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RESUMEN

El presente estudio tuvo como finalidad valorar a la especie Cinchona pubescens Vahl,
conocido como “cascarilla” como una materia prima para la industria cosmetica
evaluando las propiedades y componentes antioxidantes, tanto en su extracto seco, como
en formulaciones cosméticas. La especie se encuentra altamente difundida en el territorio
Ecuatoriano y su alta adaptabilidad la ha convertido en una especie invasiva lo que hace
relevante iniciar investigaciones con miras a su aprovechamiento industrial.

La concentraciéon de compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto fueron
respectivamente de, 30 mg GAE/g y 2 mg Hyp/g. Los flavonoides caracterizados por la
metodologia HP-TLC fueron: apigenina, quercetina, kaempferol y catequina. La
actividad antioxidante del extracto evaluada por los métodos DPPH y ABTS
espectrofotométricos dio los siguientes valores: 1Csy (DPPH) 0,0466 mg/mL y el 1Cs
(ABTS) 0,082 mg/ml.

En las formulaciones cosméticas evaluadas por la metodologia de la
Fotoquimioluminiscencia se observa un incremento significativo del potencial
antioxidante al compararlo con la formula base, hasta de 15 veces para las
concentraciones mas elevadas del ensayo, en todos los casos (gel o crema), el
comportamiento resulto mayor al compararlo con un patron positivo formulado con

extracto seco de Camellia sinensis.

PALABRAS CLAVES
Cinchona Pubescens Vahl, Flavonoides, Actividad Antioxidante, DPPH, ABTS,

Fotoquimioluminiscencia.



ABSTRACT

This study aimed to assess the species Cinchona pubescens Vahl, known as "scale" as a
raw material for cosmetics evaluating the properties and antioxidant components, both in
solids, as in cosmetic formulations. The species is widely published in the Ecuadorian
territory and its high adaptability has become an invasive species making relevant initiate
investigations with a view to industrial use.

The phenolic compound concentration in the extract and flavonoids were respectively 30
mg GAE / g Hyp 2 mg / g. Flavonoids characterized by the HP-TLC methodology were:
apigenin, quercetin, kaempferol and catechin. The antioxidant activity of the extract and
assessed by the DPPH ABTS spectrophotometric methods gave the following values:
IC50 (DPPH) 0.0466 mg / mL and the IC50 (ABTS) 0.082 mg / ml.

In cosmetic formulations evaluated by the methodology Fotoguimioluminiscencia a
significantly increased antioxidant potential when compared to the base formula is
observed, up to 15 times higher concentrations of the assay, in all cases (gel or cream),
the behavior turned higher as compared to a positive pattern formulated with dry extract

of Camellia sinensis.

KEYWORDS
Cinchona pubescens Vahl, flavonoids, antioxidant activity, DPPH, ABTS, Photo

chemiluminescence.



CAPITULO |

1 INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La oxidacion es un evento quimico inherente a la vida, pues estd estrechamente
relacionado con la formacion de compuestos que proporcionan la energia necesaria para
el funcionamiento celular; estos compuestos, denominados especies reactivas de oxigeno
(ERO) son muy reactivos con otras sustancias y pueden producir componentes toxicos
para el organismo si se forman en exceso llevando al sistema a un estado de estrés

oxidativo (EO), alterando su morfologia celular (Farinas L., 2004).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) presentan una alta reactividad tanto que son
capaces de reaccionar con una amplia gama de estructuras celulares. Se conoce que sus
blancos fundamentales son los acidos grasos insaturados de las membranas fosfolipidicas,
proteinas y &cidos nucleicos. Estas especies, altamente reactivas, una vez formadas dan lugar a

una serie de reacciones en cadena (peroxidacion lipidica, glicosilacion) que pueden dafiar todas

las moléculas de importancia bioldgica (Zorrilla G., 2002)

Existen un sin numero de eventos que producen alteraciones del balance oxidativo, los

producidos por el desgaste natural del organismo Ilamados enddgenos y los relacionados



con factores externos o exdgenos como la contaminacion atmosférica, el exceso de
exposicion a radiacion solar o radiacion ultravioleta (rUV), el tabaquismo, alcohol, etc.

(Farinas L., 2004).

Producto de este estrés oxidativo (EO) se generan radicales libres (RL), que reaccionan
provocando dafio celular en el organismo, los niveles tisulares de antioxidantes se ven
disminuidos, esto ocasiona que los radicales libres (RL) reaccionen con aquellas
moléculas de importancia bioldgica para el organismo generando peroxidacion lipidica,
alteracion de la oxidacion, fragmentacion de las proteinas, hidratos de carbono, ADN,
una marcada disminucion de los principales compuestos antioxidantes, detoxificantes y
enzimas relacionadas, asociados al envejecimiento desencadenando cambios que se
aprecian en la piel (Pareja B., 1996) como pérdida de colageno, elastina (Gémez J.,
2000), grasa subcutanea, aparicion de lineas de expresion o arrugas (Del Campo A. et al,
2004), ademas de lesion de las membranas bioldgicas, mutagénesis y carcinogénesis

(Cuadrado O., 2013).

Los antioxidantes son compuestos quimicos gue interactdan con los radicales libres y los
neutralizan. Aunque los organismos vivos poseen naturalmente un tipo de antioxidantes
con los que se defienden de la accion perjudicial de los RL inactivandolos para prevenir
o reducir el dafio a nivel celular, su accion de proteccion no siempre es suficiente, siendo

necesario emplear antioxidantes exégenos para lograr mantener el equilibrio celular.

Existe una enorme variedad de sustancias antioxidantes, aunque las mas conocidas y con

mayor efecto antioxidantes son las vitaminas E, C y A y los minerales, selenio y
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manganeso. Otros antioxidantes son la coenzima Q10, glutation, acido lipoico,
flavonoides, fenoles, polifenoles, fitoestrogeno, etc. que se obtienen de extractos
derivados de plantas y que se encuentran dentro de un sin nimero de productos
alimenticios, farmaceuticos y cosméticos para su preservacion o como principios activos
en las formulaciones, como el aloe vera, tomillo, naranja amarga, eucalipto, soya, té
verde, aceite de arbol de té, malva, entre otros, utilizados en porcentajes importantes con
el objetivo de combatir el envejecimiento, piel seca, formaciéon de arrugas, pérdida de
elasticidad y tono, hiperqueratosis o manchas hiperpigmentadas, pérdida de la

hidratacion, etc.

Los flavonoides pueden interferir no sélo en las reacciones de propagacion de RL sino
también en la formacidn del radical en si (Pérez G., 2003), tal es el caso del flavonoide
quercetina que tiene una capacidad antioxidante que resulta 5 veces mayor al
manifestado por las vitaminas E y C, que inhiben la fotooxidacion en la membrana
celular y se encuentra presente en cebollas y manzanas (Martinez S. et al, 2002). Otros
flavonoides, como por ejemplo el kaempferol y la catequina que se obtienen del té verde
0 negro, brocoli, toronja, uva, manzana o fresas, pueden aportarle a la planta proteccion

frente a la radiacion UV-B (Wink M., 1999).

Asi también la Camellia sinensis (té verde) ha demostrado tener una gran actividad
antioxidante ante otros de su clase como el té negro, romero, menta, caqui, mate, etc.
debido a su elevado contenido de fenoles y flavonoides, por lo que su uso se ha
extendido no solo al consumo de esté té tan apreciado (Jungmin O, et al, 2013) sino

también en cosmética.



Recientes estudios en una variedad de quina, especificamente la Cinchona officinalis,
revelan la presencia de gran cantidad de compuestos fendlicos en la corteza del tronco,
mostrando las grandes propiedades antioxidantes que puede tener esta familia de plantas

(Ravishankara M, 2001).

Estos antecedentes y el conocimiento de las caracteristicas de oxidacion como el estrées
oxidativo y formacion de exceso de radicales libres, nos permitira entender que los
cambios que se presentan en la piel sea este, un envejecimiento prematuro o cualquier
otro tipo de manifestacion cutanea, requieren de estrategias preventivas que nos permitan
tener un estilo de vida saludable (Pareja B., 1996), acorde a las nuevas tendencias, lo que
nos ha llevado en el presente estudio a evaluar el potencial antioxidante del extracto seco
de Cinchona pubescens Vahl, RUBIACEAE (Cascarilla) planta nativa del Ecuador y
utilzarlo como sustancia activa en formulaciones fito-cosméticas de tipo crema o gel

cuyos componentes fundamentales seran los flavonoides.

1.2 JUSTIFICACION

La exposicion de la piel a un exceso de radiacion solar (rUV), ozono u otros

contaminantes producto de un estilo de vida desordenado (dietas des balanceadas o
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pobres, dietas hiper caldricas y altas en grasas); ejercicio o trabajo extenuante (Reyes A.
& Carrillo M., 2011) y ciertos habitos (fumar, fotobroncearse, etc.) han obligado a
nuestro organismo a responder de manera adversa, generando especies reactivas de
oxigeno (ERO) precursoras de radicales libre (RL) en grandes cantidades, lo que supera
la eficacia de la defensa antioxidante del sistema, haciéndose necesario la incorporacion
de compuestos antioxidantes por medio de la alimentacién o via topica (Faria A. et al,

2007).

Es por esto que en los ultimos afios, los antioxidantes naturales provenientes de un sin
numero de plantas, estan siendo incorporados en los diferentes campos de la industria
como preservantes en alimentos, en medicinas y anti edad en cosméticos; compuestos
como la quercetina, tocoferol y carotenos, entre otros, estan sustituyendo a los
antioxidantes sintéticos de mayor uso como la vitamina A y C, el 2-terbutil-
hidroxitolueno (BHT) y el 2-terbutil-hidroxianisol (BHA), debido a que éstos presentan
una actividad comparable a los sintéticos y con la gran ventaja de no ser toxicos (Mesa

A. etal, 2010).

Estudios realizados en Cinchona Officinalis, perteneciente a la familia de las Rubiaceas
demuestran una denotada capacidad antioxidante por los flavonoides que posee
(Ravishankara M, 2001), asi estas propiedades podrian ser atribuidas también a la planta
objeto de estudio de la presente investigacion, Cinchona Pubescens Vahl, conocida
como cascarilla perteneciente a misma familia y que al ser una planta nativa del Ecuador
que se encuentra en algunas provincias como: Azuay, Bolivar, Cafar, Carchi, Cotopaxi,

Oro, Galédpagos, Guayaquil, Imbabura, Loja, Morona, Pastaza, Pichincha, Sucumbios,
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Tungurahua y Zamora (Jgrgensen, P. & Ledn-Yanez S.,1999), la cual tiene una buena
disponibilidad de ubicacion, lo que facilita la obtencion del material vegetal para
desarrollar las pruebas que determinen su capacidad antioxidante y su aplicacion en 2

formas cosméticas: crema'y gel.

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo General

. Desarrollar formulaciones fito-cosméticas antioxidantes empleando como
sustancia activa el extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl, RUBIACEAE

(Cascarilla).

1.3.2 Objetivos Especificos

. Evaluar la actividad antioxidante del extracto seco obtenido a partir de
Cinchona Pubescens Vahl, RUBIACEAE (Cascarilla), utilizando los métodos
de Captacion del Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y 2,2- azinobis-
4-etilbenzotiazoline-6-sulfonato (ABTS).

. Cuantificar la concentracion de compuestos fenolicos totales (método Folin-
Ciocalteu) y flavonoides totales (método Lamaison y Carnat) en el extracto

seco de Cinchona Pubescens Vahl, RUBIACEAE (Cascarilla).



. Formular un gel y una crema antioxidante tomando como principio activo el
extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl, RUBIACEAE (Cascarilla).

. Evaluar la actividad antioxidante en las dos formulaciones disefiadas: Gel por
el método DPPH y Crema por el método PhotoChemiLuminescence (PCL).

. Evaluar la estabilidad de las dos formulaciones antioxidantes.

1.4 HIPOTESIS

El extracto y formulaciones obtenidas a partir de Cinchona Pubescens Vahl, poseen una
actividad antioxidante importante para validar su potencial como activo natural

cosmeético.



CAPTITULO II
2 MARCO TEORICO

2.1 CASCARILLA (Cinchona pubescens Vahl)
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Figura 1. Cascarilla Cinchona Pubescens Vahl

Elaboracion: Las Autoras, septiembre 2014
La Cinchona pubescens Vahl, también citada como: Cinchona pelalba y Cinchona
succirubra (De la Torre et al, 2008) es un arbol originario de los Andes (principalmente
Colombia, Peru, Bolivia, Ecuador, Guatemala) y se desarrollan en alturas de 900 a

3.400m sobre el nivel del mar.

Actualmente se cultivan en diversos paises con clima tropical de Asia (Java, India),
Sudamérica y Africa. La més usada con fines terapéuticos es la quina roja, estando casi
en desuso la quina gris. Las partes utilizadas de la quina roja son la corteza del tronco y

ramas (Alonso, 2004).

La Cinchona Pubescens Vahl llamada también “Quina o Cascarilla” es la planta

medicinal americana mas celebrada y su introduccién desde Loja- Ecuador, a Europa en
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las primeras décadas del siglo XVII produjo una auténtica revolucion en la medicina, ya
que por primera vez una droga en el sentido farmaco-terapéutico era capaz de curar la
malaria y paludismo, los quimicos aislaron los principios activos de la quina,

denominados quinina y quinidina (Alonso, 2014).

Esto cambio radicalmente las formas farmacéuticas en uso, al introducirse las sales que

reemplazaron a los polvos o extractos de quina (Cifuentes M., 2013).

Su historia se remonta a la época de la conquista espafiola. En las montafias, al oriente de
la ciudad surefia del Ecuador- Loja, existieron, siglos atras bosques de quina (Cifuentes

M., 2013).

La corteza de este arbol fue utilizada por los aborigenes de la regidn para tratar las
enfermedades febriles. Los nombres quichuas chucchu-cara (corteza para el frio o
escalofrios) y yurac-chucchu (arbol para el escalofrio), hace referencia a uno de sus

efectos farmacologicos (Cifuentes M., 2013).

Con la conquista espafiola vinieron desde el Africa los plasmodios, agentes causales de la
malaria o paludismo. En 1619, el médico Pedro Leiva, trato de las fiebres tercianas al
jesuita Juan LoOpez, administrandole una maceracion de la corteza del arbol de la
cascarilla. El tratamiento fue efectivo, el sacerdote se encontraba completamente curado.
La noticia se difundio rapidamente entre los espafioles y cuando poco tiempo después
llego a Loja la noticia de que la condesa de Chinchon, esposa del Virrey del Perd

(Gerénimo Fernandez), se encontraba enferma de fiebres tercianas, el corregidor de Loja,
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Lopez de Caiiizares, se apur6 en conseguir de Leiva, el curandero malacato, una carga de
corteza de la quina para enviar a Lima- Pert. No fue la condesa la enferma, aunque esa
noticia se consagro en la historia de la medicina y sirvio para que Linneo, en honor a la
condesa pusiese el nombre genérico de Cinchona a las nuevas plantas. Quien estuvo
enfermo fue el Virrey, pero tampoco de paludismo sino de “cimaras de sangre”. La
Cascarilla sirvio para el tratamiento milagroso de los pacientes de paludismo en el

hospital de Lima (Bello, C., 1995).

El origen botanico no fue conocido hasta 1735, época en la cual el botanico francés La
Condamine, descubrié el arbol y lo describio. En el afio de 1736 fue enviado a una
expedicion de la Academia de Ciencias de Paris para medir un grado de la circunferencia
terrestre en el ecuador, y a esta expedicion se unid el botanico Jussieu, quien hallo los
arboles que daban la corteza de la quina, hasta entonces desconocidos para la ciencia. La
botanica de estos arboles fue estudiada posteriormente por Mutis (1760), Ruiz & Pavon

(1778-1788) y Weddel (1845-1848) y otros. (Bello C., 1995)

Durante siglos, la explotacion de la quina fue una actividad meramente extractiva y muy
destructiva, ya que se derribaban los arboles silvestres para aprovechar su corteza.
Poblaciones silvestres de quina eran buscadas ansiosamente en lo que hoy son los
territorios de Colombia, Ecuador y Perd, con el fin de obtener nuevas fuentes de la
valiosa medicina. En las regiones mas explotadas, los arboles escaseaban. Los ingleses
fueron los primeros en establecer plantaciones comerciales de quina en sus colonias del

sureste asiatico durante el siglo XIX (Madsen, J., 2002).
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La invencion de nuevos medicamentos sintéticos para el tratamiento de la malaria ha
reducido la presion sobre las poblaciones de quina. Siendo ésta una especie de
crecimiento relativamente rapida, propia de bosques secundarios, no es dificil que las

poblaciones silvestres de recuperen (Madsen, J, 2002).

En la actualidad, la mayor amenaza para la supervivencia de la especie, igual que para
miles de otras plantas y animales con los que comparte su habitat, es la deforestacion

progresiva de las montafias andinas (Madsen, J., 2002).

2.2 TAXONOMIA

Los datos taxonomicos de Cinchona pubescens Vahl se detallan a continuacion:
. Clase: Equisetopsida C. Agardh
. Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
« Superorden: Asteranae Takht.
« Orden: Gentianales Juss. Ex Bercht. & J. Presl
« Familia: Rubiaceae Juss.
« Tribu: Cinchonaea DC:
« Geénero: Cinchona L.

. Especie: pubescens Vahl.

Fuente: Perez J. Alvaro.Certificado de Identificacion Cinchona pubescens Vahl.

Herbario. Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. 21/10/2014 (Ver Anexo )
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2.3 DESCRIPCION BOTANICA

Cinchona pubescens Vahl, RUBIACEAE, taxonOomicamente pertenece a la clase
Equisetopsida C. Agardh, a la subclase MagnoliidaeNovak ex Takht., al super orden
Asteranae Takht., al orden Gentianales Juss Ex Bercht. & J. Presl, a la familia Rubiaceae
Juss. y a la tribu Cinchonae. Esta tribu de acuerdo a Flora del Ecuador No. 50
(Andersson L., & Charlotte M., 1994) presenta los generos: Capirona Spruce,
Ferdinandusa Pohl, Macrocnemun P. Browne, Ladenbergia Klotzsch in Hayne, Cinchona
L., Remijia DC., Joosia Karsten y Stilpnophyllum J. D. Hooker.

El género Cinchona Spruce, segun el Catalogo de las Plantas Vasculares del Ecuador
(Jerguensen et al, 1995) presenta las siguientes especies: Cinchona barbacoensis H.
Karst, Cinchona capuli L. (Andersson L., & Charlotte M., 1994), Cinchona lancifolia
Mutis, Cinchona lucumifolia Pav. ex. Lind Il., Cinchona macrocalyx Pav. ex. DC.
Cinchona mutisii Lamb, Cinchona officinalis L., Cinchona parabolica Pav. Cinchona
pitayensis (Wedd.) Wedd., Cinchona pubscens Vahl., Cinchona rugosa Pav y Cinchona

villosa Pav ex Lindl.

La especie Cinchona pubescens Vahl, es un arbol de hasta 10 m de altura, con alrededor
de 20 cm de didmetro, las ramas jovenes van desde densamente a escasamente
pubescentes; estipulas escasamente pubescentes de 1,2 — 2,6 (x) 0.5 — 1,5 cm; peciolos de

1,2 — 5 cm de largo escasamente pubescente 6hirteolados.

Las hojas son delgadas y papiraceas cuando se secan de 8,3 — 23 (x) 5,3 — 21 cm (a

menudo mas largas en los brotes vegetativos); elipticas u ovaladas hasta sub orbiculares,
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cuneadas a redondeadas o truncadas (ocasionalmente sub cordadas) en la base, obtusas en
el apice; venas secundarias de 7 a 11 pares, prominentes en los lados anterior y posterior,
venas terciarias mas o menos distinguibles; superficie adaxial usualmente mate,
puberulento o hirteolado en las venas secundarias y en las superficies intervenosas, en

ocasiones totalmente glabras, domatia ausente o indistinguible.

Inflorescencias axilares densamente pubescentes, céliz de 1,3 — 2,8 mm de longitud con
I6bulos de 0,4 — 1,2 mm, escasamente a densamente pubescente por afuera, glabro por
dentro, sin coleteres, corola rosacea o purpura, palido en la base, tubos de 8,8 — 14 mm de
longitud, glabros o escasamente villosos cerca de la union de los estambres, l6bulos 3,9 —
6 mm de longitud; filamentos adjuntos a 3,5 — 6,7 mm bajo la base del tubo de la corola;
ovario densamente pubescente. Frutos capsulares elipsoides a sub cilindricos con

endocarpo papiraceo a cartaceo.

Semillas aladas de 6,9 — 8,5 x 2,2 — 2,8 mm (Andersson L., & Charlotte M., 1994)

2.4 DATOS ECOLOGICOS

La quina roja o cascarilla (Cinchona Pubescens Vahl) es originaria de las montafas de

los Andes. Sus arboles se pueden encontrar a altitudes que habitan desde 300-3900

metros sobre el nivel del mar. Es en Ecuador que Cinchona Pubescens Vahl tiene la

distribucion mas amplia en comparacion con las demas especies de Cinchona.
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Esta especie crece de forma nativa en Bolivia, Colombia, Costa Rica, Panama, Peru y
Venezuela y se encuentra como especie introducida en Tahiti, Hawai, las Islas Galapagos,

Santa Elena y Tanzania.

Los arboles de Cinchona Pubescens Vahl llamados también como arboles de la fiebre,
crecian en forma nativa en zonas selvaticas de espesor de la Cordillera de los Andes
inaccesibles e inhospitas para los seres humanos, por lo que fueron introducidos en
diferentes partes del mundo por los agricultores debido a su atractivo poder comercial ya
que de ellos se extraia la quinina de su corteza y se distribuia a otras partes del mundo

para aumentar sus beneficios economicos (Lowe S. et al, 2004).

La Cinchona Pubescens Vahl actualmente reside en una amplia gama de habitats. Estos
habitats incluyen: zonas agricolas, a lo largo de las lineas costeras, bosques naturales, asi
como los bosques plantados, pastizales, areas perturbadas, y entre los arbustos. La
especie prospera bien en areas disturbadas y mejor en areas que han sido recientemente
guemadas. La Cinchona Pubescens Vahl también crece en suelos volcanicos acidos y
tiende a crecer en zonas rocosas. En Ecuador, se encuentra con mayor frecuencia entre
los volcanes, asi como en las montafias de los Andes. Y hoy en dia es considerada como
una especie invasora que se entromete en los habitats forestales y no forestales y esta
incluida en la lista 100 de las especies exdticas invasoras mas dafiinas del mundo de la
Uniodn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza, debido a su crecimiento muy
vigoroso, y una produccion y diseminacion extremadamente rapida, capaz de transformar
rapidamente la composicion de las especies en el area en que se establece, tal es el caso

de las Islas Galapagos, Islas de Tahiti e Islas de Hawai. Dos medidas se pueden tomar
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para evitar la propagacion del arbol, una técnica es arrancar de raiz el arbol, pero los
fragmentos cortados todavia son capaces de volver a crecer y la otra técnica es el uso de
un herbicida sobre los tocones cortados para evitar el crecimiento, pero esto acabaria por

destruir a otras plantas (Lowe S. et al, 2004).

Habito: Arbol

Origen: Nativo, cultivado

Propagacion: Semillas dispersadas por el viento.

Rango nativo: Desde Costa Rica a Venezuela y Per(; también cultivada y naturalizada

(Andersson L., & Charlotte M., 1994)

2.5 ACTIVIDAD BIOLOGICA

La actividad farmacoldgica o actividad biolégica corresponde a los efectos benéficos o
adversos de una droga sobre la materia viva. Cuando la droga es una mezcla compleja,
esta actividad es ejercida por los principios activos de la sustancia. Esta actividad
depende del cumplimiento de los criterios de ADME (Absorcion, Distribucion,
Metabolismo y Excrecién) y describe la disposicion de un compuesto en el organismo ya
que éstos cuatro criterios tienen una influencia directa sobre el nivel del farmaco y su
farmacocinética al ser expuesto a los tejidos, denominados también

bioactivos.(ALEGSA, 2014).

Los antimalaricos de interés en dermatologia de la Cinchona son: cloroquina,

hidroxicloroquina y quinacrina. Su farmacocinética es cualitativamente similar en adultos
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y nifios. La cloroquina y la hidroxicloroquina son 4-aminoquinolinas, y solo se
diferencian en la sustitucion de un grupo etilo por hidroxilo. Figura N° 2. Los dos
farmacos muestran

Caracteristicas farmacocinéticas similares. Son hidrosolubles y son absorbidas
rapidamente por el tracto gastrointestinal. Se unen a las proteinas plasmaticas y
elementos

Celulares sobre todo plaquetas, monocitos y linfocitos. La concentracion plasmatica
alcanza el méaximo pico en 8 horas. Su metabolismo es en el higado (15%), con
eliminacién enterohepética (< 10%). La excrecion renal es de 50-70%, y puede disminuir
la depuracion de creatinina en un 10%. Se almacena en grandes cantidades en el higado,
bazo, pulmones y las glandulas suprarrenales, desde donde ejerce su accion tanto toxica
como terapéutica.

Las dosis equivalentes de las tres aminoquinolinas son cloroguina 500 mg,
hidroxicloroquina 400 mg y quinacrina 100 mg. Tienen varios efectos relativamente bien
definidos de accién sobre los sistemas bioquimicos y celulares. Se describen efectos
antiinflamatorios, inmunoldgicos, antioxidantes, antipaltdicos y anticolinesterasas. Se ha
investigado y especulado mucho acerca del posible efecto de pantalla solar de la
cloroguina administrada en forma sistémica. La cloroquina absorbe en la regién de los
rayos UVA del espectro y esta ligada en la epidermis en una concentracion relativamente

alta (Sanchez L, 2008)
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FIGURA N Z ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS ANTIMALARICOS
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Figura 2. Antimalaricos en Cinchona

Fuente: (Sanchez L, 2008

En dermatologia es donde més se usan estos antimalaricos de sintesis, junto con el uso
contra la malaria y artritis reumatoidea, dos de las principales indicaciones. Sus
indicaciones mas destacadas son en las enfermedades inducidas por la exposicion solar,
como el lupus eritematoso cutaneo, erupcion polimorfa solar, urticaria solar, infiltracion
linfocitica de Jessner. También se emplea en enfermedades con base inmunoldgica
(dermatomiositis, vasculitis urticarial, pénfigo folidceo fotoinducido y esclerodermia
localizada), enfermedades granulomatosas (sarcoidosis, granuloma anular diseminado,

queilitis granulomatosa), asi como en otros procesos tales como linfocitoma cutis,
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mucinosis eritematosa, porfiria cutanea tarda, dermatitis atopica, liquen plano, paniculitis

idiopaticas (Sanchez L, 2008)

ANTIMALARICOS EN DERMATOLOGIA
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Figura 3. Antimalaricos en Cinchona
Fuente: (Sanchez L, 2008
Los diferentes alcaloides de la Cinchona Pubescens Vahl en especial la quinina y

quinidina han sido objeto de numerosas investigaciones farmacolégicas.
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La quinina es antimalarico, activo frente a Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae
y P. ovale en sus estadios de desarrollo de formas intra eritrocitarias hasta trofozoito
joven; es inactiva sobre los esporocitos, formas tisulares y gametocitos y en la actualidad
SuU uso esta restringido a casos excepcionales de pacientes parasitados por plasmodios
resistentes a la cloroquina o a otros antimaldricos de sintesis (Bello, C., 1995).
Bernardino Ramazzini (1633-1714) médico italiano prevenia las fiebres maléricas,

recomendando ingerir en forma regular un extracto de cinchona (Puigbo J., 2012).

La quinina y la quinidina aunque también han sido desplazadas por drogas sintéticas, aun
se utilizan por su efecto anticronotrépico-antiarritmico, en el tratamiento de la taquicardia
paroxistica, arritmia sinusal y fibrilacion — anti fibrilante (Pollito P, 2006), reportandose
resultados éxitosos por parte de Wenckebach. La administracion de la quinina, era capaz
de enlentecer la frecuencia ventricular habitualmente rapida, estabilizar las membranas de
la célula miocéardica, bloguear los canales de sodio, disminuir la excitabilidad,
conductibilidad y contractibilidad (Villamafan et al, 2014), por lo que ha llamado la
atencion en la terapia de enfermedades del corazon (Sokolow 1951). Ademas, Lamba et
al. (2000) encontraron actividad hipoglucemiante en el tratamiento de pacientes

diabéticos.

La quinidina es un dextroisomero de la quinina que fue descrita en 1848 por Van

Heynimgen y designada con este nombre por Pasteur en1853.La droga y sus extractos se

utilizan para estimular el apetito y las secreciones gastricas (Bello, C., 1995).
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La quinina se utiliza para tratar la anemia, la indigestion, trastornos gastrointestinales,
fatiga en general, fiebres, paludismo y como estimulante del apetito, es tonica, eupéptica
y antifermentativa en los catarros del estdmago con fermentacion acida (favorece la

digestion).

En la medicina herbal europea, la corteza se considera anti-protozoos, antiespasmadico, y
se utiliza como un estimulante del apetito, para la pérdida del cabello, el alcoholismo, el

higado, trastornos del bazo y la vesicula biliar (EI-Naggar S., 2010).

En los EE.UU., la corteza de quinina se utiliza como tonico y ayuda digestiva, para
reducir las palpitaciones del corazén y normalizar las funciones del corazén, para
estimular la digestion y el apetito, para las hemorroides, venas varicosas, dolores de
cabeza, calambres en las piernas, los resfriados, la gripe, la indigestién, como astringente,

bactericida y con acciones anestésicas en varias otras condiciones (EI-Naggar S., 2010).

La administraciéon de quinidina causa una notable mejoria en los calambres musculares
producidos por una cirrosis hepatica (Lee FY, 1991) y en el tratamiento de calambres

nocturnos (Bello, C., 1995).

Estudios realizados por Sabah M. M. y El-Naggar S., (2010) mostraron que la Cinchona
officinalis tuvo un efecto positivo sobre la proteccion contra el cancer de rifidn.

Los efectos toxicos tanto de la quinina como de la quinidina son muy bien conocidos. A
dosis altas la quinina puede provocar nauseas, vomitos, profundos efectos depresivos, la

quinidina in vitro puede producir efectos adversos renales mientras que in vivo en dosis
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altas produce efectos nefrotoxicos. En las fabricas donde se procesa la corteza de la

quina, a veces puede ocurrir dermatitis por contacto y asma (Bello, C., 1995).

Wenckebach y Frey empezaron a usar el sulfato de quinidina en dosis menores que las
usadas con la quinina como alternativa a disminuir la toxicidad del uso de la quinina y

lograr un efecto igual con menor dosificacion (Bello, C., 1995).

2.6 USOS DE LA CASCARILLA

Aproximadamente el 60% de cortezas de Cinchona Pubescens Vahl se utiliza en la
produccién de medicamentos y el 40% restante se utiliza principalmente en la industria
de alimentos y bebidas, siendo el mayor producto las aguas tonicas (sabor amargo).
También se utilizan estos alcaloides en sintesis de moléculas quirales (Verpoorte R., et

al. 1988)

2.6.1 USOS MEDICINALES

2.6.1.1 Tradicionales

La corteza de la cascarilla (Cinchona Pubescens Vahl) contiene varios alcaloides, el

principal de los cuales es la quinina, de propiedades medicinales tradicionalmente

reconocidas; ademas quinidina, cinconina y cinconidina (Loayza, K, 2010).
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La corteza se usa para extraer la quinina, alcaloide usado para curar el paludismo y las
fiebres. La corteza, mezclada con aguardiente, se usa para tratar el resfrio y la carraspera

de la garganta. (De la Torre, 2008)

La medicina tradicional le atribuye también propiedades como antiséptico, preparada en
infusion. Las cortezas de otras especies del género Cinchona, como C. calisaya y C.

officinalis, también contienen quinina y tienen similares aplicaciones.

Es tonico, aperitivo, digestivo, colagogo, astringente, febrifugo, cicatrizante. La quinidina
es un tonico cardiaco, potenciador de la accion de los digitalicos (San Gregorio M.,

2013)

Esta indicado para inapetencia, dispepsias hiposecretoras, disquinesias hepatobiliares.
Gripe, astenia, convalecencia, afecciones febriles, malaria. Profilaxis de las arritmias
cardiacas, tratamiento de la taquicardia paroxistica y la fibrilacion auricular. Calambres
nocturnos. En uso externo: faringitis, estomatitis (Gupta, M. P., & Calderén, A., 2006),
a manera de tintura como locion capilar para combatir la caspa, seborrea y calvicie,

también evita la piorrea, calmando dolores y afecciones bucales (Chiriani, C., 1992).

En Ameérica del Sur se menciona que la corteza de quinina se usa como un remedio
natural para el cancer (mama, glandulas, higado, mesenterio, bazo), infecciones
amebiana, los resfriados, la diarrea, la disenteria, dispepsia, fiebre, gripe, resaca, el
lumbago, la neuralgia, la neumonia, la ciatica, la fiebre tifoidea y las venas varicosas (El-

Naggar S., 2010).
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2.6.1.2 Etnomédicos

En 1630, la cinchona fue una de las primeras plantas medicinales en cruzar el Atlantico
hacia Espafia. Segun una historia legendaria, en la region donde hoy se encuentra el Perq,
un arbol gigante, derribado durante una tormenta, cayé sobre una charca de agua
estancada. Con el correr de los dias, el agua se enriquecio con los distintos componentes
de la corteza del arbol. Un nativo, que casualmente pasaba por el lugar, bebio del agua
porque estaba muy sediento, a raiz de la fiebre intermitente que lo aquejaba (malaria). El
hombre se desmayd y al despertarse, milagrosamente se habia curado. En 1819, Pelletier
y Caventou, dos quimicos franceses aislaron dos alcaloides diferentes a partir de muestras

de corteza de cinchona, la quinina y la cinconina (Tyler V., 2013).

Algunos antropélogos hacen referencia a medicamentos especificos relativamente
desconocidos de las antiguas civilizaciones incas en América del Sur, los aztecas y los
mayas en Mesoamérica. La medicina Inca, famosa por la introduccién de drogas como la
quina (Cinchona) que contiene un agente poderoso quinina contra la malaria, ha sido
incluidas en sus préacticas quirargicas como la trepanacién craneana con el propdsito de
neurocirugia (tumor el tratamiento de descompresion de la conmocion cerebral o
sangrado - eliminacion de coagulos). Segun Jurgen Thorwald, (1990) en Perd se
encontraron hallazgos sorprendentes con un alto porcentaje de sobrevivientes de
trepanaciones, se relata que entre cuatro craneos examinados, tenian doscientos cincuenta
casos de curacion, y entre setenta y uno de los casos examinados se encuentra solo doce

sin sefiales de regeneracion o de supervivencia (Norris S., 2011)
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Se utiliza para desordenes del ritmo cardiaco, fiebres, enfriamientos, calambres
musculares, indigestion. Se hierve ligeramente media cucharadita de corteza
desmenuzada de hierba troceada (fresca o seca). Se bebe caliente, una taza 3 veces al dia.
Para resfriado comun se toma la infusion. Como febrifuga y antipaltdica, bajo la forma
de polvo y otros preparados galénicos, como la tintura, el extracto fluido y varios ténicos

y amargos, la dosis es de un gramo (Chiriani, C., 1992).

2.6.2 Otros Usos

2.6.2.1 Cosméticos
De la coccion de la corteza se extrae el agua de cascarilla que se usa para combatir la

caida del cabello (Chiriani, C., 1992) y como astringente (Gimenez, A., 2002).

La henna quinquina se le suele llamar al preparado fortificante y revitalizante del cabello
(incoloro); suele llevar una base de Cassia y quinina o cinchona (muy comin como
aditivo en los champus fortificantes) mas un preparado de otras hierbas como ortiga o
urtica dioica, tomillo o Thymus vulgaris, amla o phyllantus emblica, abedul o betula alba
y/o otras plantas, creando un efecto de acondicionado, fortificando los bulbos capilares
previniendo su caida, estimulando el crecimiento, engrosando el cabello y en definitiva
un preparado apto para cabellos finos, débiles o con tendencia a la caida. También es
conocida como tintes vegetales para el cabello (henna, manzanilla y la quina) (Guerra-

Tapia, A. & Gonzalez-Guerra, E, 2014).
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2.6.2.2 Sociales
De la corteza se extrae el sulfato de quina que es usado en la fabricacion de anti

conceptivos. Es la flor nacional del Ecuador (De la Torre L., 2008).

2.7 INVESTIGACIONES DE LA CASCARILLA

Se han realizado investigaciones para determinar la actividad citotoxica de plantas
antitumorales, a partir del estudio de sus componentes, encontrandose que la corteza del
tallo de Cinchona Pubescens Vahl debe su débil actividad citotdxica a la presencia de
acido quindvico. Este acido y su 3-ramndsido fueron aislados y caracterizados a travées de
varios derivados, todos los cuales se ensayaron para determinar su citotoxicidad (Raffauf

R, 1977)

Debido a su importancia medicinal como fuente de la quinina, el género Cinchona ha
atraido una atencion extraordinaria de taxonomistas histéricamente investigando las
especies existentes, donde se reconocen 23 especies entre ellas Cinchona Pubescens Vahl ,
gue es endémica de una pequefia zona en el sur de Ecuador (Andersson, L.,1998), y que
fueron utilizadas durante siglos para tratar las fiebres recurrentes o malaria y su uso se
reporta oficialmente desde 1649, siendo los jesuitas quienes informaron por primera vez a
Europa de sus propiedades terapéuticas, por lo que son consideradas como las salvadoras

de la humanidad (Zevallos P., 1989).
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Se realiza una investigacion mediante analisis cualitativo de los metabolitos secundarios
(marcha fitoquimica) del tallo de Cinchona Pubescens Vahl, siguiendo el procedimiento
de Rondina Coussio (1969) y Miranda (2002) y se aisla la quinina, la cual se identificd
mediante sus espectros de masas. El analisis cualitativo permite corroborar la presencia
de: alcaloides (+++), aminogrupos primarios y/o secundarios (+), grupos fenolicos libres
(+), taninos (++), tripertenos y esteroides (+), quinonas antroguinonas o antronoles (+),

catequinas (+), flavonoides (+) y saponinas (+) (Condor E., 2009)

Se realiza un estudio de las plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de la
malaria en el sureste de Nigeria y su determinacién fitoquimica. Los resultados indican
qgue Cinchona Pubescens Vahl es una de las plantas de uso general para la malaria y
también mostraron un contenido de alcaloides de 8,87 + 1,96%; flavonoides de 1,10 £
0,34%; taninos 21,07 = 0,18%; fenoles 0,91 + 0,19% vy glucdsidos cianogénicos 0,213 +
0,035%. La presencia de estos fitoquimicos, especialmente alcaloides y flavonoides,
pueden explicar el uso tradicional de estas plantas por los curanderos tradicionales

(Ayoola, G., 2008)

La cuantificacion de quinina en extractos de Cinchona Pubescens Vahl y evaluacién de
la actividad antiplasmodial y citotoxica realizada en esta investigacion ya que esta planta
perteneciente a la familia de las Rubiaceae posee a la quinina como principio activo razon
por la cual fueron utilizadas durante siglos para tratar la malaria. Este género es una
fuente potencial de nuevas plantillas estructurales en la busqueda de nuevos candidatos
antimalaricos. El presente trabajo tuvo como objetivo la identificacion y, cuantificacion

de la quinina y de otros metabolitos presentes en los extractos de diferente polaridad, de
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los tallos de Cinchona Pubescens Vahl, el aislamiento del acido oxoquinovico, la
actividad antiplasmodial y, ademas, la medicién de su efecto citotoxico. Los resultados
muestran una alta actividad antiplasmodial para el extracto de los alcaloides (IC50 = 2,20
+ 0,0325ug/mL), una baja citotoxicidad (CC= 80,2 £12,2 ug/mL), vy un alto contenido
de quinina el cual fue de 21,3+0,0247 ppm. ElI compuesto acido oxoquinovico presentd
una actividad antiplasmodial de IC= 11,3 + 0.741 pg/mL, y una citotoxicidad de CC

=72,4 £ 3,85 ug/mL. Estos resultados motivan los estudios fitoquimicos en la busqueda
de principios activos y analogos estructurales en diferentes especies de Cinchonas como

una fuente de nuevos agentes antimalaricos (Mesa A.et al, 2013)

Se realizd un estudio de la composicion quimica del Ténico Amargo de Quina Roja
(Cinchona Pubescens Vahl), en el Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Se utiliz6 como metodologia
experimental el aislamiento de alcaloides y flavonoides a partir de la preparaciéon del
extracto etanolico, mediante cromatografias en capa fina, se tamizé fitoquimicamente
dando flavonoides y alcaloides. Como resultado se determind la presencia de Quinidina y
Quinina; de Cinconina y Cinconidina; de Apigenina y Kaempferol; de quercetina, con

denotados efectos terapéuticos (Cifuentes M., 2013)

La quinidina es también un alcaloide derivado de la cinchona y ha Ilamado la atencion en
la terapia de enfermedades del corazon, especialmente en el caso de fibrilacion auricular
cronica y de la taquicardia ventricular (Sokolow 1951). Ademaés, Lamba et al. (2000)
revisaron una evaluacion de algunas plantas y sus componentes activos incluyendo

alcaloides de la quina (quinina y quinidina) tienen actividad hipoglucemiante que se
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utiliza para tratar a pacientes diabéticos durante siglos. Otras sustancias quimicas que se
encuentran en la planta principal de la corteza de quinina incluyen: Aricine, cido
cafeico, acido cinchofulvico, &cido cincholic, cinchonaina, cinconidina, cinconina,
cinchofilamina, &cido cinchotanico, cinchotina, conquinamina, cuscamidina, cuscamina,
cusconidina, cusconina, epicatequina, javanina, paricina, proantocianidinas, quinacimina,
qguinamina, &cido quinico, quinicina, quinina, quininidina, acido quindvico, quinovin y

sucirubina

La corteza quinina brasilefia se utiliza para tratar la anemia, la indigestion, trastornos
gastrointestinales, fatiga en general, fiebres, paludismo y se utiliza como estimulante del
apetito. En América del Sur se menciona que la corteza de quinina se usa como un
remedio natural para el cancer (mama, glandulas, higado, mesenterio, bazo), infecciones
amebiana, problemas del corazon, los resfriados, la diarrea, la disenteria, dispepsia,
fiebre, gripe, resaca, el lumbago, la malaria, la neuralgia, la neumonia, la ciatica, la fiebre

tifoidea y las venas varicosas (EI-Naggar, S. M. 2010).

En la medicina herbal europea, la corteza se considera anti-protozoos, antiespasmadico,
anti-malaria, un ténico amargo y una fiebre-reductor y se utiliza como un estimulante del
apetito, para la pérdida del cabello, el alcoholismo, el higado, trastornos del bazo y la
vesicula biliar, el tratamiento de irregular latido del corazon, anemia, calambres en las
piernas y las fiebres de todo tipo. En los EE.UU., la corteza de quinina se utiliza como
tonico y ayuda digestiva, para reducir las palpitaciones del corazon y normalizar las
funciones del corazon, para estimular la digestion y el apetito, para las hemorroides,

venas varicosas, dolores de cabeza, calambres en las piernas, los resfriados, la gripe y la
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indigestion y por su astringente, bactericida y acciones anestésicas en varias otras

condiciones (El-Naggar, S. M. 2010).

Aunque fueron documentados los efectos beneficiosos de la quinina y ampliamente
recomendado para la malaria producida por Plasmodium falciparum sin presentar
complicaciones (WHO 2006, 2008), especialmente en las mujeres embarazadas (Adam et
al 2004b y la OMS de 2006 y 2008), también se registraron algunos efectos secundarios
debido a la sobredosis de quinina. Morrison et al (2003) revisaron la intoxicacion
quinina por sobredosis, Yy esta afecta a multiples 6rganos y sistemas, como la vision, la
audicién, los sistemas cardiovascular y renal que terminan con la muerte. Agarwal y Rao
(1995) informaron que la quinidina in vitro puede producir efectos adversos renales
mientras que in vivo en dosis altas produce efectos nefrotoxicos. Sus datos sugirieron que
la quinidina puede alterar el transporte renal y funciones mitocondriales a través de la
inhibicién de la PAH (p-aminohipurato) y transporte deTEA (tetraetilamonio) en laminas
corticales renal y reducir el indice de control respiratorio de la corteza renal. La lesion
renal aguda e insuficiencia renal debido a la terapia de quinina también fueron
debidamente documentadas (Donadio et al 1968; Ott et al 1991; Hedman y Meijer 1998,

Glynne et al 1999, Leroy et al 2008 y Mishra et al., 2006).

Sabah M. y EI-Naggar (EI-Naggar, S. M. 2010) realizaron el trabajo de investigar el
papel protector de Cinchona officinalis para prevenir el efecto cancerigeno en el rifion de
ratones albinos inducidos por la amina "mutadgeno” heterociclica. El experimento
nutricional se llevo a cabo en 20 ratones albinos divididos en cuatro grupos. El primer

grupo (A) fue de control y recibio una dieta basal durante 4 semanas y se le dio a beber
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agua del grifo. Al segundo grupo (B) se les dio también dieta basal y a beber a diario una
bebida preparada a partir de Cinchona officinalis en lugar de agua durante 4 semanas. El
tercero grupo (C) se tratd oralmente por una dosis toxica de un mutageno (0,25 mg \
raton) en el comienzo del experimento y recibio dieta basal y agua del grifo durante 4
semanas. El dltimo grupo (D) recibi6o la dieta basal y bebié la bebida de Cinchona
officinalis durante 4 semanas. Al inicio del experimento, el cuarto grupo fue tratado
oralmente por una dosis toxica de la mutageno (0,25 mg\raton). Se realizaron estudios
histopatoldgicos e histoquimicos utilizando la microscopia éptica y electronica. Muchos
de los efectos renales histopatoldgicos fueron encontrados en los grupos experimentales
C y D, en comparacion con los controles. Estas alteraciones fueron mas pronunciados en
el grupo (C) e incluian: la reduccion, la degeneracion, los efectos inflamatorios y signos
de carcinogénicos en los corpusculos renales y tubulos en algunas regiones del rifion. Los
resultados mostraron que la Cinchona officinalis modula los efectos cancerigenos del
mutageno tdxico en los rifiones de los grupos B y C. El estudio histoquimico mostrd una
ligera disminucion en el contenido de carbohidratos y proteinas totales en los tejidos
renales de todos los grupos de los ratones tratados con mutageno en comparacion con los
controles. Los resultados indicaron que Cinchona officinalis, tuvo un efecto positivo
sobre la proteccion contra el cancer de rifion. Este resultado fue confirmado por la
microscopia electronica que indicd la mejora de la organizacion celular en ratones

tratados con Cinchona officinalis (EI-Naggar, S. M. 2010).

Este alcaloide quinolinico ha jugado un papel importante y esencial en la medicina por
cientos de afios, su quimica ha fascinado a muchos investigadores y ha motivado cambios

en la quimica organica, sintesis enantio-selectiva y en la quimica industrial moderna. Este
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poderoso farmaco empleado para tratar las manifestaciones graves causadas por
Plasmodium falciparum Welch (Haemosporida: Sporozoa), se convirtio en un modelo
para sintetizar nuevos agentes antimalaricos como la cloroquina, amodiaquina,
mefloquina, primaquina, halofantrina y lumefantrina (Vipan et al., 2009). En la
actualidad, la malaria sigue siendo uno de los problemas de salud méas graves en muchas
partes del mundo, particularmente en Africa y América Latina, dado que son las regiones
con mas altos indices de mortalidad (WHO, 2011) por lo que ha surgido un interés por
descubrir nuevos metabolitos secundarios a partir de plantas de género Cinchona, esto
debido a la resistencia que ha desarrollado P. falciparum a los medicamentos de sintesis,

los cuales actualmente son empleados paratratarla (Robert et al., 2002).

El género Cinchona, llamado cominmente cascarillas o quinas esta distribuido desde
Costa Ricahasta Bolivia con mas de 40 especies e hibridos. Las dos especies Cinchona
mas estudiadas son C.officinalis L. y C. calisaya Wedd. Donde la mayoria de estas
especies contienen los alcaloides: quinina, quinidina, cinconina y cinconidina, los cuales
varian en su contenido en la corteza, con un porcentaje entre el 7 - 12%, y una
distribucion porcentual de 70 - 90% quinina, 1 - 3% cinconidina y hasta 1% quinidina
(McCalley D., 2002), también existen otros alcaloides minoritarios que son precursores
de la formacion de los alcaloides mayoritarios en las distintas rutas biogenéticas como el

triptéfano, acidoquinico, entre otros (Leete E, 1968).

Al inicio del siglo XX la produccion estimada de quinina era de 300 a 500 toneladas por
afio, lo cual significa que debieron procesarse entre 5 a 10 mil toneladas de corteza de

Cinchona (Condor et al., 2009). Actualmente, las especies del género Cinchona, estan

34



catalogadas en via de extincion o se encuentran en las listas de especies amenazadas

(Jaramillo et al., 2004).

Los factores que influyen son; la explotacién que se dio en el siglo XVII por sus
propiedades antimalaricas, ademas de la pérdida de la biodiversidad del norte de los
Andes, dada por la transformacion de los ecosistemas entre ellos los que acobijan a la
distribucion de Cinchona por nuevas colonizaciones. Estos factores han provocado una
reduccion en las poblaciones de Cinchona en algunas regiones, encontrandose
Unicamente en pequefios parches o individuos aislados (Fernandez et al., 2004). Por otra
parte, en otras regiones los impactos de las invasiones de plantas estan siendo
reconocidas como un de las mayores amenazas a la biodiversidad. En Galapagos-
Ecuador, las especies nativas y endémicas de la region se ven amenazadas por la invasion
de la especie Cinchona Pubescens Vahl, sobre la vegetacidn nativa, por lo que en algunos
casos se han implementado métodos eficaces para su control como la introduccion de
otras especies que suprimen suabundancia, sin embargo, esta estrategia presenta
ladesventaja de una invasidn por otras especies. Laexplotacion sostenible de la especie
Cinchona Pubescens Vahl podria ser una estrategia en cuanto a la produccién delos
principios activos como la quinina, ya que podria disminuir de esta manera el impacto

ecologico que genera (Jager et al., 2007).

Plantas de este género aun son una fuente potencial de quinina y de nuevas plantillas
estructurales en la busqueda de nuevos candidatos antimalaricos (Andrade-Neto et al.,
2003). Esto hace necesario que en nuestra region, se exploren nuevas especies de

Cinchona mediante estudios fitoquimicos que validen la presencia de alcaloides,
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principalmente en su contenido de quinina, y que se valide su potencial antimalarico
como una estrategia de conservacion y preservacion de especies tan importantes que han
contribuido e impactado el desarrollo de la humanidad. En Colombia, se conocensiete
especies, la mayoria exclusivas de la regién Andina en altitudes por encima de los 1.000
m.s.n.m. Estas especies se encuentran en el pie de monte pacifico del departamento de
Narifio y pueden bajar hasta los 100 metros de altitud, entre las especies conocidas se
encuentra la especie Cinchona Pubescens Vahl, la cual ha sido poco estudiada desde un

punto de vista quimico y biolégico (Mendoza H. et al., 2004).

En la obtencién de extractos de diferente polaridad a partir de los tallos de la planta
Cinchona Pubescens Vahl, se cuantifico el contenido de quinina presente en estos, se
aislo y caracterizd6 uno de los compuestos de mayor abundancia en el extracto de
diclorometano y se determind el potencial antiplasmodial sobre cultivos continuos de
cepas de P. falciparum NF-54 sensible a la cloroquina, y su efecto citotoxico en células
HepG2, con el fin decontribuir a la basqueda de nuevas alternativas terapéuticas para la
malaria y asi mismo, contribuir al fortalecimiento de los estudios de especies de género
Cinchona como fuente importante de quinina y nuevos antimalaricos naturales, ademas

de promoverla conservacién y preservacion de estas especies. (Vanegas A., 2013)

Las ultimas publicaciones referidas tratan del aislamiento e identificacion de los

alcaloides en diversos organos de la planta obtenidos mediante cultivo celular (Verpoorte

R.,etal. 1982), (Verpoorte R.,et al. 1984).
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Ademas de los alcaloides quinina y quinidina, en las cortezas de Cinchona se encuentran

sus analogos no metoxilados: cinconidina y cinconina (Verpoorte R., et al. 1988)

La gran importancia comercial de los alcaloides obtenidos de Cinchona ha conducido a
llevar a cabo varios esquemas de sintesis total de la quinina; sin embargo, ninguna de
ellas ha logrado tener un interés comercial. Asi mismo, en los Ultimos afios se ha
realizado la produccion de estos alcaloides mediante cultivos celulares de plantas, pero
sin lograr resultados satisfactorios para su obtencion a gran escala. Por lo tanto, el
material vegetal continGa siendo la materia prima para la obtencién de estos alcaloides

(Céndor. E., 2009)

2.8 COMPOSICION QUIMICA Y FARMACOLOGICA DE LA PLANTA

2.8.1 FITOQUIMICA

Mas de un siglo después que comenzd el uso oficial de la quina, los quimicos franceses
Pelletier & Carentouaislaz, aislaron varios alcaloides de la corteza de la planta, siendo el
mas importante la quina que es un molécula levdgira y en segundo lugar la quinidina que
es una molécula dextrogira. También se han aislado la cinconina y la chinchonidina y
otros derivados quinolicos. La determinacion de la estructura quimica de la quinina,
teniendo como nucleo quimico fundamental la quinolina, sirvio de base para la sintesis de
numerosos grupos de compuestos antimalaricos, de los cuales sigue el méas importante la

cloroquinina (Bello, C., 1995).
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2.8.2 COMPOSICION QUIMICA

La comunmente conocida Cascarilla o Cinchona Pubescens Vahl, perteneciente a la
familia de las Rubiaceas, contiene principios activos resultantes de su metabolismo

primario y secundario (Condor E., 2009).

Mediante un ensayo de tamizaje fotoquimico (Tabla 1) y anélisis cualitativo de los
metabolitos secundarios segin procedimiento de Rondina Coussio (1969) y Miranda
(2002), se encontr6 una alta presencia de alcaloides, (+++), amino grupos primarios y/o
secundarios (+), grupos fendlicos libres (+), taninos (++) en una proporcion
representativa (Condor E., 2009), tripertenos y esteroides (+), sesquiterpenos, saponinas,
quinonas, antroquinonas o antronoles (+), catequinas (+),flavonoides (+) y saponinas (+),
compuestos fendlicos, glicésidos cardiotonicos, aminoacidos libres o aminas en general

(Loayza K.,2010).

Los alcaloides son sin duda el principal componente identificado, encontrandose un 6,5%
de alcaloides totales (aproximadamente 20) entre los cuales el mayoritario es la quinina
que representa el 70-90% del par de diastereoisdbmeros quininay el 1 % corresponde a
quinidina (McCalley , 2002) junto con sus analogos 6-dimetoxi como cinconina y
cinconidina, Utiles como antipalidicos y empleados colectivamente para la totaquina
(Aerts, R. J., et al, 1991) y otros alcaloides que contienen un grupo OH en lugar del grupo

metoxi, como la cupreina 'y epiquinina (Figura 4) (Cifuentes M., 2013).
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Figura 4. Principales alcaloides presentes en la corteza de la Cinchona

Fuente: Condor E. 2009; Cifuentes M, 2013

QUININA

QUINIDINA

H;C?H
HO.. N‘7

“H

HiCO N

=
N/

CINCONINA

CINCONIDINA

Figura 5. Principales alcaloides presentes en la corteza de la Cinchona

Fuente: Condor E. 2009; Cifuentes M, 2013
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Posee también principios astringentes (taninos proantocianidoles dimeros y trimenos,

taninos catéquicos (8%) y otros compuestos como los flavonoides, catequina, kaempferol,




apigenina, y glicosidos asi como marcador quercetina y &cidos organicos (acido
quinotanico, rojo cinconico), acidos monoglicosidos como acido quindvico (acido3p-
hidroxiurs-droxibenzoico) 0 compuestos terpénicos que intervienen en su amargor y

resina (Aerts, R. J., et al, 1991)

QUERCETINA KAEMPFEROL CATEQUINA APIGENINA

Figura 6. Principales flavonoides presentes en la Quina roja (Cinchona Pubescens Vahl)

Fuente: Cifuentes M, 2013

Se han encontrado también siete antraquinonas conocidas, alizarina-2-metil-éter, 1,2-
anthragallol dimetiléter, purpurina, purpurina-1-metil-éter, 1-hidroxi-2-
hydroxymethylanthraquinone, 2-hidroxi-1,3,4 trimethoxyanthraquinone y 2,5- (0 3,5)
dihidroxi 1,3,4 (o -1,2,4) trimethoxyanthraquinone, y cinco nuevos antraquinonas, 2-
hidroxi-1,3,4,6- (o -1,3,4,7-) tetramethoxyanthraquinone, 1,6 (o 1,7-) dihidroxi-2-
metilantraquinona, purpurina-5-hidroxi-1-metil-éter, 4,6-(o 4,7) (0-2,6)
dimethoxyanthraquinone 2,7-dihidroxi y 6,7-dihidroxi-1-metoxi-2-metilantraquinona que

han sido aisladas hasta el momento (Wijnsma R., et al, 1986)

En un analisis cuantitativo realizado por Hoet, Gomez y Kanamori (1980) mediante el

método de Bruselas — 1948 reveld la presencia de un 0,02% y 0,08% de aceites
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esenciales en dos muestras de Cinchona Pubescens Vahl, colectadas en la Convencion

(Cusco) y en San Ignacio (Cajamarca) (Condor E., 2009).

Tabla 1. Resultados del tamizaje fotoquimico del extracto de Quina roja (Cinchona

Pubescens Vahl)

TIPO DE COMPUESTO

EXTRACTO DE CORTEZA DE
QUINA ROJA (Cinchona pubescens)

PRUEBAS

Alcaloides Dragendorff (+++)
Mayer (++)
Wagner (+++)
Triterpenos y
Esteroides Lieberman Buchard (+)
Quinonas Borntrager (+)
Catequinas Catequinas (+)
Saponinas Espuma (+)
Taninos Cloruro Férrico (+)
Flavonoides Shinoda (+++)

(+++) cuando la presencia del metabolito secundario es abundante.
(+) 6 (++) cuando la presencia del metabolito secundario es poco o escaso.

Fuente: Cifuentes M, 2013

2.8.3 COMPOSICION FARMACOLOGICA

Cinchona Pubescens Vahl una de las especies perteneciente a la familia de las Rubiaceae,

de la que se extrae el alcaloide quinina, uno de los cuatro alcaloides principales

encontrados en la corteza del arbol cinchona utilizada por méas de tres siglos, es ain el

farmaco de escogencia en muchas partes del mundo para el tratamiento de la malaria

complicada, severa (lbarra, R, 2007), para la fiebre y el dolor. Otro alcaloide la quinidina

ahora es un estandar de medicamento antiarritmico y es el origen del sabor amargo en el

agua tonica Cifuentes M, 2013).
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El gin-tonic se originé en la India colonial britanica, cuando la poblacion britanica
mezclaria su ténico medicinal con la quinina ginebra para que sea mas agradable al
paladar (Cifuentes M, 2013) y el vino de quina gue contiene 2 onzas de corteza de quina,
alcohol y vino blanco, que se toma como ténico (De la Vega, M., 1846). El agua tonica es
todavia un remedio seguro para calambres en las piernas durante la noche, sin embargo,
estd muy diluido y generalmente contiene menos de 1 por ciento de la cantidad de quinina

gue se encuentra en una dosis terapéutica tipica (Cifuentes M, 2013)

Los alcaloides le confieren propiedades febrifugas, antipaludicas y tonificantes de sabor
amargo y los taninos catequicos, le dan propiedades fuertemente astringente, en las
hidropesias, las hemorragias, los flujos mucosos y la debilidad que sucede a las

afecciones tifoideas (Jiménez, M., 1847)

La quina estimula el apetito y facilita la digestion; posee accion estimulante sobre el
sistema nervioso, y la respiracion, aungque a dosis elevadas ejercen el efecto contrario,

debilitando hasta detener totalmente los movimientos respiratorios (Cifuentes M., 2013).

La corteza del tallo de Cinchona Pubescens Vahl debe su débil actividad citotdxica a la
presencia de &cido quindvico. Este &cido y su 3 - ramndsido se aislaron y caracterizaron
través de varios derivados, todos los cuales se ensayaron para determinar su citotoxicidad

(Raffauf R. et al, 1977)
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Este hallazgo en combinacion con la actividad antimicrobiana de las antraquinonas
aisladas a partir de callos de Cinchona pubescens Vahl, han llevado a la conclusion de

que las antraquinonas son fitoalexinas (Wijnsma R et al, 1986).

Esta hierba medicinal que va desde el tratamiento de la malaria, neuralgias, espasmos
musculares, fibrilacion cardiaca; también encuentra su uso en la industria alimentaria
como potenciador del sabor, confiriéndole su caracteristico sabor amargo. Debido a los
efectos secundarios de altas dosis de quinina, su concentracion se ha limitado por la FDA
estadounidense a un maximo de 83 ppm. Este valor es aproximadamente un cuarto del
empleado terapéuticamente, aparte de aportar energia, por su contenido en quinina, tiene
ciertas propiedades: induce la secrecion refleja de las glandulas salivares y gastricas, a la
que sigue una vascularizacién de la mucosa géastrica y cierto grado de actividad de la
pared muscular del estbmago; de esta forma se refuerza el apetito y la digestion resulta

mas “rapida y completa", confiriendo propiedades digestivas (Ruiz S., 2012)

2.9 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y SU RELACION CON LA COSMETICA

2.9.1 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante, es cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida
de uno o maés electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos bioldgicos como
lipidos y proteinas de acidos nucleicos. La oxidacion de estos sustratos podré ser iniciada

por dos tipos de especies reactivas: los radicales libres, y aquellas especies que sin ser
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radicales libres, son lo suficientemente reactivas para inducir la oxidacion de sustratos

(Gbémez J., 2000).

Un radical libre, es cualquier especie, &tomo-molécula o ion, que contenga por lo menos
un electron desapareado en su orbital externo y que sea capaz de existir en forma
independiente; este estado le permite una mayor capacidad de reaccion con otros atomos
y moléculas presentes en su entorno normalmente los lipidos, proteinas y &cidos
nucleicos, dando lugar a alteraciones en las propiedades estructurales y eventualmente

funcionales (Gémez J., 2000).

Las especies reactivas de oxigeno (EROS o ROS) comprenden a todas aquellas especies
reactivas, que siendo o no radicales libres, centran su reactividad en torno al oxigeno,
aunque también existen aquellas especies reactivas en torno otras especies como el

nitrégeno (RNS) o cloro (Gomez J., 2000).

Los radicales libres como: superdxido, hidroxilo, alcoxi, peroxi, carbonato, 6xido nitrico,
diéxido nitrico y las especies reactivas no radicales como: perdxido de hidrégeno,
hidroperdxido, hipoclorito, oxigeno singulete, ozono y perdxinitrito son las principales
especies normalmente generadas en nuestro organismo, como parte del metabolismo de

todo ser vivo aerobio (Gomez J., 2000).

Los antioxidantes son un componente fundamental del sistema de proteccion ya que se

encargan de mantener el equilibrio que debe existir en condiciones normales entre la
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produccién y eliminacion de ERO y otros compuestos relacionados con la oxidacién

como los radicales libres (RL) (Gomez J., 2000).

2.9.1.1 MECANISMOS DE ACCION

Los antioxidantes pueden prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato bioldgico y en
algunos casos revertir el dafio oxidativo. EI mecanismo mas conocido, se debe a la
capacidad que tienen muchos antioxidantes para actuar como estabilizadores de diversas
especies reactivas, conocido como la actividad scavenger de radicales libres que tienen
muchas moléculas antioxidantes. En el caso de los radicales libres consiste en la
estabilizacion a través de la cesion de un electrén a dichas especies reactivas, este
mecanismo definido como SET (single electron transfer), permite que el radical libre
pierda su condicién por pareamiento de su electrén desapareado y como consecuencia, el
antioxidante se convierte en un radical libre y termina oxidandose baja una forma que es
de baja reactividad, junto a este mecanismo, muchos antioxidantes pueden estabilizar
radicales libres a través de la transferencia directa de un atomo de hidrdgeno, este
mecanismo se denomina HAT (hydrogen atom transfer), dejando al radical libre
estabilizado. A estos mecanismos pertenecen los antioxidantes no enzimaticos que
presentan en su estructura quimica grupos funcionales hidroxilo fendlicos (polifenoles y
tocoferoles), y otros antioxidantes no fenolicos como el glutation, melatonina, acido
ascorbico, etc. Otros antioxidantes pueden actuar también estabilizando especies reactivas
a traves de un mecanismo que implica la adicion directa del radical a su estructura, asi

por ejemplo los carotenoides como B caroteno (Gémez J., 2000).
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Algunos antioxidantes pueden actuar previniendo la formacion de EROS vy lo hacen
inhibiendo ya sea la expresion, la sintesis o la actividad de las enzimas prooxidantes
involucradas en la generacion de especies reactivas como la NADPH- oxidasa (NOX), la
xantina-oxidasa (XO), etc., este tipo de accién antioxidante no demanda que un
antioxidante exhiba en su estructura caracteristicas que tipicamente se asocian a los
mecanismos de accién ET o HAT, asi por ejemplo existen ciertos polifenoles capaces de

inhibir la NOX, la XO, etc.(Gémez J., 2000).

Un segundo mecanismo que también implica la inhibicion de la formacién de especies
reactivas, se relaciona con contraponer la capacidad que tienen ciertos metales de
transicion como hierro o cobre en estado reducido para catalizar la formacidn de radicales
superdxidos a partir de la reduccion de oxigeno y de radicales hidroxilo. Aquellas
moléculas que tengan la capacidad de formar complejos quelatos logran inhibir la
actividad redox, previniéndose la formacion de especies reactivas; se incluyen en este
grupo de antioxidantes ciertos péptidos y proteinas como ferritina, ciertos polifenoles
cuya caracteristica distintiva es presentar en su estructura flavonoidea un grupo catecol en

el anillo B (Gémez J., 2000).

2.9.2 EFECTOS DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA PIEL

Bajo ciertas condiciones la velocidad con que se generan las especies reactivas EROS en
el organismo, supera la velocidad con la que dichas especies son removidas por los
mecanismos de defensa antioxidante, a este desbalance se le denomina Estres Oxidativo y

puede ocurrir en el organismo como resultado de una exacerbada produccion de especies
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reactivas, aun en presencia de un equilibrado aporte dietario de antioxidantes, una
disminuida ingesta de alimentos ricos en antioxidantes o una reducida biosintesis de

alguno de los mecanismos antioxidantes (Clapés S. et al, 2001).

Cuando el estrés oxidativo afecta a sustratos biologicos, el desequilibrio redox se traduce
en un dafo oxidativo a diversa macromoléculas que aceleran el envejecimiento de
muchos tejidos entre ellos de la piel. Pueden dafar el ADN, las membranas lipidicas y las
estructuras proteicas, asi como también inducir el fotoenvejecimiento al aumentar las

metaloproteinasas de la matriz, degradar el colageno y alterar la elastina (Chen L., 2012).

La exposicion de la piel al sol es uno de los factores que mas significativamente da lugar
a la produccion de radicales libres de oxigeno y se ha demostrado ampliamente que existe
una relacion directa entre los procesos de oxidacion de las proteinas dérmicas por los

rayos UV y el envejecimiento de la piel (Honorato J., 2009) (Figura 4).
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Figura 7. Cadena oxidativa

Fuente: Honorato, J. 2009

Una forma de contrarrestar la oxidacion de la piel consiste en aportar antioxidantes de la
manera mas directa posible. Los antioxidantes mas importantes para la piel son las
vitaminas A, C y E y el Cinc, que nos protegen del envejecimiento prematuro,
retardando la formacion de arrugas y reduciendo la formacion de cicatrices, ayudan a la
piel a defenderse de los radicales libres y protegen la piel, la vitamina A y E protegen la
membrana celular del dafio ambiental mientras que la vitamina C protege el interior de la

célulay el DNA (Paredes F. & Roca J., 2000).
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2.9.3 ANTIOXIDANTES MAS IMPORTANTES PARA LA PIEL

2.9.3.1 VITAMINAS

La vitamina A (beta caroteno), un grupo de quinonas que conforma la vitamina K, la
vitamina E cuyo hidroxilo fenolico en el anillo es responsable de la reduccion
antioxidante, la vitamina C y A se denominan antioxidantes interruptores, porque
interrumpen la reaccion en cadena de formacion de radicales libres (Shite J, 2001) y junto
con el glutation, conforman un grupo de agentes reductores capaces de donar electrones a
especies oxidadas como los radicales libres y los lipoperdxidos, neutralizando de esta

manera el potencial oxidativo destructor de estos (Chao JC, et al, 2002).

La vitamina C con una configuracion de lactona con grupos hidroxilos asociados al
doble enlace, funciona como agente con alto potencial reductor, lo que le permite incluso,
participar en la reduccion directa del oxigeno, funcionando asi como sustrato donante en
las reacciones de las peroxidasas (Mayer P., 1997). El mecanismo molecular de accion de
esta vitamina la sitla en un nivel antioxidante de alta jerarquia, pues incluye la inhibicidn
de la formacién de radicales superdxido o de nitrosaminas (Epperly M et al, 2004)
ademas, es el agente que reduce los radicales fenoxilo formados durante la actividad
vitaminica E, restableciéndola (Chao JC, 2002), es un co-factor de enzimas criticas en la
sintesis de colageno, asi como también inhibe la biosintesis de elastina para reducir su
acumulacion, por eso es muy usada en formulaciones antioxidantes, para lo cual debe

perder su carga ionica, por ello debe estar en una formulacion con pH inferior a 3,5y en
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concentraciones entre el 15% y 25% para que pueda penetrar al estrato corneo (Murray
J.etal, 2008).

La vitamina C es un potente antioxidante y estimulante de la sintesis de colageno, elastina y
glucosaminoglucanos. Ademas, actia como blanqueador por inhibicidn de la tirosinasa. Puede
utilizarse en alta concentracion para aclarar hiperpigmentaciones y mejorar arrugas finas. Se
utiliza la solucion de vitamina C al 20% con pH 3,0. En forma domiciliaria se continuaré con un

tratamiento de mantenimiento (Gotlib N, 2015)

2.9.3.2 FLAVONOIDES

Los flavonoides son pigmentos presentes en los vegetales, y son otra forma de proteger al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la
polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. y se encuentran
dentro del grupo de los fenoles. Los fenoles actian como antioxidantes en alimentos y

cosméticos oxidandose en lugar de la sustancia protegida (Philip S, 1998).

El organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que
debe obtenerlas mediante la alimentacion o en forma de suplementos (Martinez S. et al,
2002). Los compuestos mas simples son unidades individuales de fenol que se encuentran
de forma abundante en las hierbas culinarias, se incluyen el apio (que se encuentra en
eneldo y perejil), el carvracol (orégano), etc. que protegen a las plantas del dafio por
oxidacion y realizan la misma funcion en los humanos (Garcia M, 2014). Los
flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en cerveza,

vino, té verde, té negro y soja. Se encuentran también en extractos de plantas como
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arandano, gingko biloba, cardo, etc. Estan compuesto por dos anillos de fenilos (A y B)
ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los
anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' (Fig. 8) (Martinez

S., 2002).

Figura 8. Esqueleto estructural de los flavonoides

Fuente: Gonzalo J. & Alonso M, 2002

Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el

anillo C. En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo-OH en posicién 3 del anillo C.
Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo-OH en posicion 3 del anillo C.

2. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

3. Antocianidinas, que tienen unido el grupo-OH en posicién 3 pero ademas poseen

un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.
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Figura 9. Estructura de los diferentes flavonoides
Fuente: Gonzalo J. &Alonso M, 2002

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcién:

a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi;

b) La presencia de un doble enlace en posicion 2,3;

c) La presencia de grupos hidroxilo en posicion 3y 5

La quercitina presenta las tres caracteristicas, mientras que la catequina solo presenta la

segunda y la diosmetina la primera (Fig. 10) (Martinez S., 2002).

Catequina Cuercitina Diosmetina

Figura 10: Caracteristicas estructurales de los principales flavonoides

Fuente: Martinez S., 2002
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A los flavonoles y las flavonas se unen azlcares, preferentemente a la posicién C3 y con
menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran
comunmente como O-glicosidos, siendo la D-glucosa el residuo aztcar mas frecuente.
Otros residuos de azUcares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa,

asi como el acido D-glucuronico (Martinez S., 2002).

La parte sin azucares de la molécula flavonoide se Ilama aglicona. Los glicosidos son méas
solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su aglicona o flavonoide

respectivo (Martinez S., 2002).

Las propiedades acido-base muestran que los radicales flavonoides son neutros en un
medio 4cido (por debajo de pH 3) y con una carga negativa a pH 7. Las repercusiones de
la carga negativa son sumamente importantes en la evaluacion del potencial antioxidante
de los flavonoides. Primero, el radical cargado negativamente no es probable que pase a
través de la membrana celular con carga negativa. Segundo, la reaccion de los radicales
flavonoides con la vitamina E, que es termodinamicamente factible para algunos
radicales flavonoides, tiene un obstaculo adicional a causa de la repulsion electrostatica
entre el anion del radical flavonoide y la membrana fosfolipidica cargada negativamente,
donde la vitamina E se incrusta. Tercero, la oxidacion de un solo electrén de los
flavonoides por cualquier oxidante tendra una barrera entropica, porque por lo menos dos
protones se intercambian en la reaccion. Los protones pueden intercambiarse entre los
reactantes o con el solvente en el estado de transicion, en este caso, la interface del enlace

con hidrogeno debe tenerse en cuenta (Martinez S., 2002).
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Su capacidad para actuar como antioxidantes en los sistemas bioldgicos fue ya
reconocida en los afios treinta, sin embargo, el mecanismo antioxidante fue ignorado en
gran medida hasta hace poco tiempo. Esta capacidad antioxidante se debe a la presencia
de estructura O-di hidroxi en el anillo B que confiere una mayor estabilidad a la forma
radical y participa en la deslocalizacion de los electrones; la doble ligadura, en
conjuncién con la funcion 4-oxo del anillo C y los Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo
en los anillos A y C, estructura que le confiere excelentes propiedades secuestradoras de
RL, de quelacién del hierro y otros metales de transicion, asi como de la inhibicion de

oxidasas (Martinez S., 2002).

El flavonoide quercetina encontrado en el té verde tiene una funcién antioxidante 5 veces
mayor al demostrado por las vitaminas E y C y tiene una hidro solubilidad similar a la de
la vitamina E, demostrandose que inhiben la fotooxidacion de la vitamina E en la

membrana celular (Martinez S. et al., 2002).

La epigalocatequina galato y otras catequinas, también presentes en el té verde son
capaces de reducir, en cultivos de células, el radical DPPH y de proteger el DNA
gendmico del estrés oxidante (Rigano L, 2010) y pueden usarse en productos cosméticos
agregados a la fase lipidica para su preservacion en la formulacién o como ingredientes

funcionales (Honorato J., 2009).

La presencia de compuestos fenolicos también puede encontrarse en frutos como el
borojd, perteneciente a la Familia de las Rubiaceae, ya que tiene un contenido de

polifenoles que oscila entre 600 y 800 mg de acido galico/100gr, y gran actividad
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antimicrobiana, por lo que puede ser utilizado en la industria agroalimentaria y cosmética
(Sotelo D.et al, 2010).

El café perteneciente al género Coffea de la familia Rubiaceae, es una de las bebidas méas
populares en el mundo, debido a su sabor y caracteristicas sensoriales Unicas.
Actualmente se conoce que este producto agroalimentario posee una serie de
bioactividades, como actividad antioxidante, anticarcinogénica y antimutagénica. Los
granos de café verde contienen antioxidantes como acidos fendlicos, polifenoles y
alcaloides; especialmente los acidos fenolicos elagico, cafeico y clorogénico. El acido
elagico, el cual se encontr6 en mayor proporciéon, es un polifenol antioxidante
caracteristico de frutas que se conocen por su alta actividad antioxidante como las fresas,
frambuesas, arandanos y uvas. Ademas, este acido puede inhibir enlaces de ADN de
ciertos compuestos cancerigenos, incluidas nitrosaminas e hidrocarburos policiclicos

aromaticos (Naranjo M. et al, 2011).

La Cinchona Officinalis y la Cinchona Pubescens Vahl pertenecientes también a la
familia de las Rubiaceas, exhiben muy buenas propiedades antioxidantes, los compuestos
fenolicos de sus extractos ofrecen proteccion ante el dafio oxidativo (Ravishankara M.et
al, 2002) y contienen flavonoides como quercetina, apigenina, kaempferol; derivados

fendlicos catequinas, flavonoides y alcaloides (Cifuentes M., 2013).

2.9.4 PRODUCTOS COSMETICOS ANTIOXIDANTES

El uso de substancias antioxidantes en cosméticos trae ventajas indiscutibles desde el

punto de vista de la formulacion y de la eficacia. El conocimiento cada vez mas profundo
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de los mecanismos moleculares involucrados en muchas situaciones cutaneas, desde el
envejecimiento y el foto envejecimiento hasta las patologias, como el vitiligo o el liquen
escleroso, evidencia el estrés oxidante causado por radicales libres como un factor
importante que provoca la estabilizacion y la evolucion progresiva de estas patologias.
Por lo tanto, los tratamientos cosmeéticos deben estar dirigidos a combatir, de modo
puntual, las vias metabolicas desequilibradas que involucran transferencia de electrones y

formacion de radicales libres (Rigano L, 2010).

2.9.4.1 ANTIARRUGAS

Los productos con importante actividad antioxidante (atrapan e inhiben la generacion de
radicales libres), mejoran el citoesqueleto celular e inducen la proliferacion y activacion
de fibroblastos senescentes, caracteristicos del foto envejecimiento cutaneo (Lozada &

Rueda R., 2010).

El envejecimiento cutdneo es la conjuncién de factores intrinsecos (envejecimiento
cronoldgico) y extrinsecos, dentro de estos Ultimos, la Radiacion Ultravioleta (RUV
natural o artificial) juega un rol fundamental en el desarrollo del Foto envejecimiento
Cuténeo. Los rayos UV B actuan directamente sobre el DNA de las células cutaneas y los
UVA dan lugar a la formacion de radicales libres oxigenados, inducen la aparicion de
diversas alteraciones como el engrosamiento epidérmico, queratinocitos con algun grado
de atipia, pérdida de polaridad e incremento de la melanogénesis (Lozada & Rueda R.,

2010).

56



En la dermis se observa una desorganizacion de la red fibrilar con acumulo de fibras
elasticas fragmentadas y degeneradas en masas amorfas (elastosis); disminucion del
colageno, fibrillas colagenas fragmentadas, fibroblastos senescentes, glicosaminoglicanos
(&cido hialuronico y dermatan sulfato) y alteracion de los vasos sanguineos. Sus
manifestaciones clinicas son: piel seca rugosa, amarillenta con arrugas profundas, con

pérdida de firmeza y de elasticidad de la piel (Lozada & Rueda R., 2010).

Entre los productos topicos méas usados para contrarestar estos efectos se encuentran en el

mercado:

o Blanqueadores para atenuar el color de las maculas formadas como
consecuencia del envejecimiento

o Dermoabrasivos quimicos, mediante la aplicacion de un &cido débil (pH &cido)
o el uso de cristales diminutos bajo presion para eliminar células superficiales,
mejorar la textura y reducir maculas

o Tecnicas de aparatologia como laser, que permite elimina los vasos sanguineos
cercanos a la superficie, incluso las maculas, los lunares y disminuir las arrugas
delgadas

o Rellenos dérmicos: Inyecciones de colageno bovino, &cido hialurénico o
hidroxiapatita de calcio que aumentan el espesor de la piel, suavizando arrugas y

rellenando surcos (Leon S., 2010)

Los antioxidantes son una categoria popular de ingredientes para el tratamiento anti-

arrugas. Pueden derivarse de recursos naturales o fabricados sintéticamente. Sus criterios
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claves de desempefio son los de contrarrestar los radicales libres que pueden hacer mutar
las células de la piel. Las fuentes de estos radicales libres son ambientales, como el humo,
la exposicion al sol o la dieta. El uso de antioxidantes puede mitigar el dafio a la piel
permitiendo su cura, asi como estimulando la produccion de nuevo colageno (Abrutyn E,

2011).

Los antioxidantes pueden ser suministrados como ingredientes solubles en agua o en
aceite, aunque los derivados de aceite o solubles en lipidos pueden absorberse mas
efectivamente en el estrato corneo. Los antioxidantes pueden ayudar en varias funciones,
incluyendo: la reduccion de las lineas finas y arrugas, apoyando la regeneracion de
células, la des-pigmentacion nocturna de la piel, mitigando los efectos de la psoriasis,
sustentando un sistema inmunoldgico saludable y estimulando la produccion de colageno,
los antioxidantes pueden incluir vitaminas como retiniol, esteres, &cido ascorbico,
tocoferol, colecalciferol, aminoacidos/péptidos como acetil hexapéptido-22 vy
decapéptido-6, extractos botanicos, y acidos carboxilicos, entre una multitud de otros

(Abrutyn E, 2011).

2.9.4.2 PROTECTORES SOLARES

Los efectos nocivos de la luz UV es la generacion de radicales libre y de sustancias
oxidantes que deterioran la piel. Existen varias formas de proteccion contra la exposicion
excesiva a la radiacion solar. La mas efectiva, pero no recomendable, es evitar el sol. Por
lo que en los Ultimos afios se han introducido en el mercado productos que actdan como

protectores solares, los cuales normalmente se utilizan en las formulaciones de cremas y
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lociones que se aplican antes de la exposicion al sol. Existen preparaciones que reflejan la
luz, las cuales contienen compuestos quimicos tales como oOxido de zinc u oOxido de
titanio, que son efectivas pero que normalmente son menos aceptables cosméticamente;
su accion se traduce en reflejar tanto las radiaciones UV-A como las UV-B, y finalmente
los compuestos organicos que actGan como filtros mediante mecanismos a nivel
molecular y que disipan la energia luminica como  isoamil metoxicinamato,
Octilsalicilato, Octocrileno, Metilantranilato, 2-Hidroxi-4-metoxibenzofenonao,
Benzofenona 3, etc. pero el dilema se centra en saber si estas sustancias cumplen su
funcién como foto protectores y al mismo tiempo ser lo suficientemente estables a la luz
para no generar radicales libres o actuar como sensibilizador en la formacién de especies
activas oxigenadas. Todo esto significa que el fotoprotector debe disipar la energia que
puede producir dafios bioldgicos por lo que es necesario incluir en estas formulaciones
moléculas antioxidantes que funcionen como co- activos en la proteccion de la piel

(Vargas, F. et al, 2007).

Entre las sustancias con propiedades antioxidantes destacan algunas vitaminas. Poseen la
ventaja de que, al ser productos naturales, tienen mas aceptacion y no suelen provocar
reacciones adversas. Se usan vitaminas del grupo A, es decir, derivadas del acido
retinoico y carotenos. También del grupo C, es decir, &cido ascorbico y sus derivados
(Herane M., 2001) y vitaminas del grupo E, es decir, tocoferoles (estos ultimos actuan
como protectores de la oxidacion de las membranas biologicas). Otras sustancias
antioxidantes muy usadas son los flavonoides y compuestos con grupos —SH con presunta
accion protectora de las proteinas (se usan por su similitud con el glutation, una molécula

organica implicada en la cadena de destruccion de radicales libres) (Cuadrado V, 2013).
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2.9.4.3 PRODUCTOS PARA DESPUES DEL SOL

Los cosméticos para después del sol o “after sun” son productos ideados para corregir o
mejorar las condiciones de la piel tras la exposicion de la misma, a dosis relativamente
elevadas de radiacion solar. Sus componentes deben, por lo tanto, poseer propiedades
reparadoras, antiinflamatorias, regeneradoras, hidratantes y calmantes. Los principios
activos antiinflamatorios deben tratar de paliar los efectos inflamatorios de la luz solar,
ayudar a disminuir el eritema y sobre todo el edema posterior a la exposicion

(Debenedetti, S. 2012).

El activo cosmético antiinflamatorio mas importante es el a-bisabolol encontrado en el
extracto de manzanilla. También actdan como antiinflamatorios los flavonoides
concretamente los presentes en extractos vegetales como el de caléndula, malva,

manzanilla o aloe (Matinez S., 2002).

2.10 ESTUDIO FITOQUIMICO DE LOS POLIFENOLES

2.10.1 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

La determinacion de fenoles totales no esta directamente relacionada con la medicién de

la actividad antioxidantes, pero puede ser Util si se combina con métodos para medir la

actividad antioxidante (Villanueva J, 2010).
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2.10.2 COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La determinacion de los compuestos fendlicos en los extractos son estimados por ensayos
espectrofotométricos, basandose en una reaccion colorimétrica de oxido-reduccion. El

agente oxidante utilizado es el reactivo de Folin-Ciocalteu

En esta prueba se mezcla tungstato y molibdato en un medio altamente basico (Na,COj3 al

5-10% acuoso).

Los polifenoles son facilmente oxidables en medio basico quienes reaccionan con
molibdato formando oxido de molibdeno MoOj3, este compuesto puede ser identificado y
cuantificado por espectroscopia de UV/VIS debido a que absorbe a una longitud de onda

de 750 nm (Villanueva J, 2010).

2.10.3 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES

Para identificar flavonoides se utilizan reacciones de coloracion, como las que utilizan
tricloruro de hierro o de azufre o de aluminio, estas reacciones forman complejos que
presentan absorbancias en el espectro ultravioleta por lo que pueden ser identificados
mediante la técnica espectrofotométrica UV- visible. Ademas existen reacciones de color
especificas que determinan el tipo de flavonoide al que pertenecen y reacciones de color

para comprobar la existencia de sustituyentes en la posicion orto (Garcia N, 2007).

61



El contenido de compuesto fendlico (TPC) se determina como equivalentes de acido
galico utilizando la ecuacion lineal: A = aC + b, sobre la base de la curva de calibracién
donde, A es la absorbancia, y C es equivalentes de acido galico.

La prueba se realiza por triplicado y el valor medio se representa.

Este método esté relacionado con la aparicion de una absorbancia que es consecuencia de

la aparicion de color debido a la reaccidn que se produce

Aunque este método no esta relacionado con la medicion de actividad antioxidante,
parece ser uno de los mejores métodos para estimar la actividad antioxidante (Cifiuentes

M, 2013).

2.11 CROMATOGRAFIA

Es un sistema analitico que permite separar los diferentes componentes de una muestra
problema por distribucion entre dos fases, una estacionaria y otra mdvil, con el fin de
identificarlos y/o cuantificarlos. La fase movil permite el desplazamiento de los
componentes de la mezcla y la fase estacionaria, retiene los componentes de la mezcla

Segun el tipo de interaccion que se establece entre los componentes de la fase movil y la

fase estacionaria, existen varios tipos de cromatografias (Skoog D. 2008):

a) Cromatografia por Absorcion (Estacionaria = Solido polar capaz de adsorber a los

componentes de la mezcla mediante interacciones de tipo polar)
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b) Cromatografia por Particion (Separacion por # solubilidad de los componentes de
la mezcla en las fases estacionaria y movil, ambas liquidas)

c) Cromatografia por Intercambio lonico (Estacionaria= Solido con grupos
funcionales ionizables cuya carga se pueden intercambiar con los iones de la fase
movil)

La cromatografia puede realizarse en: Capa fina, Capa fina de alta eficiencia (HPTLC),
Columna, Liquida de alta presion, Gas en Papel

2.11.1. Cromatografia en Capa fina

Es utilizada para separar los componentes puros de una mezcla, de acuerdo con su
polaridad. Contiene una capa uniforme de un absorbente mantenido sobre una placa que
puede ser de vidrio, aluminio u otro soporte, sobre la cual corren las sustancias a separar
por medio de un solvente (fase movil). La fase mavil es liquida y la estacionaria solida y
polar (silica gel). El eluyente generalmente es menos polar que la fase estacionaria (silica
gel) por tanto, entre mas rapido se desplace un componente serd menos polar. El valor de
referencia depende de las condiciones bajo las cuales se corre la muestra (Absorbente,

eluyente, T°, etc.) (Llorens M. 2012).

La mezcla a analizar se deposita a una pequefia distancia del borde inferior de la placa y
se introduce en una cubeta que contiene la fase madvil. La fase movil asciende a lo largo
de la placa por capilaridad, desplazando los componentes de la mezcla a diferentes
velocidades, provocando su separacion. Cuando el frente del disolvente se encuentra

préximo al extremo superior de la placa se saca y se visualiza (Llorens M. 2012).
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El proceso de andlisis por cromatografia de capa fina

La cromatografia en capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography) es una técnica de andlisis quimico utilizada para separar sustancias puras de mezclas complojas. Es una de las técnicas més comunes
empleadas en un laboratorio. Entre otras cosas, permite determinar el grado de pureza de un COMPUES!o y comparar muestras.

(2] dela

Muestra
i~ diluida

© Separacién © Secado y andlisis

.....

Se disuelve la muestra para dejaria en Con el tubo capllar, y usando la La muestra se Introduce en una cubeta Las distintas moléculas tienen distintas Se saca la placa de la cubeta y se marca
estado liquido y se prepara un tubo linoa do base, se aplica una gota de con un disolvente, Se espera quo ol masas, por lo que se mueven a la altura a la que ha llegado el disolvente.
capilar. Se prepara al mismo tiempo la muestra en la placa de celulosa, ascienda por y alcanzan alturas Se deja secar la placa y se mide la

una placa de celulosa yse Qque se extienda lo hasta unos 2-3 cms. de la parte superior. diferentes sobre la placa, creando un distancia recorrida por los componentes
dibuja una linea de base a un par de menos posible y que no dafie la Este arrastra la muestra a su paso, patrén. Existen patrones estdndar para de la muestra, compardndola con los
contimetros del borde inferdor. capa. A continuacion, so doja secar. separando sus componentes. casl todas las sustancias habituales. patrones establecidos.

FUENTE: College of Wooster AT R e R i i1 R V.C./ EL MUNDO

Figura 11. Cromatografia de Capa Fina
Fuente: Ruiz A, 2006
Se compara el tamafio e intensidad de la mancha de la sustancia problema Vs. Patrones

de diferentes concentraciones (Uribe R, 2013).
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10 aplicacdn

Figura 12. Cromatografia de Capa Fina

Fuente: Uribe R, 2013

El grado de exactitud lo determina el No. de diluciones de los patrones empleados (Uribe

R, 2013).
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Distancia

recormida por = b Destancia recorrida
la fase mavil por cada muestra
(X) = a }}

Figura 13. Cromatografia de Capa Fina

Fuente: Uribe R, 2013

El factor de retardo se puede calcular de la siguiente forma:

Ecuacién 1: Factor de retardo

Fuente: Uribe R, 2013

R Distancia recorrida por la fase mévil]
Distancia recorrida por la muestra

2.12 METODOS DE EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (DPPH,

ABTS Y PCL)

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo.
En el analisis in vitro se determina la actividad del antioxidante frente a sustancias
cromogenas de naturaleza radical (cambio de coloracion en funcién de la concentracion),
pero este analisis nos da sélo una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones

complejas in vivo ya que la capacidad antioxidante no viene dada solo por la suma de las

65



capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende del
microambiente en que se encuentra el compuesto, pudiendo producirse efectos sinérgicos
o inhibitorios. Asi diversos compuestos cromogenos (ABTS, DPPH, etc.) son utilizados
para determinar la capacidad de los compuestos fenolicos que contienen las plantas para

captar los radicales libres generados (Abad, J. & Cabezas D., 2014)

2.12.1 METODO DEL BARRIDO DE RADICALES LIBRES O METODO DPPH (1,

hidrato de 1-difenil-2-picrilhidrazil).

El Fundamento del método desarrollado por Brand-Willams, consiste en que este radical
tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta, decolordndose hacia amarillo
palido por reaccion con una sustancia antioxidante; la reaccion que se produce es la

donacion de un hidrégeno RH a DPPH (Castafieda C. et al, 2008) (Fig. 11).

dipherylpicrdhydrazyl (free radical) diphenylpicrylydrazine (nonradical)

Figura 14. Reduccién de reaccion de DPPH.

Fuente: Castafieda C., 2008
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La absorbancia es medida espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de
absorbancias, permite obtener el porcentaje de captacién de radicales libres. Con los
valores de las absorbancias obtenidas se determina el % de captacion de radicales libres

(DPPH) mediante la siguiente férmula (Castafieda C. et al, 2008):

Ecuacion 2: Porcentaje de actividad antioxidante

(Am — Ab)
%AA = 100 — A control

Donde

% AA: Porcentaje de actividad antioxidante
Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco

A control: Absorbancia del reactivo DPPH

La relacion (Am - Ab)/Acontrol nos indica el exceso de DPPH que no ha reaccionado con
los compuestos antioxidantes en la muestra (muestra pura o extracto) (Golfen M. et al,

2008).

Todas las pruebas se realizan utilizando acido ascérbico como compuesto de referencia,
la capacidad para secuestrar el radical DPPH se calcula usando la ecuacién sefialada. La

actividad antioxidante del extracto se expresa como Clso de prueba.

El valor de Clsqo se define como la concentraciéon (en g/ml) de extracto que inhibe la

formacion de radicales OH™ en un 50% (Das B., 2011).
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El radical libre DPPHe* posee una absorcion caracteristica a 515 nm, la cual decrece
significativamente cuando esta expuesto a la accion de «barrido» por parte de un extracto
rico en compuestos fenolicos antioxidantes- por suministro de atomos de hidrégeno o por
donacion de electrones. Una disminucion en la absorbancia, a 515 nm, indica un alto
barrido del radical por parte del extracto. El barrido de los radicales libres es uno de los
mecanismos conocidos mediante el cual los antioxidantes inhiben la oxidacion de los
lipidos (Padilla F. et al, 2008).

Ecuacion 3: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH

AA
% INH = [1 _ (E)] x 100

Donde
% INH: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH
AA:  Absorbancia del DPPH con el extracto

AB:  Absorbancia del DPPH sin el extracto
2.12.2 METODO ABTS (2,2- azinobis-4-etilbenzotiazoline-6-sulfonato)

El método del ABTS se fundamenta en la decoloracion del radical cation ABTS * (2,2-
azinobis-4-etilbenzotiazoline-6-sulfonato), el radical se genera por adicion de un agente
oxidante K;0sS; (2,5 mM). Este radical presenta un maximo de absorcion

espectrofotométrica a 734 nm, en presencia de un agente oxidante se produce una
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decoloracion del compuesto y por lo tanto la disminucion de la absorbancia (Millar y

Rice- Evans, 1997).

Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilia y
lipofila. El radical ABTS+" tiene la ventaja de que su espectro presenta maximos de

absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico (Rea R. et al, 1999).

Ecuacion 4: Porcentaje de la capacidad antioxidante ABTS

AA
% INH = 1 — (E) x 100

Donde:
%INH: Porcentaje de inhibicion de radical ABTS
AA: Absorbancia del ABTS con el extracto

AB: Absorbancia del ABTS sin el extracto

2.12.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN FORMAS

COSMETICAS

2123.1 METODO DE LA FOTOQUIMIOLUMINISCENCIA PCL

(PhotoChemiLuminescence)
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Los radicales se generan fotoguimicamente, por irradiacion UV de un compuesto foto
sensibilizador. Estos radicales son parcialmente eliminados de la muestra por reaccion
con antioxidantes de la muestra. En la unidad de deteccion de los radicales restantes
estos, son cuantificados por la generacion de luminiscencia en una reaccion quimica con

un producto quimico de deteccion.

Los antioxidantes se cuantifican debido a su efecto inhibidor sobre la generacion de la
luminiscencia por comparacion con un compuesto de normalizacién (generacion de una
curva de calibracion con Trolox).La capacidad antioxidante se calcula como unidades de

equivalentes de Trolox.

La sefial del detector es causada por la deteccion de la luminiscencia y se controla por un
tiempo de algunos minutos (100 -180s).Para el anélisis de la capacidad antioxidante, la
integral de la curva durante un tiempo definido debera ser calculada automaticamente por

un software PCLsoft.

Las muestras deben ser diluidas en el reactivo metanol de manera que la sefial detectada

este dentro del intervalo de linealidad de la curva de calibracion y dentro del rango de

deteccion (Corriente: 0 - 4 V) (Popov L. & Lewin G. 1999).

2.12.4 QUIMIOLUMINISCENCIA
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El uso analitico de la quimioluminiscencia (QL) esta experimentando un creciente
interés, ya que representa una alternativa simple, barata y sensible para cuantificar una

gran variedad de compuestos.

Desde hace unos treinta afios, el fenomeno de la luminiscencia-originalmente una
curiosidad del laboratorio fisico, se ha convertido en una rama de la espectrometria
aplicada, dentro de la quimica analitica. Debido a la nueva instrumentacion v,
especialmente a la incorporacion de técnicas modernas, algunas nuevas y otras tomadas
de otras disciplinas, la QL se aplica de forma rutinaria en el analisis tanto cuali- como

cuantitativo.

Las grandes aplicaciones analiticas de la QL como método de deteccion en inyeccién en
flujo, cromatografia liquida (CL) y electroforesis capilar (EC), junto con el gran potencial
del inmunoensayo, hacen de esta técnica un campo de investigacion muy interesante en
una amplia variedad de disciplinas, que incluyen técnicas de separacion en analisis

quimico, bioldgico, farmacéutico, biomédico y alimentario, control de calidad, etc.

Las tendencias mas actuales en quimica analitica implican la aplicacion de la QL como
sistema de deteccion, combinada con EC como método previo de separacion,
proporcionando una selectividad y sensibilidad analitica excelentes y permitiendo la

resolucion y cuantificacion de varios analitos en mezclas relativamente complejas.

La QL se define como la emision de radiacion electromagnética (normalmente en la

region del visible o del infrarrojo cercano) producida por una reaccion quimica.
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Cuando esta emision proviene de organismos vivos o sistemas derivados de ellos, se
denomina bioluminiscencia. Ambos fendmenos son procesos luminiscentes que se han
identificado tradicionalmente mediante un prefijo que identifica la fuente de energia

responsable del inicio de la emisidn de radiacion electromagnética.

Como la intensidad de emision es funcion de la concentracion de las especies quimicas
implicadas en la reaccion QL, las medidas de la intensidad de emision pueden emplearse

con fines analiticos.

Una ventaja de las técnicas QL es que permiten emplear una instrumentacion basica
bastante sencilla, ya que el sistema 6ptico no requiere fuente externa de excitacion.

La QL se describe a menudo como una técnica de “campo oscuro”: la ausencia de niveles
altos de luz de fondo, que si ocurren en espectrofotometria y fluorimetria, reduce el ruido
y permite mejorar los limites de deteccion. La instrumentacion para medidas de QL varia
desde sistemas muy simples hasta instrumentacion mas compleja, pudiéndose usar un

fluorimetro simplemente con la fuente de excitacion apagada.

No obstante deben considerarse algunas limitaciones en el analisis por QL, como la
dependencia de la emision quimioluminiscente de varios factores ambientales que deben
ser controlados, la falta de selectividad, ya que un reactivo quimioluminiscente no se
limita a un dnico analito, y finalmente, como ocurre en otros sistemas de deteccion en
flujo, la emision quimioluminiscente no es constante sino que varia con el tiempo (el

flash de luz esta compuesto de una sefial que se produce tras la mezcla de los reactivos,
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alcanza un maximo y después cae hasta la linea de base), y este perfil de emision frente al
tiempo puede variar ampliamente en diferentes sistemas quimioluminiscentes, por lo que
hay que extremar el cuidado para detectar la sefial en sistemas en flujo, midiendo en

periodos de tiempo bien definidos (Garcia A., 2001).

2.12.5 Andlisis de antioxidantes hidrosolubles y liposolubles en un sistema con el

método PCL

Es un sistema para la cuantificacion de antioxidantes en sistemas hidrosolubles y

liposolubles. Gracias al método de la fotoquimioluminescencia se combina el estimulo

fotoquimico de formacion radical con la referencia luminométrica sensible.

El método de la quimioluminescencia fotosensible se caracteriza por ser rapido, exacto,
econdémico y respetuoso con el medio ambiente. Hace posible la investigacion de
materiales tanto hidrosolubles como liposolubles. EI método, a diferencia de otros
métodos, no esta ligado a un valor de pH determinado ni a la temperatura. EI método de
medicion, fotoquimioluminescencia, permite una cuantificacion del estado antioxidante
del organismo y de la dimension de los dafios oxidantes del substrato biologico bajo
distintas condiciones patologicas y bajo distintos tipos de terapia relevantes (Garcia A.,

2001).

2.12.5.1 Método de analisis

73



La fotoquimiluminiscencia (PCL), permite la cuantificacion tanto de la capacidad
antioxidante de las sustancias puras hidrofilos y/o lipdfilas, es la medicion de la
capacidad antioxidante en la fase lipidica (ACL: Antioxidative Capacity in Lipid Soluble
Substance) y la fase acuosa (ACW: Antioxidative Capacity in Water Soluble Substance)
de matrices complejas de diversos origenes: sintética, plantas, animales, humana, etc.

Con este método, las propiedades antioxidantes de las sustancias examinadas se pueden
determinar de forma réapida y eficaz, lo que limita la pérdida relacionado con la

degradacion del producto (Lewin, G, 1994).

La metodologia se ha basado fotoinducida de luminol, acompafiado por una intensa
guimioluminescencia (Lewin, G, 1994). La presencia de antioxidantes inhibe la
autooxidacion de luminol, debido a la interaccién con 02.- generado fotoquimicamente.
Luminol 1l asume el papel de tanto fotosensibilizador que de reactivo
quimioluminiscente. En la presencia de sustancias que actian como trampas de radicales,

la intensidad de la PCL es atenuada como una funcién de su concentracion.

La prueba se puede realizar utilizando dos protocolos diferentes, ACW y ACL, que le
permiten destacar la capacidad antioxidante del componente soluble en agua y solubles
en grasa, respectivamente. De hecho, en el componente soluble en agua, habitualmente,
antioxidantes pertenecientes a las familias de los flavonoides, mientras que en los
compuestos solubles tales como tocoferoles, tocotrienoles, carotenoides y asi

sucesivamente (Ziosi P. et al, 2010).
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Protocolo Il ofrece ACL Il'utilizzo TroloX®come la norma de referencia, mientras que
para I'ACW usando &cido ascorbico, los resultados se expresan, respectivamente, en
Trolox y acido ascérbico equivalentes.

Los antioxidantes se cuantifican sobre la generacion de la luminiscencia por comparacion
con un compuesto de normalizacion (generacion de una curva de calibracién con

Trolox).La capacidad antioxidante se calcula como unidades de equivalentes de Trolox.

La sefial del detector es causada por la deteccién de la luminiscencia y se controla por un

tiempo de algunos minutos (100 -180s) (Popov L &LewinG, 1999).

2.13 FORMULACIONES FITOCOSMETICA S

Se puede definir la fitocosmética como el uso de los principios activos de las plantas para
cuidado y estética de la piel y el cabello. El uso de unas u otras plantas viene determinado
por su actividad fisioldgica, que varia de unas plantas a otras, de modo que encontramos

plantas para casi todas las necesidades estéticas (Alvarez N. & Bague A., 2012).

Las propiedades cosméticas son muchas y muy variadas: tonificantes, astringentes,
detergentes, suavizantes, emolientes, refrescantes etc. Las formas cosméticas de
preparacion son también numerosas, encontramos formulaciones que utilizan extractos
vegetales en cremas, emulsiones, lociones, geles, aceites, jabones, desodorantes, etc.

(Alvarez N. & Bague A., 2012)
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El uso de productos bioactivos en formulaciones cosméticas no es un hecho reciente, sino
que se remonta a épocas muy lejanas. Estas sustancias se consideraron indispensables
para la belleza facial y corporal durante los tiempos mas remotos (Alvarez N. & Bague

A., 2012)

2.13.1 Fito cosméticos

En las ultimas décadas se ha incrementado la busqueda de materias primas que cumplan
las expectativas de los consumidores debido a las nuevas tendencias como la “cosmética

natural” y la “cosmética organica”, esencialmente “fitocosméticos” (Nadinic J, 2009)..

Un fitocosmético es el término que define al producto cosmético (de higiene o tocador)
que incluye materias primas de origen vegetal (fitoingredientes) en su formulacién con el

objetivo de ejercer una accion determinada (Nadinic J, 2009).

Los fitoingredientes son los que aportardn sus propiedades especificas a los

fitocosméticos (Nadinic J, 2009).

2.13.1.2 Fito ingrediente

Es cualquier materia prima vegetal que ha sido procesada convenientemente para ser
incluida en formulaciones cosméticas y farmaceéuticas. Puede provenir de plantas frescas

0 desecadas, enteras 0 en partes, extractivos, secreciones, aceites, etc. o puede ser un
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producto aislado de las mismas por metodologias especiales, de composicion
heterogénea.

Hay una lista innumerable de fitoingredientes que son utilizados con propositos
cosméticos, y la Naturaleza es una fuente inagotable de nuevas moléculas que prometen
cubrir las expectativas de los consumidores respecto a lo que buscan en un cosmético

(Nadinic J, 2009).

2.13.3 Eficacia de Fito ingredientes

Se puede predecir la eficacia de los fitoingredientes y su incidencia en la formula de
acuerdo a los grupos fitoquimicos mayoritarios presentes en los mismos, los que
naturalmente deben ser evaluados por técnicas cromatograficas y espectrofotométricas

adecuadas (Nadinic J, 2009).

2.13.4 Grupos fitoquimicos mayoritarios

Los flavonoides son polifenoles y constituyen el grupo mas ampliamente distribuido en el
Reino Vegetal por lo que son ampliamente estudiados por sus multiples propiedades

terapéuticas y cosméticas (Nadinic J, 2009).

Son conocidos como estimulantes circulatorios, disminuyendo la fragilidad y la
permeabilidad de los capilares sanguineos, reforzando la resistencia de los mismos.
Los flavonoides son atrapadores de radicales libres, tanto en la fase inicial como en la de

propagacion. En consecuencia, protegen la membrana de la célula y por ende todos los

77



procesos de la misma, frenando su deterioro, con un efecto antienvejecimiento,

proclamado en productos anti-aging (Nadinic J, 2009).

Otro grupo fitoquimico muy aprovechado en cosmética es el de los taninos, las saponinas,

entre otros que poseen propiedades humectantes, antimicrobianas, etc. (Nadinic J, 2009).

2.13.5 Definicién de cosmético

Se entendera por producto cosmético toda sustancia o formulacion de aplicacion local a
ser usada en las diversas partes superficiales del cuerpo humano: epidermis, sistema
piloso y capilar, ufias, labios y 6rganos genitales externos o en los dientes y las mucosas
bucales, con el fin de limpiarlos, perfumarlos, modificar su aspecto y protegerlos o
mantenerlos en buen estado y prevenir o corregir los olores corporales Art.1 Decisién

516- Comunidad Andina).

2.13.6 Formas cosméticas

Entendemos por forma cosmética la forma de presentacion de un producto concreto, es
decir, la morfologia del producto en funcion de los excipientes y aditivos y correctores
afadidos. Existen multitud de formas cosméticas diferentes. Entre las mas importantes se

sefiala las emulsiones y los geles ( Del Pozo A.,2007)

2.13.6.1 Emulsiones
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Las eulsiones son sistemas polifésicos constituidos, al menos por un liquido intimamente
disperso en otro en el cual es inmiscible en forma de goticulas, son muy dutiles en el
campo de la farmacia y formulaciones cosméticas, debido a la afinidad de su estructura
con la del cemento intercorneocitario, ademas de que permiten la incorporacion de
sustancias hidro y liposolubles, miscibles en el manto epicutaneo, su gran versatilidad en
el producto final obtenido pudiendo obtenerse diversos grados de textura, consistencia,

extensibilidad y sobre todo buena capacidad de penetracion ( Del Pozo A.,2007)

2.13.6.2 Geles

Son sistemas dispersos por lo general transparentes o traslicidos formados por liquidos
hidrofilos o hidrofobos a los que se adiciona sustancias de naturaleza coloidal capaces de
formar una estructura continua, cuya naturaleza y caracteristicas definen sus propiedades
reoldgicas del conjunto (Juvé J., 2007)

Estos geles son muy apreciados en razon de su ausencia de contenido graso, muy
adecuado para aplicar a nivel de cutis graso y seborreico, ademas de que permiten la

vehiculacion de los principios funcionales (Juvé J., 2007)

2.14 ANALISIS DE ESTABILIDAD PARA FORMULACIONES COSMETICAS

El estudio de la estabilidad de las formulaciones cosméticas: crema y gel, nos indica el
grado de su estabilidad relativa en las variadas condiciones a las que pueda estar sujeto
desde su fabricacion hasta su expiracion.

El estudio de la estabilidad de productos cosméticos contribuye a:
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— Orientar el desarrollo de la formulacion

— Perfeccionar la formulacion

— Estimar el plazo de validez del producto

— Monitorear las propiedades organolépticas, fisico-quimicas y microbioldgicas,
produciendo informacion sobre la confiabilidad y seguridad de los productos

(Anvisa, 2005).

2.14.1 FACTORES QUE INFLUENCIAN LA ESTABILIDAD

Cada componente, activo 0 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 (Anvisa, 2005).

2.14.1.1 Factores Extrinsecos

Se refieren a factores externos a los cuales el producto esta expuesto, tales como:

a) Tiempo

El envejecimiento del producto puede llevar a alteraciones en las caracteristicas

organolépticas, fisico-quimicas, microbiologicas y toxicoldgicas.
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b) Temperatura

e Temperaturas elevadas aceleran reacciones fisico-quimicas y quimicas,
ocasionando alteraciones en: la actividad de componentes, viscosidad, aspecto,
color y olor del producto.

e Bajas temperaturas aceleran posibles alteraciones fisicas como turbiedad,
precipitacion, cristalizacion.

¢ Problemas generados, en funcién de temperaturas elevadas o muy bajas, también
pueden ser resultantes de disconformidades en el proceso de fabricacion,

almacenamiento o transporte del producto.

c) Luzy Oxigeno
e La luz ultravioleta, conjuntamente con el oxigeno, origina la formacion de
radicales libres y desencadena reacciones de dxido-reduccion.
e Los productos sensibles a la accion de la luz deben ser acondicionados en
lugares protegidos, en frascos opacos u oscuros y deben ser adicionadas
substancias antioxidantes en la formulacion, con el proposito de retardar el

proceso oxidativo.

d) Humedad

Este factor afecta principalmente las formas cosméticas sélidas como talco, jabon en

barra, sombras, sales de bafo, entre otras.
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Pueden ocurrir alteraciones en el aspecto fisico del producto, volviéndolo blando,
pegajoso, o modificando su peso o volumen, como también contaminacion

microbioldgica.

e) Microorganismos
Los productos cosméticos mas susceptibles a la contaminacién son los que presentan
agua en su formulacion como emulsiones, geles, suspensiones o soluciones.
La utilizacion de sistemas conservantes adecuados y validados, asi como el
cumplimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion son necesarios para la

conservacion adecuada de las formulaciones (Anvisa, 2005).

2.14.1.2 Factores Intrinsecos

Son factores relacionados a la propia naturaleza de las formulaciones y sobre todo a la
interaccidn de sus ingredientes entre si y/o con el material de acondicionamiento.
Resultan en incompatibilidades de naturaleza fisica o quimica que pueden, o no, ser

visualizadas por el consumidor (Anvisa, 2005).

a) Incompatibilidad Fisica

Ocurren alteraciones, en el aspecto fisico de la formulacion, observadas por:

precipitacion, separacion de fases, cristalizacion, formacion de grietas, entre otras.

b) Incompatibilidad Quimica
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Ocurren alteraciones producidas por incompatibilidad entre materias primas o la
generacion de compuestos que alteran la estabilidad del producto asi como sus

propiedades fisicas

o pH
Se deben compatibilizar tres diferentes aspectos relacionados al valor del pH:
estabilidad de los ingredientes de la formulacién, eficacia y seguridad del
producto.

o Reacciones de Oxido-Reduccion
Ocurren procesos de oxidacion o reduccion llevando a alteraciones de la actividad
de las substancias activas, de las caracteristicas organolépticas y fisicas de las
formulaciones.

o Reacciones de Hidrolisis
Suceden en la presencia del agua, siendo mas sensibles las substancias con
funciones éster y amida. Cuanto méas elevado es el contenido de agua en la
formulacion, es més probable que se presente este tipo de reaccion.

o Interaccion entre los ingredientes de la formulacion
Son reacciones quimicas indeseables que pueden ocurrir entre ingredientes de la
formulacion anulando o alterando su actividad.

o Interaccion entre ingredientes de la formulacion y el material de
acondicionamiento
Son alteraciones quimicas que pueden acarrear modificacion a nivel fisico o
quimico entre los componentes del material de acondicionamiento y los

ingredientes de la formulacion (Anvisa, 2005).
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2.14.2 ASPECTOS CONSIDERADOS EN LA ESTABILIDAD

e Fisicos: Deben ser conservadas las propiedades fisicas originales como aspecto,

color, olor, uniformidad, entre otras;

e Quimicos: Deben ser mantenidos dentro de los limites especificados para la
integridad de la estructura quimica, el contenido de ingredientes y otros

parametros;

e Microbiologicos: Deben ser conservadas las caracteristicas microbioldgicas,
conforme los requisitos especificados. EI cumplimiento de las Buenas Précticas de
Fabricacion y los sistemas conservantes utilizados en la formulacion pueden

garantizar estas caracteristicas.

Ademas de estos aspectos es necesario considerar también el mantener las caracteristicas

del producto en cuanto a la:

e Funcionalidad: los atributos del producto deben ser mantenidos sin alteraciones

en cuanto al efecto inicial propuesto.

e Seguridad: no deben ocurrir alteraciones significativas que influencien en la

seguridad de uso del producto (Anvisa, 2005).
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2.14.3 PARAMETROS DE EVALUACION EN LA ESTABILIDAD

Los parametros a ser evaluados deben ser definidos por el formulador y dependen de las

caracteristicas del producto en estudio y de los ingredientes utilizados en la formulacion.

De manera general, se evaltan:

e Parametros Organolépticos: Aspecto, color, olor y sabor, cuando sea aplicable

e Parametros Fisico-Quimicos: Valor de pH, viscosidad, densidad, y en algunos

casos, el monitoreo de ingredientes de la formulacion

e Parametros Microbioldgicos: Conteo microbiano, las especificaciones como

limite maximo se consideran en referencia a la Secretaria General de la

Comunidad Andina segln Resolucion 1482 (Tabla 2).

Tabla 2. Limites permisibles de microrganismos en cosméticos.

Fuente: Secretaria General de la Comunidad Andina 2012.
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AREA DE APLICACION Y
FASE ETARIA

* Productos para uso en in- | a. Recuento de microorganismos mesofilos

LIMITES DE ACEPTABILIDAD

fantes (hasta 3 anos) aerobios totales. Limite maximo 5 x 102 UFC/g
= Productos para uso en area & ml.

de ojos. b. Ausencia de Pseudomonas aeruginosa en 1 g
= Productos que entran en & ml.

contacto con las membra- | c. Ausencia de Staphylococcus aureus en 1 g

nas mucosas. o ml.

d. Awusencia de Escherichia colien 1 g d ml.

= Demas productos cosmeéti- | a. Recuento de microorganismos mesofilos
cos susceptibles de conta- aerobios totales. Limite maximo 5 x 10° UFC/g
minacién microbiolégica. & mil

b. Ausencia de Pseudomonas aeruginosa en 1 g
o mil

c. Awusencia de Staphylococcus aureus en 1 g ©
mil.

d. Ausencia de Escherichia colien 1 g & ml.

= Productos a ser utilizados | a. Ausencia de Candida albicans.
en los o6rganos genitales
externos

2.14.4 TIPOS DE ESTABILIDAD

Antes de iniciar los Estudios de Estabilidad, se recomienda someter al producto a la
prueba de centrifugacion. El producto debe permanecer estable y cualquier sefial de
inestabilidad indica la necesidad de reformulacion. Si es aprobado en esta prueba, el

producto puede ser sometido a las pruebas de estabilidad.

2.14.4.1 ESTABILIDAD PRELIMINAR

Esta prueba también es conocida como Prueba de Seleccion o de Corto Plazo, tiene como
objetivo auxiliar y orientar en la eleccion de las formulaciones.

El estudio de estabilidad preliminar consiste en la realizacion de la prueba en la fase
inicial del desarrollo del producto, utilizandose diferentes formulaciones de laboratorio y
con duracion reducida. Emplea condiciones extremas de temperatura con el objetivo de
acelerar posibles reacciones entre sus componentes y el surgimiento de sefiales que

deben ser observadas y analizadas conforme las caracteristicas especificas de cada tipo de
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producto. Debido a las condiciones en que es conducido, este estudio no tiene la
finalidad de estimar la vida util del producto, sino de auxiliar en la seleccion de las

formulaciones (Anvisa, 2005).

Procedimiento para evaluacion

La duracion del estudio es generalmente de quince dias y auxilia en la seleccion de las
formulaciones. Las formulaciones en prueba son sometidas a condiciones de estrés

buscando acelerar el surgimiento de posibles sefiales de inestabilidad (Anvisa, 2005).

Generalmente las muestras son sometidas a calentamiento en estufas, enfriamiento en

refrigeradores y a ciclos alternados de enfriamiento y calentamiento.

e Los valores generalmente adoptados para temperaturas elevadas pueden ser:
Estufa: T=37+20°C
Estufa: T=40+20°C
Estufa: T=45+20°C
Estufa: T=50+ 20 °C

e Los valores generalmente adoptados para bajas temperaturas pueden ser:
Nevera: T=5%20°C
Congelador: T=-5+2°CoT=-10+ 20 °C.

e Los valores generalmente adoptados para los ciclos son:

Ciclos de 24 horas a 40 + 20 °C, y 24 horas a 4 £ 20 °C - durante cuatro semanas.
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Ciclos de 24 horas a 45 + 20 °C y 24 horas a -5 £ 20 °C — durante 12 dias
(6 ciclos).
Ciclos de 24 horas a 50 £ 20 °C y 24 horas a -5 £ 20 °C — durante 12 dias

(6 ciclos).

En este tipo de estudio, las muestras son almacenadas en condiciones distintas de

temperatura, alternadas en intervalos regulares de tiempo (Anvisa, 2005).

La periodicidad de evaluacion de las muestras puede variar conforme la experiencia
técnica, las especificaciones del producto, las caracteristicas especiales de algun
componente de la formulacién o el sistema conservante utilizado, sin embargo lo mas
usual en este estudio preliminar es que sean evaluadas, inicialmente, en tiempo cero y
durante todos los dias en que estuvieren sometidas a las condiciones de estudio (Anvisa,

2005).

De manera general, los parametros a evaluar son:
e Caracteristicas Organolépticas: aspecto, color, olor y sabor, cuando sea aplicable.

e Caracteristicas Fisico-Quimicas: valor de pH, viscosidad y densidad, u otros.

Se debe tomar una muestra de referencia, que en general puede ser mantenida en nevera o
a temperatura ambiente, al abrigo de la luz. También, pueden ser también utilizados
muestras de mercado, cuya aceptabilidad sea conocida, u otros productos semejantes,

considerados satisfactorios en lo referente a los parametros evaluados (Anvisa, 2005).
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2.14.4.2 ESTABILIDAD ACELERADA

También conocida como Estabilidad Normal o Exploratoria tiene como objetivo
proporcionar datos para prever la estabilidad del producto, tiempo de vida dtil y

compatibilidad de la formulacion con el material de acondicionamiento.

Emplea generalmente condiciones menos extremas que la prueba anterior. Sirve como
auxiliar para la determinacién de la estabilidad de la formulacion. Es un estudio
predictivo que puede ser empleado para estimar el plazo de validez del producto (Anvisa,

2005).

Procedimiento para evaluacién

Generalmente tiene una duracién de noventa dias y las formulaciones en prueba son

sometidas a condiciones menos extremas que en la prueba de Estabilidad Preliminar.

En algunos casos, la duracion de esta prueba puede ser extendida por seis meses o hasta
un afo, dependiendo del tipo de producto. Las muestras pueden ser sometidas a
calentamiento en estufas, enfriamiento en refrigeradores, exposicion a la radiacion

luminosa y al ambiente.

e Los valores generalmente adoptados para temperaturas elevadas son:
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Estufa: T=37+20°C
Estufa: T=40+20°C
Estufa: T=45+20°C
Estufa: T=50+ 20 °C
e Los valores generalmente adoptados para bajas temperaturas pueden ser:
Nevera: T=5+20°C
Congelador: T=-5+20°C,0T=-10+£20°C
e Exposicion a la Radiacion Luminosa
La radiacion luminosa puede alterar significativamente el color y el olor del
producto y llevar a la degradacién de componentes de la formulacién. Para la
conduccion del estudio, la fuente de iluminacion puede ser la luz solar captada a
través de vitrinas especiales para ese fin o focos que presenten espectro de
emision semejante al del Sol, como los focos de xendn. También son utilizadas

fuentes de luz ultravioleta (Anvisa, 2005).

La periodicidad de la evaluacion de las muestras puede variar conforme la experiencia
técnica, especificaciones del producto, caracteristicas especiales de algin componente de
la formulacién o sistema conservante utilizado, sin embargo lo mas usual en este estudio
acelerado es que sean evaluadas inicialmente en tiempo cero, 24 horas y a los 7, 15, 30,

60 y 90 dias (Anvisa, 2005).

De manera general los pardmetros a ser evaluados son:
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e Caracteristicas organolépticas: Aspecto, color, olor y sabor, cuando sea aplicable;
e Caracteristicas fisico-quimicas: Valor de pH, viscosidad y densidad, entre otros;

e Caracteristicas microbiologicas: Conteo microbiano (Anvisa, 2005).

CAPITULO 11l

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 MATERIAL VEGETAL
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Figura 15. Cinchona Pubescens Vahl en la Parroquia de Ulloa Provincia de Pichincha

Fuente: Las autoras

3.1.1 RECOLECCION MATERIAL VEGETAL

3.1.1.1 Ubicacién
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La recoleccién de la corteza de la Cascarilla “Cinchona Pubescens Vahl”, se realiz6 a
617,09 m de la Estaciéon de bombeo de Petrocomercial “el Corazdn”.Latitud:

0°16750.5”S. Longitud 78°41°25.5”W). Parroquia de Ulloa Provincia de Pichincha
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Figura 16 Sector de recoleccion del material vegetal

Fuente: Estacion de bombeo de Petrocomercial “El Corazén™.
Transporte de Derivados a través de poliductos

http://www.eppetroecuador.ec/idc/groups/public/documents/peh_otros/000579.pdf
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Figura 17. Estacion de bombeo de Petrocomercial “El Corazon”

Fuente: Vivanco J., 2010
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Figura 18. Panoramica Sitio de Recoleccién

Fuente: https://www.google.com.ec/maps/
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3.1.1.2 Recoleccion y Tratamiento del Material Vegetal

A 617.09 m de la estacion “Corazon” se realiza la recoleccion de la Cascarilla

“Cinchona Pubescens Vahl”, en el mes de febrero del 2014. En este sector el clima es

frio caracteristico de Bosque humedo nublado.

Se recolectan las siguientes muestras:

» Para Herbario: Se toma 3 muestras de la planta que contengan hojas, tallo y flores en
buen estado, luego este material es prensado inmediatamente siguiendo la disposicion
del tallo con sus hojas y flores. Una vez prensadas, se secan, por un periodo de 20 dias
y luego se coloca una etiqueta identificativa, de acuerdo al procedimiento propuesto
por Lorea F. & Riba R. 1990 (Cardiel J., 2014) (Ver Anexo 1) para ser enviada al
herbario de la Universidad Catolica del Ecuador

» Para la Investigacion: Las cascaras del tronco de Cinchona Pubescens Vahl se separan
del tallo de la planta con ayuda de un machete, se reservan en bolsas de plastico

hermético y se transportan para ser procesadas (Anexo 2)

Figura 19. Recoleccion de Cascarilla” Cinchona Pubescens Vahl”

Fuente: Las Autoras
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A cada ejemplar obtenido se lo guarda en bolsas de plastico y se cierra la bolsa

herméticamente, con el fin de mantener la humedad en su interior

Figura 20. Recoleccion de Cascarilla” Cinchona Pubescens Vahl”
Fuente: Las Autoras
3.1.1.3 Identificacion del material vegetal
La identificacion del material se realiza en el Herbario Pontificia Universidad Catdlica

del Ecuador por el botanico Alvaro. J. Perez (Ver Anexo 3)

3.2 PROCESAMIENTO DE LA DROGA

3.2.1. Secado

La cascarilla asi obtenida, se sumerge en una solucion de hipoclorito de sodio al 3% y se
lava con agua potable varias veces para eliminar impurezas, insectos, polvo, etc. y lograr
la limpieza completa, luego se deja escurrir en un bastidor (Aldana C& Guayasamin P,
2014). Se lleva a una estufa con aire recirculando a 30°C por 4 dias hasta que la planta

se encuentre completamente seca
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3.2.2. Molido

Con la planta completamente seca (verificando que la planta no quede cauchosa) se lleva
a un molino tipo tornillo sin fin, hasta obtener un polvo fino que pase por una malla de

500um (Condor E, 2009).

3.2.3 Elaboracion del Extracto Seco de Cinchona Pubescens Vahl y Camellia sinensis

a) Equipos, Materiales y Reactivos
Materiales:

e Vasos de precipitacion de 300 ml

e Embudos de vidrio de 250ml

e Matraz aforado 50mi

e Varillas de Vidrio

e Soporte universal

e Pinzas de doble nuez

e Recipientes de vidrio de 100ml

o Caja petri
e Espatula

o Papel filtro
e Pipeta 5ml
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Equipos:

Percoladores de 250 ml

Rotavapor (balén de 500 ml, bafio maria, refrigerante) Marca Tecnal, modelo TE-
21D.

Balanza Scout TM Pro (A £ 0,29)

Estufa Marca MEMMERT ( A £0,1°C)

Bomba de vacio Marca QANA Gast Modelo DQA-PF04-AA

Equipo de filtracion al vacio kitasato

Reactivos:

Té verde (Camellia sinensis) Marca Yamamoto Yama. Pomona C.A, lote JFC-
104552.

Cascarilla (Cinchona Pubescens Vahl)

Etanol de 96%

Agua desionizada

b) Procedimiento

Se realiza el siguiente procedimiento tanto para el material vegetal Cinchona Pubescens

Vahl asi como para Camellia sinensis que sera usado como referente quimico natural

(Oh, J., et al 2013), (Anesini, C., et al 2008).
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Para la extraccion se homogeniza 300 g del material vegetal seco y molido y se divide en

3 porciones de 100 g cada una (Ver anexo 4).

Cada porcion de 100 g se humecta con etanol de 96° (un volumen no menor del peso
de la droga) y se deja reposar de 30 min a 45 minutos (para que la masa vegetal
embeba el menstruo y se hinche) vy luego se pasa a 3 percoladores para obtener el

extracto por el método de percolacion (Miranda M, 1995) (Ver Anexo 5)

Posteriormente, el extracto obtenido se filtra en un matraz kitasato con bomba de vacio

para separar el menstruo (Ver Anexo 6)

Luego se retira el solvente empleado en la extraccion con un rotavapor (100 rpm, T 50°C)

(Ver anexo7), siguiendo el esquema de extraccidn que se muestra en la Figura 18.

Una vez obtenido el extracto, se concentra en estufa eléctrica a 60°C (Ver Anexo 8)

Una vez que se ha evaporado todo el solvente y la muestra se encuentra completamente

seca, se pesa, envasa, almacena en frasco ambar y se colocan en un desecador para evitar

su posterior hidratacion, tanto para el extracto seco de Camellia sinensis, como para el

extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl (Ver anexo 9 y 10)

99



300 g de muestra

]
|

S o e
= | w | -

100 g 100 gf ] 100 @ J

muestr |muest-ra| muestrd

Extracciones sucesivas

J

Figura 21. Obtencion del extracto seco de Cinchona Pubescens VVahl y Camellia sinensis

Fuente: Las autoras
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3.3. DETERMINACIONES QUIMICAS
3.3.1 Cuantificacién de Compuestos Fendlicos Totales en el Extracto de Cinchona

Pubescens Vahl y Camellia sinensis (Método de Folin-Ciocalteu)

a) Equipos, Materiales y Reactivos

Materiales:
e Matraz erlenmeyer

e Matraz aforado 50ml

e Embudo
e Papel filtro
e Pipeta 5ml

e Frascos de 5 ml

e Micropipeta de 100 pL (marca: SUMEDIX, modelo: GE758511)

e Celdas de vidrio
Equipos:

e Espectrofotometro, marca Shimadzu modelo: UV mini 1240
Reactivos:

e Extracto seco de Camellia sinensis

e Extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl

e Tungstato de sodio dihidratado

e Acido Fosmolibdico

e Carbonato de sodio deshidratado
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e Acido galico

b) Procedimiento
Se realiza el siguiente procedimiento para el extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl y
para el extracto seco de Camellia sinensis que sera usado como referente quimico natural

(Oh J., et al 2013) (Anesini C., et al 2008).

3.3.1.1 Preparacion del reactivo de Folin Ciocalteu

Se disuelven 10g de tungstato de sodio dihidratado, 0,2 g de &cido fosmolibdico y 5 ml de
acido fosforico al 85% en 75 ml de agua destilada. Se refluja la solucién asi formada por

2 horas y después se completa con 100 ml de agua.

3.3.1.2 Preparacion para la Curva de Calibracion
A partir de una solucién madre de 2000 ppm de &cido galico se prepararon soluciones
etandlicas de 100, 250, 500 y 1000 ppm para la curva de calibracion.

- Preparacion del Blanco: 4 ml de agua destilada mas 0,25 ml de Reactivo de Folin

Ciocalteu, se deja en reposo 2 minutos, se agrega 0,75 ml de Na,COg3 al 20%, se deja
en reposo en un lugar oscuro y a temperatura ambiente por 2 horas, luego se lleva al

espectrofotometro para medir la absorbancia a 765 nm.

- Preparacion del estdndar: Se toman 0,05 ml de las soluciones de acido galico
preparadas (100, 250, 500 y 1000 ppm), se agregan 3,95 ml de agua destilada méas 0,25

ml de reactivo de Folin Ciocalteu, se deja en reposo 2 minutos, se agrega 0,75 ml de
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Na,COs al 20%, se deja en reposo en un lugar oscuro a temperatura ambiente por 2

horas y luego se lleva al espectrofotdmetro para medir la absorbancia a 765 nm.

Preparacion de la muestra con Cinchona Pubescens Vahl: Se toman 0,25 ml de la

solucion que contiene el extracto seco (0,1 g en 100 ml de etanol) mas 3,75 ml de agua
destilada, mas 0,25 ml de reactivo de Folin Ciocalteu, se deja en reposo 2 minutos, se
agrega 0,75 ml de Na,COj3 al 20%, se deja en reposo en un lugar oscuro a temperatura
ambiente por 2 horas y luego se lleva al espectrofotdmetro para medir la absorbancia a

765 nm.

Preparacion de la muestra con Camellia sinensis (referente quimico natural): Se toman

0,25 ml de la solucion que contiene el extracto seco (0,2 g en 100 ml de etanol) méas
3,75 ml de Agua destilada, mas 0,25 ml de Reactivo de Folin Ciocalteu, se deja en
reposo 2 minutos y se agrega 0,75 ml de Na,COs; al 20%, se deja en reposo
nuevamente en un lugar oscuro a temperatura ambiente por 2 horas y luego se lleva al
espectrofotometro para medir la absorbancia a 765 nm

El célculo de fenoles totales se realiza mediante la ecuacidén generada por regresion

lineal de la curva de calibracion (Tabla 3).
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Tabla 3. Método de Folin Ciocalteu

Fuente: Las autoras

Soluciones Agua Reactivo Na,CO; al Solucion Solucién Volumen
Curvade Destilada de 20% Acido Galico extracto Total
Calibracion Folin

Ciocalteu
Blanco 4,00 ml 0,25 ml 0,75 ml 5,00 ml
Estandar 3,95 ml 0,25 ml 0,75 ml 0,05 ml 5,00 ml
Muestra 3,75 ml 0,25 ml 0,75 ml 0,25 ml 5,00 ml
Cinchona
Pubescens Vahl
(0,19/100ml)
Muestra 3,75 ml 0,25 ml 0,75 ml 0,25 ml 5,00 ml
Camellia Sinensis
(0,29/100 ml)

3.3.2 Cuantificacién de Flavonoides Totales en

Vahl y Camellia sinensis

a) Equipos, Reactivos y Materiales

Materiales

e Frascos &mbar de 5 mL y 10 mL

e Celdas de vidrio

e Pipeta de 5 mL, marca Brinkman

el Extracto de Cinchona Pubescens

e Micropipeta de 100 pL. marca SUMEDIX y puntas

e Papel aluminio

Equipos:

e Espectrofotometro, marca Shimadzu modelo: UV mini 1240

Reactivos
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e Hiperosido

e Etanol al 96%,

e Acetato de potasio

e Cloruro de aluminio

e Agua destilada

e Extracto seco de Camellia sinensis

e Extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl

b) Procedimiento
Se realiza el siguiente procedimiento para el extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl
y el extracto seco de Camellia sinensis que sera usado como referente quimico natural

(Oh, J., et al 2013) (Anesini, C., et al 2008).

- Se preparan diluciones de hiperésido con etanol al 96% a partir de una solucién madre

(1000 ppm) en frascos ambar de 5 ml con etanol (200, 500 y 700 ppm).

3.3.2.1 Preparacién de la curva de Calibracion
- Blanco: 500 pl de etanol

- Preparacion del estandar: 0,5 ml de soluciones de hiperosido, se adiciona 2,8 ml

de agua destilada, 1,5 ml de etanol al 95%, 0,1 ml de acetato de potasio y 0,1 ml
de cloruro de aluminio al 10%, se deja en reposo durante 30 minutos y se realizan

las lecturas en el espectrofotdmetro a 415 nm. Se genera una curva de calibracion.
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Preparacion de la muestra con Cinchona Pubescens Vahl: 0,5 ml de Extracto

(0,1g /100 ml) con 2,8 ml de agua destilada con 1,5 ml de etanol al 95%, con 0,1

ml de acetato de potasio y 0,1 ml de cloruro de aluminio al 10%, se deja en reposo

durante 30 minutos y se realizan las lecturas en el espectrofotometro a 415 nm. Se

genera una curva de calibracion.

Preparacion de la muestra con Camellia sinensis (referente quimico natural): Se

toman 0,5 ml de extracto de Camellia sinensis (0,2 g /100 ml) con 2,8 ml de agua

destilada con 1,5 ml de etanol al 95%, con 0,1 ml de acetato de potasio y 0,1 ml

de cloruro de aluminio al 10%, se deja en reposo durante 30 minutos y se realizan

las lecturas en el espectrofotometro a 415 nm.

Se genera una curva de calibracion (Ver anexo

Tabla 4. Método de Flavonoides Totales

Fuente: Las autoras

# Frasco Hiperosido Agua Etanol al Acetato de Cloruro de
(muestra) destilada 96% potasio aluminio al 10%

Blanco - 2.8mL 2ml 0.1ml 0.1ml

St; 0.5mL 2.8mL 1.5ml 0.1mL 0.1ml

St, 0.5mL 2.8mL 1.5ml 0.1mL 0.1mL

St; 0.5mL 2.8mL 1.5ml 0.1mL 0.1mL

Muestra Cinchona.  0.5mL 2.8mL 1.5mL 0.1mL 0.1mL

Pubescens Vahl

Muestra Camellia 0.5mL 2.8mL 1.5mL 0.1mL 0.1mL

Sinensis
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3.3.3 Separacion e ldentificacion de los flavonoides en el Extracto de Cinchona

Pubescens Vahl por cromatografia en Capa Fina (TLC)

a) Equipo, materiales y reactivos

Materiales
e Placas de silica gel cromatogréaficas 10 x 10 cm
e Papel aluminio,

e Cubeta para cromatografia 10 x10cm

EqQuipos

e Nebulizador (Marca Fisher Cientific)

e Ultrasonido (Marca: Branson, modelo 1510R-MTH)

e Cromatografo (marca: CAMAG, modelo Linomat 5)
Reactivos:

e Extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl

e Acido acético

e Acido férmico

e Acetato de etilo

e Agua destilada

e Etanol de 96%

e Solucion de DPPH

e Cloruro de aluminio

107



b) Procedimiento

- Colocar 20 pL del extracto de Cinchona Pubescens Vahl en un frasco &mbar de 5
mL y 980 uLL de metanol. Se deja en el ultrasonido por 5 minutos

- Fase mdvil: Mezclar acetato de etilo, &cido férmico, &cido acético y agua en
proporciones 100:11.11.27

- Preparar 20 pL de solucion de DPPH al 0,5% en etanol al 96%

- Preparar 50 pL de solucién de cloruro de aluminio al 1% en etanol al 96%

- Tomar 20 pL de la soluciéon metandlica con el capilar y se coloca en el
cromatografo para imprimir las muestras.

- Colocar la fase movil en la cubeta para cromatografia y se pone la placa de silica
gel.

- Dejar reposar en una sorbona hasta que el solvente casi alcance el final de la placa
cromatografica

- Seretira laplacay se deja secar

- Tapar un lado de la placa cromatografica con papel aluminio y se rocia la otra en
solucidn de cloruro de aluminio usando el nebulizador.

- Se deja secar y se cubre con papel aluminio mientras se descubre el lado cubierto
al principio.

- Se rocia el otro lado con la solucion de DPPH y se fotografia la placa
inmediatamente identificando las fracciones que se formen mas transparentes.

- Se dejas secar la placa y se la lleva a la camara de luz UV para observar la
separacion de las manchas que se pudieron apreciar donde se rocio el cloruro de

aluminio (Ver Fig 10y Ec. 1)
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3.3.4 Actividad Antioxidante del Extracto de Cinchona Pubescens Vahl y Camellia

sinensis

3.3.4.1 Evaluacion de la Capacidad Antioxidante del Extracto de Cinchona

Pubescens Vahl y Camellia sinensis por el método de DPPH

a) Equipos, Materiales y Reactivos
Materiales
e Baldn aforado de 10mL
e Balon aforado de 100mL
e Micro pipeta de 1 a 3000 pL (marca DROPTEK, modelo DX40253) con varias
puntas,
e Frascos &mbar de 5 mL, 10 mL y 250 mL
e Espatula, papel aluminio

e Celdas de vidrio

Equipos

e Espectrofotometro, marca Shimadzu modelo: UV mini 1240

e Balanza analitica; marca Meter Toledo, modelo: ML204/01
Reactivos

e Solucion de DPPH

e Agua bidestilada,
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e Acido Ascorbico

o K5S,04

e Etanol 96%

e Extracto seco de Camellia sinensis

e Extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl

b) Procedimiento
Preparacion de la solucion de DPPH:

- Preparamos una solucién de 1x10* M de DPPH de en etanol al 96% (Se pesan
9,85 mg de DPPH vy se afora a 250 mL con alcohol en la oscuridad), colocamos en
un frasco ambar y mantener en refrigeracion hasta realizar el ensayo

Preparacion del estandar:

- A partir de una solucion de 400 ppm de acido ascorbico, se preparan soluciones
de 0,10, 20, 40, 60, 80 y 100 uL

- A cada solucion de acido ascorbico se le agregan 2,9 mL de DPPH, para ajustar a

un volumen final de 3 mL

Preparacion de las muestras con extracto de Cinchona Pubescens Vahl y Camellia
sinensis
Se realiza el siguiente procedimiento para el extracto de Cinchona Pubescens Vahl y para
Camellia sinensis (referente quimico natural)

- Se pesan por separado 0,1g de extracto de Cinchona Pubescens Vahl y 0,2 g de

Camellia sinensis, se afiaden etanol al 96% para disolver y aforar a 25 mL en un
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balon volumétrico. Se preparan soluciones de 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 uL,
afiadiendo a cada muestra 2,9 mL de DPPH para ajustar a un volumen final de 3
mL.

Se colocan las muestras en frascos de color &mbar y se llevan a agitacién por 30

minutos a temperatura ambiente.

Curva de Calibracion

Se programa el espectrofotometro a 517 nm y se encera con etanol de 96%,

Se mide las absorbancias del blanco y los demas

Se calcula el porcentaje de inhibicion y se construye una grafica de % de
inhibicidn versus la concentracidn ya que la actividad antioxidante se expresara
como una concentracion 1Csp en pg/mL, que se requiere para el 50% de inhibicion
de la formulacion del radical DPPH (Ver Ec. 3)

Tabla 5. Método DPPH, Curva de Calibracion

Fuente: Las autoras

# Frasco Acido Ascorbico DPPH Etanol
(uL) (ml) (BL)
Blanco 0 2.9 100
St 10 2.9 90
St, 20 2.9 80
St 40 2.9 60
Sty 60 2.9 40
Sts 80 2.9 20
Stg 100 2.9 0
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3.3.4.2 Evaluacion de la Capacidad Antioxidante del Extracto de Cinchona

Pubescens Vahl y Camellia sinensis por el método de ABTS.

a) Equipos, materiales y reactivos

Materiales:
e Cubeta,
e Espétula,

e Micropipetas de 10 a 1000uL (marca: DROPTEK; modelo: DX40253)

Equipos:

e Espectrofotometro, marca Shimadzu modelo: UV mini 1240 y celdas se vidrio.

Reactivos:
e Solucion ABTS
e Agua bidestilada
o K5S,04
e Etanol de 96%
e Extracto seco de Camellia sinensis

e Extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl

b) Procedimiento
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Preparacion de la solucion de ABTS
Se disuelven 0,0275 g (27,5 mg) de ABTS en 25 mL de etanol, la solucion formada debe

ser azulada y mantenerse estable por 48 horas.

Preparacion de la solucion de K;S;0g
Se prepara una solucion 70mM de K,S,0g obtenida disolviendo 188,2 mg de K,S,0s en

10 mL de agua bidestilada.

Preparacion del ABTS radicalizado
A la solucion de ABTS radicalar afiadimos 250 pL de solucion de K;S,0g, Se agita y
conserva en la oscuridad por 6 horas para permitir la radicalizacion. La solucién debe ser

estable por 2 dias y permanecer azulada

Preparacion de las soluciones
Blanco: Se toma 100p L de etanol al 96% con 2,9 mL de ABTS

Soluciones con extracto de Camellia sinensis (0,2 g/100 ml), referencial: Preparar

soluciones de 3, 5,10, 20,50 y 100 pL de extracto con 2,9 mL de ABTS y completar a 3
mL con etanol al 96%.

Soluciones con extracto de Cinchona Pubescens Vahl (01g/100ml): Preperar soluciones

de 2, 5,10, 20,50 y 100 uL de extracto con 2,9 mL de ABTS y completar a 3 mL con
etanol al 96%.

Preparacion de ABTS para lecturas espectrofotométricas

Se toman 2 mL de ABTS radicalizado y se afiade aproximadamente 25 mL de etanol o

hasta obtener una absorbancia de A 734,m = 0,70 +/-0,02.
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Se calcula el porcentaje de la capacidad antioxidante (Ver Ec. 4)

3.3.4.3 Evaluacion de la Capacidad Antioxidante del Extracto de Cinchona
Pubescens Vahl por el método de DPPH en Capa Fina (TLC)
a) Equipo, materiales y reactivos
Materiales:
e Capilares,
e Frasco ambar de 5 mL,
e Pipetas,
e Papel aluminio
e Placas cromatograficas de silica gel
e Cubeta para cromatografia 10 x10cm
Equipos:
e Céamara de Luz UV 254-366nm
e Nebulizador, Bomba de aire
e Ultrasonido (Marca: Branson, modelo 1510R-MTH)
e Cromatdgrafo (marca: CAMAG, modelo Linomat 5)
e Balanza analitica (marca: Mettler Toledo, modelo: ML2014/01)
Reactivos:
e Extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl
e Acido acético
e Acido férmico

e Acetato de etilo
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b)

Agua destilada,
Etanol de 96%
Cloruro de aluminio

Solucién DPPH

Procedimiento

Se coloca 20 ul del extracto de Cinchona Pubescens Vahl en un frasco &mbar de
5 mL con 980 ul de metanol. Se deja en el ultrasonido por 5 minutos

Se realiza una mezcla entre acetato de etilo, acido formico, acido acético y agua
en porciones 100:11:11:27 para la fase mavil

Se prepara una solucion de DPPH al 0,5% en etanol al 96%

Se prepara una solucion de cloruro de aluminio al 1% en etanol

Se toman 20 uL de la solucion metanodlica y se coloca en el capilar y se lleva al
cromatografo para imprimir las muestras

Colocar la fase movil en la cubeta cromatogréafica y se coloca la placa de silica
gel.

Dejar en reposo en una Sorbona hasta que el solvente casi alcance el final de la
placa cromatogréafica

Retirar la placa y se deja secar

Se tapa un lado de la placa cromatografica con papel aluminio y se rocia la otra
en solucion de cloruro de aluminio usando el nebulizador.

Se deja secar y se cubre con papel aluminio mientras se descubre el lado cubierto

al principio
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- Rociar el otro lado con la solucién de DPPH y se toman fotografias de la placa

inmediatamente identificando las fracciones que se tornen amarillas.

3.4 FORMULACIONES FITOCOSMETICAS CON EXTRACTO DE Cinchona

Pubescens Vahl.

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto seco de Cinchona pubescens
Vahl (Cascarilla), en una formulacion cosmética, se preparara un referente quimico
natural de actividad antioxidante (Camellia sinensis) y dos tipos de formulaciones
Emulsion O/A y Gel, debido a que estas son 2 de las formulaciones mas convencionales
existentes en el mercado que permiten el transporte del activo hacia la piel (hidrofilico-
lipofilico)

1. Una Crema (emulsion aceite en agua O/A): Se preparara una emulsion base tipica
gue no contenga principios funcionales y otras con extracto seco de Cinchona
Pubescens Vahl al 0.5%, 0.75% y 1% como unico principio funcional

2. Un gel base tipico que no contenga principios funcionales y otros con extracto de
Cinchona Pubescens Vahl al 0,25%, 0,5% y 0,75 % como unico principio
funcional

3. Emulsion y gel tipicos a base de extracto de Camellia sinensis al 0.5% como
referencial para comparaciones de capacidad antioxidante como unico principio
funcional

Se realiza una verificacion de la solubilidad del extracto seco de Cinchona Pubescen

Vahl con propilenglicol como solvente no irritante y de naturaleza afin al extracto, asi

como la verificacion de la consistencia adecuada para considerar al producto
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formulado como una emulsion semi solida con 3 de los emulsionantes mas comunes
en el mercado: Polawax, alcohol cetilico y Brij S2, mismos que se encuentran
elaborados para desarrollar emulsiones de tipo aceite en agua en un porcentaje
determinado y el resto de los excipientes de la formulacion como vehiculos para
transporte de activos (agua), preservantes de denotada actividad microbiana ya
regulados por los listados internacionales para productos cosméticos permitidos
(mezcla de parabenos), segun lo establece el articulo 3 de la Decision 516-

Armonizacién en legislacién de productos cosméticos

3.4.1 Formulacion tipo crema (Emulsién aceite en agua O/A)
a) Materiales, equipos y reactivos
Materiales
e Papel aluminio,
e Pipetas volumétricas 10, 20 y 50ml
e Vasos de precipitacion 250, 500 y 1000ml
e TermOmetro (Marca Hanna de -10 a 100°C)

e Recipientes de acero inoxidable de 2|

EqQuipos
e Estufa Marca Memmermert
e Agitador de helice (Marca Stirrer DLH, modelo VELP Scientifica)
e Potenciémetro (Marca Oakion, PC 700)

e Balanza analitica (marca Meter Toledo, modelo: ML204/01)
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Reactivos

b)

Cetylstearyl Alcohol (and) Polysorbate 60
Cetyl Alcohol

Steareth-20

Mineral oil

Aqua

Propylene-glycol

Camellia sinensis leaf Extract
Dimethicone

Phenoxyethanol, methylparaben, ethtylparaben

Procedimiento

Se disuelve en un solo recipiente los ingredientes que constituyen la fase oleosa
calentandola hasta 70°C y luego se mezclan a la misma temperatura con la mezcla
que contiene la fase acuosa, se agita hasta la temperatura de 40°C, se agrega el
extraco de Cinchona Pubescens Vahl previamente disuelto en Propylene-glycol,
finalmente se agrega el preservante y la silicona (Tabla 6).

Este procedimiento se realiza de igual foema para el referente quimico natural

Camellia sinensis al 0.5% (Tabla 5).

Se mide el pH, del producto obtenido
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Tabla 6. Formulacion de la emulsién al 0.5% con extracto seco de Camellia Sinensis
Fuente: Las autoras

Ingredientes

Ingredientes

Funcion %0 de uso en

INCI* Nombre Tradicional formula
Cetylstearyl Alcohol (and) Polawax Emulsificante 8,00
Polysorbate 60
Cetyl Alcohol Alcohol cetilico Emulsificante 3,00
Steareth-20 Brij S2 Estabilizante 3,00
Mineral oil Aceite de Vaselina Agente Humectante 20,00
Agua Agua destilada Vehiculo C.S.p.
Propylene-glycol Propilenglicol Solubilizante 5,00
Camellia sinensis leaf Extract Extracto de Té Verde Antioxidante 0,5
Dimethicone Dimeticona Factor de consistencia 0,5
Phenoxyethanol, Phenova Conservante 0,8

methylparaben, ethtylparaben

* International Nomenclature of Cosmetic Ingredients (Tomado de Coslng- Cosmetic ingredient database)

Tabla 7. Formulacion de la emulsién al 0.5%, 0.75% y 1% con extracto seco de

Cinchona Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

Ingredientes

INCI* Funcion

PORCENTAJE

0.5% 0.75% 1%
(Ext. Cinchona  (Ext. Cinchona  (Ext. Cinchona
Pubescens Vahl) Pubescens VVahl) Pubescens Vahl)

Cetylstearyl Alcohol (and) Emulsificante 8,00 8,00 8,00
Polysorbate 60

Cetyl Alcohol Emulsificante 3,00 3,00 3,00

Steareth-20 Estabilizante 3,00 3,00 3,00

Mineral oil Agente Humectante 20,00 20,00 20,00

Agqua Vehiculo c.S.p. C.S.p. c.s.p.

Propylene-glycol Solubilizante 5,00 10,00 15,0
Chinchona pubescens Vahl Antioxidante 0,5 0,75 1

Bark extract
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Dimethicone Factor de 0,5 0,5 0,5
consistencia

Phenoxyethanol,
methylparaben, Conservante 0,8 0,8 0,8
ethtylparaben

* International Nomenclature of Cosmetic Ingredients (Tomado de Coslng-Cosmetic ingredient database)
3.4.2 Formulacion Gel

a) Equipos Materiales y Reactivos

Materiales:
e Papel aluminio,
e Pipetas volumétricas,

e Vasos de precipitacion

Equipos:
e Potenciémetro (Marca Oakion, PC 700)

e Balanza analitica; marca Meter Toledo, modelo: ML204/01

Reactivos:
e Acrylates Copolymer
e Triethanolamine
e Aqua
e Propylene-glycol
e Camellia Sinensis leaf Extract
e Dimethicone

¢ Phenoxyethanol, methylparaben, ethtylparaben
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b) Procedimiento

e Se disuelve primero el carbopol en el agua, se agita hasta tener una solucion

homogénea, se agrega la TEA (Triethanolamine), el extraco

Pubescens Vahl

previamente disuelto en

agrega el preservante y la silicona (Tabla 8).

de Cinchona

Propylene-glycol, finalmente se

Este procedimiento se realiza de igual foema para el referente quimico natural

Camellia sinensis al 0.5% (Tabla 7).

e Se mide el pH, del producto obtenido

Tabla 8. Formulacién del Gel al 0.5%, con extracto seco de Camellia Sinensis

Fuente: Las autoras

Ingredientes Ingredientes FUNCION PORCENTAJE 0.5%
INCI Nombre (Ext. Camellia
Tradicional Sinensis)
Acrylates Copolymer Carbopol Agente viscosante 20,00
Triethanolamine Trietanolamina Agente estabilizador 1,00
de pH
Agua Agua destilada Vehiculo C.S.p.
Propylene-glycol Propilenglicol Solubilizante 5,00
Camellia Sinensis leaf ~ Extracto de Té Verde Antioxidante 0,5
Extract
Dimethicone Dimeticona Factor de 0,5
consistencia
Phenoxyethanol, Phenova Conservante 0,8
methylparaben,
ethtylparaben
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Tabla 9. Formulacion del Gel al 0.25%, 0,5% y 0,75% con extracto seco de Cinchona

Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

Ingredientes
INCI

PORCENTAIJE

Funcidn 0.25%
(Ext. Cinchona

Pubescens Vahl)

0,5%
(Ext. Cinchona
Pubescens Vahl)

0,75%
(Ext. Cinchona
Pubescens Vahl)

Acrylates Copolymer Agente viscosante 20,00 20,00 20,00
Triethanolamine Agente estabilizador 1,00 1,00 1,00
de pH
Agua Vehiculo c.S.p. c.S.p. c.S.p.
Propylene-glycol Solubilizante 5,00 7,00 10,00
Chinchona pubescens Antioxidante 0,5 1 2
Bark extract
Dimethicone Factor de 0,5 1 2
consistencia
Phenoxyethanol,
methylparaben, Conservante 0,8 0,8 0,8

ethtylparaben

35 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS

FORMULACIONES ELABORADAS CON EXTRACTO SECO DE Cinchona

Pubescens Vahl Y Camellia sinensis

3.5.1 EVALUACION POR EL METODO DE PCL (Emulsién y Gel)

a) Equipos, Materiales y Reactivos

Equipos vy materiales

e Photochen con un kit analitico ACL (AnalyticJena, Jena, Alemania)

Reactivos
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e Trolox

e Metanol

b) Procedimiento
La muestra de emulsion elaborada con extracto de Camellia sinensis y extracto de

Cinchona Pubescens Vahl se evaltan por el método de PCL (Protocolo ACL)

Se elabora una curva de calibracion con Trolox y se calcula la capacidad antioxidante

como unidades de equivalentes de Trolox.

Las muestras se diluyen en el reactivo metanol de manera que la sefial detectada este
dentro del intervalo de linealidad de la curva de calibracion y dentro del rango de

deteccidn (Corriente: 0 - 4 V) (Popov, G.Lewin, 1999).

La sefial del detector se obtiene por luminiscencia y se controla por un tiempo de algunos

minutos (100 -180s).

Los valores de la capacidad antioxidante, se obtienen mediante la integral de la curva en

funcién del tiempo misma que es obtenida automaticamente por un software PCLsoft.

Para la emulsién se elaboran 3 muestras de Cinchona Pubescens Vahl a concentraciones
de 0,5%, 0,75% Yy 1%, una formula base y una emulsion al 0,5% de Camellia Sinensis

como referente quimico natural.

123



Para el gel se elaboran 3 muestras de Cinchona Pubescens Vahl a concentraciones de
0,25%, 0,5% y 0,75%, un gel base y un gel al 0,5% de Camellia Sinensis Sinensis como

referente quimico natural.

Los analisis se realizan en el laboratorio de la Universidad Degli Studi di Ferrara- Italia

3.5.2 EVALUACION POR EL METODO DE DDPH PARA EL GEL

a) Equipos Materiales y Reactivos

Materiales
e Balon aforado de 10ml
e Balon aforado de 100ml
e Micro pipeta de 1 a 3000 ul (marca DROPTEK, modelo DX40253) con varias
puntas,
e Frascos &mbar de 5 ml, 10 ml y 250 ml
e Cubeta, espatula, papel aluminio
Equipos
e Espectrofotometro, marca Shimadzu modelo: UV mini 1240 y celdas se vidrio

e Balanza analitica; marca Meter Toledo, modelo: ML204/01

Reactivos

e Soluciéon DPPH
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e Agua bidestilada
o K3S,0g,

e Etanol 96%

b) Procedimiento

Preparacion del reactivo DPPH:
- Preparamos una solucion de 1x10™* M de DPPH de en etanol al 96% (Se pesan
9,85 mg de DPPH vy se afora a 250 mL con alcohol en la oscuridad), colocamos en

un frasco &mbar y mantener en refrigeracion hasta realizar el ensayo

Preparacion de la muestra:

- Se prepara el gel formulado con Cinchona Pubescens Vahl en las tres
concentraciones, 0.5, 1 y 2% y un blanco. Para ello se pesan 0,59 de gel, se
afiaden 10 mL de etanol de 96% se disuelve y se afora a 10mL en un balén. Se
preparan soluciones de 0,10, 20, 40, 60, 80 y 100 uL, afiadiendo a cada muestra
2,9 mL de DPPH para ajustar a un volumen final de 3 mL.

- Se repite el mismo procedimiento para el referencial Camellia Sinensis al 0.5%

Curva de Calibracion

- Programar el espectrofotometro a 517 nm y se encera con etanol de 96%

- Se mide las absorbancias del blanco y las muestras

- Se calcula el porcentaje de inhibiciobn y se construye una grafica de % de

inhibicidn versus la concentracion ya que la actividad antioxidante se expresara
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como una concentracion 1Csp en pg/mL, que se requiere para el 50% de inhibicion

de la formulacién del radical DPPH.

3.6.- ESTUDIOS DE LA ESTABILIDAD DE LAS FORMULACIONES

Las pruebas de estabilidad preliminar y acelerada se realizan en el Laboratorio de

Anadlisis y Aseguramiento de la Calidad Multianalytica Cia. Ltda.

3.6.1 Anadlisis de Estabilidad Preliminar
Los pardmetros considerados a evaluar en la estabilidad preliminar de las formas
cosméticas emulsion y gel elaborados a partir del extracto seco de la corteza de
Cinchona Pubescens Vahl son:

e Propiedades Organolépticas: Aspecto, color, olor y volumen

e Fisico-quimicos: pH (Método INEN 783)

Tabla 10. Pardmetros fisicoquimicos de Estabilidad Preliminar

Fuente: Las autoras

Parametros Ensay Ensay Ensay
ol 02 03
pH
Estado
Propiedades %C:I(;)rr
organosleptlca Contenid
0
declarado
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e Conteo Microbiano: Las especificaciones como limite maximo se consideran en

referencia a la Secretaria General de la Comunidad Andina segun Resolucion

1482.
Tabla 11. Conteo Microbioldgico
Fuente: Resolucién 1482 CAN
Parametros Resultado (UFC/g)* Método

Recuento de aerobios totales AOAC 990.12
Recuento de coliformes AOAC 991.14
totales

Recuento de mohos AOAC 997.02
Recuento de levaduras AOAC 997.02

*Unidades formadas por colonia por gramo

3.6.2 Andlisis de Estabilidad Acelarada
Los parametros considerados a evaluar en la estabilidad acelerada de las formas
cosméticas emulsién y gel elaborados a partir del extracto seco de la corteza de
Cinchona Pubescens Vahl son los mismos que se evaluan en el analisis de

estabilidad preliminar pero en tres mediciones sucesivas con intervalos de un mes:

Tabla 12. Pardmetros fisicoquimicos de Estabilidad Acelerada
Fuente: Las autoras

Parametros Ensayo ler Ensayo 2do Ensayo 3er
mes mes mes
pH
Estado
Color

Olor

Propiedades
organolépticas
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Contenido
declarado

Tabla 13. Conteo Microbiol6gico

Fuente: Resolucion 1482 CAN

Parametros Resultado Resultado Resultado Método
(UFClg)* (UFClg)*  (UFClg)*
ler mes ler mes ler mes
Recuento de AOAC 990.12
aerobios totales
Recuento de AOAC 991.14
coliformes totales
Recuento de mohos AOAC 997.02
Recuento de AOAC 997.02
levaduras

*Unidades formadas por colonia por gramo

3.7 ESTADISTICA

3.7.1 METODO PCL EN CREMA Y GEL FORMULADOS CON Cinchona

Pubescens Vahl y Camellia Sinensis

a) ANALISIS DE MEDIA Y LIMITES DE CONFIANZA

Se analiza 4 muestras de producto (crema y gel) a diferentes concentraciones, se

determinara el Coeficiente de Variacion (CV)

Tabla 14 Media y Limites de Confianza
Fuente: Las autoras

Muestra n Media E.E D.E. LI LS Varianza CV Lectura del
(95%)  (95%) Producto
Camellia Sinensis 3 x + DE
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0,5%

Cinchona Pubescens 3 x+DE
Vahl 0,5%

Cinchona Pubescens 3 x = DE
Vahl 0,75%

Cinchona Pubescens 3 x +DE
Vahl 1%

Cuando el anélisis de la varianza no es aplicable debido a incumplimientos de las

suposiciones del modelo, es necesario aplicar la prueba de Kruskal-Wallis.

b) Prueba de Kruskal Wallis:
La prueba de Kruskal-Wallis es el método mas adecuado para comparar poblaciones

cuyas distribuciones no son normales. Se analizaron los datos en el programa SPSS.

Se plantean las siguientes hipotesis:

. HO: La actividad anti-oxidante en la crema no es distinta de acuerdo a la

concentracion.

° H1l: La actividad anti-oxidante en la crema es distinta de acuerdo a la

concentracion.

Tabla 15. Prueba de Kruskal Wallis

Fuente: Las autoras

Prueba de Kruskal Wallis
Tratamiento n Media D.E. Mediana |gl |H p Sig. Monte Carlo
Muestra

Producto
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

4.1. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES (Método de

Folin-Ciocalteu)

La Camellia Sinensis (té verde) posee una alta concentracion de polifenoles 25 a 35%

(Jun X. et al, 2010) por lo que es usado como referente quimico natural (Aldana C. &

Guayasamin P., 2014)

En la Tabla 16 se observa que la cantidad de fenoles totales es mayor en el extracto seco

de Camellia Sinensis (té verde) con 78 mg/g comparado con el extracto seco de Cinchona

Pubescens Vahl (cascarilla) con 30.08 mg/g

Tabla 16. Fenoles totales en los extractos secos de Camellia Sinensis y Cinchona

Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

Extracto Seco Absorbancia a 765 nm Pro~medio Desv. ST  Concentracion
Ay A, As A ) [mg/g](fendlicos)

Camellia 0,668 0,667 0,669 0,668 0,001 78

Sinensis

Cinchona. 0,637 0,635 0,639 0,637 0,001 30,08

Pubescens Vahl
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En el Gréafico 1 se puede visualizar la cantidad de fenoles totales en los extractos de
Camellia Sinensis (té verde) y Cinchona pubescens Vahl (Cascarilla) y la diferencia que

existe entre ellos.

Graéfico 1. Comparacion de los fenoles totales entre los extractos de Camellia Sinensis (té
verde) y Cinchona pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

Cantidad de fenoles totales en
Camellia Sinensis y Cinchona pubescens Vahl

12 4

10

mg/g 6
Fenolicos totales

I

te verde cascarilla

Extractos
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4.2. CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES
El valor del contenido de flavonoides totales para Camellia Sinensis es de 10mg/g y el
valor de contenido de flavonoides totales de la Cinchona pubescens Vahl es de 2mg/g
(Tabla 17) es decir que el té verde contiene 5 veces mas flavonoides que la cascarilla
(Ver anexo 13)
Tabla 17. Flavonoides totales en los extractos secos Camellia Sinensis y Cinchona
Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras.

Extracto seco Absorbancia a 415nm Promedio Desv. ST [mg/g]

A A, A; A ) (flavonoides)
Camellia Sinensis 1,667 1,661 1,653 1,660 0,007 10
Cinchona 1546 1,541 1,540 1,542 0,003 2

Pubescens Vahl

En el Grafico 2 se presenta una comparacion de la cantidad de flavonoides totales
encontrados en los extractos de Camellia sinensis y Cinchona pubescens Vahl y la

diferencia que existe entre ellos.

Grafico 2. Comparacion de los flavonoides totales entre los extractos de Camellia

sinensis y Cinchona pubescens Vahl

Fuente: Las autoras.
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Cantidad de flavonoides totales de Camellia sinensis y Cinchona
pubescens Vahl

12

10 -

mg/g 6 -
Flavonoides totales

I

te verde cascarilla

Extractos

4.3 IDENTIFICACION QUIMICA DEL TLC (CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA)

Se utilizé unicamente el extracto de Cinchona Pubescens Vahl para realizar la

cromatografia de capa fina TLC ya que éste extracto es el objetivo de nuestra

investigacion

En el Grafico 3 se observan 12 manchas predominantes de color amarillo y en menor

porcentaje de color azul que corresponden presumiblemente a flavonoides. También se

aprecia que existe un mayor porcentaje de compuestos fendlicos que de flavonoides

Se realiza la comparacion por contraste, con placas de estandares conocidos de

flavonoides y se determina que 4 de las manchas que se visualizan en la placa del

extracto de Cinchona Pubescens Vahl corresponden a los flavonoides: Apigenina (S1),

Quercetina (S2), Kaempferol (S3) y Catequina (S4)

Grafico 3. Placa Cromatografica del extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras.
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Estdndares

$1: Apigenina

S2: Quercetina
$3: Kaempferol
$4: Catequina

$5: Dihidroflavona

Compuestos
fendlicos

4.4. ACTIVIDAD ANTOXIDANTE DEL EXTRACTO

4.4.1 METODO DPPH

En este ensayo se tomo el valor de 1Cs que corresponde a la concentracion necesaria para
disminuir un 50% la absorcion inicial del DPPH: Valores mas bajos de 1Cso mayor
actividad antioxidante.

Estudios in vitro demuestran que los polifenoles de la Camellia Sinensis son
neutralizadores efectivos para las especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrdgeno
incluyendo los radicales superoxidos (Nakagawa, T., & Yokozawa, T., 2002) por lo que
esta planta es considerada como un referente quimico natural en éste estudio al igual que

la ya conocida Vitamina C o Acido Ascorbico
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Los ensayos de DPPH se realizaron para los extractos de Camellia Sinensis y Cinchona
pubescens Vahl como para el Acido ascorbico (estandar) para determinar su valor de 1Csg
manteniendo la concentracion de DPPH constante, es decir que aunque se aumente la

concentracion habra un limite de decoloracién y por tanto de absorbancia.

Los extractos de Camellia Sinensis y Cinchona pubescens Vahl muestran actividad
antioxidante, sin embargo se evidencio mayor capacidad para atrapar el radical DPPH en

el extracto de Camellia Sinensis.

Los datos de la actividad antioxidante del acido ascorbico y los extractos de Camellia
Sinensis y Cinchona pubescens Vahl, se observan con los valores de ICs en las tablas
18, 19, y 20 respectivamente.

Tabla 18 Actividad antioxidante (DPPH) del &cido ascorbico

Fuente: Las autoras

Acido Ascorbico

[mg/ml] Absorbancia 517nm Promedio Inh (%)
A A, A; A

0 0,67 0,67 0,679 0,673 0

0,0013 0,493 0,492 0,492 0,492 26,844

0,0026 0,27 0,272 0,284 0,275 59,088

0,0053 0,141 0,141 0,141 0,141 79,049

0,008 0,105 0,106 0,106 0,105 84,299

0,00235 I1Cs0 mg/g

Tabla 19. Actividad antioxidante (DPPH) del extracto de Camellia Sinensis

Fuente: Las autoras
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Camellia Sinensis

[mg/ml]  Absorbancia 517nm Promedio Inh (%)
A; A As A

0 0,686 0,683 0,682 0,684 0

0,0033 0,512 0,513 0,515 0,513 24,951

0,0066 0,326 0,327 0,327 0,327 52,241

0,013 0,104 0,104 0,104 0,104 84,795

0,0072 ICs0 mg/mi

El 1Cso para Camellia sinensis (t¢ verde) es 3 veces mayor que el ICsy del acido
ascorbico, demostrando que el acido ascérbico tiene mayor capacidad antioxidante que el
té verde. Sin embargo el valor de ICs, del Té verde (Camellia Sinensis) es bajo,
confirmandose su alta capacidad antioxidante y de ahi su uso como referente quimico
(Tabla 18 y 19).
Grafico 4. Porcentaje de inhibicion anti-radical DPPH del extracto seco de Camellia
Sinensis

Fuente: Las autoras
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Porcentaje de inhibicion anti radical DPPH del extracto de Camellia sinensis

100

90 y=6519,8x+3,171
R?=0,9858

80
70
60
50
% de inh. DPPH 4
30
20

10

0 ¢
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

mg/ml

En el gréfico 4 de porcentaje de inhibicion del té verde se observa que la captacion de
radicales se inicia desde las concentraciones menores (0,0033mg/l) y continua al
aumentar la concentracion

Tabla 20. Actividad antioxidante (DPPH) del extracto de Cinchona Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

Cinchona Pubescens Vahl

[mg/ml]  Absorbancia 517nm Promedio Inh (%)
A Az As A

0 0,686 0,683 0,682 0,684 0

0,033 0,409 0,409 0,409 0,409 40,204

0,066 0,281 0,281 0,28 0,281 58,966

0,133 0,12 0,127 0,129 0,125 81,676
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0,2 0,079 0,079 0,079 0,079 88,450

0,0466 IC50 mg/ml

Grafico 5. Porcentaje de inhibicién anti-radical DPPH del extracto seco de Cinchona

Pubescens VVahl Fuente: Las autoras

Porcentaje de inhibicion anti radical DPPH del extracto de Cinchona
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En el grafico 5 se observa que el porcentaje de inhibicion del radical DPPH para la
Cinchona Pubescens Vahl se muestra en una grafica logaritmica, esto quiere decir que la
captacion de radicales comenz0 a concentraciones bajas pero empezé a ser constante a
una concentracion intermedia (0,133mg/ml) y a pesar de aumentar la concentracion la
captacion de radicales DPPH no aumento. Es decir que aunque se aumente la

concentracion la captacion del radical sera constante.
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Se comparo los 1Csp para el extracto de té verde (0,0072 mg/ml) y para el extracto de
Cinchona Pubescens Vahl (0,046 mg/ml) y se observa que el 1Cso del extracto de
Cinchona Pubescens Vahl es 6,3 veces mayor que el extracto de Camellia Sinensis, por
tanto este tiene mayor capacidad antioxidante, sin embargo la capacidad antioxidante del
extracto de Cinchona Pubescens Vahl es alta por lo que puede ser utilizado como un

activo antioxidante

Para inhibir en un 50% la oxidacion del radical DPPH la Camellia sinensis necesita
0,0062 mg/ml mientras que la Cinchona pubescens Vahl necesita 0,046 mg/ml, siendo
estd concentracion inhibitoria 6.3 veces mayor que la del té verde por tanto la capacidad
antioxidante de la Cinchona pubescens Vahl es menor comparada con la capacidad
antioxidante de Camellia sinensis (referente de actividad antioxidante), sin embargo la
actividad antioxidante que muestra la Cinchona pubescens Vahl es aceptable y hace que
esta pueda ser considerada como otra fuente natural de antioxidantes con potencial

aplicacion en industria cosmeética.

4.4.2 METODO ABTS

En este ensayo también se tomo en cuenta el valor de ICs, y la concentracion de ABTS
se mantiene es constante, es decir que aunque se aumente la concentracion habra un
limite de decoloracion y por tanto de absorbancia. Durante la reaccion el radical ABTS
azul se vuelve incoloro (neutro).

En la Tabla 21 y 22 se observa que tanto el té verde (estandar natural) y la Cinchona
Pubescens Vahl poseen actividad antioxidante considerable que se confirman con los

valores de ICxq
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Tabla 21 Actividad antioxidante (ABTS) del extracto de Camellia Sinensis

Fuente: Las autoras

Camellia Sinensis

mg/ml  Absorbancia 734nm Promedio Inh (%)
As Az As A

0 0,763 0,767 0,767 0,766 0

0,0013 0,706 0,703 0,701 0,703 8,224

0,0033 0,552 0,559 0,56 0,557 27,284

0,033 0,257 0,257 0,258 0,257 66,449

0,0231 ICs0 mg/ml

Tabla 22. Actividad antioxidante (ABTS) del extracto Cinchona Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

Cinchona Pubescens Vahl

mg/ml Absorbancia 734nm Promedio Inh (%)
Al A2 A3 A

0 0,686 0,683 0,682 0,684 0

0,033 0,45 0,451 0,457 0,453 33,820

0,066 0,33 0,356 0,352 0,346 49,415

0,133 0,175 0,176 0,173 0,175 74,463

0,2 0,079 0,079 0,079 0,079 88,450

0,088 ICs0 mg/mi

El grafico 6 muestra que la captacion de los radicales ABTS comienza desde

concentraciones menores Yy alcanza una inhibicion del 66% para Camellia Sinensis con

una concentracion de apenas 0,023 mg/ml.
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Se observa que la curva de calibracion de Camellia Sinensis tiene un comportamiento
similar a la linea de tendencia.
Grafico 6. Porcentaje de inhibicion de ABTS del extracto seco de Camellia Sinensis

Fuente: Las autoras

Porcentaje de Inhibicion ABTS Camellia Sinensis

y =1784,6x + 8,7142
R2 = 0,9064

%inh ABTS

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
mg/ml
La capacidad antioxidante de la Cinchona Pubescens Vahl es 3 veces menor que la de
Camellia Sinensis, esto se muestra con los valores de ICsy de 0,088 y 0,0231

respectivamente (tablas 21y 22).

En el grafico 7 observamos que el porcentaje de inhibicion para el extracto de Cinchona
Pubescens Vahl a la mayor concentracion es de 88.45%. Se observa también que la curva
de calibracion pasado esta concentracion comienza a tener un comportamiento constante,

no sigue la linea de tendencia que va en aumento.

Grafico 7. Porcentaje de inhibicion de ABTS del extracto seco de Cinchona Pubescens
Vahl

Fuente: Las autoras
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Porcentaje de inhibicion ABTS Cinchona Pubescens Vahl
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En la tabla 23 y en el grafico 8 se muestra la comparacion del valor de ICsq entre el &cido
ascorbico, Camellia Sinensis (té verde) y Cinchona Pubescens Vahl (cascarilla) y se
observa que el té verde (Camellia Sinensis) tiene una buena capacidad antioxidante
comparada con el acido ascérbico. Mientras que la Cinchona Pubescens Vahl tiene una
capacidad antioxidante menor a Camelia Sinensis, pero Gtil para que el extracto sea
utilizado como activo en formulaciones cosméticas ya que se observa la inhibicion de los
radicales en la solucién de ABTS + cascarilla y eso se evidencia con una pérdida de

color similar a la de los referentes.

Tabla 23. Comparacion del ICsq del acido ascérbico y los extractos de Camellia Sinensis
y Conchona Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

IC50
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DPPH ABTS

Extracto (mg/ml) (mg/ml)
Ac. Ascorbico 0,00253 0,00317
Camellia Sinensis 0,0072 0,0231
Cinchona Pubescens Vahl  0,0466 0,088

Grafico 8. Porcentaje de inhibicién de ABTS del &cido ascérbico y los extractos secos
de Cinchona Pubescens Vahl y Camellia Sinensis

Fuente: Las autoras

IC50 del ac. ascorbico y los extractos de Cinchona
Pubescens V. llia Sinensis

ext C. pubescens

443 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN CAPA FINA

En el grafico 9 se observa que todos los compuestos tienen capacidad antioxidante, en |

se observa a los compuestos luego de la aspersién de una solucién de DPPH al 0.5%.
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En Il se observa a los compuestos separados antes de la revelacion de DPPH.

La grafica nos permite observar que las manchas se volvieron transparentes al instante de
aplicar el rociador demostrando la capacidad antioxidante que posee el extracto de
Cinchona Pubescens Vahl ya que casi todo el recorrido de la muestra se ha vuelto
transparente

Grafico 9. Actividad antioxidante en capa fina (DPPH) del extracto de Cinchona

Pubescens Vahl

Fuente: Las autoras

45 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE FORMULACIONES CREMA'Y GEL
451 METODO DPPH GEL
Se determind la capacidad antioxidante de:

e Gel base

144



e Gel con extracto de Cinchona Pubescens Vahl al 0,25, 0,5% y 0,75%

e Gel con extracto de Camellia Sinensis al 0,5%

45.1.1 METODO DPPH GEL BASE

En la tabla 24 se muestra el porcentaje de inhibicidn para el gel base y se puede observar

que los valores son constantes es decir no hay captacion de radicales y por tanto el valor

de ICxges alto,

no hay capacidad antioxidante.

Tabla 24 Actividad antioxidante (DPPH) del extracto de Gel base

Fuente: Las autoras

Gel Base

mg/ml Absorbancia 517 nm Promedio Inh (%)
Ay Az As A

0 1,136 1,138 1,137 1,137 0

1,666 1 0,999 0,999 0,999 12,107

2,5 0,993 0,994 0,994 0,994 12,606

3,333 0,991 0,99 0,991 0,991 12,870

4,166 0,983 0,98 0,981 0,981 13,690

5 0,973 0,972 0,972 0,972 14,482

55,99 IC50 mg/ml

Grafico 10. Porcentaje de inhibicién de DPPH del Gel base

Fuente: Las autoras
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En el grafico 10 se evidencia que no hay captacion de radicales DPPH en la muestra de
gel base, por tanto el porcentaje de inhibicion se muestra con una curva de calibracién

con tendencia constante.

45.1.2 METODO DPPH GEL FORMULADO CON Cinchona Pubescens Vahl

En las tablas 25, 26 y 27 se observa el porcentaje de inhibicion del gel formulado con
Cinchona Pubescens Vahl. Los valores del 1Csg muestran una diferencia del doble entre
el gel formulado con el extracto de 0,25% (ICso= 6,04 mg/ml) y 0,50% (ICsop =3,33
mg/ml).

Se evidencia también que el gel formulado con el 0,25% de extracto de Cinchona
Pubescens Vahl tiene mejor capacidad antioxidante. ElI gel formulado al 0,75%
(IC50=3,40 mg/ml) muestra que aunque se aumente la concentracion de extracto a la

formulacidn, esto no aumenta la capacidad antioxidante del gel.

146



Tabla 25. Actividad antioxidante (DPPH) del Gel formulado con Cinchona Pubescens

Vahl (0,25%)

Fuente: Las Autoras

Cinchona Pubescens Vahl (0,25%)

mg/ml Absorbancia 517 nm Promedio Inh (%)
A A; Az A

0 1,136 1,138 1,137 1,137 0

2,5 0,873 0,872 0,871 0,872 23,306

3,333 0,819 0,819 0,82 0,819 27,939

4,166 0,77 0,769 0,768 0,769 32,365

5 0,654 0,653 0,659 0,655 42,362

6,06 IC50 mg/ml

Tabla 26. Actividad antioxidante (DPPH) del Gel formulado con Cinchona Pubescens

Vahl (0,50%)

Fuente: Las Autoras
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Cinchona Pubescens Vahl (0,5%0)

mg/ml Absorbancia 517 nm Promedio Inh (%)
A A Az A

0 1,136 1,138 1,137 1,137 0

2,5 0,627 0,626 0,625 0,626 44,942

3,333 0,51 0,51 0,509 0,510 55,1745

5 0,385 0,39 0,39 0,388 65,845

3,33 IC50 mg/ml

Tabla 27 Actividad antioxidante (DPPH) del Gel formulado con Cinchona Pubescens

Vahl (0,75%)

Fuente: Las Autoras

Cinchona Pubescens Vahl (0,75%)

mg/ml Absorbancia 517 nm Promedio Inh (%)
Al A2 A3 A

0 1,136 1,138 1,137 1,137 0

1,666 0,749 0,748 0,749 0,749 34,154

2,5 0,632 0,631 0,63 0,631 44,503

3,333 0,581 0,58 0,58 0,580 48,959

4,166 0,53 0,529 0,529 0,529 53,444

3.40 1Cs0 mg/mi

45.1.3 METODOS DPPH GEL FORMULADO CON Camellia Sinensis (TE

VERDE)
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Se determino la capacidad antioxidante del gel formulado con extracto de Camellia
Sinensis al 0,5% para ser utilizado como estandar natural y compararlo con el gel
formulado con extracto de Cinchona Pubescens Vahl al 0.5%.

En la tabla 28 y el grafico 11 se puede observar que el porcentaje de inhibicion del gel al
0,5% va aumentando conforme aumenta la concentracion, pero se vuelve constante en la
concentracion mas alta, esto se debe a que ya no hay captacion de radicales.

El valor del ICsq para el gel formulado con extracto de Camellia Sinensis al 0,5% es de

2.09 mg/ml.

Tabla 28. Actividad antioxidante (DPPH) del Gel formulado con Camellia Sinensis
(0,5%)

Fuente: Las autoras

Camellia Sinensis (0,5%)

mg/ml Absorbancia 517 nm Promedio Inh (%)
A A Az A

0 1,136 1,138 1,137 1,137 0

0,166 1,058 1,057 1,056 1,057 7,036

0,333 0,951 0,955 0,958 0,955 16,007

1,333 0,731 0,738 0,735 0,735 35,356

1,666 0,707 0,706 0,707 0,707 37,848

2,09 IC50 mg/ml

Grafico 11. Porcentaje de inhibicion de DPPH de Camellia Sinensis (0,5%)
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Porcentaje de Inhibicion DPPH Gel de Camellia Sinensis al 0,5%
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4.5.2 COMPARACION ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE GEL FORMULADO CON
Camellia Sinensis (TE VERDE) Y GEL FORMULADO CON Cinchona

Pubescens Vahl (CASCARILLA)

El gel formulado con extracto de te verde al 0,5% muestra un valor de 1C50 de 2,09
mg/ml, mientras que el gel formulado con extracto de Cinchona Pubescens Vahl al 0,5%
muestra un valor de IC50 de 3,33mg/ml. La comparacién de estos dos valores muestra
gue la capacidad antioxidante del gel formulado con Cinchona Pubescens Vahl es 1,6

veces menor que el gel formulado con extracto de Camellia Sinensis.
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Tabla 29. Comparacion de la actividad antioxidante (DPPH) del Gel base y el
formulado con Camellia Sinensis (0,5%) y Cinchona Pubescens Vahl (0,5%)

Fuente: Las autoras

Extracto DPPH

[mg/ml]

Gel Base 55,99
Gel Camellia Sinensis 2,09
Gel Cinchona Pubescens Vahl 3,33

4.5.3 METODO PCL GEL Y CREMA
El andlisis se realiza en el laboratorio dela Universidad Degli Studi di Ferrara- Italia

(2014).

4.5.3.1 METODO PCL GEL

En la tabla 30 se muestra la actividad antioxidante del gel en las diferentes
concentraciones donde la generacion de luminiscencia de los compuestos antioxidantes
(flavonoides, fenoles) presentes en el gel se muestra por la comparacion con el trolox
(compuesto normalizado).

Mediante la curva de calibracion se observan las variaciones de lecturas para Gel
elaborado con Camellia Sinensis al 0,5% vy para el gel elaborado con Cinchona

Pubescens Vahl al 0,25%, 0,75% y 0,75% respectivamente
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Tabla 30. Actividad antioxidante (PCL) del Gel formulado con Camellia Sinensis (té

verde) y Cinchona Pubescens Vahl (0,5%)

Muestra Lect1 Lect 2 Lect 3 Media Desv.
Gel Camellia Sinensis
0,5% 10,999 10,784 11,072 10,952 0,150
Gel Cinchona Pubescens
Vahl 0,25% 7,927 7,419 6,707 7,351 0,613
Gel Cinchona Pubescens
Vahl 0,5% 12,534 12,263 12,534 12,444 0,156
Gel Cinchona Pubescens
Vahl 0,75% 14,189 13,682 13,598 13,823 0,320

Act antioxidante umoles

Producto de trolox/gramo

Gel Camellia Sinensis

0,5% 10,95 + 0,150

Gel Cinchona Pubescens
Vahl 0,25% 7,35+0,613

Gel Cinchona Pubescens
Vahl 0,5% 12,44 + 0,156

Gel Cinchona Pubescens
Vahl 0,75% 13,82 + 0,320

Se observa también que la capacidad antioxidante del Gel al 0,5% es la formulacién mas
adecuada, pues la variacion de la concentracion no afecta en gran medida la actividad
antioxidante pues no se evidencia gran aumento de actividad antioxidante al aumentar la

concentracion.

La capacidad antioxidante del gel formulado al 0,5% de extracto de Cinchona Pubescens
Vahl (12,44 umoles de trolox /gramo) comparada con la capacidad antioxidante del gel
formulado con Camellia Sinensis al 0,5% (10,95 umoles de trolox /gramo) no muestra un
diferencia considerable, el Camellia Sinensis es tan solo 1,1 veces mas antioxidante que
el gel formulado con extracto Cinchona Pubescens Vahl al 0,5%. (Grafico 11).
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Grafico 12. Comparacion de la capacidad antioxidante del gel formulado con Camellia
Sinensis y el gel formulado con Cinchona Pubescens Vahl (0.25, 0,5y 0,75%).

Fuente: Las autoras

Act. Antioxidante PCL del Gel formulaco con Cinchona
Pubescens Vahl al 0.5%

Gel C. Cinensis 0,5% Gel C. pubescens 0,25% Gel C. pubescens 0,5% Gel C. pubescens 0,75%

4.5.3.2 METODO PCL CREMA

En la tabla 31 se observa también que la capacidad antioxidante de la crema al 0,5% es la
formulacién més adecuada, pues la variacion de la concentracién no afecta en gran
medida la actividad antioxidante pues no se evidencia gran aumento de actividad
antioxidante al aumentar la concentracion. Es decir que una crema formulada con un
extracto de Cinchona Pubescens Vahl al 0, 5% tiene un potencial efecto antioxidante que

supera ligeramente al de 0,75%
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Tabla 31 Actividad antioxidante (PCL) de la crema formulado con Camellia Sinensis y
Cinchona Pubescens Vahl (0.5%)

Fuente: Las autoras

Muestra Lectl Lect 2 Lect 3 Media Desv.

Crema Camellia Sinensis al
0,5% 5,353 5,561 5,413 5,442 0,107

Crema Cinchona Pubescens
Vahl al 0,5% 10,773 8,841 11,293 10,302 1,292

Crema Cinchona Pubescens
Vahl al 0,75% 14,150 14,071 14,387 14,203 0,165

Crema Cinchona Pubescens
Vahl al 1% 15,192 14,602 14,675 14,823 0,322

Act antioxidante
Producto pmoles de
trolox/gramo

Crema Camellia Sinensis

al 0,5% 5,442 + 0,107
Crema Cinchona
Pubescens Vahl al 0,5% 10,302 + 1,292
Crema Cinchona
Pubescens Vahl al 0,75% 14,203 + 0,165
Crema de Cinchona
Pubescens Vahl al 1% 14,823 + 0,322

La capacidad antioxidante de la crema formulado al 0,5% de extracto de Cinchona
Pubescens Vahl (10,302umoles de trolox /gramo) comparada con la capacidad
antioxidante de la crema formulado con té verde al 0,5% (5,442 umoles de trolox
/gramo) se muestra en este caso que la crema formulado con Cinchona Pubescens Vahl
es 1.8 mas antioxidante que el té verde. Estos datos muestran una mejor afinidad del
extracto de Cinchona Pubescens Vahl que el de Camellia Sinencis en la formula.

En este caso el té verde a perdido su actividad antioxidante, probablemente se oxido o no
tiene afinidad con la formulacion, mientras que Cinchona Pubescens Vahl mantiene su

154



capacidad antioxidante, dandole asi una ventaja al extracto en prueba para ser utilizado en

formulaciones cosméticas. (Grafico 13)

Graéfico 13. Comparacion de la capacidad antioxidante de la emulsion formulada con
Camellia Sinensis y la emulsion formulado con Cinchona Pubescens Vahl (0.25, 0,5y
0,75%).

Fuente: Las autoras

Ac. Antioxidante Crema formulada con Cinchona
Pubescens Vahl y Camellia Sinensis

Crema base Crema C. Crema C. Crema C. Crema de C.
cinencis al 0,5% pubescens al pubescens al pubescens al
0,5% 0,75% 1%

4.6 ESTABILIDAD

4.6 ESTABILIDAD PRELIMINAR Y ACELERADA DE LAS
FORMULACIONES: EMULSION Y GEL
Los estudios de ensayos fisicoquimicos y microbioldgicos para la estabilidad preliminar y

acelerada, para las muestras de gel y emulsion formulados con extracto seco de
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Cinchona Pubescens Vahl al 0,5% fueron evaluados en el Laboratorio de Analisis y

Ensayos Multianalitica

4.6.1 ESTABILIDAD DEL GEL
En la tabla 32 se muestra los datos e informacion obtenida luego del analisis de
estabilidad preliminar y acelerada para el gel formulado al 0,5% con Cinchona Pubescens
Vahl y se observa que ni pH ni sus propiedades organolépticas han variado notablemente
Tabla 32. Resultados de la estabilidad preliminar:
Fisicoquimicos y organolépticos

Fuente: Las autoras

Pardmetros Valor
pH 5.2
Aspecto Semi-solido
Propiedades Color Caracteristico
organolépticas Olor Caracteristico
Contenido 100g

Tabla 33. Resultados de la estabilida Acelerada

Fisicoquimicos y organolépticos

] 1 er mes 2do mes 3er mes
Parametros
pH 5.2 5.21 5.25
Aspecto Semi-solido Semi-solido Semi-solido
Propiedades Color Caracteristico Caracteristico Caracteristico
organolépticas Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Contenido 1009 100g 100g

Fuente: Las autoras
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En las tablas 34 y 35 se muestran los datos de conteo Microbiano preliminar y acelerado

para la muestra de gel formulado con 0.5% de extracto de Cinchona Pubescens Vahl.

Tabla 34. Conteo Microbiologico Preliminar

Fuente: Las autoras

Parametros Resultado
(UFClg)*
Recuento de aerobios totales 30
Recuento de coliformes totales < 10
Recuento de mohos <10
Recuento de Levaduras <10

*Unidades formadas por colonia por gramo

Tabla 35. Conteo Microbioldgico Acelerado

Fuente: Las autoras

Parametros Resultado Resultado Resultado
(UFCl/g)* (UFCl/g)* (UFCl/g)*
ler mes 2do mes 3er mes

Recuento de aerobios 30 50 60

totales

Recuento de coliformes <10 <10 <10

totales

Recuento de mohos <10 <10 <10

Recuento de Levaduras <10 <10 <10

*Unidades formadas por colonia por gramo

La formulacion cumple con los pardmetros de limites de contenido microbioldgico
establecidos, los que permite validad la calidad microbiana del producto formulado segun
lo establece la Cosmetics Europe - The Personal Care Association, asi como también se

establece que la formulacion tiene un tiempo de vidad Gtil no menor a 18 meses
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4.6.2 ESTABILIDAD DE LA EMULSION (CREMA)

En las tablas 36-37 se muestra los datos e informacion obtenida luego del analisis de
estabilidad preliminar y acelerada para la crema formulada al 0,5% con Cinchona
Pubescens Vahl y se observa que sus propiedades organolépticas se mantiene constante al
igual que el valor de pH reportado, mismo que se encuentra dentro de los valores
considerados dentro del manto acido de la piel humana (4-6) (Ohman H. & Vahlquist A.,
1994) y necesarios para que el activo pueda ejercer su accion antioxidante (Gotlib N. et

al, 2015).

Tabla 36. Resultados de la estabilidad preliminar de la emulsion: Fisicoquimicos y
organolépticos

Fuente: Las autoras

Parametros Resultado
pH 3.65
Aspecto Semi-solido
Propiedades Color Caracteristico
organolépticas Olor Caracteristico
Contenido 100g
. Resultado Resultado Resultado
Parametros
ler mes 2do mes 3er mes
pH 3.65 3.66 3.68
Aspecto Semi-solido Semi-solido Semi-solido
Propiedades Color Caracteristi Caracteristi Caracteristi
organoleptice co co Cco
S Olor Caracteristi Caracteristi Caracteristi
co co co
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Contenid

0 100g

100g

100g

Tabla 37. Resultados de la estabilidad acelerada de la emulsion: Fisicoquimicos y

organolépticos

En la tabla 38 se muestran los resultados de conteo Microbiano de estabilidad preliminar

para la muestra de crema formulada con 0.5% de extracto de Cinchona Pubescens Vahl.

Tabla 38. Conteo Microbioldgico

Fuente: Las autoras

Parametros Resultado (UFC/g)”
Recuento de aerobios totales 20
Recuento de coliformes totales < 10
Recuento de mohos <10
Recuento de Levaduras <10

*Unidades formadas por colonia por gramo

Tabla 39. Conteo Microbioldgico Acelerado

Fuente: Las autoras

Parametros Resultado Resultado Resultado
(UFClg)* (UFC/g)* (UFC/g)*
ler mes 2do mes 3er mes

Recuento de aerobios 20 40 60

totales

Recuento de coliformes < 10 <10 <10

totales

Recuento de mohos <10 <10 <10

Recuento de Levaduras <10 <10 <10

159



*Unidades formadas por colonia por gramo

La formulacion cumple con los pardmetros de limites de contenido microbioldgico
establecidos, los que permite validad la calidad microbiana del producto formulado segln
lo establece la Cosmetics Europe - The Personal Care Association, asi como también se
establece que la formulacion tiene un tiempo de vidad Gtil no menor a 18 meses (tabla

39).

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Es importante tomar en cuenta que el CV puede dar valores muy grandes, que no
necesariamente implican dispersion de datos, esto ocurre cuando no hay los suficientes
datos, en este caso mediciones de actividad anti-oxidante, por tanto no se puede verificar

la variabilidad de la dispersion de los datos, no se da un anélisis de varianza aplicable.
Cuando el andlisis de la varianza no es aplicable debido a incumplimientos de las
suposiciones del modelo, es necesario aplicar la prueba de Kruskal-Wallis (prueba no

paramétrica)

4.7.1 METODO PCL EN CREMA FORMULADA CON Cinchona Pubescens Vahl

y Camellia Sinensis

a) ANALISIS DE MEDIA Y LIMITES DE CONFIANZA
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En la tabla 40 se observa que la muestra de crema formuladas al 0,5% con Cinchona

Pubescens Vahl tiene un valor de CV de 12.54, lo que nos indica que los valores de

actividad antioxidante (variable) son heterogéneos, existe mayor dispersion de los

valores.

En los valores de CV para las muestras de Camellia Sinensis al 0.5% y Cinchona

Pubescens Vahl al 0,75% y 1% muestras que existe una menor dispersion de valores.

Tabla 40. Media y Limites de Confianza emulsién

Fuente: Las autoras

Muestra n Media E.E. D.E. LI LS Varianza CV  Lecturadel Producto
(95%0) (95%)
C.sin 0,5% 3 544 005 011 5,35 5,52 0,01 1,97 5,442 + 0,107
C.pub05% 3 10,25 0,61 129 8,84 11,15 1,67 12,54 10,302 + 1,292
C.pub0,75%% 3 142 0,08 0,16 14,07 14,34 0,03 1,16 14,203 + 0,165
C. pub 1% 3 1482 015 0,32 1456 15,09 0,1 2,17 14,823 + 0,322

b) Prueba de Kruskal Wallis:

Se analizaron los datos en el programa SPSS.

Tabla 41. Andlisis de Varianza de Kruskal Wallis

Fuente: Las autoras

Prueba de Kruskal Wallis

Tratamiento

n Media D.E. Mediana

gl

H

Sig. Monte Carlo
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Muestra 12 11,19 3,89 12,68 LI LS
1 |0,03|0,01556

Producto 4 125 045 1,00 0,947 0,958

Nivel de significancia del 5%.

En la tabla 41 se observa que el valor calculado de p es menor a 0,05 por lo tanto no se
acepta la Hipotesis nula. Lo que quiere decir que existe variacion entre las
concentraciones apreciable en el grafico 14

Gréfico 14. Variacion de la actividad antioxidante en las emulsiones evaluadas

Fuente: Las autoras

ANALISIS DE MEDIAS Y LIMITES DE CONFIANZA

Actividad antioxidante
2t = (<
A—@—
—»—

&

C.sin 0,5% C. pub 0,5% C. pub 0,75% C. pub 1%

Producto @ Muestra

a) ANALISIS DE MEDIA Y LIMITES DE CONFIANZA
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En la tabla 42 se observa que la muestra de gel formulado al 0,5% con Cinchona

Pubescens Vahl tiene un valor de CV de 8,34, lo que nos indica que los valores de

actividad antioxidante (variable) son heterogéneos, existe mayor dispersion de los

valores.

En los valores de CV para las muestras de Camellia Sinensis al 0.5% y Cinchona

Pubescens Vahl al 0,25% y 0,75% muestras que existe una menor dispersion de valores.

Tabla 42- Media y Limites de confianza Gel

Fuente: Las autoras

LI LS Lectura del
Muestra n Media EEE. DE. (95%) (95%) Varianza CV Producto
C.sin 0,5% 3 109 0,09 0,15 10,78 11,06 0,02 1,37 10,95 + 0,150
C. pub 0,5% 3 735 035 0,61 6,71 7,81 0,38 8,34 7,35+0,613
C.pub0,25% 3 12,44 0,09 0,16 12,26 12,53 0,02 1,26 12,44 + 0,156
C.pub0,75%% 3 13,82 0,18 0,32 13,6 14,08 0,1 2,31 13,82 + 0,320

b) Prueba de Kruskal Wallis:

Se analizaron los datos en el programa SPSS.

Tabla 43. Andlisis de Varianza de Kruskal Wallis
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Fuente: Las autoras

Prueba de Kruskal Wallis

Tratamiento n Media D.E. Mediana| gl | H p Sig. Monte Carlo

Muestra 12 11,19 3,89 12,68 LI LS
1 10,03/0,01531

Producto 4 125 045 1,00 0,947 0,958

Nivel de significancia del 5%.

En la tabla 43 se observa que el valor calculado de p es menor a 0,05 por lo tanto no se

acepta la Hipotesis nula. Lo que quiere decir que existe variacion entre las

concentraciones apreciable en el gréafico 15

Gréfico 15. Variacion de la actividad antioxidante en los geles evaluados

Fuente: Las autoras

Actividad anticxidante
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

e Mediante certificado de identificacion obtenido en el herbario de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador, podemos concluir que la planta proveniente del
sector de Parroguia de Ulloa Provincia de Pichincha corresponde a Cinchona
pubescens Vahl de la clase Equisetopsida C. Agardh, subclase Magnoliidae Novéak
ex Takht, familia de las Rubiaceae Juss., tribu Cinchonaea DC, gémero Cinchona L.,
especie pubescens Vahl y cuyo nombre comun por el que se identifica es “cascarilla”

(Ver anexo 3)

e La determinacion de fenoles totales realizada mediante la técnica de Folin-

Ciocalteau, nos permite concluir que el extracto seco de Cinchona pubescens Vahl

165



obtenido mediante método de percolacién, posee un 30,8% de compuestos
antioxidantes expresados como fenolicos totales, ya que este método se basa en la

propiedad de los fenoles de reaccionar frente a agentes oxidantes.

Mediante los resultados obtenidos por el método de Folin-Ciocalteu se puede
concluir que a pesar de que el extracto Cinchona Pubescens Vahl es 3 veces menor
que su referente quimico natural Camellia sinensis (Té verde) (30,8 mg/g y 78 mg/g
respectivamente de compuestos fendlicos), este valor obtenido es alto si lo
comparamos con los valores encontrados en otros estudios para plantas como la ufia
de gato (17,3 mg/g), aguaymanto (9,4 mg/g), maca (9,3mg/g) y yacon (12,8mg/g) a

los culaes se les ha atribuido alta capacidad antioxidante (Doreto V, 2013).

Los valores de flavonoides totales obtenidos para el té verde son del 10% mientras
que para la Cinchona Pubescens Vahl los valores de flavonoides totales encontrados
mediante este analisis son del 2%, concluyéndose que el té verde contiene 5 veces

mas flavonoides totales que la Cinchona Pubescens Vahl.

Mediante la técnica de cromatografia en capa fina, se encontraron compuestos
flavonoides como: apigenina, quercetina, koempferol, catequina, dihidroflavona y
compuestos fenolicos no identificados que por la coloracion amarilla que se reflejo
en el expectro obtenido se concluye que todos los compuestos identificados tienen
caracter antioxidante ya que toda la banda se decolora evidenciandose una marcada

capacidad antioxidante
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El 1C50 obtenido para el acido ascorbico mediante ensayo de DPPH es de 0,00235
mg/mL, mientras que para té verde 0,0072 mg/mL, y para la Cinchona Pubescens
Vahl el IC50 es de 0,0466 mg/mL, por lo que se concluye que por lo que se concluye
que la Cinchona Pubescens Vahl posee una capacidad antioxidante que es 6 veces
menor que el té verde 19,82 veces menor que el &cido ascorbico

Mediante ensayo de ABTS, se obtiene que el &cido ascorbico presenta un 1C50 de
0,00317mg/mL, el té verde tiene un IC50 de 0,0231 mg/mL y la Cinchona
Pubescens Vahl tiene un IC50 de 0,082 mg/mL,, por lo que se concluye que la
Cinchona Pubescens Vahl posee una capacidad antioxidante que es 3,8 veces menor

que el té verde 27,8 veces menor que el acido ascorbico

Por el método de DPPH para el gel base se encontré un IC50 de 55,99 mg/mL, que
comparado con las muestras de gel elaborado con extracto seco de Cinchona
Pubescens Vahl al 0,25%, 0,5% y 0,75% con valores de su IC50 de 6,04 mg/mL,
3,33 mg/mL y 3,40 mg/mL respectivamente, se evidencia una variacion de la
capacidad antioxidante de un gel simple con uno elaborado con extracto seco de
Cinchona Pubescens Vahl y que la concentracion del extracto seco de Cinchona
Pubescens Vahl en un gel con la mayor capacidad antioxidante es al 0,5% ya que su

valor de IC50 es menor

El valor del IC50 obtenido por el método de DPPH para el gel elaborado con extracto

de té verde al 0,5% es de 2,09 mg/mL que en comparacion con el IC50 de 3,33
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mg/mL para el gel elaborado con el 0,5% de extracto seco de Cinchona Pubescens
Vahl nos permite concluir nuevamente que la Cinchona Pubescens Vahl posee una

capacidad antioxidante 1,59 veces menor que el té verde

Por el método de PCL para determinar la actividad antioxidante de la crema
elaborada con extracto seco de Cinchona Pubescens Vahl al 0,5%, 0,75% y 1% se
obtuvieron valores de 10,30 ummoles de trolex/gramo, 14,20 ummoles de
trolex/gramo y 14,82 ummoles de trolex/gramo respectivamente, lo que nos permite
concluir nuevamente que la concentracion al 0,5% de extracto seco en la crema de

tipo aceite en agua formulada es la que mejor actividad antioxidante refleja

Al comparar el valor de la actividad antioxidante de la crema elaborada con extracto
seco de Cinchona Pubescens Vahl al 0,5% con el estdndar de referencia té verde de
la misma concentracion cuya actividad antioxidante es de 5,44 pummoles de
trolex/gramo podemos encontrar que la crema elaborada Cinchona Pubescens Vahl
tiene una actividad antioxidante que es 1,89 veces menor que la actividad
antioxidante del té verde. De acuerdo a este valor podemos decir que no existird
mucha diferencia en cuanto a las formulaciones desarrolladas con extracto de té
verde, esto se debe a que el té verde se ha oxidando por lo que la capacidad
antioxidante esperada se ha reducido, por tanto podemos concluir que el extracto de
Cinchona Pubescens Vahl en gel como en crema mantienen su capacidad

antioxidante a largo plazo a diferencia del te verde
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e Para que una formulacién sea considerada como antioxidante el valor de ummoles de
trolox/gramo (me6do PCL) debe ser de 20. (Manfredini S. 2014). En nuestro caso
tanto la crema como el gel formulados al 0,5% con extracto de Cinchona Pubescens
Vahl son de 10,30 trolox/gramo y 12,44 trolox/gramo respectivamente valores que
son 0,55 veces menos que el valor referencial (20 trolox/gramo)

e En funcion de las formulaciones planteadas en el presente estudio se puede concluir
que tanto la crema de tipo aceite en agua como el gel acuoso permiten incorporar y
mantener el extracto sin que sus componentes alteren la capacidad antioxidante del

principio funcional

e Con los resultados obtenidos en este estudio en cuanto a capacidad antioxidante y
formulaciones, podemos concluir que las formulaciones desarrolladas con extracto
seco de Cinchona Pubescens Vahl pueden ser empleadas no solo en productos anti
edad, sino también para potenciar la accion de los protectores solares, los after sun,

etc.

5.2 RECOMENDACIONES

v" Conociendo la capacidad antioxidante, del té verde y ahora de la Cinchona
Pubescens Vahl y los resultados de PCL elaborados con los 2 extractos, se
recomienda hacer un estudio combinado de los dos extractos para alcanzar una
formulacién que contenga 20 ummoles de trolex/gramo para que sea considerada

como una formulacion antioxidante
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v" Se recomienda desarrollar formulaciones con un pH é&cido ya que a éste pH se
garantiza que los flavonoides ingresen a través de la membrana celular y cumplan
con su actividad antioxidante y no interfieran con la accion de otros antioxidantes

naturales existentes en la piel

v" Ademas de la capacidad farmacoldgica reconocida para la Cinchona pubescens Vahl
“cascarilla” como antimaladrica, mediante éste estudio planteamos una nueva
alternativa para dar un uso cosmético a una planta que esta catalogada como invasiva
en ciertos lugares del Ecuador, este uso se puede traducir en la creacion de proyectos
alternativos para la eliminacion de la planta sin necesidad de usar métodos
convencionales como la incineracion, introduccion de una especie eliminadora,
proliferacion de la invasion por un proyecto que sea poco agresivo con el ambiente y

redituable para las comunidades afectadas

v Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la Cinchona pubescens Vahl
pede ser una fuente natural de antioxidantes con potencial aplicacion en industria
cosmética dada la importante actividad encontrada en el extractos bajo los dos

modelos in vitro (DPPH, ABTS) evaluados.

v' Una terapia antioxidante provee una alternativa buena para el tratamiento de
afecciones relacionadas con el estrés oxidativo en la piel ya que se ha demostrado el
efecto antioxidante de productos naturales como la Cinchona Pubescens Vahl. Por

lo cual es importante el establecimiento de métodos de referencia confiables para la
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cuantificacion de componentes antioxidantes como herramientas para el estudio de

nuevas plantas y sus posibles usos cosmeticos.

La crema y gel formulados con extracto seco de Cinchona pubescens Vahl al 5%
mostraron una buena capacidad antioxidante que podria ser potenciada con la
combinacion de un extracto de Camellia Sinensis y obtener una crema o gel
antioxidantes que manifiesten efectos protectores topicos (dafio oxidativo de
radicales libres) contra el envejecimiento, y puedan ser usados diariamente como un

habito de proteccidn a la piel.
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ANEXOS

Anexo 1.-Recoleccion y Preparacion de muestras para Herbario

Fuente. José Maria Cardiel. Universidad Autonoma de Madrid
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INSTRUCCIONES PARA LA RECOLECCION ¥ FREFPARACION DE
MUESTRAS DE HERBARIO (FLANTAS WVASCULARES) — w21

“Las ocoblscriones o sspaciwmenss vepelses son ersnciales pars A
Mmpestipacion dazondeeica. E=las Coiroanscriben & s especies ¥
docuwrenfan s@ variabilidad, conslilvyen Aas fuenies primanias pars
Aos essfedios Sorishcos, y sirven oowwo feslipo o= referenchs para fas
fmvesfizacones sxperimenlaes. Los marer'ses vegedaies deben s
preparsdios p  preservados oow  mUcho coldado, FE  gue oS
sspacimenas de harbario se convierfen en un regisino parmasenie, =
cl  eraminardan mas farde Ao AeweshipedoresT [(S.B. Joses;
Sistematics vegetsl, McGraw-Hil. 1588)

A. Material para |3 recoleccldn

Pars cbtenar wn Gptimo rendimients &n Bs esoursionas botdnkcas, = colector debs
disponer de os shguksrbes slementos:

o CusdErno de camps [£5 recoemendsbls nacer lBs anolaciones & Mpiz o oon Bnta
indeleble).
Lupsa tipo cuentahlios
Azndills, rervains yfo tjerns de paodsr.
Boimns de plastioo de diversos bamafies.
Prenss o= CAMEDT con pl=gos de papsd de periodics (en 2l S0 Que b= mussshras e
preparen o situl.
Guias d= campo ¥ mapas topograficos, geclogioos, etc. de ks lugares gue Se wan a
wvisitar.

E. Frocedimi=nio de recoleccdon

Se geben colectar sjempiares kb més completos posible:

» Los pteridddffos deben tener, al menos; s fronde completa y oon ssporangios, ¥ oun
fragmento de rizsema {Dien Bmpio de Herra).

= L= gimnospermas debssn bener, al menos, ons rama oon estrechurss reproductoras
[oonces masculings; femeninos o peewdofrbos ]

= L=t snglospermss anuales 0 de peguefio porie se recogeran complstas [oon raices,
rizomes; bulbos &ho_ ).

» Los hemicriptofitos [plsntss con rosets basal de hojas) deben tener, &l menos, una
hoda de la roseta basal, sdemss de varias hojess caulinares.

+= De #rboles v arbisshos SE recogersd una rams represantativa oon fores vio fnutos.

Las musstras s= pusndan en bolsas de pléstioo s= cikman, v deben i soomparesdss de
unm nimesro de referenca. Las plantss vasculares o= pegquertc porte o espedalments
delicadas = muy asmonsejable olocarias en pliegos de papel ¥ transportariss &n una prensa
de campo. Es mury importante gues 2 materisl == prenss = mismo dis gue se ha recolectsdo
pars evitsr s detsrioro.

C. Anotaclones del cuaderno de campo
Oe= forma pﬂ'el:i-u & s recoleccion, &n = cuadermo de campo s= debe amotar la
mmrrrul:m para cada sjemplar colkscksdo:
Miamero de refersnca. Es sconsejabie una numeracion conseoutva
=« Fecha.
« Locsligad =xacts & Inequivocs -muy mportsmb=- oy, S| 25 posibie, sRfbud ¥
coordEnadas geogrances.
« Ecologia: dabos sobwre fopografis, exposicidn, substrato, tpo de= sueln, Influsnda
anfroponsdgena, =ho.
= Mombre dentifoo del taxon (&l nivel Que se conozca).
« Tipo de yvegetscon, distribecion, sbundancis en el entomo; plantss soompafsmbes,
etc
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« Caracteres morfoidgicos o reflejados =n lxs muestras: (afumsa o dimensiones &n
el caso de= plantas lefosas), o gue puedsn perderse dursmbe ks preparscion
{rmorfologia Moral, coloracionss, oor, =bc ).

» Cualguier otra informascidn gue onsidersmos de inbenés sobre =& sjemplar (por
ej=mplo S0 locales] o sobre & Srea de colecciin (por ejemplo estado e
o nSsryachdn ).

El colector o coleciores son los responsables de s informaddn que soompaia cada
ejermplar, por =i su nombne ha de figurar si=mpre asociado & estos daboes.

0. Secado de las muestras

Cads ej=mplar se incluye en un pliego  de papel secante (= papel d= perigdico no
satinado e5 deal), gue == apilan inbecalsndo phsgos vacios sSmilsmes. Csda plego debe
lewar siempre & ndmero de referencis gue o asocis 8 s dastos de campo. Less pilas de
pliegos s& someterdn 8 prensado el Bempo ecesario hests @ completo semdo de los
| i e,

Las prermas posden ser de fomilios; o bien prensas de mano formadas por dos
planchas de maders o metal atadas mediants cormess. TambiEn puede S=rvir o colocscion
de ohjebos pesados sobre los pliegos.

Lo pliegos Rdmedcs s& cambiaran pernddicamente (cada dos 0 fres diss] por obmos
secps. El primer camblo s= sprovechsrd pars extsnder adecusdament= = matedal
mejorando su pressntscidn definitiva v procurando Que Conserven, en la medida de o
posities, su aspecto primitivo. La durscion del prenssdo depende del cims v 8 cantidad de

Bgua que posesn ks muesitas. Pueds variar sntre una ¥ ires semanas.

Lo frubos cameosos, bulbos, ebo. es conveniente seccionarias para Tadlitsr el secsdo,
0 induso separarios de s planta. Las muestras ouyo amesfio ecceds = medidas del plego
s sooplarsn dobléndolas o coridndolas en plezas meEs peguetias. No = recomendabie
sobnecargar ks plisgos, pues se slangs & secado ¥ suments = riesgo o= snmohecimiento.
Antes de secsr una muesbra debe estar perfectaments Hmpls de ters o ofros neshos
adheridos. Las plstas on raices, rizromas o bulbos, &stos se bywaran culdadosaments para
eliminar por completo B tHerrs adheridac

S ha & procurar e las estructures reproduchomss gueden bien visibles. Las hojas
deben poder chservarse por = haz ¥ enves,

E. Preparacitn ¥ montaje de lxs meestras

Una vez perfectamente secss, las plantas se montardn en pliegos de carbubna blsnca
de tamafio 2B ® 42 om, fjéndolas al mismo mediante birss de papel adhesivo o
esparsdmpa de papel. Mo se debe ussr “celo”. Las Hiras = stuardn preferentemente sobae
las ramas, evitando coslar estrocturas reproduschorss. Se procurars dejar un espacio Bhee
£n i esquins inferior-derscha para = oobooar i =tquets.

Para ewitar su detericn == recomienda oubric ceda plsgo con una heoje de pepel Moo,
pegads por un lateral.

E. Etlquetado definitivo

En ls &sgpuins inferior-derecha de los phagos e sdharird uns etgueta d= papal de
aproximadaments B & 12 om. Debe contener & siguienbs informscion, en o anden ctedo:
Nombre dentifion (51 & efesmplar mo ests identificsdo s= dejard = espacio =n blamon).
Familia (= no S& conoce s& dejard también = espacio en bianco].
Lugsr de coleccidin ko mss preciso v objetivo posible, de modo que = sjemplar pueds ser
localizable. Lo Informacidn de loczlided == dard en el sigulsnte orden: pois, provincia,
munlcipic:, localidad =specifica.
o Akibud y coordenadas UTM (sl s= conocen o puede consulbarss).
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Dabos scoldgics: tipo s= medio, sustrato, ebc.

Dbservaciones: carscieres no refiejades en las muestras (skurs estimads de Arboles v
arbusios; olor, colores gue puedsn perderse, ebc]. Mo se debe indulr Infarmacion que
pex myidente 8l observer o sjemplar prensado.

« Kombre del cokechor o cokechores gue EgRiman el ejemplsr [L=g:), scompefiado ol
rrdmers 3= references ¥ fecha de recoleccidn.

Momore del denbficador (Det:) y fechs de |3 ldentficacdn. S el ejemplar oo estd
identificade se dejard esie espacio =n blanco.

Los ejemplares gue no tengan, al menos, la informacicn indicads oon: »; @recen de valor.

Hodelo de etigueta

Juriperus commupnis L.

Fam.: Cupressaceas

ESPANA: Provincla de Segovia, Siera de Guadarrama,
municipio de = Paular, Puerip de Cotos, 1.860 m. En
bosgque de Pinws syivesinis, =n laders orientads al norte.
Substrato scido.

Arbusto rastrer de C. 30 cm de alturs. Pseudofrotos
azul-nagruzcos

Leg.: José Custrecasas n°: 3320, 20-x-19738.
Det.: Salvador Talavers, 13-IN-193E.

5. Determinackin

La determinaciin de les colecciones pueds hacerse indistintamente con = materal
fresco o seco. En este Oiima caso pars |8 cbservaciin de cerbos caracheres puede ser
necesaris @@ rehidratEcikn de sigunos drgenos, o gue sE consigue  ESciimente
humedeciéndoios wnos minubos o krviEndolos moy BgEraments en sgus jsbonoss.

ETICA DEL COLECTOR

En ocasionss = ha criticado la realzacidn de herbarios por su incidencis en la
Conservacion de algunas espedes wepeizles. Exisben especies gue s han extnguido en
glgunas zonas debido & uma recoleccidn inconsciente. Estos impacios pueden, &nogran
mesdicla, minimizarss 5 & mietior se abiene & un adecusdo oodigo de oonducta.

Es esencinl que los colectores sean conservacionistss consdentes v bengan buen
juicis pera no coleciar plantas raras o poCo COMUNSS, A5 COEM0 DArS coussr &l minimo dafo
posibie &l suelo ¥ |a vepetackin. Mo se colectard &n parajes protegidos donde ests actividad
esté profibkda. En general nunca 5= debe desenraizar la Gnica planta de ung especie que e
observe &n una lomlidad.
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Anexo 2. Recoleccion de Cinchona Pubescens Vahl

Fuente: Recoleccion realizada por el Bidlogo Augusto Sola- Universidad Catolica del Ecuador
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Anexo 3. Identificacion Cinchona Pubescens VVahl Herbario Universidad Catolica
del Ecuador

Fuente. Botanico Alvaro. J. Perez. Universidad Catélica del Ecuador

Quito, 21 de Octubre de 2014

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION

El espécimen examinado corresponden a:

.

Cinchona pubescens Vahl

e Clase: Equisetopsida C. Agardh

« Subclase: Magnoliidae Novék ex Takht.

e Superorden: Asteranae Takht.

e Orden: Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl
e Familia: Rubiaceae Juss.

e Tribu: Cinchonaea DC:

s Género: Cinchona L.

o Especie: pubescens Vahl.

e Nombre comun: cascarilla

7 Awa?x&\i’égg‘zx O

Curador de Angiospermas Herbario QCA
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Anexo 4. Cinchona Pubescens Vahl y Camellia Sinensis pulverizado y seco

199



Anexo 5. Obtencion del Extracto de Cinchona Pubescens Vahl por Percolaciéon
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Anexo 6. Eliminacion del solvente del extracto Cinchona Pubescens Vahl por

filtracion al vacio
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Anexo 7. Equipo para eliminacion del exceso de solvente. Rotavapor

Anexo 8. Estufa para evaporacion de exceso de solvente y obtencion de extracto seco

Anexo 9. Balanza para pesaje
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Anexo 10. Desecador para almacenaje de extracto seco
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Anexo 11. Nebulizador

Anexo 12. Espectrofotometro marca (Shimadzu UV mini 1240) para analisis del

Fendlicos Totales, Flavonoides totales, DPHH y ABTS
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analisis del DPHH y ABTS

Anexo 14. Curva de Calibracion Flavonoides totales

Anexo 13. Muestras para Espectrofotometo marca (Shimadzu UV mini 1240) para

STD Hiperdxido

Absorbancias

Sumatoria Apromedi Desviacién
[mg/mL] Al A2 A3 A Prox edio esviaclo

0 0,001 0,002 0,002 0,005 0,002 0,001
0,02 0,723 0,725 0,718 2,166 0,722 0,004
0,05 1,37 1,363 1,36 4,093 1,364 0,005
0,07 2,247 2,241 2,239 6,727 2,242 0,004

Sumatoria | Apromedio Desviacién
Al A2 A3 A P A ‘
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Camellia Sinensis 1,667 1,661 1,653 4,981 1,6603 0,0070

Cinchona
Pubescens Vahl 1,546 1,541 1,54 4,627 1,5423 0,0032

Flavonoides Totales

y =30,138x + 0,0322
R?=0,982

—@— Promedio
Té Verde
—@— Cinchona

Concentracién mg/mL

--------- Lineal (Promedio)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
Absorbancia

Anexo 15. Reactivos DPPH y ABTS

Anexo 16. Agitador de Hélice
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Anexo 17. Potenciémetro

Anexo 18. Fichas técnicas materias primas (Polawax, Brij S2 y Alcohol cetilico)
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Personal Care - L America

Croda Direct

Customer Extranet

Personal Care

Latin America

Brij™ S2 e Brij S721

Brij S2 y Brij S721 son éteres polioxietileno grasos derivados de alcoholes estearilico disefiada para emulsionar y
producir dispersiones estables de materiales cosméticos. Debido a sus diferentes valores de HLB, Brij S2 y Brij
S721 funciona bien en combinacién unos con otros para producir emulsiones estables de aceite en agua.

Por favor ingresa a la Extranet declientes directos de Crodapara saber mas acerca de estos
productos.

Chemical description
Polyoxyethylene (2) stearyl ether

Old tradename
Brij™ 72

Product description
Brij S2 is a naturally derived alcohol ethoxylate. It can be utilised in emulsifier systems where a low HLB value is
required.

Functions
e \W/O emulsifier
e Wetting agent

Typical properties
Typical properties

Property Regulatory
Surfactant type Nonionic REACH status REACH registration required
HLB 5 EPA status 910, 930
Cloud point Insoluble
Physical form at 25°C Solid
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acofarma

¥a st T FICHAS DE INFORMACION TECNICA

Formula Molecular:

Peso Molecular:

Datos Fisico-Quimicos:

Propledades y usos:

ALCOHOL CETILICO

{-Haadecancl. Alcohol palmitfico. Cetanct.
Cety! aicahol.

CeHuO

24244

Se trala ce una mezcia de alcoholes alfaticos solidos, cuyo
componente principal es el akcohol cetlico

Nomalmente se obtiens por saponificacion del espermacet! o
espenma de balena (grasa de las cavidades del craneo de
s balenas) o por hiccogenacion calalitica de los
trigiceridos del acete de coco © de grasas animales.

Polvo, masa unfuosa, copos 0 grarcios, blancos o casl
biancos. Praclicaments insoluble en agua, facimenie soluble
0 bastante sokbie en etanol al 50%, fundido es miscie con
aceites, parafina iiquida o lanciina fundida. Punio de fusian
43.52°C (459°C sl fuera puro).

Base anhidra gue aungue es hsoluble en agua &s capar de
far agua (hidrdfia) formando emulsiones WO, por o que
puede Incorporar sustancias solubies en agua. HabRualimente
estas emusiones no son lavables.

Una mezcia de 19 paries de vaseiina flante y 1 de aicohol
cetlico absorbe un 40-30% de su peso en agua {caniidad
que aumenta al afacir lanclina 10%).

Es un emuigente de HLB bajo, gue aumenta ia establidad de
23 emuisiones.

No es Fritante.

Tiene acodn emollente por mrpedr @ desecadon de
epidamis en SuU Capd camea A retardar la evaporacion del
agua de la superfide cutanea, quedando la piel mas blanda y
Nexibie.

Se usa como constuyerfe de cremas y pomadas,
especiaimenie en aquellas en las que se desea Incorponar
agua o una solucion acuosa, tenlenco fa ventaja sobre la
fanciina de no poseer olor desagradable.

También se usa para aumentar la viscosidad de s cremas.
Y en preparadones 9po slick, S usa para aumentyr of punto
de fusion, para polvos como scbreengrasanie, en lpices
lablales, y como suspensor de pigmentos.

Skemgre se corpora a las emulsiones en |a fase grasa.

Se usa en i preparacion de SUposRorios Para aumentar su
punto de fusion y también en ia preparacion de formas
stildas de Iberacion refardada ya que forma una barera
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acofarma

==y

Efecios secundarics:

Elemplos de
formaulacl dn:

FICHAS DE INFORMACION TECNICA

permeabls gus las recubre. Mezcando 1 parie de alcohol
cetlico con 13 pates de acsile de cacahuste, pusde
‘emplearse como una base de suposfiorios liposolubles.

Es esiable =n presencia de dcidos, bases, uz, v air mo
enrancia.

Por via iepica:

-Como emulsionants: 2 - 3%
-Como emoliente: 2-3%
-Como absorberte de agua: 5%
-Para dar consistencia: 2 - 10 %

Puede ser der [ reaccioness de
hiper [ arnginadas por impurezas. qus
contiens.

Agenies oxdanies fueries.

En envasss bien cemados. PFROTEGER DE LA LUZ

Bans Beslar [BF)

En un vaso, fundir & alcohol celiico ¥ & alcohol estarfico, la
vaselina Slanie v Ia liguida al bafic maria. En oo vaso a B
misma fempernaiura == mezcla & laurdl sulfalo sodico ¥ el
agua purficada. Una vez fundida la fase grasa y callenie la
aouc=a, ambas a simular femperabuea (70 "CL, werler la
aousosa sobre la oieosa agRando hasta casi enfriamienio.

Fomada cetilica (FE-D{)
Alcohol cetlico

Modus operandt
Furdr ios componentes v agiar hasia homogensizacion
Exciplente lavable

FICHAS DE INFORMACION TECNICA

Vasefina flarte o Lanoina anhicra

- The Mevck index, 13% ec. (2001)

- Formusacion magistral de madicamentos, COF de Vizkala,
5% ed. (2004)

- F C.OF. de Alcante (1890)

José Liopis Clavio y Vicent Bataull Comes (2007).
- Formutario Magistral dey C.O.F. de Murcia (1997).
- F of F 1380
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Anexo 19. Desarrollo de un gel Base y con Extracto de Cinchona Pubescens Vahl y

Camellia Sinensis

Anexo 20. Desarrollo de una emulsion Base y con Extracto de Cinchona Pubescens

Vahl
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Anexo 22. Estudio Fisicoquimico de la Emulsién elaborada con extracto de

Cinchona Pubescens Vahl al 0,5%

M u |t|ana | ityca cia. Ltda.
Laboratorio de Anélisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS
INF.DIV-FQ.17927

SA 19674a
Cliente: BARUKCIC REVELO ANGELKA MARIA Lote: 061114
Direccidn: SERGH Fecha Elaboracion: 11/06/2014
: Fecha Vencimiento: 06/05/2016
Muestreado por: |El Cliente Fecha Recepcion: 07/11/2014
Muestra de: COSMETICO Hora Recepcidn: 11:20
Fecha Andlisis: 10/11/2014
Descripcion: CREMA ANTIOXIDANTE Fecha Entrega: 11/11/2014
Cédige: |
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Solido
Contenido Declarado: [100g
Contenido Encontrado:|-----
A Los resultados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por
Observaciones: < £
el cliente a nuestro laboratorio

RESULTADO FISICO-QUIMICO

METODO DE
PARAMETROS METODO INTERNO
UNIDAD RESULTADO REFERENCIA
pH e 3.65 MFQ-18 INEN 783

- Ase
é\s\s Yy Su,. %,

Multianalityca

30
T
2
=
e
)
) ia. Ltda.
2 Cia.L

? of
O"ito 4 F_c\.xa‘5

Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Péez - Telf: 2267895 * 2269743 + 0999441402 - 0998281144 - 0987371064 - www.multianalityca.com
Quito - Ecuador RFQ-4.1-6 Pagina 1/1
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Anexo 23. Estudio Microbioldgico de la Emulsion elaborada con extracto de

Cinchona Pubescens Vahl al 0,5%

MUltianalnyca Cia. Ltda.

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-MI1.17926

SA 19673a
[Cllemo: BARUKCIC REVELO ANGELKA MARIA ]Lote: 061114
l Fecha Elaboracion: 11/06/2014
fesoriin e Fecha Vencimiento: 06/05/2016
Muestreado por: |El Cliente Fecha Recepcion: 07/11/2014
|Muestra de: COSMETICO Hora Recepcién: 11:20
Fecha Analisis: 07/11/2014
Descripcion: CREMA ANTIOXIDANTE Fecha Entrega: 17/11/2014
Cadigo: —
Caracteristicas M a
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
|Estado: SEMISOLIDO
Contenido Declarado: 100g
Contenido Encontrado: —
Los resultados reportados en el presente informe se refieren a muestras entregadas al
Observ . laboratono por dpc:ieﬂte % 1‘8
RESULTADO MICROBIOLOGICO
METODO DE
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO | METODO INTERNO REFERENCIA
RECUENTO DE AEROBIOS TOTALES UFC/g 20 MMI-01 AOAC 990.12
RECUENTO DE COUIFORMES TOTALES UFC/g <10 MMI-03 AOAC 991.14
RECUENTO DE MOHOS UFC/g <10 MMI-02 AOAC 997.02
RECUENTO DE LEVADURAS UFC/g <10 MMI-02 AOQAC 997.02

Nota 1: UFC/g= unidades formadoras de colonia por gramo,

" Ase,
.\\S\SY 5 9‘,
:4

%,
S
e

Multtanah’t}(ﬁ‘ s
Cia. Ltda, Q‘\
&

tator
N it A

it . Ecuad®

: - Telf: « 2269743 + 0999441402 * 0998261144 + 0987371064 - I
Direccion: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Pdez - Telf: 2267895 269 AL Py

215



Anexo 24. Estudio Fisicoquimico del Gel elaborado con extracto de Cinchona

Pubescens Vahl al 0,5%

MUItiaﬂalllth\ Cia. Ltda.

Laboratorio de Anélisis y Aseguramiento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS
INF.DIV-FQ.17928
SA 19674b
Cliente: BARUKCIC REVELO ANGELKA MARIA Lote: 061114
Fecha Elaboracion: 11/06/2014
o — Fecha Vencimiento: 06/05/2016
Muestreado por: |l Cliente Fecha Recepcion: 07/11/2014
Muestra de: COSMETICO Hora Recepcion: 11:20
Fecha Andlisis: 10/11/2014
Descripcion: GEL ANTIOXIDANTE Fecha Entrega: 11/11/2014
Cédigo: .
Caracteristicas M a
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Solido
Contenido Declarado: |100g
c, ido Enc P
. Los resultados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por
Observaciones: el cliente a nuestro laboratorio
RESULTADO FISICO-QUIMICO
METODO DE
I
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO | METODO INTERNO REFERENCIA
pH e 52 MFQ-18 INEN 783

% Cialtda,

o"'lo - E(ul‘-\o‘

Direccin: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Pdez - Telf: 2267895 * 2269743 * 0999441402 - 0998281144 - 0987371064 - www.multianalityca.com
" d Quito - Ecuador RFQ-4.1-6 Pagina 1/1
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Anexo 25. Estudio Microbioldgico del Gel elaborado con extracto de Cinchona

Pubescens Vahl al 0,5%

MU'tianaIityca Cia. Ltda.

Laboratorio de Andlisis y Aseguramiento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS
INF.DIV-MI1.17927
SA 19673b
Cliente: BARUKCIC REVELO ANGELKA MARIA Lote: 061114
Fecha Elaboracion: 11/06/2014
ireccién: CALDERON
DA - Fecha Vencimiento: 06/05/2016
Muestreado por: |El Cliente |Fecha Recepcién: 07/11/2014
Muestra de: COSMETICO |Hora Recepcién: 11:20
|Fecha Anilisis: 07/11/2014
Descripcién: GEL ANTIOXIDANTE |Fecha Entrega: 17/11/2014
|codigo: e,
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: SEMISOLIDO
C ido Declarado: 100g
Contenido Encontrado: e
ot tnass Los resultados reportados en el presente informe se refieren a muestras entregadas al
laboratorio por el cliente
RESULTADO MICROBIOLOGICO
METODO DE
PARAMETROS METODO INTERNO
UNIDAD RESULTADO REFERENCIA
RECUENTO DE AEROBIOS TOTALES UFC/g 30 MMI-01 AOQAC 990.12
RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES UFC/g <10 MMI-03 AOAC 991.14
RECUENTO DE MOHOS UFC/g <10 MMI-02 AOAC 997.02
RECUENTO DE LEVADURAS UFC/g <10 MMI-02 AOQAC 997.02

Nota 1: UFC/g= unidades formadoras de colonia por gramo.

PR, 3

-4 2
2

3

<

% Multianali

=} nalityca

23‘ Cia. uda.y

Dinecciéne Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Péez - Telf: 2267895 * 2269743 * 0999441402 - 0998281144 * 0987371064 ~1\?€nv

Quito - Ecuador RMI-4. Pagina 1/1
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Anexo 26. Estudio de Estabilidad Acelerada de la Emulsion elaborada con extracto

de Cinchona Pubescens Vahl al 0,5%

‘cae

MU'tianathCa Cia. Ltda. LABORATORIO DE

ENSAYOS
Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad No OAE LE C 09-008
ESTUDIO DE ESTABILIDAD
CC-FE-3110
SA 19673-19674-20836-20837-21722-21723
Cliente: BARUKCIC REVELO ANGELKA MARIA
Direccion: CALDERON
Muestra de: Cosmético
DESCRIPCION: Crema elaborado con extracto de Cinch P Vahl
Lote: 061114
Fecha de Elaboracién: 2014-06-11
Fecha de V 2016-05-06
Tamaiio de la Muestra: 6 unidades de 100 g
Material de Envase: Envase plastico de PP y tapa PP
Muestreado por: El cliente .
Envejecimiento: Acelerado Xompoentura S0 20
Humedad Relativa: 75 £5%
Tiempo de Estudio: Dieciocho meses. Fachwids tnictor b s T
i Fecha de Finalizacién: | 2015-02-23
RESULTADOS
PARAMETROS 2014-11-07 2015-01-06 2015-02-23
Recuento de Aerobios Totales 20 UFC/g 40 UFC/g 60 UFC/g
Recuento de Coliformes Totales < 10 UFC/g < 10 UFC/g < 10 UFC/g
Recuento de Mohos < 10 UFC/g < 10 UFC/g < 10 UFC/g
Recuento de Levaduras < 10 UFC/q < 10 UFC/g < 10 UFC/g
*pH (T: 21.8 °C) 3.65 3.66 368

Nota: Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de ia acreditacion dei OAE".

CONCLUSION: De acuerdo a los resultados obtenidos el periodo de vida Gtil del producto: Crema
elaborado con extracto de Cinchona PubescensVahl , es de Dieciocho meses acelerado.

o"é\‘;\s 2 Asegu’b, %
S afls \
;O OQ_ et
5 2 4 Cutee LLE
"% Multianalityca & Ing. YereSaRamirez
Wl DIRECTORA DE CALIDAD

%
it - penad®

Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Paez - Telf: 2267895 + 2269743 * 0999441402 - 0998281144 - 0987371064 - www.multianalityca.com
Quito - Ecuador
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Anexo 27. Estudio de Estabilidad Acelerada del Gel elaborado con extracto de

Cinchona Pubescens Vahl al 0,5%

.cae

-
H £ 2 o=
MUItlana“tYCd Cia. Ltda. LABORATORIO DE
ENSAYOS
Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad No OAE LE C 09-008
ESTUDIO DE ESTABILIDAD
CC-FE-3111
SA 19673-19674-20836-20837-21722-21723
Cliente: BARUKCIC REVELO ANGELKA MARIA
Lireccion: CALDERON
Muestra de: Cosmético
DESCRIPCION: Gel elaborado con extracto de Cinchona Pubescens Vahl|
Lote: 061114
Fecha de Elaboracién: 2014-06-11

Fecha de Vencimiento: 2016-05-06
Tamano de la Muestra: 6 unidades de 100 g

Material de Envase: Envase de PEAD (HDPE) y tapa de PP
Muestreado por: El cliente
" s Temperatura: WEx 2°C
Envejecimiento: Acelerado H dad Relativa: 75 £5%
G 2 . Fecha de Inicio: 2014-11-07
Tempo:aa Estudlo: Diecaeli nieses; Fecha de Finalizacion: | 2015-02-23
RESULTADOS
PARAMETROS 2014-11-07 2015-01-06 2015-02-23
Recuento de Aerobios Totales 30 UFC/g 50 UFC/g 60 UFC/g
Recuento de Coliformes Totales < 10 UFC/g < 10 UFC/g < 10 UFC/g
Recuento de Mohos < 10 UFC/g < 10 UFC/g < 10 UFC/g
Recuento de Levaduras < 10 UFC/g < 10 UFC/g < 10 UFC/g
*pH (T: 21.8 °C) 5.2 5.21 5.25

Nota: Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE”.

CONCLUSION: De acuerdo a los resultados obtenidos el periodo de vida util del producto: Gel
elaborado con extracto de Cinchona Pubescens Vahl » €s de Dieciocho meses acelerado.
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