24 horas a -5 =+ 2 °C — durante
15 dias (6 ciclos).
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V. DISCUSION

En la extraccion eficiente de metabolitos activos para el presente trabajo se utilizé
etanol de 96° como solvente por el método de maceracién, asi mismo se hizo uso de
un evaporador rotatorio para condensar el producto. Teniendo asi un rendimiento de
extraccion de 2,35 % p/v. Estudios realizados con la pulpa de la fruta de Vasconcellea
pubescens procedente de Chile, mostraron un rendimiento de 3,4 % p/v como
extraccion inicial, utilizando el método de maceracidén por una hora con metanol y
filtracion a presion reducida por debajo de los 50°C, liofilizandose la muestra
representativa del extracto®. El método de concentracion al vacio por evaporador
rotario es ideal para las muestras que contengan en su concentracién solventes

volatiles a baja temperatura para evitar su degradacion.

El resultado obtenido en este estudio en la cuantificacion de polifenoles totales de
Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo por el método de Folin — Ciocalteu
fue de 7,355 mg GAE/ g. En un estudio similar, en el que se trabajé con el fruto de
Vasconcellea pubescens, obtuvieron un valor de 1,291 mg de GAE/ g evaluado por el
método de HPLC'® mucho menor al nuestro; hay que mencionar que un limitante del
método de FC es que otros compuestos puedan estar presentes en la muestra para
donar electrones, lo cual provoca una sobreestimacidn de las propiedades reductoras
y dificulta la comparacion directa con diferentes tipos de compuestos fendlicos”'-72. El
tamizaje fitoquimico del presente trabajo registré gran presencia de flavonoides con
el ensayo de Shinoda, esto indicaria que dichos compuestos serian los principales

representantes en el ensayo de polifenoles.

En identificacion de compuestos polifendlicos para la especie Vasconcellea
pubescence, perteneciente a la familia Vasconcellea, se identific6 19 compuestos
fendlicos por HPLC con deteccion UV y ESI-MS-MS aislando los glucésidos de
quercetina; rutin y manghaslin usando DPPH®. Asi mismo Rutin es considerado un
buen antioxidante debido a su capacidad para unir radicales libres e iones metalicos.
Ademas, rutin es capaz de quelar iones de hierro (valencia Il y Ill) los cuales pueden
iniciar la formacioén de radicales libres de oxigeno”3, siendo la aglicona de la rutina la
gue ejerce un efecto protector al unirse a los radicales libres y desestabilizarlos*®.
Diversos trabajos relacionan la capacidad antioxidante con el contenido de fenoles
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totales”7%; ya que cada componente fendlico puede contribuir de forma y proporcién
diferente.

Normalmente, los métodos espectrofotométricos se emplean para realizar el analisis
de polifenoles porque proporcionan una estimacion del contenido total de polifenoles
en la muestra o su capacidad antioxidante relativamente rapida, pero estos métodos
no son especificos de polifenoles y se necesitan técnicas analiticas avanzadas. En
general, los métodos para analizar los polifenoles deben ser simples, rapidos,

ambientalmente sostenibles e integrales””.

Se identific6 también una alta presencia de triterpenoides para nuestro extracto
etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo por el ensayo de
Lieberman-Buchrdart debido a la presencia de una coloracion rojo-naranja intenso
con un anillo pardo. En un estudio en nuestro pais relacionado a la familia, para
Vasconcellea candicans se identificé también triterpenoides en la pulpa y cascara del
fruto’8. Los efectos bioldgicos correspondientes de tales terpenoides son muy
diversos y se pueden resumir de la siguiente manera: efectos antiinflamatorios,
hepatoprotectores, analgésicos, antielastasa, antimicrobianos, antimicéticos,

virostaticos, inmunomoduladores y ténicos’®.

Se realizd la determinacion de actividad antioxidante total del extracto etandlico, por
dos métodos in vitro, el primero fue segun el método 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH), los resultados de capacidad antioxidante fueron expresados como
porcentaje de inhibicién (IC50), el cual fue de 158,303 ug/mL y en comparacion con
el patrén Trolox, el valor TEAC fue de 13,6131 mg Trolox/g muestra, segun el método
ABTS** el IC50 fue de 88.2166 ug/mL y su valor TEAC fue 28,693 mg Trolox/g
muestra. En un estudio en el que trabajaron con el fruto de Vasconcellea pubescence,
evaluaron la actividad antioxidante, los resultados arrojaron para el método de DPPH
20.6mM TE/100 g FW que equivaldria a 81,22 mg Trolox/g muestra'?, evidenciando
que el extracto que trabajaron obtuvieron mayor cantidad de actividad antioxidante
por el método DPPH, esto se debe a que el estudio en comparacion cuantifico la
actividad antioxidante por medio de HPLC, método moderno que tiene mejor

rendimiento y mejor calidad que los métodos convencionales’”.

Debido a que las proteinasas tales como elastasas y colagenasas juegan un papel

clave en la remodelacion y mantenimiento de la integridad de la matriz extracelular,
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los agentes capaces de inhibir estas proteinasas pueden tener efectos
antienvejecimiento en érganos tales como la piel®?, en base a esto se realizaron las
pruebas antielastasa y anticolagenasa usando como patrén a galato de
epigalocatequina (EGCQ) aislado del té verde Camellia sinensis, son inhibidores de
la colagenasa y la elastasa, estos son poderosos bioflavonoides con una fuerte
actividad antioxidante, en relacién al porcentaje de inhibicién de la enzima elastasa
con galato de epigalocatequina (EGCG) y el extracto etandlico, mostré para la
sustancia patron EGCG un IC50 igual 918 ug/ml y para la muestra 1,3885 mg/ml. Y
en relacion al porcentaje de inhibicion de la enzima colagenasa de galato de
epigalocatequina (EGCG) resulté en un valor de 12,1266 mg/ml, y para la muestra de
Vasconcellea weberbaueri indico un valor de 5,4118 mg/ml. Lo que revela una buena

actividad antienzimatica para estas enzimas comparandolo con los estandares.

En la actualidad, la investigacibn basada en compuestos antienvejecimiento
especialmente de fuentes naturales, se estd expandiendo enormemente. Los
compuestos fitoquimicos, como los triterpenos, polifenoles y esteroles, se estan
investigando constantemente en cuanto a su potencial para proteger la piel de las
radiaciones UV nocivas®. En los métodos utilizados hasta el momento hemos
identificado compuestos polifendlicos, asi como triterpenoides que le podrian estar
atribuyendo esta capacidad antienzimatica expresada en los resultados. El importante
papel de los inhibidores de elastasa en la formacion de arrugas inducida por UV ha
sido establecido por diversos estudios. En el estudio clinico realizado usando piel
facial humana, se encontrd que el extracto acuoso de Zingiber officinale (L.) Rose
evitd la formacion de arrugas en el area alrededor de las esquinas de los ojos®'. En
otro estudio, mucho mas parecido al nuestro, en donde se trabajaron con extractos
etandlico de los frutos de Phyllanthus emblica L. (amla), Silybum marianum
(silimarina) y Manilkara zapota (sapota) se exploraron su potencial antioxidante. Los
compuestos fenodlicos y flavonoides presentes en amla, sapota y silimarina
demostraron poseer propiedades antienvejecimiento potenciales, actividades anti
elastasa y anticolagenasa (MMP1 y MMP2)8. Sin embargo, la actividad fue
dependiente del solvente usado para la extraccion. En ese caso el extracto de etanol
mostrd actividad mas alta seguida de diclorometano y éter de petréleo. El extracto de
vaina de cacao también ha sido investigado por su potencial como ingrediente
cosmeético debido a su antiarrugas, blanqueamiento de la piel y efectos de proteccion
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solar. Esto ha sido atribuido a la presencia de acido carboxilico, &cido fendlico, acido
graso, flavonoides, estilbenoides y terpenoides®.

Las formulaciones al 1%, 3%, y 5% del extracto etandlico, se obtuvieron con éxito.
Todas las formulaciones presentaron un aspecto visual y una textura adecuada para

su aplicacion tépica.

En los ultimos anos, las sustancias naturales se han incorporado cada vez mas a
formulaciones dermocosméticas; es una tendencia mundial para agregar valor a los
productos, especialmente por el gran atractivo comercial y la mayor aceptaciéon por
parte de los clientes. Ademas, el desarrollo de formulaciones fotoprotectoras que
utilizan filtros solares menos sintéticos es uno de los objetivos en la investigacidén de

fotoproteccion .

La fotodegradacién de los protectores solares genera EROS que pueden danar las
estructuras cutaneas % y los extractos de planta con actividad antioxidante afadidos
a la formulacion podrian actuar capturando estas especies reactivas y aumentando la
fotoestabilidad de los protectores solares 8788,

Para la determinacion del FPS por espectrofotometria ultravioleta se decidio realizar
el método de Mansur; un método sencillo, econémico y reproducible, que no involucra
gran cantidad de reactivos ni se requiere un entrenamiento especial del operador del
equipo, ya que es bastante facil, por lo que puede ser aplicado en la industria
cosmeética y farmacéutica para conocer y mejorar las propiedades fotoprotectoras de
extractos naturales, formulaciones en fase de desarrollo; asi como, en productos

intermedios y terminados®®.

Asi, se realizaron diluciones de la crema a las concentraciones al 1, 3 y 5% en etanol
absoluto con DMSO hasta obtener las concentraciones de 0,2 mg/mL. Las diluciones
fueron sometidas a analisis espectrofotométrico en las longitudes de onda de 290,
295, 300, 305, 310, 315 y 320nm. Los valores obtenidos se utilizaron en la ecuacion
elaborada por Mansur. Nuestros resultados para la crema base, crema al 1, 3y 5%
fueron de 0,4428 + 0,0003, 0,5565 + 0,0008, 0,5892+ 0,0002 respectivamente, los
cuales indicaron un valor limitado para el método de FPS por Mansur, si comparamos
el valor del FPS de extracto al 5% con el de la crema base vemos un ligero aumento
atribuido al extracto. Sin embargo, hay muchos factores que afectan la determinacion
de los valores de FPS, como por ejemplo; el tipo de emulsion, los efectos e
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interacciones de los componentes del vehiculo, tales como ésteres, emolientes y
emulsionantes utilizados en la formulacion; la interaccion del vehiculo con la piel; la
adicion de otros ingredientes activos; el sistema de pH y las propiedades reoldgicas
de la emulsion, entre otros factores, que pueden aumentar o disminuir la absorcién
de UV de cada protector solar®®. Se debe recordar también, que este método restringe
la eficacia de las formulaciones elaboradas a los compuestos que absorben radiacion
sé6lo en el rango UVB, 290 a 320nm, no incluyendo asi a todo el rango UV; es decir
desde los 200 hasta los 400nm®°.

En base a esto, decidimos realizar una prueba de estabilidad preliminar con la crema
al 5% para verificar si mantenia sus propiedades de origen y/o habia disminuido su
actividad fotoprotectora. Los resultados indicaron un mantenimiento de las
propiedades organolépticas y fisicoquimicas mas no en lo relacionado a la actividad
fotoprotectora ya que el valor bajo hasta 0,2890+ 0,0002, 0,2654 + 0,0008, 0,2604 +
0,0008 para las temperaturas a 45 £ 2°C por 15 dias, -5 £ 2°C por 15 dias, 24 horas
a45+2°Cy24 horas a-5 x 2 °C — durante 15 dias (6 ciclos), lo que indicaria que
se pueda estar inactivando la actividad del extracto etandlico y es necesario hacer

uso de otras pre-formulaciones para el mantenimiento de esta.
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1)

VI. CONCLUSIONES

El contenido de polifenoles totales del extracto etandlico de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo fue de 7,355 mg GAE/g determinado por el

método de Folin- Ciocalteau.

La actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico, por el método DPPH
mostré un IC50 de 158,303 ug/mL con un valor TEAC de 13,6131 mg Trolox/g
y para el ABTSe+ su IC50 fue 98,5051 ug/mL con un valor TEAC de 25,691 mg
Trolox/g.

La actividad antienzimatica in vitro del extracto etandlico, demostré para la
actividad anticolagenasa un IC50 de 1,3885 mg/mL y actividad antielastasa

con un IC50 de 5,4118 mg/mL.

La actividad fotoprotectora para las cremas al 1, 3 y 5% los valores de FPS
fueron de 0,4428 + 0,0003; 0,5565 £ 0,0008; 0,5892+ 0,0002, respectivamente.

63



VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda la continuacion del estudio para llevar a otro nivel la
investigacion, con equipos y materiales més especificos para la determinacion

exacta de los componentes del extracto.

Para futuras investigaciones, se recomienda realizar nuevos pilotos de cremas
- base, en donde se ponga a prueba distintas formulaciones que puedan
ayudar al desempefo del extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri

(Harms) V.M. Badillo y sea mas estable cuando se someta al estrés frio-calor.

Realizar estudios in vivo para ver las bondades de Vasconcellea weberbaueri
(Harms) V.M. Badillo a nivel tisular.

Incentivar el desarrollo de formulaciones con extractos naturales que puedan

presentar actividad fotoprotectora.
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Viil. ANEXOS

ANEXO 1. Clasificacion taxonomica.

_' UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?ﬁo
, Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA FoRER
/ﬁﬁ' VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO b o ¥
8 SESDRREONy Pseries MUSEO DE HISTORIA NATURAL \eua 2P

"Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N° 14-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal (rama fértil y frutos inmaduros) recibida de la egresada Jackeline
ESCUDERO RODAS, egresada de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, ha sido estudiada y clasificada como: Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V. M. Badillo; y tiene la siguiente posicién taxonémica, segiin el
Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988),
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: VIOLALES
FAMILIA: CARICACEAE
GENERO: Vasconcellea

ESPECIE: Vasconcellea weberbaueri (Harms) V. M. Badillo
Sinénimo-Nomenclatural: Carica weberbaueri Harms

Nombre vulgar: “"Maushan, papaya de huerta”
Determinado por: Mg. Hamilton Beltrdn Santiago.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere conveniente,

Lima, 18 de enero de 2018

Q
) 4_",‘-{((- —<
Mag. ASUNC bN—A:—G-ANO‘EC%EVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
ACE/yhr.
Av, Areviales 1256, Jestés Marda Teldfone: E-mtl: misiseoli@unmms.edu. pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perié 619-7000 anese 5701, 5703, 5704 Iaspdhimusseolns, sonmsm.ed.pe

Figura 19. Constancia de identificacion botéanica por el Museo de Historia Natural
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ANEXO 2. Procedimiento de fabricacion de la crema elaborada a base del

extracto etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms)

V.M. Badillo.

DESCRIPCION DE LA OPERACION

CANTIDAD (g)

1. Dispensacion.
1.1.Se pesa utilizando una balanza analitica Marca OHAUS.
- Crema base
- Propilenglicol
- Extracto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.
Badillo

2. Mezcla de propilenglicol con el extracto (M1).
2.1.Se somete a temperatura en bafio maria marca Memmert
a 37°C con constante agitacion.
2.2. Adicionar
- Extracto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.
Badillo
Y mezclar hasta una completa incorporacion.

3. Incorporacién de M1 con la crema base
3.1.Se somete a temperatura en bafio maria marca Memmert
a 37°C con constante agitacion:
- Crema base
- Mezclade M1
Hasta una completa incorporacion.
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ANEXO 3. Ejecucion del proyecto.

A: Maceracion del extracto etandlico por
15 dias.

B: Filtracién grosera del extracto

C: Evaporacion por Rotavapor

D: Extracto seco al finalizar el proceso

de extraccion

Figura 20. Elaboracion del extracto etandlico de Vasconcellea weberbaueri (Harms)

V.M. Badillo.

76



Agua Metanol Etanol h-butanol 1,2- Eter
diclorometano etilico

Figura 21. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de Vasconcellea

weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

Figura 22. Preparacion de las pruebas enzimaticas.
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Figura 23. Reactivos a usar en las pruebas enzimaticas.

Figura 24. Crema dermocosmeética elaborada a base del fruto de Vasconcellea

weberbaueri (Harms) V.M. Badillo al 1%.
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Figura 25. Crema dermocosmeética elaborada a base del fruto de Vasconcellea
weberbaueri (Harms) V.M. Badillo al 3%.

Figura 26. Crema dermocosmética elaborada a base del fruto de Vasconcellea

weberbaueri (Harms) V.M. Badillo al 5%.
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ANEXO 4. Valoracion estadistica.

Tabla 25. Analisis estadistico de la actividad antioxidante por el método DPPH del
extracto etanolico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.

Badillo.
ANOVA
Absorbancias

Suma de Media
cuadrados o cuadratica i Sio.

Entre grupos ,128 4 ,032 79,264 ,000

Dentro de grupos ,004 10 ,000
Total ,132 14

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Absorbancias , HSD Tukey

(I) GRUPOS (J) GRUPOS Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al 95%
de medias estandar Limite Limite
() inferior superior
0 ug/ml 16.67 ug/ml .053633 .016391 ,051 -.00031 .10758
50 ug/ml .092133" .016391 ,002 .03819 .14608
116,67 ug/ml .193800" .016391 ,000 .13986 24774
183,33 ug/ml .252567" .016391 ,000 .19862 .30651
16.67 ug/ml 0 ug/ml -.053633 .016391 ,051 -.10758 .00031
50 ug/ml .038500 .016391 ,207 -.01544 .09244
116,67 ug/ml .140167" .016391 ,000 .08622 19411
183,33 ug/ml 198933 .016391 ,000 .14499 .25288
50 ug/ml 0 ug/ml -.092133" .016391 ,002 -.14608 -.03819
16.67 ug/ml -.038500 .016391 ,207 -.09244 .01544
116,67 ug/ml .101667" .016391 ,001 .04772 .15561
183,33 ug/ml 160433’ .016391 ,000 .10649 .21438
116,67 ug/mi 0 ug/ml -.193800° .016391 ,000 -24774 -.13986
16.67 ug/ml -.140167 .016391 ,000 -.19411 -.08622
50 ug/ml -101667 .016391 ,001 -.15561 -.04772
183,33 ug/ml .058767" .016391 ,032 .00482 1271
183,33 ug/ml 0 ug/ml -.252567" .016391 ,000 -.30651 -.19862
16.67 ug/mi -.198933" .016391 ,000 -.25288 -.14499
50 ug/ml -.160433" .016391 ,000 -.21438 -.10649
116,67 ug/mi -.058767" .016391 ,032 -.11271 -.00482

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.




Tabla 26. Analisis estadistico de la actividad antioxidante por el método ABTS** del

extracto etandlico del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M.

Badillo.
ANOVA
Absorbancias
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Entre grupos 517 4 ,129 773,915 ,000
Dentro de grupos ,002 10 ,000

Total ,519 14

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Absorbancias

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia de Error 95%
(I) GRUPOS | (J) GRUPOS ) ] Sig.
medias (I-J) estandar Limite
Limite inferior )
superior
40 ug/ml .113333" .010554 ,000 .07860 .14807
80 ug/ml .286433" .010554 ,000 .25170 32117
0 ug/ml

120 ug/ml 411133 .010554 ,000 .37640 44587
160 ug/ml .504533" .010554 ,000 .46980 .53927
0 ug/mi -.113333 .010554 ,000 -.14807 -.07860
80 ug/ml .173100° .010554 ,000 .13837 .20783

40 ug/ml .
120 ug/ml .297800 .010554 ,000 .26307 .33253
160 ug/ml .391200° .010554 ,000 .35647 .42593
0 ug/ml -.286433 .010554 ,000 -.32117 -.25170
40 ug/ml -.173100° .010554 ,000 -.20783 -.13837

80 ug/ml K
120 ug/ml .124700 .010554 ,000 .08997 .15943
160 ug/ml .218100° .010554 ,000 .18337 .25283
0 ug/ml -.411133 .010554 ,000 -.44587 -.37640
40 ug/ml -.297800° .010554 ,000 -.33253 -.26307

120 ug/ml .
80 ug/ml -.124700 .010554 ,000 -.15943 -.08997
160 ug/ml .093400° .010554 ,000 .05867 .12813
0 ug/ml -.504533 .010554 ,000 -.53927 -.46980
40 ug/ml -.391200° .010554 ,000 -.42593 -.35647

160 ug/ml .
80 ug/ml -.218100 .010554 ,000 -.25283 -.18337
120 ug/ml -.093400° .010554 ,000 -.12813 -.05867

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

81



Tabla 27. Analisis estadistico de la actividad anticolagenasa del extracto etandlico
del fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

ANOVA
Absorbancias
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos ,262 3 ,087 47374,084 ,000
Dentro de grupos ,000 8 ,000
Total ,262 11

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Absorbancias

HSD Tukey
( J) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
GRUPOS GRUPOS medias (I-J) estandar 95%
Limite Limite
inferior superior
0 mg/ml 0.5 mg/mi .095233" .001108 ,000 .09168 .09878
1 mg/ml .236433" .001108 ,000 .23288 .23998
1.5 mg/ml .390900° .001108 ,000 .38735 .39445
0.5 mg/ml 0 mg/ml -.095233" .001108 ,000 -.09878 -.09168
1 mg/ml .141200" .001108 ,000 13765 14475
1.5 mg/ml .295667" .001108 ,000 .29212 .29922
1 mg/ml 0 mg/ml -.236433’ .001108 ,000 -.23998 -.23288
0.5 mg/mi -.141200° .001108 ,000 -.14475 -.13765
1.5 mg/ml .154467" .001108 ,000 .15092 .15802
1.5 mg/ml 0 mg/ml -.390900 .001108 ,000 -.39445 -.38735
0.5 mg/ml -.295667" .001108 ,000 -.29922 -.29212
1 mg/ml -.154467 .001108 ,000 -.15802 -.15092

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.




Tabla 28. Analisis estadistico de la actividad antielastasa del extracto etandlico del
fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo.

ANOVA
Absorbancias
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,122 3 ,041 16277,033 ,000
Dentro de grupos ,000 8 ,000
Total 122 11

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Absorbancias
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Error Limite
() GRUPOS (J) GRUPOS medias (I-J) estandar Sig. inferior | Limite superior
0 mg/ml 2 mg/ml .014200 .001289 ,000 .01007 .01833
4 mg/ml -.049067" .001289 ,000 -.05320 -.04494
6 mg/ml .214633’ .001289 ,000 .21050 .21876
2 mg/ml 0 mg/ml -.014200° .001289 ,000 -.01833 -.01007
4 mg/ml -.063267" .001289 ,000 -.06740 -.05914
6 mg/ml .200433’ .001289 ,000 .19630 .20456
4 mg/ml 0 mg/ml .049067 .001289 ,000 .04494 .05320
2 mg/ml .063267" .001289 ,000 .05914 .06740
6 mg/ml .263700° .001289 ,000 .25957 .26783
6 mg/ml 0 mg/ml -.214633 .001289 ,000 -.21876 -.21050
2 mg/ml -.200433" .001289 ,000 -.20456 -.19630
4 mg/ml -.263700° .001289 ,000 -.26783 -.25957
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.




