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RESUMEN

Los rayos ultravioleta (UV) del Sol interactlan con las células de la piel provocando una gran
cantidad de dafios, que abarca desde enfermedades degenerativas hasta cancer de piel, al
evidenciar las graves consecuencias de la incidencia de la radiacion solar, es apremiante la
busqueda alternativas naturales y sostenibles que ayuden a proteger a la poblacién; por lo tanto,
el objetivo del presente trabajo fue el disefio, formulacion y control de calidad de un fotoprotector
a base de totumo (Crescentia cujete). Para esto, se realizé la recoleccién, acondicionamiento y
control de calidad de la droga vegetal mediante métodos gravimétricos. Se efectud el tamizaje
fitoquimico para la determinacidn cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en las hojas
de totumo. El extracto seco se obtuvo mediante maceracién y posterior concentracién en un
rotavapor. Para la determinacion del factor de proteccion solar (FPS) in vitro del extractoy
formulacion se aplico el método espectrofotométrico y ecuacién de Mansur. Para las
formulaciones se usaron ingredientes permitidos y bajo los limites establecidos por la FDA. A
continuacion, se realiz6 el control de calidad de las formulaciones, incluido el andlisis
microbioldgico de la formulacion con el mejor desempefio, demostrando su eficacia e inocuidad
anivel topico y se procedio a la elaboracién de la etiquetade acuerdo con NTE INEN 2867: 2015
PRODUCTOS COSMETICOS. REQUISITOS. Como parte de los resultados se obtuvo que, el
contenido de flavonoides fue de 343,64 + 0,05 mg EQ/g extracto. La actividad fotoprotectora del
extracto obtuvo valores significativos, donde se determiné que a 3000 ppm el FPS fue de 33,249.
La formulacion 8 presenté caracteristicas éptimas, un FPS de 40 y cumpli6 con los limites de
aceptabilidad establecidos en los parametros microbioldgicos. Se recomienda realizar estudios
complementarios de toxicidad y genotoxicidad con la finalidad de garantizar la seguridad del

producto.
Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACIA> <PRODUCTOS NATURALES>,
<EXTRACTO SECO>, <FLAVONOIDES>, <FORMULACION>, <FOTOPROTECCION>,

<TOTUMO (Crescentia cujete)>.

0744-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

The Sun’s ultraviolet (UV) rays interact with skin cells causing a wide range of damage, from
degenerative diseases to skin cancer. Given the serious consequences of solar radiation exposure,
it is urgent to seek natural and sustainable alternativesto help protect the population. Therefore,
the objective of this study was the design, formulation, and quality control of a sunscreen based
on calabash tree (Crescentia cujete). For this purpose, the collection, conditioning, and quality
control of the plant drug were carried out using gravimetric methods. Phytochemical screening
was performed to qualitatively determine the secondary metabolites present in calabash leaves.
The dry extract was obtained through maceration and subsequent concentration in a rotary
evaporator. The determination of the in vitro sun protection factor (SPF) of the extract and
formulation was conducted using the spectrophotometric method and Mansur equation. The
formulations used permitted ingredients and within the limits established by the FDA.
Subsequently, quality control of the formulations was performed, including microbiological
analysis of the best-performing formulation, demonstrating its efficacy and safety at the topical
level, and the label was prepared according to NTE INEN 2867: 2015 COSMETIC PRODUCTS.
REQUIREMENTS. The results showed that the flavonoid content was 343.64 + 0.05 mg QE/g
extract. The photoprotective activity of the extract obtained significant values, with an SPF of
33.249 at 3000 ppm. Formulation 8 presented optimal characteristics, an SPF of 40, and met the
acceptability limits established in the microbiological parameters. It is recommended to conduct

complementary toxicity and genotoxicity studies to ensure the product's safety.
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INTRODUCCION

En un mundo donde la exposicion solar excesiva se ha relacionado con un aumentoen los casos
de cancer de piel y dafios cutaneos, la necesidad de desarrollar fotoprotectores naturales y
efectivos se havuelto apremiante, debido a que dichos productos son unaalternativa que reducen

el uso de componentes quimicos en las formulaciones (Prudencio y Bustamante, 2018).

Las plantas son fuente de unagran diversidad de moléculas naturales Gtiles en la fotoproteccidn.
Entre las mas comunes se encuentran terpenos, flavonas, carotenoides, catequinas y antocianinas.
Algunas de estas moléculas naturales pueden actuar como filtros solares. Ademas, la mayoria
tienen propiedades antioxidantes; estas moléculas inicialmente fueron usadas como complemento
de los filtros solares para mitigar varios de los efectos biolégicos adversos de la radiacion

ultravioleta (UV) (Fuentes, 2019, p. 553).

En este contexto, la presente investigacion plante6 disefiar y desarrollar un fotoprotector a partir
del extracto seco de hojas de totumo (Crescentia cujete), también conocido como mate o pilche,
un arbol tropical que se ha usado tradicionalmente como fuente de alimento de animales,
elaboracion de utensilios de cocinay por sus diversas propiedades medicinales; donde destaca su
potencial como fuente de ingredientes activos para fotoproteccion por su contenido de
compuestos flavonoides y fendlicos. Se pretende conseguir un fotoprotector evaluando su calidad
y factor de proteccion solar (FPS); para lo cual se plantearon en total 8 formulaciones con
diferentes concentraciones del extracto seco de la plantay dos diferentes agentes fotoprotectores,
realizandose un analisis estadistico para establecer la mejor formulacién en cuanto a FPS y
establecer asi, si estos dos parametros variables provocaban cambios significativos en el FPS de

las formulaciones planteadas.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1.Planteamiento del problema

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en conjunto con la Organizacién Meteoroldgica
Mundial (OMM), el Programa de las Naciones Unidad para el Medio Ambiente (UNEP) vy la
Comisién Internacional de Proteccién contra la Radiacion no lonizante (ICNIRP) indican que el
limite méaximo de radiacion tolerable para el ser humanoesde 11 UVI (indice Ultravioleta) (oMs
etal., 2003, pp. 4-6).

Sin embargo, de acuerdo con el Informe Hiperién publicado por la Agencia Espacial Civil
Ecuatoriana (EXA) en el territorio ecuatoriano los niveles de radiacion UV son superiores al
maximo establecido, en ciudades como Guayaquil puede llegar hasta los 14 UVI, Quito a los 24
UVI y 16 UVI en Riobamba, considerandose como indices extremadamente altos y con potencial
riesgo para la poblacion (EXA, 2008).

Ecuador es uno de los paises con mayor exposicion a la radiacién solar, debido a su
geolocalizacién, dénde la radiacion Ilega de manera perpendicular y con mayor intensidad. Segun
el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) las provincias con mayor cantidad
de radiacion UV son: Azuay, Chimborazo, Cotopaxi, Esmeraldas, Imbabura, Pichinchay Loja.
También se report6 que entre las ciudades que registran un mayor indice de radiacion UV estén

Riobamba y Latacunga alcanzando un pico de 13 UVI (Soto, 2023).

De acuerdo con cifras de la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA), el cancer de piel
manifestado en sus principales formas como carcinoma de células basales (CBC), carcinoma de
células escamosas (CEC) y melanoma, vaen un continuo aumento, con unaincidenciadel 40,7 %
de los casos en hombres, y un 37,5 % en mujeres. Segln la Fundacién Ecuatoriana de Psoriasis
(FEPSO) 1 de cada 200 personas tiene la probabilidad de padecer de cancer en la piel, esta
enfermedad ha aumentado en un 5000 %, siendo el cancer de no melanomaaquel que afecta con
mayor frecuencia a la poblacidn ecuatoriana, especialmente en la region sierra por los factores

geograficos (SOLCA, 2017).



1.2. Justificacion

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humanoy constituye la primera linea de defensa contra
la exposicion ambiental y exterior. La exposicion prolongada a los rayos UV del Sol, interactla
con las células de la piel, provocando unagran cantidad de dafios que abarca desde enfermedades
degenerativas (quemaduras, manchas, arrugas, envejecimiento prematuro, fotoenvejecimiento)
hasta cancer de piel; como resultado del estrés oxidativo, producto de la generacion abundante de
radicales libres, que destruyen el material genético de las células (OMs, 2022). Al evidenciar las
graves consecuencias que puede traer a medio o largo plazo la incidencia de la radiacion solar, es
muy importante buscar alternativas naturales que ayuden a proteger a la poblacion de los rayos

solares.

Los fotoprotectores han sido disefiados para proteger la piel de los dafios causados por los rayos
UV, estos productos han experimentado un desarrollo significativo en la industria cosmética y
dermatolégica. Si bien existen fotoprotectores comerciales disponibles en el mercado, muchosde
ellos contienen ingredientes quimicos con posibles efectos adversos para la salud y el medio
ambiente. Por lo que, la bisqueda de ingredientes naturalesy sostenibles para la formulacion de

fotoprotectores efectivos sigue siendo un area de interés (Fuentes, 2019, p. 553).

En las plantas uno de los mecanismos de defensa identificados frente a la radiacion UV es la
produccion de compuestos flavonoides y fendlicos. Los flavonoides son metabolitos secundarios
que poseen diversas actividades bioldgicas, como: antimicrobianas, antioxidantes y
antinflamatorias. Estos metabolitos secundarios presentan similitud estructural con los filtros
quimicos, que los hace susceptibles a la absorcion de radiacion en la region UV hastade un 90 %,
con la diferencia que estos actlan Unicamente formando una pelicula externa que refleja o
dispersa la radiacién y la emite en forma de calor, sin causar los efectos adversos de los filtros

quimicos incorporados en fotoprotectores convencionales (Fuentes, 2019).

El totumo (Crescentia cujete), ha sido objeto de estudio debido a su potencial actividad
antioxidante, la cual ha sido evaluada principalmente mediante estudios in vitro y en modelos
animales (Hartati etal., 2018, p. 2-5). Se ha demostrado la presencia de compuestos flavonoides, como:
quercetina, kaempferol, apigeninay luteolina; ademas de fenoles, taninos y vitamina C en el fruto,
semillas y hojas. Estos componentes presentes en el totumo podrian tener beneficios para la salud
al ayudar a reducir el estrés oxidativo y proteccién de las células de los radicales libres (Balogun,
2021, pp. 1-15).



1.3.  Obijetivos

1.3.1. Obijetivo general

Identificar una formula optimizada de un fotoprotector a base de totumo (Crescentia cujete) en

términos de la Norma ICH-Q8.

1.3.2. Objetivos especificos

e Identificar los principales grupos fitoquimicos presentes en el material vegetal.
e Determinar cuantitativamente la concentracion de flavonoides y el factor de proteccién solar
(FPS) en el extracto mediante técnicas espectrofométricas.

e Evaluar los atributos de calidad de la formulacién obtenida.



CAPITULO 1

2. MARCO TEORICO

2.1. Radiacion solar

La radiacion solar se refiere a la energia emitida por el Sol, es la més natural, antiguay utilizada.
Los rayos solares se propagan a través del espacio y llega a la Tierra en forma de luz visible, asi
como de otras formas de radiacion, como: Rayos ultravioletas (UV), rayos infrarrojos (IR) y rayos

X (IDEAM, 2020).

La radiacion solar es esencial en el desempefio de distintas funciones en los seres vivos y del
entorno en el que se desenvuelven. En cantidades pequefias interviene en procesos vitales como
la sintesis de neurotransmisores, sintesis de vitamina D, regulacién del ritmo circadiano,
produccion de melaninay absorcién del calcio. Sin embargo, la radiacién solar también puede
tener efectos negativos en la salud humanay el medio ambiente. La radiacién UV en particular,
puede causar dafio en la piel, como: quemaduras, manchas solares, envejecimiento prematuro,

alteraciones en el ADN y aumentar el riesgo de desarrollar cancer de piel (OMS, 2022).

2.2. Radiacion Ultravioleta (UV)

La radiacion UV es una forma de radiacion electromagnética, que es emitida principalmente de
forma natural por el sol, y por fuentes artificiales, como camas bronceadoras, luces de vapor de
mercurio, halogenas, fluorescentes e incandescentes, y algunos tipos de laser. Esta radiacion
desempefia funciones esenciales en los seres vivos, interviene en procesos como la produccién de
vitamina D, la mismaque ayuda a la asimilacion de calcio y fosforo de los alimentos; y coadyuva
en a la formacién de los huesos (CDC, 2023).

2.2.1. Tipos de Radiacion UV

La longitud de onda de la radiacién UV fluctla entre 200 y 400 nm y se divide en tres bandas:
2.2.1.1. Rayos UV-A

La radiacion UV-A (longitud de onda: 315-400 nm) es la forma de radiacion UV mas abundante
y que menor dafio causa; sin embargo, es capaz de penetrar con profundidad la epidermis y dermis

de la piel. Los rayos UV-A ocasiona dafio a la piel a largo plazo, la exposicion continuae intensa
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produce hiperpigmentacion en la piel producto de la fotooxidacién que sufre la melanina; lesiones
cronicas, como el envejecimiento prematuro de las células de la piel. También son la causa

principal de la formacién de radicales libres, reacciones fotoalérgicas y fototdxicas (IDEAM, 2021) .

2.2.1.2. Rayos UV-B

La radiacion UV-B (longitud de onda: 280-320 nm) es la segunda forma de radiacion UV maés
potente, son la causa principal de las quemaduras o eritemas solares. Estos rayos tienen la
capacidad de penetrar hasta la epidermis, pueden causar pterigion, cataratas, reacciones
fotoalérgicas, supresion del sistema inmune; mediante la disminucién de la actividad de células
de Langerhans, las cuales son responsables de la manifestacion de antigenosen la epidermis.
Ademas, pueden provocar mutaciones en el cido desoxirribonucleico (ADN) de las células de la

piel, que puede derivar en cancer de piel (IDEAM, 2021).

2.2.1.3. Rayos UV-C

La radiacion UV-C (longitud de onda: 200-280 nm) es la forma mas peligrosa de toda la gama de
rayos UV, pero no llega a la superficie terrestre, sino que absorben por el ozono y el oxigeno de
la estratosfera (IDEAM, 2021). En medicina, la radiacion UV-C artificial se usa para cicatrizar
heridas y tratar afecciones cutaneas, como vitiligo, psoriasis y nédulos por linfomas cutaneos,

usado con rayo laser o lamparas especiales (AROD, 2021).

2.2.2. Factores que determinan la intensidad de la radiacion ultravioleta (UV)

Los factores que determinan la intensidad de la radiacion UV son diversos y pueden influiren la
exposicion a esta forma de radiacion. A continuacion, se presentan los principales factores que

influyen en la intensidad de la radiacion solar:

2.2.2.1. Altitud

Debido que a mayor altitud la presién atmosférica disminuye (la capa de la atmosfera es mas
delgada) los rayos UV se reciben de maneramas directa y por lo tanto son mas intensos, de modo
que la capacidad eritematdgena (de producir un enrojecimiento) de los rayos UV también se
incrementa (IDERMA, 2022). De modo que con cada 1000 metros de altura la intensidad de la
radiacion aumentaentreun 10a12 %, con el consiguiente incremento en el riesgo de quemaduras

(Gonzélez et al., 2014).



2.2.2.2. Albedo

Es el porcentaje de reflexion de los rayos solares varia de acuerdo con la superficie en la que estos
se reflejen. Los valores de albedo en superficies claras abarcan del 7-87 % (por ejemplo: arena
25 %, nieve 80 %), ciertas superficies como el cementoy los metales brillantes pueden aumentar
el riesgo al reflejar los rayos UV. Mientras que en superficies oscuras los valores de albedo suelen
estar por debajo del 10 % (la vegetacion tiene un5 %, en el agua 10 %, los océanos tienen 5 %)

(IMN, 2015, p. 2).
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llustracion 2-1: Valores promedio de albedo de diferentes superficies terrestres

Fuente: (Portillo, 2023).

2.2.2.3. Latitud

La intensidad de la radiacién es superior en el ecuador terrestre, debido a que la radiacién UV
incide perpendicularmente a la superficie terrestre, disminuyendo progresivamente al ascender
hacia los polos. En el hemisferio norte, los rayos solares inciden con mas intensidad entre mayo
y septiembre y en un espacio de tiempo comprendido entre les el mediodia y las primeras horas
de la tarde (IDERMA, 2022).

2.2.2.4. Estacionalidad

Los niveles méasaltos de radiacion UV se registran durante el dia cuando el sol se encuentraen su

maximaelevacién, generalmente entre las 10 a.m.y 2 p.m. Porel contrario, cuando el angulo del



sol estd mas cercano al horizonte, llega menos radiacion UV a la superficie de la Tierra debido a
que atraviesa una mayor distancia en la atmdasfera y encuentra mas moléculas de ozono, lo que
resulta en una mayor absorcion (IDEAM, 2021). Debido a la perpendicularidad con que inciden los

rayos solares, el mayor riesgo es durante el verano (IDERMA, 2022).

2.2.2.5. Nubosidad

Las nubesreducen en gran medida la radiacion IR que llega a la superficie de la Tierra, pero no
filtran en su totalidad la radiacion UV y solo un 10 % es bloqueado por las nubes. Por lo tanto, en
los dias nublados se corre un mayor riesgo de sobreexposiciéon a los rayos UV debido a que la
sensacion de calor disminuye (IDERMA, 2022). Solo las nubes cumulonimbos més oscuras y densas

no permiten el paso la radiacién directa (Gonzalez et al., 2014, p. 5).

2.2.2.6. Factores atmosféricos

El viento, humedad, contaminacion, etc. pueden afectar a la cantidad de radiacion solar incidente
0 a la sensacién de bienestar, modificando la peligrosidad de la radiacion UV (IDERMA, 2022).

2.2.3. Indice de radiacion ultravioleta (1UV)

El IUV es unaescala cuantitativa y cualitativa con la que se mide los niveles de radiacion UV
eritémica. El IUV predice el riesgo de sobrexposicion a los rayos UV, de acuerdo con su
intensidad o categoria de exposicién, en unaescala de 0 (riesgo minimo) a 11+ (riesgo muy alto)

(Cafarte et al., 2011, p. 15).

MODERADA 3AS5
ALTA 6A7

llustracion 2-2: Categorias de exposicién a la radiacion UV
Fuente: (OMS,b et al., 2003).



2.2.4. Efectos bioldgicos de la radiacion UV

La radiacion UV segun su intensidad puede causar distintos efectos biol6gicos en la piel y el
organismo, siendo gran importancia por su capacidad para causar dafios celulares y aumentar el

riesgo de enfermedades cutaneas y sistémicas.

2.2.4.1. Eritema cuténeo y dafio inmediato

La exposicion prolongada a los rayos UVA/UVB puede causar dolor, edemas, eritemas y
vascularizacion, una respuesta inflamatoria aguda de la piel entre las 2-6 horas de exposicién
solar. Esto se debe al dafio en el ADN vy a la inflamacion inducida por la radiacion UV (Collantesy

FEPSO, 2015).

2.2.4.2. Dafio al ADN y mutagénesis

La radiacion UV puede dafiar el ADN con la formacion de dimeros de timina, lo que produce un
abultamiento en el ADN; las células no podran copiar y/o leer las regiones donde se presenten
dichos dimeros de pirimidinas. Las células mediante el proceso de reparacion por escision pueden
responder a este deterioro; una base del dimero de pirimidina se corta de la hebra de ADN afectado
y unanueva base lo sustituye, sin embargo, este proceso a menudo puede causar mutaciones al
ADN, debido que la probabilidad de que la base sustituyente sea la misma que la base que fue
cortada es de 1 en 4 (Rodriguez et al., 2018, p. 60) .

2.2.4.3. Inmunosupresion cutanea

La inmunosupresion cutanea inducida por la radiacion UV se refiere a la disminucién de la
respuesta inmunitaria de la piel debido a la exposicién a los rayos UV, provocando que sea mas

susceptible a infecciones y al desarrollo de enfermedades cutaneas (IDEAM, 2021).

La radiacién UV ejerce sus efectos en distintas etapas de la respuesta inmunitaria. En la epidermis,
las células de Langerhans pueden ser afectadas por los rayos UV, disminuyendo su capacidad de
presentar antigenosy desencadenar unarespuesta inmunitaria adecuada, lo que puede facilitar la
proliferacién de células previamente alteradas de manera cuantitativa, funcional y/o morfolégica,

lo que aumenta el riesgo de patologias cutaneas, como cancer de piel (Aubin, 2003, pp. 2-4) .

Los rayos UV también pueden afectar a los queratinocitos, provocando la secrecién de

mediadores solubles con actividades inmunosupresoras, como la interleucina-10 (IL-10) y el
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factor de necrosis tumoral a (TNF-0); ademas, provocan la activacién del complemento

queratinocitico y la produccion de neuropéptidos que poseen actividad inmunosupresora (Aubin
2003).

2.2.4.4. Dafo ocular

La radiacion UV puede causar dafio a nivel de los ojos contribuyendo al desarrollo de cataratas,
canceres oculares, crecimientos anormales a nivel ocular (como el pterigion), ceguera por nieve,
guemaduras solares en el 0jo y aumentando el riesgo de degeneracion macular relacionada con la

edad (Turbert, 2020).

De los tejidos del ojo humano el cristalino es el més sensible a la radiacion. Hay dos tipos de
efectos basicos: la opacidad, que es la consecuenciadel dafio sobre las células del epitelio anterior

del cristalino, y la produccién de cataratas (Puerta y Morales 2020).

2.2.4.5. Fotoenvejecimiento

El fotoenvejecimiento causado por la radiacién UV es un proceso de envejecimiento prematuro
de la piel que resulta de la exposicidn crénica al sol o a fuentes de radiacion UV, siendo los rayos

UV-A los responsables del dafio a largo plazo y del fotoenvejecimiento (Gémez, 2017, pp. 14-18).

Estos rayos penetran en profundidad en la piel y dafian el colageno, lo que contribuye a la
aparicién de lineas finas, aceleracion de la formacion de arrugas, pérdida de elasticidad y

luminosidad, manchas solares y tono irregular (Darias & Fernandez, 2023, p. 606).

2.2.4.6. Fotocarcinogénesis o cancer de piel

La exposicion cronica a la radiacion UV, especialmente la radiacion UV-B, esta directamente
relacionada con un aumento en el riesgo de cancer de piel. Este proceso implica la transformacion
maligna de las células de la piel debido a la acumulacion de dafio genético como resultado a
tiempos prolongados de exposicion solar, lo que puede llevar a la formacién de mutacionesy
desarrollo de tumores cancerosos, como el carcinoma de células basales, el carcinoma de células

escamosas y el melanoma maligno (Garnacho et al., 2020) .
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2.3. Lapiel

La piel es el 6rgano més grande y extenso del cuerpo humano, es el revestimiento que cubre toda
la superficie corporal, que dependiendo del peso y altura del individuo tiene una superficie de

unos 2 m2y 4-5 kg, aproximadamente el 6 % del peso corporal (Merino & Noriega 2011, p. 1).

La piel constituye una barrera que protege al organismo de los agentes externos, siendo uno de
estos agentes la radiacion UV, la cual es esencial para el mantenimientoy desarrollo del sistema
0seo, participa en la sintesis de vitamina D; sin embargo, es una de las principales causas del

fotoenvejecimiento (Gomez, 2017).

2.3.1. Estructura y funcién

Hipodermis—

lHustracion 2-3: Principales capas de la piel
Fuente: (Berman, 2023).

La piel esta constituida por tres distintas capas:

2.3.1.1. Epidermis

Es la capa maés superficial y resistente, de origen embriolégico derivado del tejido ectodérmico,
de esta capa se generan los apéndices epidérmicos (unidades pilosebaceas, ufias, glandulas
sudoriparas). Se caracteriza por su capacidad de renovacion continua, en conjunto con las otras

capas de la piel actiacomo barrera de proteccion del organismo de cualquier posible traumatismo
(Benedetti, 2024)
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Tiene un espesor variable, relativamente delgada en zonas como los parpados (0,03 mm)y la piel
fina (0,12 mm), pudiendo alcanzar un grosor de 1-2 mm en zonas como las palmas de las manos

Yy pies (Garcia y Fraile 2021, p. 2).

Es la capa de la piel conformada por el mayor nimerode células y varios tipos celulares, como:

Queratinocitos, células de Langerhans, melanocitos y células de Merkel (Gémez, 2017, p. 7).

2.3.1.2. Dermis

La capa de la dermis esta formada por un tejido conectivo fibroso y elastico, compuesto
mayoritariamente por colageno y una pequefia proporcion de elastina, la cual le proporciona
consistencia, resistenciay flexibilidad. Se encarga de nutriry sostener a la dermis y sus apéndices

epidérmicos (Carranza y Carranza, 2004, p. 16).

Contiene a los foliculos pilosos, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas, terminaciones
nerviosas y vasos sanguineos; cuyo nimero varia de acuerdo con su ubicacién en el organismo
La dermis esta constituida por diferentes células, como: fibroblastos, macréfagos, mastocitos y
neutréfilos (Benedetti, 2024).

2.3.1.3. Hipodermis

Es la capa mas profunda de la piel, conformada por tejido adiposo agrupado en forma de l6bulos
que contienen estructuras como los nervios y vasos linfaticos. Encargada del aislamiento térmico,
proporciona un relleno protector frente a traumatismos a los 6rganos internosy sirve de depdsito
energético (Benedetti, 2021). Su grosor varia de acuerdo con la edad, peso corporal, sexo y ubicacion

en el organismo (Garcia y Fraile, 2021, p. 7).
2.4. Fotobiologia cutanea
Es unarama de la Fotobiologia que se ocupa del estudio de los cambios en la piel por efectos de

la radiacion ambiental no ionizante, especialmente de la radiacién solar, y dentro del espectro

solar, la fraccion ultravioleta, luz visible e infrarroja, que abarca de 290nm a 800nm (Bonet, 2002).
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llustracion 2-4: Penetracién de la radiacion solar en las capas de la piel
Fuente: (BIODERMA, 2021).

2.5. Biotipos cutaneos

Son los distintos tipos de piel clasificados de acuerdo con su morfologia y contenido de
secreciones lipidicas y acuosas que forman el manto hidrolipidico (Ferraro et al., 2016).

2.5.1. Piel eudérmica o normal

Es la piel ideal caracterizada por tener un color uniformey poros de tamafio normal, equilibrada
en cuanto a la hidratacién y oleosidad natural, con superficie suave, lisa, fina y flexible. Posee
una ligera capa de grasa que no llega a darle brillo aceitoso a la superficie. No presenta

descamacién y es muy dificil que presente espinillas 0 impurezas (Cocci, 2020, p. 47-49).

2.5.2. Piel grasa

Su apariencia es gruesa, los poros se observan dilatados, la secrecion sebacea y sudoripara es
abundante (hace que luzca himeday brillante). Su emulsién epicutaneaes aguaen aceite. Es mas
propensa a la aparicion de espinillas y micro quistes, no obstante, resiste mejor que las pieles
normales y secas el desgaste provocado por el paso del tiempo. Segin sus condiciones, los

dermatologos distinguen tres tipos de pieles grasas: Seborreica, deshidratada y asfictica (Ferraro et
al., 2016, pp. 32-33).
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2.5.3. Piel mixta

Se caracteriza generalmente por ser grasa en lazonade T (frente, narizy mentén) y deshidratada
0 seca en los contornos. Posee tendenciaa seca cuando es fina, presenta poros cerrados, escamas

en las sienes y pdmulos. Tiene tendenciaa grasa cuando muestra impurezas (Cocci, 2020, pp. 60-63).

2.5.4. Piel sensible

Es aquel tipo de piel que es susceptible a las alergias e irritaciones, facilmente enrojece y eleva
su temperatura, esta formada por muy finas fibras nerviosas que se mueven ante el minimo
estimulo (contaminacion, cosméticos, sol, etc.). Lasensibilidad puede estar presente tanto en cutis

graso como seco (Ferraro et al., 2016, p. 3).

2.6. Fototipos cutaneos

El fototipo es la capacidad innata de adaptacion al sol que tiene cada individuo; es decir, el
conjunto de caracteristicas que determinan si unapiel se broncea o no, y como y en qué grado lo
hace. Cuanto méas baja sea esta capacidad, menos se contrarrestaran los efectos de las radiaciones

solares en la piel (orozco, 2024).

FototipoV Fototipo VI

?’?) " 4

/

llustracion 2-5: Fototipos cutaneos
Fuente: (Orozco, 2024).

2.6.1. Clasificacién de Fitzpatrick
Es unaclasificacion que adjudica un valor numérico a cada fototipo, que va desde el | (piel muy

clara y sensible) hastael VI (piel negra y muy resistente); cuanto mayor es el valor numérico, mas

cantidad de melanina genera la piel.
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Tabla 2-1: Fototipos de piel segun la clasificacion de Fitzpatrick

Tlp-O de Caracteristicas tipicas
piel
Fototipo Piel rosada o muy bl_anca, cabello rubio, pelirrojo o _castaﬁo clla_ro, 0jos verde_s 9 azules,
: nunca se broncean siempre sufren quemaduras, su tiempo maximo de exposicion es 10
minutos. Requieren proteccidn maxima (FPS 50+).
. Piel clara, cabello rubio, pelirrojo o castafio claro, ojos verdes o azules, se broncean
Fotfltlpo ligeramente siempre sufren quemaduras, su tiempo maximo de exposicidn es 20 minutos.
Requieren proteccion maxima (FPS 50+).
Fototipo Piel clara Iigerame_nte morena, cabellc_J castafio, ojos grises, azules, po_see escasa§ p_ecas, se
i broncean progresivamente sufren ligeramente quemaduras, su tiempo méaximo de
exposicién es 30 minutos. Requieren proteccion alta (FPS 30 - 50)
Fototipo Eiel morena, cabello castafio o negro, 0jos mzflrrones, nlo presenta pecas., s_e, broncea cgn tono
v intenso, rara vez sufre de quemaduras, su tiempo maximo de exposicion es 40 minutos.
Requieren proteccion moderada (FPS 30)
Fototipo Piel morena oscura, cabelloy o_jos oscur,os_, no tiene peca_s,_gresenta un pronceado int_enso
Vv nunca sufre quemaduras, su tiempo maximo de exposicion es 50 minutos. Requieren

proteccion minima (FPS 15)
Fototipo  Piel, cabelloy ojos oscuros, nuncasufre quemaduras su tiempo maximo de exposicion es

VI 60 minutos. Requieren proteccién minima (FPS 15)
Fuente: (Ferndndez, 2016, p. 102)

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

2.7. Fotoproteccion

La fotoproteccion es el proceso de creacion de unabarrera entre la piel y las radiaciones solares,
mediante la utilizacién de distintas sustancias que permitan aumentar el tiempo de exposicién al

sol con el objetivo de prevenir dafios en la piel (Gilabertea et al., 2003, 271).

Los mecanismos de defensa varian de acuerdo con el fototipo de la persona (Fotoproteccion
intrinseca o fisiologica) y a las herramientas de fotoproteccion usadas en contra esta radiacion

(Fotoproteccion exdgena) (Gilabertea et al., 2003, p. 273).

2.7.1. Fotoproteccion intrinseca

La piel para protegerse contra los rayos UV posee varios mecanismos de adaptacion y defensa,
como la activacion de moléculas antioxidantes, sistemas de reparacion de ADN, sintesis de
citocinas, produccién de melanina y engrosamiento de la capa cdrnea. Ademas de estos
mecanismos la piel posee de un sistema antioxidante enzimatico contrael estrés oxidativo como
la reductasa y glutation, y de un sistema no enzimatico como el acido ascorbico y vitaminaE en
las membranas y ubiquinol en la mitocondria (Gilabertea et al., 2003, p. 274).
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2.7.2. Fotoproteccion exdgena

La fotoproteccion exdgena abarca todos los métodos y técnicas de proteccion que los sujetos
emplean con la finalidad de disminuir los efectos adversos de la radiacion solar, incluye: el uso
de gafas, gorros y ropa que cubra las areas de la piel mas expuestas a la radiacion, aplicacion de
bloqueadores solares, ingesta de sustancias que potencien de manera natural la fotoproteccion y

control de los horarios de salida de acuerdo con el nivel de intensidad de sol en el dia (Gilabertea et
al., 2003, p. 274).

2.8. Fotoprotectores

Los fotoprotectores son formulaciones elaboradas con una mezcla de ingredientes
individualizados, por lo general de aplicacion tépica, y que deben cumplir unaserie de requisitos.
Son sustancias destinadas a reducir los efectos adversos de la radiacién solar sobre la piel, tienen
la capacidad de absorber, dispersar o reflejar fotones de la region UV, evitando la penetracion e

impidiendo asi el dafio del ADN de las células cutdneas (Garnacho et al., 2020, p. 3)

De acuerdo con el reglamento de la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) del
2011 los fotoprotectores deben tener un factor de proteccion solar (FPS) minimo de 15 y tener
amplio espectro con los estdndares recomendados para cumplir con los objetivos de proteccion
contra eritema, fotoenvejecimientoy cancer de piel, cuando son utilizados en conjunto a otras

medidas de fotoproteccidén (FDA, 2023).

2.9. Factor de proteccion solar

El factor de proteccidn solar (FPS) lamedida del nivel de proteccidn que presenta un fotoprotector
frente a eritemas o enrojecimiento causados por la exposicion al sol; es decir, la capacidad que

posee un fotoprotector de aumentar la defensa natural de la piel (Garnacho, 2020 p. 377).

El FPS se puede determinar in vivo o in vitro. EI método in vivo se basa en la aparicion de un
eritema 24 horas después de la exposicion a los rayos UVB (Martini 2005). Se expresa en funcion
del tiempo:

Tiempo con proteccion

FPS = — , —
Tiempo sin proteccion

El método in vitro se utiliza la ecuacién de Mansur, la cual determina la relacién entre el efecto

eritemogénico (EE) y la intensidad de la radiacion a cada longitud de onda (1).
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FPS = FC + ZEE(A) « I(0) * Abs (V)
290

2.10. Clasificacion del factor de proteccion solar

La Agrupacién Europea de Fabricantes de Productos de Cosmética y Perfumeria (The European
Cosmetic Toiletry and Perfumery Association, COLIPA) en 1994, realiz6 una serie de pruebas
bioldgicos in vivo en voluntarios humanos. Como resultado se cre6 un método de verificacion del
FPS (Battle, 2005), con el objetivo de unificar y conseguir un método validado para todos los paises
de la Unién Europea respecto al etiquetado del FPS de os protectores solares (Castro, 2016). Tras

varios estudios de verificacion COLIPA desde 1997 clasifica la fotoproteccion en:

Tabla 2-2: Clasificacion de FPS segun COLIPA

Categoria FPS
Bajo 2,4,6
Medio 8,10, 12

Alto 15, 20, 25
Muy alto 30, 40,50
Ultra >50

Fuente: (Castro, 2016).
Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

2.11. Filtros solares

Constituyen el ingrediente principal de los protectores solares, su finalidad es reflejar o absorber
de forma selectiva la radiacion UV impidiendo que penetre en la piel y reducir el riesgo de
desarrollar alguna patologia. Estos deben ser sustancias muy seguras que no provoguen
reacciones adversas como alergias (Marin y Del Pozo, 2005, p. 175).

2.11.1. Clasificacién de los filtros solares

Los filtros solares se clasifican en:

2.11.1.1. Filtros fisicos o inorganicos

Son particulas minerales que reflejan o desvian la radiacion del sol formando una barrera opaca

que actllaa modo de pequefios espejos, requieren unagruesa capa de aplicacion, pueden manchar
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la ropa, no obstante, actualmente se fabrican nuevas particulas microscopicas cosméticamente
mas aceptables. Su espectro accién es mas amplio, proporcionan proteccion frente a los rayos
UVA, UVB, luzvisible e IR. Entre ellos tenemos el carbonato de calcio, cloruro de hierro, diéxido

de titanio, 6xido de zinc, y magnesio y 6xido de magnesio (Marin y Del Pozo, 2005, pp. 175-176)

2.11.1.2. Filtros quimicos u organicos

Son moléculas que absorben los fotones de la radiacion solar modificando su estructura
molecular, dichas modificaciones se traducen en cambios en su estructura quimica, por lo que a
veces provocan dermatitis de contacto. Cada molécula presenta un espectro de absorcion 6ptimo
que permite clasificarla en filtro UVA o filtro UVB. Son transparentes, no manchan la ropa y
requieren una fina capa de aplicacion, motivos por los cuales son més difundidos en el mercado
y cosméticamente més aceptables. Entre ellos se destacan: Acido paraaminobenzoico (PABA),
salicilatos, acido cinamico, alcanfor, y benzimidazoles como filtros UVB; benzofenonas,

antranilatos y dibenzoilmetanos como filtros UVA (Marin y Del Pozo, 2005, p. 177).

2.11.1.3. Filtros bioldgicos

Son moléculas de origen bioldgico que poseen gran capacidad antioxidante y antienvejecimiento,
su accidn radica en el secuestro de los radicales libres responsables del envejecimiento cutaneoy
del cancer foto inducido. Suelen afiadirse en las nuevas formulaciones solares, puesto que
presentan unaaccion coadyuvante de la actividad fotoprotectora de los filtros fisicos y quimicos,
mejoran el aspecto y elasticidad de la piel y potencian el subsistemainmunolégico cutaneo. Entre
ellos se destacan los acidos grasos, carotenoides, extractos de plantas, polifenoles, proteinas, y

vitaminas (Marin y Del Pozo, 2005, p. 178).

2.12. Totumo (Crescentia cujete)

llustracion 2-6: Arbol de Crescentia cujete
Fuente: (Homhual, 2017).
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El arbol de Crescentia cujete (Bignonaceae), conocido en el Ecuador como totumo, es una especie

caracteristica de climas tropicales, cuyo rasgo mas distintivo es el fruto, el cual es una calabaza

esférica con cascara duray lefiosa, y unapulpa gelatinosa con numerosas semillas. Su nombre en

latin es “Crescere”, que tiene el significado “crecer” (Bissanti, 2023).

2.12.1. Clasificacion Taxon6mica

Tabla 2-3: Clasificacion taxondémica Crescentia cujete

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Bigniaceae
Tribu Crescentieae
Género Crescentia
Especie Crescentia cujete

Fuente: (Hernandez, 2022).

2.12.2. Descripcion boténica

Tabla 2-4: Descripcion botanica del arbol de Crescentia cujete

Parte Descripcion
Follai Es una planta que crece como un pequefio arbol siempre verde o semideciduo, de 4-10 mde
orale altura. Es abierto e irregular, con largas ramas casi horizontales.
Crece hasta 50 cm de diametro en la basey tiene corteza grisacea inicialmente lisa, arrugada
Tronco y fisurada verticalmente en los ejemplares viejos
Son casi sésiles, alternas, simples, enterasy oblanceoladas a espatuladas, de 4-20 cm de largo
Hojas y 3-7cm de ancho; estos se agrupan en grupos de brotes cortos a lo largo de las ramas, de
color verde oscuro brillante arriba, mas claro y opaco abajo
Son solitarias y surgen directamente sobre el tronco y ramas sobre un pedinculo corto, se
Flores abren porlanoche, desprenden unolor que muchos consideran desagradable. La polinizacién
ocurre principalmente por algunos murciélagos
Es una calabazade forma esféricaa elipsoide de 15-30 cm de diametro; inicialmente verde,
luego amarillo y finalmente marrénen su madurez, con un epicarpio liso, lefioso y duro, de
Fruto aproximadamente 0,5 cm de espesor, que contiene numerosas semillas obovadas planas de

color marrén oscuro, comestibles, sumergidas en una pulpa blanca venenosa que contiene

precursores del &cido cianhidrico

Fuente: (Bissanti, 2023).

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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2.12.3. Distribucion geogréafica y habitat

El arbol de totumoes unaplantanativa de un area que incluye desde México hasta Nicaragua, se
encuentratambién en las zonas de la Costay Amazonia de Ecuador y Colombia. Su hébitat es el
de sabanas, matorrales y bordes de bosques donde crece sobre suelos arcillosos, desde el nivel del

mar hasta unos 800 m de altitud (Bissanti, 2023).

2.12.4. Composicion y principios activos

Los estudios fitoquimicos en Crescentia cujete revelaron varios metabolitos secundarios
importantes. Se ha identificado que contiene flavonoides, taninos, terpenos, saponinas, taninos,
alcaloides, polifenoles, cianuro de hidrégeno y cardendlidos, fitoesteroles y aceites volatiles,
azucares reductores, glucésidos cardiacos, terpenoides; asi como acidos: crescéntico, tartérico,
citrico y tanico (Espitia; et al, 2011, p. 344).

2.12.5. Propiedades terapéuticas

Las diversas propiedades farmacologicas de Crescentia cujete incluyen: acaricida, anti
angiogénico, antibacteriano, antidiabético, antiinflamatorio, antioxidante, antiveneno,
cicatrizacion de heridas, citotéxico y neuroprotector. Ademas, se informaron las actividades
antibacterianas, anticancerigenas y antioxidantes, de cuatro hongos enddéfitos aislados de la
planta. A partir de su pulpa se realiza medicina de efectos expectorantes, febrifugos y laxantes

(Balogun y Sabiu, 2021, p. 2).

2.13. Metabolitos con actividad fotoprotectora

Son compuestos quimicos producidos por organismos vivos capaces de proteger contra los efectos

daninos de la radiacion UV.

2.13.1. Flavonoides

Son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en la planta generalmente en forma de
glicésidos y originados a partir de la fenilalaninay malonil-CoA. Entre sus funciones se encuentra
la pigmentacién de la planta y proteccién de esta frente agentes externos. La produccién de
flavonoides (quercetina, luteolina, catequinas) actian como especies captadores de radicales

libres, evitando la peroxidacion lipidica producto de la radiacién UV (Fuentes, 2019).
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2.13.1.1. Mecanismo de accion frente a la radiacién UV

Su mecanismo de accion antioxidante se debe a su capacidad para inactivar el oxigeno singletey
su eficacia frente a los radicales libres. Ademas, los flavonoides absorben la radiacion UV y

poseen actividad antioxidante directa e indirecta. También modulan diversas vias de sefializacion
(Fuentes, 2019).

2.14. Emulsiones

Son sistemas coloidales compuestos por dos fases inmiscibles, de naturaleza apolar y polar;
generalmente un liquido disperso en otro liquido en forma de pequefias gotas. En la practica
contienen un tercer componente, un emulsionante, que es una sustancia anfifilica que facilita la
formacién de la emulsién disminuyendo la tension entre la fase apolar y la polar. Dependiendo
de la naturaleza de las fases dispersa y continua, las emulsiones se clasifican como: o/w, w/o o

multiples tipo w/o/w y o/w/o, donde (o) significa aceite y (w) agua (Navarro, 2015).

2.14.1. Control de calidad de emulsiones

Se refiere al conjunto de pruebas y andlisis realizados para garantizar que las emulsiones cumplan

con los estandares de calidad, seguridad y eficacia establecidos (Fernandez, 2003, pég. 70).

Las pruebas incluyen:

e Andlisis de tamafia de particula,

e Determinacion de la estabilidad y viscosidad,

e Medicién del pH,

e Pruebas de contenido de sélidos,

e Pruebas de compatibilidad, se evalla la compatibilidad de las emulsiones con otros

ingredientes con los que pueden entrar en contacto (envases o superficies de aplicacion).
(Fernandez, 2003, pp. 70-71)

Ademas de estas pruebas, también pueden realizarse pruebas adicionales segun el tipo de

emulsién y aplicacion.
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2.15. Optimizacién de formulaciones segun ICH-Q8

La ICH-Q8 (International Council for Harmonization of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use, Guideline Q8) establece principios para el desarrollo y
optimizacién de formulaciones farmacéuticas, centrandose en el disefio de productos que cumplan

con las necesidades de los usuarios y especificaciones de calidad establecidas (ICH, 2009).

En la optimizacién de formulaciones se busca encontrar la mejor combinacion de ingredientesy
excipientes para lograr las caracteristicas deseadas del producto. Esto puede involucrar la
realizacion de estudios de preformulacion, ensayos de solubilidad, evaluacion de la estabilidad y
optimizacién de la relacion entre los componentes de la formulacidn (ICH, 2009).
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CAPITULO I1i
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Enfoque, disefio y alcance de la investigacién
El presente trabajo posee un enfoque cuantitativo con disefio experimental y de tipo correlacional,
basado en la determinacién de la actividad fotoprotectora del extracto hidroalcohdélico de
Crescentia cujete utilizando técnicas espectrofotométricas.
3.2. Disefio experimental
3.2.1. Poblacion de estudio y/o tamafio de muestra y/o método de muestreo
La poblacion de estudio fueron las partes areas de Crescentia cujete que se recolectaron en el
sector Chevele de la parroquia Tonsupa del cantdn Atacames de la provincia de Esmeraldas, la
recoleccion se realiz6 mediante un muestro aleatorio simple para obtener aproximadamente 3 Kg
de la especie vegetal.
Para la recoleccion del material vegetal se consider6 los siguientes criterios:

3.2.2. Criterios de inclusion

Las hojas de Crescentia cujete que se observaron en buen estado, tamafio adecuado (4 a 26 cm de

largo y de 1 a 7cm de ancho) y cuyas partes estuvieron frescas e integras.

3.2.3. Criterios de exclusion

Especies vegetales que presentaron dafios por accion de animales o insectos, deterioro por

condiciones ambientales (viento, agua o calor) y/o en proceso de descomposicion.

3.3.  Lugar de la investigacién

La investigacion se realizd en los Laboratorios de Productos Naturales, Tecnologia Farmacéutica,
Quimica Instrumental y Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo, en la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo.
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3.4. Localizacion y recoleccién del material vegetal

Las hojas de Crescentia cujete se seleccionaron de acuerdo con criterios de inclusion y exclusion,
en el recinto Chevele, de la parroquia Tonsupa del cantén Atacames de la provincia de

Esmeraldas, a una altitud de 7 m.s.n.m. en las coordenadas:

Latitud: 0°55'49.4"N
Longitud: 79°46'09.7"W

& 3
' ',:\ - I'q;'\ ,l:/ 1

llustracion 3-1: Ubicacién geografica del lugar de recoleccién
Fuente: (Google Maps, 2024).

3.5. ldentificacion botanica del material vegetal

Para la identificacién botanica de la planta se recolectaron muestras significativas, las cuales
fueron entregadas respectivamente en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (CHEP), cuyo responsable es el Ing. Jorge Caranqui considerando la base de datos
disponible (Anexo A).

3.6. Materiales, equipos y reactivos.

3.6.1. Material vegetal

Las hojas de Crescentia cujete seleccionadas considerando los criterios de inclusion y exclusion.
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3.6.2.

Materiales de laboratorio

Tabla 3-1: Materiales utilizados

Guantes, cofia, mascarilla, mandil.

Fundas de papel selladas.
Frascos &mbar.

Papel aluminio.

Papel filtro.

Algodén.

Papel milimetrado.
Toallas absorbentes desechables.
Espatula.

Vidrio reloj.

Piseta.

Varillas de agitacion.
Crisoles de porcelana.

Pinzas para crisol.

Balén esmerilado de 1000 mL.
Embudo de vidrio.

Probetas de 25 mL y 50 mL

Balones de aforo de 10 mL, 25 mL, 100
mL, 500 mL y 1000 mL.

Tubos de ensayo.

Gradilla.

Pera de succion.

Vasos de precipitacion de 150 mL, 250
mL y 500 mL.

Pipetasde 1 mL,5mLy 10 mL.

Placas de vidrio.

Portaobjetos.

Envases.

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

3.6.3. Equipos

Tabla 3-2: Equipos

Estufa. .
Desecador. .
Molino. .

Reverbero.

Balanza analitica. e pH-metro.

e Rotavapor.

Camara de flujo laminar. e Incubadora

e  Espectrofotémetro

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

3.6.4. Reactivos

Tabla 3-3: Reactivos

Agua destilada.

Etanol al 70% y 96%.
Reactivo de Mayer.
Reactivo de Wagner.
Reactivo de Dragendorff.
Reactivo de Baljet.

Reactivo de Lieberman Burchard.

Cloruro de sodio.

Reactivo de Shinoda.
Magnesio metalico.
Carbonato de sodio a 7,5%.
Reactivo de Folin Ciocalteu.
Estandar de quercetina.
Nitrito de sodio al 5%.




¢ Reactivo de catequinas. e Tricloruro de aluminio 10%

e Reactivo de resinas. e Hidroxido de sodio 1M
¢ Reactivo de Fehling. e Solucién de azul de metileno.
e Reactivo de tricloruro férrico. e Acido clorhidrico al 10%.

e Reactivo de Borntrager.

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

3.7. Técnicas y métodos
3.7.1. Acondicionamiento de la materia vegetal

Previamente recolectadas y seleccionadas las hojas fueron lavadas y desecadas en una estufaa
35 °C por 24 h. Posteriormente se trituraron en un molino de cuchillas pulverizador, con el
objetivo de disminuir el tamafio de la materia vegetal y facilitar el proceso de extraccion, el

material triturado se almacend en bolsas de papel hasta su uso.
3.7.2. Control de calidad de la materia vegetal
3.7.2.1. Determinacion del contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad se lo realizé por el método gravimétrico en estufa
de aire caliente por triplicado, este ensayo se basa en la pérdida de masa de la droga vegetal por

desecacion (Miranda, 2002, pp. 34-35).
Procedimiento:

e Se pesoO 2-3 g £ 0,5 del material vegetal seco y triturado.

e Se coloco lamuestraen unacapsula de porcelana previamente tarada y se ubicé en el interior
de la estufa a 105 °C por 3 horas.

e Transcurrido el tiempo se dejo enfriar en el desecador a temperatura ambiente, se pesé la
capsula y nuevamente se la volvio a colocar en la estufa por 1 hora.

e Se repitio el proceso descrito anteriormente hasta alcanzar una masa constante.

e Se aplicé la siguiente formula:

M, + M,
S M, -M

Hg X 100

Donde:

Hg: Porcentaje de pérdida en peso por desecacion.
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M2: Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g).
M1: Masa de la cdpsula con la muestra de ensayo (g).

M: Masa de la capsula vacia (g) (Miranda, 2002, p. 34-35).
3.7.2.2. Determinacion de cenizas totales

Este ensayo se efectud por medio del método gravimétrico, que se basa en la desecacion de la
droga vegetal mediante incineracion en la mufla, con la finalidad de medir la pérdida de su masa
(Miranda, 2002, pp. 31-33).

Procedimiento:

e Sepesd 2 g+ 0,5 del material vegetal seco y triturado y se coloco en un crisol de porcelana
previamente tarado.

e Se ubica la muestra en un reverbero hasta carbonizar.

e Se ubicd el crisol en la muflaa 700°C por 2 horas. Trascurrido el tiempo de incineracion se
dejo enfriar en el desecador a temperatura ambiente.

e Se pesd el crisol y se repitid el proceso hasta alcanzar una masa constante empleando
intervalos de 30 minutos de calentamiento pesado.

e Se aplicd la siguiente formula:

¢ Mt My
C M,—-M

x 100

Donde:

C: Porcentaje de cenizas totales en base deshidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).

Mzi: Masa del crisol con la muestra (g).

Mz: Masa del crisol con la ceniza (g) (Miranda, 2002, p. 31-33).

3.7.2.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

Este método consiste en determinar la cantidad de material inorganico soluble presente en las

cenizas totales, esto se realiza por triplicado (Miranda, 2002, p. 33).

Procedimiento:
e Se afiadio de 15 a 20 ml de agua a las cenizas totales previamente obtenidas, tapando con
vidrio reloj.
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e Se calentd en el reverbero y se dejé hervir por 5 minutos. La solucién obtenida se filtr6 con
papel filtro.

o Setransfirid el papel filtro junto con el residuo al crisol inicial y se carboniz6 en un reverbero,
y se coloco el crisol en la mufla a 700°C por 2 horas.

e Trascurrido el tiempo de incineracion se dejo enfriar en el desecador a temperaturaambiente.

e Se pesd el crisol y nuevamente se repitié el proceso descrito hasta alcanzar una masa
constante.

e Finalmente se aplico la siguiente formula:

M, +M,
M, -M

Ca x 100

Donde:

Ca: Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).

Ma: Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g).
M1: Masa del crisol con la ceniza (g).

M2: Masa del crisol con las cenizas totales (g) (Miranda, 2002, p. 33).

3.7.2.4. Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Este método es indicativo de materiaarenosa y se basa en determinar el contenido de substancias

minerales insolubles en éacido clorhidrico, esto se realiza por triplicado (Miranda, 2002, pp. 33-34).

Procedimiento:

e Seafadio de 2 a3 mlde HCI al 10% a las cenizas totales previamente obtenidas, tapando con
vidrio reloj se calent6 a bafio maria por 10 minutosy se lavé el vidrio reloj con 5 ml de agua
caliente. La solucion obtenida se filtré con papel filtro.

e El residuo obtenido fue lavado con agua calientey se afiadié dos gotas de AgNO3z0,1 M para
descartar la presencia de cloruros.

e El papel filtro junto con el residuo se colocaron en el crisol inicial se desecaron en estufa a
100 °C

e Se coloco el crisol en la muflaa 700°C por 2 horas. Trascurrido el tiempo de incineracién se
dejo enfriar en el desecador a temperatura ambiente.

e Se pesd el crisol y nuevamente se repitid el proceso descrito hasta alcanzar una masa
constante.

e Se aplicd la siguiente formula:
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M, + M
B=#
M,—M

x 100

Donde:

B: Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).

Ms: Masa del crisol con las cenizas insolubles en &cido clorhidrico (g).
Mz1: Masa del crisol con la ceniza (g).

Mz: Masa del crisol con las cenizas totales (g) (Miranda, 2002, p. 33-34).

3.7.3. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico constituye una serie de pruebas que permite la identificacion de los
principales metabolitos primarios y secundarios presentes en la materia vegetal mediante

reacciones que dan lugar a la formacién de precipitados, cambios de color y/o temperatura.

Para la obtencion de los extractos etéreo, alcohoélico y acuoso se pesaron 30 g de las hojas secas
de Crescentia cujete y realizaron extracciones sucesivas con solventes de menor a mayor
polaridad (éter etilico, etanol y agua) para la obtencion de los metabolitos secundarios (Miranda,
2002, p. 38).

Tabla 3-4: Tamizaje fitoquimico

METABOLITO ENSAYO

Alcaloides Dragendorff

Mayer

Wagner
Triterpenos y/o esteroides Liberman-Burchard
Flavonoides Shinoda
Fenoles y taninos Cloruro férrico
Saponinas Espuma
Azucares reductores Fehling
Compuestos grasos Sudan 111
Cumarinas Baljet
Quinonas Borntrager
Resinas Resinas
Mucilagos Mucilagos
Catequinas Catequinas

Fuente: Miranda, 2006.
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30 — 50 g de MATERIA VEGETAL

EXTRAER CON 90 — 150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

FILTRAR

I
v '

EXTRACTO ETEREO RESIDUO SOLIDO
Medir volumeny calcular concentracién Secar y pesar

/

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO EN
VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION 48 HORAS.

FILTRAR

I
' }

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ALCOHOLICO
Secar y pesar Medir volumen y calcular

\ concentracion

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO EN
VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION 48 HORAS.

FILTRAR
RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ACUOSO
Secar, pesar y desechar Medir volumeny calcular concentracién

llustracion 3-2: Esquema del procedimiento para efectuar el tamizaje fitoquimico

Fuente: (Miranda, 2002, p. 39).

Después de la obtencion de los distintos extractos, se efectud los ensayos correspondientes para
cada tipo de extracto, de manera que se identificaron los metabolitos secundarios que posee la

planta, estos procesos se detallan en las siguientes gréficas:
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3.7.3.1. Tamizaje fitoquimico de extracto etéreo

EXTRACTO ETEREO

DIVIDIR EN FRACCIONES

5mL

ENSAYO DE SUDAN
(Aceites/Grasas)

15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYO DE DRAGENDORFF

(Alcaloides)

5mL

ENSAYO DE BALJET
(Lactonas y Cumarinas)

5mL

ENSAYO DE
LIBERMAN-BUCHAIR
(Triterpenos-Esteroides)

llustracion 3-3: Esquema de reacciones a efectuarse en el extracto etéreo

Fuente: (Miranda, 2002, pp. 39-40).

3.7.3.2. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico

EXTRACTO ALCOHOLICO

l

1mL
ENSAYO DE
CATEQUINAS

2mL

ENSAYO DE
RESINAS

2mL
ENSAYO DE

FEHLING
(Azucares
Reductores)

2mL
ENSAYO DE
BALJET
(Lactonas)

2mL
ENSAYO DE
ESPUMA
(Saponinas)

DIVIDIR EN FRACCIONES

2mL
ENSAYO DE
SHINODA
(Flavonoides)

2mL

2mL
ENSAYO DE
NIHIDRINA
(Aminoéacidos)

2mL
ENSAYO DE
BORNTRAGER
(Quinonas)

ENSAYO DE LEBERMAN-BUCHARD
(Triterpenos-Esteroides)

2mL
ENSAYO DE KEDDE
(Cardendlidos)

6 mL en 3 porciones
ENSAYO DE
DRAGENDORFF,
MAYER Y
WAGNER
(Alcaloides)

2mL
ENSAYO DE
ANTOCIANIDINA

2mL
ENSAYO DE ClFe
(Fenoles y Taninos)

llustracion 3-4: Esquema de reacciones a efectuarse en el extracto alcoholico

Fuente: (Miranda, 2002, p. 40).
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3.7.3.3. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

‘ 2mL 2mL
ENSAYO DE
6 mL en 3 porciones 2mL ENSAYO DE FEHLING
ENSAYO DE ENSAYO DE 10 mL ESPUMA (Azucares
DRAGENDORFF, SHINODA ENSAYO DE (Saponinas) Reductores)
MAYER Y (Flavonoides) MUCILAGOS
WAGNER
(Alcaloides)
2mL
ENSAYO DE 162
oL NIHIDRINA 02 gotas
m ENSAYO DE

ENSAYO DE ClFe (Aminoacidos)

(Fenoles y Taninos)

PRINCIPIOS AMARGOS

lustracion 3-5: Esquema de reacciones a efectuarse en el extracto acuoso
Fuente: (Miranda, 2002, p. 41).

3.7.4. Obtencion del extracto hidroalcohélico de Crescentia cujete

Después de haber realizado el tamizaje fitoquimico se procedié a la elaboracién del extracto
etandlico de las hojas Crescentia cujete. Se pesé 100 g del material vegetal seco y triturado, se
colocaron en un frasco ambar y se adicion6 1000 mL de etanolal 70% a una proporcion planta-
solvente de 1:10, se dejé macerar durante 3 dias, finalmente se filtr6 para eliminar todos los

residuos del material vegetal, realizacion del control de calidad y su posterior concentracion
3.7.4.1. Control de calidad del extracto hidroalcoh6lico de Crescentia cujete

3.7.4.2. Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Se realizd la determinacion del color, olor y consistencia del extracto hidroalcoholico de
Crescentia cujete colocando una alicuota del extracto en un tubo de ensayo, se toma unatira de
papel filtro y se introduce en la muestra de ensayo (Miranda, 2002, pag. 56).

3.7.4.3. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas:

e Determinacion del pH: Por el método de potenciometria.
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e Determinacion de la densidad relativa: Segun el método del picnémetro.
e Determinacion del indice de refraccién: Utilizando refractémetro de Abbé.

o Determinacion de los sélidos totales: Segun el método de la estufa de aire (Ministerio de Salud
Publica de Cuba, 1992, p. 4-6).

3.7.5. Concentracién y rendimiento del extracto seco de Crescentia cujete

Previamente obtenido el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Crescentia cujete, se coloco en
un balén esmerilado de 1000 mL, se concentrd en el rotavapor a 250 rpm a 40 °C hasta evaporar
el etanol y se obtuvo el extracto seco. Para determinar el porcentaje de rendimiento se aplicé la

siguiente formula:

M,
%WRE = —X 100%
My

Donde:
% RE= % en g del extracto seco /100 g del material vegetal seco.
M:2= Masa del extracto seco.

Mi1= Masa del material vegetal seco molido sometido a extraccién (g) (Benitez, 2020, pp. 35-36).

3.7.5.1. Determinacion de las caracteristicas organolépticas del extracto seco de Crescentia

cujete
Se realizo la evaluacién del color, olor y consistencia del extracto seco de Crescentia cujete.
3.7.6. Determinacion de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se fundamenta en una reaccion colorimétrica entre el
AICl3 y los flavonoides presentes que forman un complejo de color rosado, posteriormente se

mide la absorbancia a través de un espectrofotémetro (Fatimah et al., 2020, p. 91).

Procedimiento:

e Se prepar0 el estandar de quercetina a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, para la
realizacion una curva de calibracion.

e Entubosde ensayos se colocé 1 mL de cada solucién estandar, 4 mL de agua destilada 'y 0,3
mL de NaNO:2 al 5%, se homogenizd mediante agitacion y se dej6 reposar por 5 minutosen

un lugar oscuro.
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Luego se agreg6 0,3 mL de AICls al 10%, se vorterizd por 60 segundosy nuevamente se dejo
reposar en un lugar oscuro por 5 minutos.

Después se agregé 2 mL de NaOH 1M, se agit6 por 15 segundosy se dejo6 reposar en un lugar
obscuro durante 15 minutos.

Se midio la absorbancia en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 510 nm y se
obtuvo la curva de calibracion del estdndar de quercetina.

Se prepar6 por triplicado muestras del extracto seco en etanol al 70% a 1000 ppm (100 mg
de extracto seco en 100 mL de agua destilada), a partir de la cual se obtuvo una solucion de
200 ppm (5 mL de la solucién de1000 ppm en 25 mL de agua destilada) y se procedid de la
misma forma que los estandares.

Se calcul6 el contenido de flavonoides totales expresados como miligramos equivalentes de

quercetina por gramo de extracto seco (mg EQ/g extracto seco) (Fatimah, et al., 2020, p. 91).

3.7.7. Determinacion del FPS in vitro del extracto seco de Crescentia cujete

Se prepar6 soluciones de 20, 200, 500, 1000 y 2000 ppm, a partir del extracto seco de
Crescentia cujete en agua destilada.

Se midio la absorbancia de cada una de las soluciones en el espectrofotometro, en un rango
longitud de onda de 290-320 nm con intervalos de 5 nm usando como blanco etanol al 70%
Las lecturas se tomaron por triplicado y las determinaciones se realizaron en cada punto. Los
valores de absorbancias obtenidos entre 290-320 nm se multiplicaron con los respectivos
valores EE (A) X I (L) y se multiplico por el factor de correccion (10) para obtener el valor del

FPS. Esto se calculé mediante la ecuaciéon de Mansur:

320
FPS = FC = ZEE()\)*I()\)*Abs )

290

Donde:

FC = (10) factor matematico.

EE()) = efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda.

I(2.) = intensidad de luz solar de longitud de onda.

Abs (1) = Absorbancia de la muestra ensayada

Los valores de larelacion entre EE (1) y T ()) para cada longitud de onda son contantes, como se

indican a continuacion:
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Tabla 3-5: Correlacion entre EE (L) x I (A) en cada longitud de onda

Longitudes de onda Valores de EE x |
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180

Fuente: /Mansur, et al., 2016, p. 253).

3.7.8. Disefio experimental

La presente investigacién aplico un disefio factorial de tres factores con nivel de confianza del
95% con un total de 8 formulaciones a dos réplicas por cada formulacion, donde se realizaron 16
corridas a 2 réplicas por cada formulacion.

En la tabla 3-6 se especifica el resumen del disefio como se detalla a continuacién:

Tabla 3-6: Resumen del disefio

Factores: 3 Disefio de la base: 3;8
Corridas: 16  Réplicas: 2
Bloques: 1 Puntos centrales (total): 0

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

A continuacion, se describen las variaciones de las formulaciones de acuerdo con el disefio

experimental:

Tabla 3-7: Variaciones de las formulaciones de acuerdo con el disefio experimental

OrdenEst OrdenCorrida PtCentral  Bloques Exfractf) TiO2 (@) ZnO(g)
Crescentia cujete (g)
1 1 1 1 0,1 0,1 0,2
2 2 1 1 0,3 0,1 0,2
3 3 1 1 0,1 0,3 0,2
4 4 1 1 0,3 0,3 0,2
5 5 1 1 0,1 0,1 0,3
6 6 1 1 0,3 0,1 0.3
7 7 1 1 0,1 0,3 0,3
8 8 1 1 0,3 0,3 0,3
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9 9 1 1 0,1 0,1 0,2
10 10 1 1 0,3 0,1 0,2
11 11 1 1 0,1 0,3 0,2
12 12 1 1 0,3 0,3 0,2
13 13 1 1 0,1 0,1 0,3
14 14 1 1 0,3 0,1 0,3
15 15 1 1 0,1 0,3 0,3
16 16 1 1 0,3 0,3 0,3

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

3.7.9. Preparacion de las formulaciones

Para la obtencion de una formulacién que tenga las mejores caracteristicas organolépticas, fisicas
y microbioldgicas se realizé una primera etapa de preformulacion del producto, considerando
varios aspectos como: Forma farmacéutica, compatibilidad, costo, seguridad y calidad de los
excipientes a usar, proporciones utilizadas y variando las cantidades de los agentes con actividad

fotoprotectoras.

Para la formulacion del protector solar se eligieron los componentes esenciales para la obtencion
de la forma cosmética, con variaciones en las proporciones de los tensoactivos y agentes
emulgentes permitiran discriminar entre ellas, la formulacion ideal. La emulsion caracteristica
oleo/acuosa (O/A), se prepar6 a partir de las fases A (oleosa), B (acuosa) y C (agentes

fotoprotectores) descritas a continuacion:

o Fase oleosa (A): Se coloca en un recipiente y se funde a una temperatura de 60 °C en bafio
de agua, en otro recipiente se ubica la cantidad de agua necesaria para la formulacién y se
afiade el carbopol y el extracto, se agita constantemente hasta que se dispersen por completo,
se adiciona la glicerina, propilenglicol, y se afiade el metilparabeno. A una temperatura de
60-75 °C se mezcla la fase oleosa y la fase acuosa lentamente hasta masa homogénea.

o Fase Acuosa (B): se tom6 una pequefia cantidad de agua en un recipiente seco, se calentd
hasta 85°C y se afiadi6 lentamente el carbopol con agitacion constante hasta completa
dispersion. Se retird del calentamientoy se dejé enfriar hastaalcanzar unatemperatura de 70-
75°C.

o Fase C: Posteriormente se incorpor6 el extracto vegetal, didxido de titanio y zinc,

propilenglicol, glicerina y metilparabeno (Pachpawar, et al., 2018, p. 28).
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Tabla 3-8: Limites permitidos por la FDA de los excipientes

LIMITE
FASES COMPOSICION PERMITIDO POR FUNCION
LA FDA (%)
Acido esteérico 25 Agente emulgente, brinda dureza,
propiedades emolientes.
Alcohol cetilico 12 Agente espesante y emulsionante
FASE Cerade abeja 35 Emoliente
A Lecitina de soya N/A Tensioactivo
Trietanolamina 0,13 Reticulante
Monoestearato de 4 Tensioactivo
glicerilo
Agua destilada C.S.p. Vehiculo
Carbopol 0,2 Aporta textura al producto
FASE .
B Glicerina 6 Humectante
Propilenglicol 3 Humectante
Metilparabeno 0,2 Conservante
Extracto seco de 0,3 Agente fotoprotector y antioxidante
FASE Crescentia cujete
C Dioxido de titanio 25 Agente fotoprotector
Dioxido de zinc 25 Agente fotoprotector

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

3.7.10. Determinacion del FPS in vitro de las formulaciones

e Se pesoO 1g de cada formulacion de cremay se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL.

e Las formulaciones se diluyeron en una solucién de etanol-agua (40:60), se homogenizaron y
filtraron.

e Setomdunaalicuotade 5,0 mL en un matraz volumétrico de 50 mL y se diluyeron en unaen
una solucion de etanol-agua (40:60).

e Luego se tomounaalicuota de 5,0 mL en un matraz volumétrico de 25 mL y se diluyeron en
una en una solucién de etanol-agua (40:60).

e Serealizo las lecturas de las absorbancias de cada unade las soluciones de las formulaciones
por triplicado en el espectrofotémetro, en un rango de longitud de onda de 290-320 nm con
intervalos de 5 nm, utilizando una solucién de etanol-agua (40:60) como blanco.

e Se calculd el FPS in vitro mediante la Ecuacion de Mansur (Pachpawar, et al., 2018, pp. 28-29).
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3.7.11. Control de calidad de las formulaciones

3.7.11.1. Anédlisis organoléptico de las formulaciones fotoprotectoras

Determinacién del color: Se coloc6 en un tubo de ensayo la muestra de ensayo del
fotoprotector hasta las tres cuartas partes del mismo y se identificé el color y el aspecto
(Miranda, 2002, p. 56).

Determinacion del olor: Se tomé una muestra de la cada uno de los fotoprotectores y se
introdujo un extremo de una tira de papel filtro en la muestra de ensayo, se percibié y se
identificd el parametro de olor (Miranda, 2002, p. 56).

Determinacion de la homogeneidad y presencia de grumos: Para esta prueba se realiz6 una
extension de una muestra de la crema sobre un portaobjetos en una superficie negra y se
procedid a observar si existian posibles particulasy/o burbujas de aire, si son numerosas son

indicativos de la posible ruptura de la emulsion fotoprotectora (Fernandez, 2003, pp. 70-71).

3.7.11.2. Analisis fisicoquimico

Determinacidn de extensibilidad: La extensibilidad de unaemulsién se define como el cambio
en la superficie de unacantidad conocida del producto cuando se somete a la accion de pesos

crecientes en intervalos fijos de tiempo (Fernandez, 2003, p. 71).

Procedimiento:

En una hoja de papel milimetrado se trazaron lineas diagonales, se coloco unaplaca inferior
de vidrio cuadrando con el punto de interseccion de las diagonales.

Sobre la placa inferior de vidrio se colocé 1 g de muestra d la crema sobre el punto de
interseccion y se ubico la placa superior sobre la inferior.

Transcurrido 1 minuto por efecto de la presion se extendié de forma aproximadamente
circular la muestra.

Se midieron los dos diametros, se determind el diametro medio y se calcul6 la superficie de
la circunferencia obtenida. Los valores se representaron en mm?2,

Se repitio el procedimiento con pesos sucesivos de 50, 100, 200 y 500 g, colocandolos en el
centro de la placa (Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria, n. d., pp. 4-6).

Determinacion de pH: El pH es un parametro que determinaa través de unaescala numérica
la acidez o alcalinidad de una sustancia, en el del control de calidad de unacrema es de gran
importancia debido a que dicho valor estd directamente relacionado con el crecimiento

bacteriano y equilibrio de la piel (Tsakovska, 2017).
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Procedimiento:

o Se calibré el equipo con soluciones tampén de pH 4 ,7y 10, se lavo el electrodo con agua
destilada y se secé con papel absorbente.

e Enunvaso de precipitacion se coloco 1 g de lacremay se disperso en 10 ml de agua destilada.

e Seintrodujoel electrodo en la muestray se midi6 el valor de pH a 20 °C Garciay Molinero, 2014,
pp. 228-229).

3.7.11.3. Control de parametros quimicos

o Determinacién del signo de la emulsion: Se colocé una pequefia cantidad del producto sobre
un portaobjetos, se adiciond una gota de un colorante hidrosoluble (azul de metileno) y se
observé el comportamiento del colorante: si se dispersa es unaemulsion O/W y si lamuestra

lo repele y no se extiende es una emulsién W/O (Garcia y Molinero, 2014, p. 229-230).

3.7.12. Analisis microbiolégico de la formulacion ideal

Se realizé el andlisis de la mejor formulacién de acuerdo con los requisitos microbioldgicos de
los productos cosméticos la norma NTE INEN 2867: 2015 PRODUCTOS COSMETICOS.
REQUISITOS, en la cual especifica la determinacion de: Aerobios mesofilos, Pseudomona

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Mohos y levaduras (Servicio Ecuatoriano de
Normalizacién, 2015, p. 3).

Procedimiento:

e Se prepar6 200 mL de agua destilada y se afiadi6 0,22 g de peptona.

e Se peso 10 g de muestra y se agregd 90 mL de agua peptonada 1 %, y se homogenizo.

e Se realizé diluciones decimales empleando tubos de ensayo con 9 ml de solucidn diluyente.

e SetomO1mLdeladilucion 102 de la muestray coloco en placas 3M Petriflim con los medios
de cultivo respectivos para Aerobios meséfilos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Mohos y levaduras.

e Se coloco las placas 3M Petriflim en la incubadora durante el tiempo requerido para el
crecimiento.

e Unavez cumplido el tiempo de incubacion se realizé el respectivo conteo de las colonias y

se reporté como UFC /g tomando en cuenta el factor de dilucion utilizado.
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3.7.13. Determinacion de la estabilidad acelerada de la formulacion

Los estudios de estabilidad acelerada consisten en unaserie de anélisis de un producto que tienen
como objetivo proporcionar datos para prever el tiempo de vida Gtil y compatibilidad de la
formulacién con el material de acondicionamiento. Esta prueba considera parametros como:
caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y condiciones de almacenamiento respecto al

tiempo (COLIPA, 2004, p. 2).

La determinacidn de la estabilidad de la crema fotoprotectorase realiz6 por triplicado utilizando
recipientes de vidrio con tapa, colocando las muestras dentro de la cAmara de estabilidad a una
temperaturade 45 + 2 °C y 70 £ 5 % de humedad, se compararon con otra muestra de la

formulacién a temperatura ambiente (Pachpawar, et al., 2018, pp. 28-29).

3.7.14. Elaboracion de la etiqueta del producto

El disefio de la etiqueta para el producto se realizé en el programa Adobe llustrator, bajo la NTE
INEN 2867: 2015 PRODUCTOS COSMETICOS. REQUISITOS. Lainformacion colocada en la

etiqueta deberda ser facilmente legible, visible y contener:

e Nombre y marca del producto.

e Nombre o razon social del fabricante.

e Nombre del pais de origen.

e El contenido nominal.

e Lalista de ingredientes precedida de la palabra “ingredientes” en nomenclatura INCI.

e Las precauciones particulares de empleo establecidas en las normas internacionales sobre
ingredientes y las restricciones o condiciones de uso.

e El ndmero de lote.

e El nimerode Notificacion sanitaria obligatoria (Servicio Ecuatoriano de Normalizacién, 2015, pp. 3-
4)
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CAPITULO IV
4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1. Control de calidad de la materia vegetal
El control de calidad de la materia vegetal es de gran importancia para determinar que la misma
se encuentre en condiciones éptimas y pueda ser empleada con fiabilidad en la investigacion,
evitando posibles interferencias en los resultados. Los criterios de calidad incluyen la
determinacién de humedad, cenizas totales, cenizas solubles en aguay cenizas insolubles en acido

clorhidrico, los resultados obtenidos se visualizan en la tabla 4-1.

Tabla 4-1: Control de calidad de la materia vegetal

] LIMITES
PARAMETROS HOJAS DE
. . ACEPTADOS POR
DE CALIDAD Crescentia cujete
USP 35-NF 30
Humedad 10,04 <14%
Cenizas totales 9,47 <12%
Cenizas solubles en agua 5,67 <7%
Cenizasinsolublesen HCI 1,64 <5%

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

4.1.1. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad fue determinado por el método gravimétrico por desecacion de las hojas
de Crescentia cujete, obteniéndose un resultado de 10,04 %, dicho valor se encuentra dentro de
los limites de referencia de la USP 35-NF 30 (tabla 4-1), que demuestra que inhibe los procesos
enzimaticos que puedan provocar la pérdida de metabolitos secundarios por el deterioro de la
droga vegetal y susceptibilidad microbiana, lo que garantiza la estabilidad y calidad del material

vegetal durante el proceso de investigacion (Miranda, 2002, p. 37).

4.1.2. Determinacién del contenido de cenizas totales

La determinacion de cenizas totales por el método gravimétrico para las hojas de Crescentia
cujete fue de 9,47 %, valor que se encuentradentro del rango de referencia de la USP 35-NF 30
(Tabla 4-1), lo que indica la ausencia de algin tipo de adulteracion, alteracion o contaminacion

en la droga vegetal utilizada (Miranda, 2002, p. 34).
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4.1.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

La determinacién de cenizas solubles en agua permite conocer si la materia vegetal presenta sales
minerales, en este ensayo el valor obtenido fue 5,67 % (tabla 4-1), demostrando que las hojas de

Crescentia cujete presentan cantidades considerables de minerales en su composicién (Miranda,
2002, pp. 35-36).

4.1.4. Determinacion de cenizas en acido clorhidrico

La determinacion de cenizas en acido clorhidrico se realizé6 mediante gravimetria, obteniendoun
resultado de 1,64 % el cual se encuentra dentro de los pardmetros establecidos, dicho resultado

indica que se realizé una adecuada recoleccion y almacenamiento de la droga vegetal (Miranda,
2002, pp. 36-37).

4.2. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico consiste en unaserie de ensayos cualitativos de coloracion y precipitacion
que brindan informacidn sobre los metabolitos presentes en la materia vegetal. De las hojas de
Crescentia cujete secas y trituradas se obtuvo el extracto etéreo, alcoh6lico y acuoso, en cada uno
de los solventes se logré extraer la mayor cantidad de metabolitos segin su polaridad y
solubilidad. En el éter etilico se extraen compuestos liposolubles, en el etanol compuesto de

polaridad mediay en el agua compuestos de elevada polaridad hasta en su formaionizada (Miranda,
2002, pp. 38-45).

Tabla 4-2: Tamizaje fitoquimico de Crescentia cujete

TIPO DE EXTRACTO

ENSAYOS INDICADORES -
Etéreo Alcoholico Acuoso

SUDAN (Grasas/Aceites) Color rojo (+) ) N/A N/A
DRAGENDORFF (Alcaloides) ) ) ) ) )

. Opalescencia (+) Turbidez
MAYER (Alcaloides) o ) (++) (+)

i (++) Precipitado (+++)

WAGNER (Alcaloides) ) (++) (++)
BALJET Color rojo (++)

: - _ ) ¢) N/A
(Lactonas-Cumarinas) Precipitado rojo (+++)

) Color rosado (++)
BORNTRAGER (Quinonas) ) G ) N/A
Color rojo (+++)

Rosado-azul
LIBERMAN-BURCHARD . .
) ) Verde intenso visible Verde- (+) (++) N/A
(Triterpenos/Esteroides)
oscuro-negro (+)
CATEQUINAS Mancha verde carmelita (+) N/A +) N/A
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RESINAS Precipitado (+) N/A O] N/A

FEHLINH Color rojo o precipitado rojo
) N/A (+++) (+++)
(Azucares reductores) (+)
) Espuma por mas de 2 minutos
ESPUMA (Saponinas) ) N/A ™) (+)
+
| Rojo vino, verde intenso, azul
CLORURO FERRICO i . L.
Marrén presencia de acidos N/A (++4) (++4)

(Fenoles/Taninos) -
alifaticos (+)

Amarillo, naranja y rojo
SHINODA (Flavonoides) intensos (presencia de N/A (++) (++)
alcohol amilico) (+)

Color rojo a marrén en la

ANTOCIANIDINAS . N/A €] +)
fase amilica (+)

MUCILAGOS (Polisacaridos) Consistencia gelatinosa (+) N/A ) “)

(+++) Abundante, (++) Moderado, (+) Escaso, (-) No existe, N/A (No Aplica)

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico (Tabla 4-2) muestran que en el extracto
etéreo, alcohdlico y acuoso de las hojas de Crescentia cujete la prueba de Dragendorff es negativa;
sin embargo, para las pruebas de Mayer y Wagner se obtuvo un resultado positivo al final de la
reaccion. Esto puede deberse a la influenciadel medio en el que se desarrollan la planta, lamisma

pueda generar o no alcaloides para su adaptacion y proteccion (Jiménez et al., 2003, p, 358).

En el tamizaje fitoquimico realizado se logré identificar en el extracto etéreo compuestos
liposolubles de tipo triterpenos/esteroides. En el extracto alcohédlico y acuoso se destacod
compuestos de polaridad media como: azucares reductores, taninos, saponinas, quinonas, fenoles

y flavonoides; ademas se report6 la ausencia de cumarinas, lactonas, quinonas y mucilagos.

Los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico fueron comparados con estudios anteriores
realizados por Piastri et al. (2007), Da Silva et al. (2020) y Espitia (2022, p. 343). De todos los compuestos
identificados, se corrobord la presencia de flavonoides, los cuales poseen actividad antioxidante
gracias a su capacidad de neutralizar radicales libres, razon por la cual son los responsables de la

actividad fotoprotectora de la especie Crescentia cujete (Gonzalez et al., 2022).
El tamizaje fitoquimico obtenido en este estudio fue similar a los reportados en las investigaciones

Olaniyi (2018), Barahona y Bufiay (2020), pero se diferencia de sus informes por la ausencia de

alcaloides y antraquinona en Crescentia cujete.
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4.3. Control de calidad del extracto hidroalcoh6lico de Crescentia cujete

Tabla 4-3: Control de calidad del extracto hidroalcohdlico de hojas de Crescentia cujete

PARAMETROS RESULTADOS
CARACTERISTICAS Aspecto Liquido
ORGANOLEPTICAS Color Verde
Olor Herbal
pH 5,67
CARACTERISTICAS Densidad 0,90 g/ml
FISICOQUIMICAS Indice de refraccion 1,46
S6lidos totales 1,56 %

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

En el anélisis de las caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohdlico de Crescentia
cujete se obtuvo como resultado un olor herbal caracteristico de la planta, un aspecto liquido

homogéneo sin presencia de fases y una coloracion verde.

En el analisis de las caracteristicas fisicoquimicas se obtuvo un valor pH de 5,67, que concuerda
con las caracteristicas levemente &cidas que se extraen en estos extractos como flavonoides,
fenoles, taninos, ademas este valor de pH presenta un comportamiento neutral, lo que provoca
unadisminucion de la catalisis acida o basica, la cual es la causa de la degradacion hidrolitica de
los principios activos (Rodriguez-Ferreiro et al., 2018). La densidad relativa obtenida fue de 0,93 g/ml
es muy cercana a la del agua, dando a notar en su aspecto liquido. El indice de refraccion fue 1,46
que indica que existe un contenido de sélidos totales, los cuales se encuentra en correlacion, al
comparar estos resultados con un estudio similar realizado a Crescentia cujete, se puede decir que

presentan caracteristicas muy semejantes (Ortiz et al., 2016).

Todas estas caracteristicas fisicoquimicas que presenta el extracto hidroalcohdlico de Crescentia

cujete garantiza su estabilizacion y conservacion durante un largo tiempo.

4.4, Rendimiento del extracto seco Crescentia cujete

Se realizd la determinacion del porcentaje de rendimiento del extracto etandlico de Crescentia
cujete, con un resultado de 4,91%, valor que indica que el método es el adecuado para eliminar la
mayor cantidad de solvente y de esa manera garantizar que exista una elevada concentracion de
los metabolitos de interés para la investigacion. De la misma forma se asegura que la materia

vegetal se conserve para posteriores analisis (Miranda. M, 2001, pp. 42-45).
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4.4.1. Evaluacién de las caracteristicas organolépticas del extracto seco de Crescentia cujete

Tabla 4-4: Caracteristicas organolépticas del extracto seco de Crescentia cujete

PARAMETROS RESULTADOS
CARACTERISTICAS Aspecto Sélido
ORGANOLEPTICAS Color Verde oscuro
Olor Herbal

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Se evaluaron las caracteristicas organolépticas del extracto seco de Crescentia cujete se obtuvo
como resultado un olor herbal caracteristico de la planta, un aspecto sélido homogéneo y una

coloracion verde oscura.

4.5. Determinacion del FPS in vitro del extracto seco de Crescentia cujete

Tabla 4-5: Factor de proteccion solar en el extracto de Crescentia cujete

Concentracion del extracto seco de Crescentia

) FPS in vitro
cujete

20 0,241
200 2,134
500 12,178
1000 16,245
2000 21,453
3000 33,249

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Como se puede apreciar en la tabla 4-5, el FPS del extracto de hojas de Crescentia cujete a una
concentracion de 3000 ppm, es de 33,249, valor que segin la clasificacion COLIPA, es
considerado un FPS ALTO. La cantidad de flavonoides que posee la materia vegetal de estudio
hace que el nivel de fotoproteccion sea alta, incluso a una concentracion de 0,3% de extracto
arroja resultados alentadores, deduciendo que, a mas concentracién, mejor serd el factor de
proteccion. La falta de equipos altamente sensibles impidié que se realicen estudios con
concentraciones mas elevadas de extracto seco de hojas de Crescentia cujete, por consiguiente,

la concentracion que se afiadi6 a la formulacion fue de 0,3%.
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4.6, Determinacion de flavonoides totales

La cuantificacion del contenido de flavonoides totales del extracto hidroalcoh6lico concentrado
de Crescentia cujete, se realizd mediante espectrofotometria utilizando el tricloruro de aluminio,
este método se basa en coloracidn rosa resultado de la reaccion de quelacion del cloruro de
aluminio (Linares et. al, 2016), dicho ensayo se realizd por triplicado y los resultados se expresan

como estandar de Quercetina con soluciones de concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 ppm.

Tabla 4-6: Absorbancias del estdndar de quercetina

Concentracién de Quercetina ABSORBANCIA
(ppm) (Abs)
20 0,043
40 0,086
60 0,124
80 0,166
100 0,200

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

FLAVONOIDES TOTALES
0,25
y = 0,002x + 0,0056 0,2
Z 02 R2 = 0,9986 0.166
<
© 0,15
(&)
g
g 01
o
D 0,043
< 0,05
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion de Quercetina (ppm)

llustracién 4-1: Curva de calibracién de quercetina

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Se realiz6 la curvade calibracion con estandar de Quercetina, laecuacion de la recta es y = 0,002x
+ 0,0056, del cual se obtuvo un coeficiente de determinacion de R2= 0.9986; en la cual se
interpolo la absorbancia de la muestra para asi obtener la concentracion de flavonoides totales,
obteniendo los resultados expresados en mg equivalentes de quercetina por g del extracto
liofilizado (Tabla 4-6).

46



Tabla 4-7: Cuantificacion de flavonoides totales del extracto de Crescentia cujete

MUESTRA Flavonoides expresados como PORCENTAJE
mg EQ / g de extracto seco
Extracto seco de Crescentia cujete. 343,64 +0,05 34,37 £ 0,05

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

El contenido de flavonoides totales presentes en las hojas de Crescentia cujete fue de 343,63 mg
EQ/g de extracto seco, lo que representa en términos de porcentaje 34,37 EQ/100 g de extracto
seco (tabla 4-7).

Como se puede observar la cantidad de flavonoides totales es alta, esto puede deberse a que la
radiacion UV-B es un importante regulador del metabolismo secundario de las plantas,
desencadenando la acumulacion de compuestos fenélicos, flavonoides, carotenoides, etc. dicha
acumulacion esta fuertemente influenciada por la duracién de la exposicion y la dosis de la
radiacion UV-B; sin embargo esta acumulacion también depende de la edad fisiologica de la
planta, de la estructura morfoldgica de la plantay de las variaciones genotipicas entre especies,

origenes y cultivares (Vedaguer et al., 2018, pp. 72-81).

Considerando que Crescentia cujete es un arbol con hojas grandes y crece generalmente cerca de
bosques secos, donde también existen arboles de mayor tamafio que lo protegen y a las demas
plantas pequefias de la radiacion, se puede respaldar el contenido de flavonoides totales obtenidos,
encontrandose en concordancia con los demas resultados de los ensayos de esta investigacion.
4.7. Disefio experimental

A continuacion, se describen las variaciones de las formulaciones y el FPS obtenido:

Tabla 4-8: Variaciones y FPS de las formulaciones

Orden Orden Extracto ]
Est Corrida PtCentral Bloques Crescentia cuiete (g) TiO2(g) 2ZnO(g) FPS
1 1 1 1 01 0,1 02 29,6
2 2 1 1 0,3 0,1 02 29,8
3 3 1 1 0,1 0,3 0,2 321
4 4 1 1 0,3 0,3 0,2 344
5 5 1 1 0,1 0,1 0,3 352
6 6 1 1 0,3 0,1 0,3 36,9
7 7 1 1 0,1 0,3 0,3 38,1
8 8 1 1 0,3 0,3 0,3 389
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9 9 1 1 0,1 0,1 0,2 29,9
10 10 1 1 0,3 0,1 0,2 30,9
11 11 1 1 01 0,3 0,2 31,8
12 12 1 1 0,3 0,3 0,2 34,8
13 13 1 1 0,1 0,1 0,3 34,9
14 14 1 1 0,3 0,1 0,3 38,9
15 15 1 1 0,1 0,3 0,3 38,1
16 16 1 1 0,3 0,3 0,3 40,9

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Regresion factorial: FPS vs. Extracto Crescentia cujete (g); TiO2 (g); ZnO (g)

Tabla 4-9: Coeficientes codificados

Término Valor p FIV
Constante 0,000
Extracto Crescentia cujete (g) 0,001 1,00
TiO2 (g) 0,000 1,00
ZnO (g) 0,000 1,00
Extracto Crescentia cujete (g)*TiO2 (g) 0,538 1,00
Extracto Crescentia cujete (g)*ZnO (g) 0,393 1,00
TiO2 (g)*ZnO (g) 0,393 1,00
Extracto Crescentia cujete (g)*TiO2 (g)*Zn0O (g) 0,081 1,00

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

En la tabla 4-9 se evidencia valores p menores al nivel de significancia 0,05, ademas se puede
notar valores FIV (Factorial Intra-Variable) iguales consecuentemente se puede inferir que: hay
un efecto real del factor sobre la respuesta del experimento en este caso la actividad fotoprotectora
en FPS, al tenervalores FIV en su totalidad de 1 indica que todos los factores explican la misma
cantidad de variabilidad en la respuesta del experimento, en términos de su influencia en la
respuesta del experimento, lo que puede indicar un disefio bien balanceado en el que todos los
factores contribuyen de manerasignificativa a la variabilidad observada, lo que sugiere un disefio

equilibrado y robusto.

Tabla 4-10: Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0,776209 97,65% 95,59% 90,58%

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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En la tabla 4-10 del resumen del modelo podemos visualizar valores Rz del 97 % indica que el
modelo explica el 97,65 % de la variabilidad total en la respuesta del experimento, mientras que
el R2 gjustado de 95,59 % indica que el modelo ajustado explica el 95 % de la variabilidad en la
respuesta notando que el modelo es adecuado y no esta sobre ajustado. Finalmente podemos
determinar que los valores de R2, R2 ajustado del 95 % y R2 predictivo del 90%, tiene un buen
ajuste a los datos, no estd sobreajustado y tiene una buena capacidad predictiva en el DOE

factorial aplicado.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

{la respuesta es FPS; o = 0.05)
Término 2.31
T T
Factar Mombre
C A Extracto Crescentia cujete (g)
B Tio2 (g)
C ZIn0 (g)
B
A
1
ABC 1 i
1
1
1
BC !
1
1
AC i
1
1
1
AB !
1
1

0 2 4 G ] 10 12 14 16

Efecto estandarizado

llustracion 4-2: Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

El diagrama de Pareto en la gréafica anterior nos muestra los efectos principales y las interacciones
que contribuyen significativamente a la variabilidad en la respuesta del experimento. En este caso
grafico de Pareto los componentes A, B y C sobrepasan la linea de referencia, mientras que las
demé&s combinaciones no la sobrepasan, indicando que los efectos principales A, B y C son

estadisticamente significativosy tienen un impacto importante en la respuesta del experimento.
Los factores A, B y C son los mas influyentes en el resultado del experimento en comparacion

con las deméas combinaciones de factores. Por lo tanto, estos factores son los mas importantes a

considerar al optimizar la formulacién para alcanzar la mayor FPS posible.
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llustracion 4-3: Grafica de probabilidad de la normalidad

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

En la grafica de probabilidad de la normalidad se interpreta que los puntos estan dispersos
alrededor de la linea diagonal, lo que indica que los residuos del modelo siguen unadistribucién
normal, confirmando que el modelo es adecuado para los datos. Consecuentemente se infiere el

estadistico es seguramente un modelo valido y los resultados son confiables.

Grafica de superficie de FPS vs. TiO2 (g); Extracto Crescentia cujete
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Extracto Crescentia cujete (g)

llustracion 4-4: Grafica de superficie de FPS vs. TiO; Extracto Crescentia cujete

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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Tabla 4-11: Optimizacion de respuesta: FPS, parametros

Respuesta Meta Inferior  Objetivo  Superior  Ponderacion Importancia

FPS Obijetivo 29,6

45

49,5 1 1

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Tabla 4-12: Optimizacion, solucion

Extracto .
., . . FPS Deseabilidad
Solucion Crescentia TiO2 (9) ZnoO (g) .
. Ajuste compuesta
cujete (9)
1 0,3 0,3 0,3 39,9 0,668831
Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
éptima wtracta TiG2 () Zn( (g)
Biarer ’l"f jg::g] jg::g] jg:ig]
Bajo 0.10 010 0.20
R | > | Ea ‘
_f"'f
/ ’//
Fps T
Ok 45.0
y = 39.90
d = 0.66333

llustracion 4-5: Formula optimizada

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

En las tablas 4-11 y 4-12 y gréficas de formula optimizada se indica que la cantidad éptima para

todos los componentes es de 0,3 g, en el caso de todos los componentes contribuyendo de esta

manera a alcanzar el mayor FPS posible, sin descuidar la calidad del producto terminado en

términos de seguridad y eficacia.

4.8. Determinacion del FPS solar in vitro de las formulaciones

Tabla 4-13: Factor de proteccion solar de las formulaciones

FORMULACIONES FPS invitro NIVEL DE PROTECCION SOLAR
F1 29,5 Muy alto
F2 32,8 Muy alto
F3 36,1 Muy alto
Fa 38,4 Muy alto
F5 30,3 Muy alto
F6 33,3 Muy alto
F7 36,4 Muy alto
F8 39,5 Muy alto

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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El FPS es un valor numérico se refiere al efecto protector frente a la radiacion UVB e indica el
tiempo que se puede permanecer en el sol con la piel protegida en comparacion con la piel sin
proteccion hasta la aparicion de un eritema (Batlle, 2005, pag. 65). Para las formulaciones F4, F7 y
F8 se obtuvo un valor de FPS in vitro mayor que el del resto de formulaciones, acuerdo con la
clasificacion de COLIPA se considera que poseen un nivel de proteccién solar ALTO. La
formulacion 8 presenté el valor de FPS maés alto de 39,5.

4.9. Andlisis estadistico del FPS in vitro de las formulaciones

Los resultados de la investigacion fueron analizados mediante el sistema estadistico Minitab18
en el cual se aplico el estudio con el Test de ANOVA para un factor y TUKEY.

PLANTEAMIENTO DE LAS HIPOTESIS:

Ho: No existe diferencia estadisticamente significativaen el FPS de las formulaciones (p < 0,05).

Hi: Existe diferencia estadisticamente significativa en el FPS de las formulaciones (p > 0,05).

Analisis de Varianza

Fusnte GL  SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
FORMULACION 7 268,830 385471 137,67 0,000
Error 16 4 480 02800

Total 23 274310

llustracion 4-6: Analisis de varianza ANOVA, FPS
Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Grafica de intervalos de FPS vs. FORMULACION
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

lustracion 4-7: Intervalos de las diferentes formulaciones
Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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Se realiz6 un andlisis ANOVA de un solo factor, dando como resultado p=0,000; por ende, se
acepta la hipotesis alternativa (H1), con un nivel de significancia de 0,05, siendo menor p > 0,05,
lo cual indica que las medias no son iguales. Por lo tanto, se puede decir que existe diferencia

significativa entre el FPS de las formulaciones.
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

llustracion 4-8: Gréfica de intervalo de confianza de 95% de Tukey

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

Se aplico el test de Tukey, el cual clasifica las formulaciones por grupos en funcion a las medias
obtenidas estadisticamente. Los intervalos no contienen cero, por lo tanto, las medias del FPS son

estadisticamente diferentes.
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4.10. Control de calidad de las formulaciones

Tabla 4-14: Control de calidad de las formulaciones

FORMULACIONES

ANALISIS ORGANOLEPTICO

ESPECIFICACIONES

PARAMETROS F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogeneo Homogéneo
Color Ama.rillo Ama.rillo Ama-rillo Ama.rillo Ama-rillo Ama-rillo Ama-rillo Ama-rillo Normal
palido palido palido palido palido palido palido palido
Olor Herbal Herbal Herbal Herbal Herbal Herbal Herbal Herbal Normal
Presencia de grumos  Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Separacion de fases Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
ANALISIS FISICOQUIMICO
pH 5,54 5,58 5,52 5,69 5,76 5,74 5,68 5,52 4-7 USP
0g 2475mm2 2755mm? 2165mm? 3249mm? 3560mm?2 36,80mm2 21,10 mm? 21,75 mm?
50g 29,25mm?2 34,10 mm? 2743 mm?Z 37,75mm2 3845mmZ 39,81 mm2 3225mmZ 26,25 mm?
Extensibilidad 100g 35,10 mm2 4325mm? 3578 mm2 43,80 mm? 43,70 mm2 4459 mm? 46,20 mm2 36,75 mm? Hasta 5 cm/USP
200g 39,25mm? 49,65 mm? 3845 mm? 49,62 mm? 4725mm? 4725mm? 46,30 mm? 38,56 mm?
500g 50,70 mm? 54,10 mm? 52,36 mm? 53,30 mm? 52,40 mm? 54,76 mm? 56,70 mm? 55,45 mm?
ANALSISIS QUIMICO
Signo de emulsién Oo/w o/w o/w Oo/w o/w o/w Oo/w o/w N/A

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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4.10.1. Analisis organoléptico de las formulaciones

Las 8 formulaciones de emulsion a base del extracto seco de Crescentia cujete presentaron
caracteristicas organolépticas favorables, tales como un color amarillo pastel, olor herbal, asi

como un aspecto homogeéneo y libre de grumos.

4.10.2. Analisis fisicoquimico de las formulaciones

4.10.2.1. Determinacion de extensibilidad

La formulacién 1 present6 una baja extensibilidad, mientras que las formulaciones 3, 4 y 5
demostraron una extensibilidad media, mientras que las formulaciones 2, 6 y 8 presentaron una
mayor extensibilidad. Para este pardmetro se opta por las formulaciones con mayor extensibilidad,
considerandolas que tienen mayor potencial debido a la facilidad de aplicacion y sensacién

agradable al tacto.

4.10.2.2. Determinacion del pH

Se debe considerar que, si el valor del pH de la piel se modifica con el uso del cosmético, puede
ocasionar irritaciones cutaneas, por lo que es recomendable utilizar cosméticos con un pH similar
al de la piel ya que resultan menos agresivos. Los resultados de pH se encuentran dentro de un
rango de 5,5 a 6; los cuales se asemejan al pH de la piel (5 y 6) (Vilay Miranda, 2012, p. 10). No
obstante, la formulacion 8 se consideré como la mejor, puesto que present6 un pH de 5,52, valor

que corresponde a la acidez 6ptima del manto acido de la piel (Hilgert, 2012, p. 20).

4.10.3. Analisis quimico

4.10.3.1. Determinacion del signo de emulsion

Las emulsiones constituyen el mejor vehiculo para los protectores solares pues estan constituidas
por componentes tanto apolares como polares y pueden vehicular asi sustancias fotoprotectoras
de ambas polaridades. La determinacion del signo de la emulsidn se realiz6 mediante un método
de coloracion empleando un colorante hidréfilo (azul de metileno), en todos los casos el colorante
se dispersd, demostrando que todas las formulaciones de la crema son emulsiones de tipo aceite
en agua, es decir la fase dispersante es el agua y la fase dispersa es el aceite. En general, las
emulsiones O/W son las més utilizadas puesto que proporcionan sensacion de frescor cuando se
evapora el agua ademas de ser mas agradables al aplicar (Badia y Garcia, 2014, p. 170).
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4.11. Composicién de la formulacién ideal

Tabla 4-15: Composicion de la Formulacién 8

Cantidad permitida

FASES Ingredientes Propiedad Porcentaje por la FDA (%)
Acido esteérico Emoliente 5 25
Alcohol cetilico Emoliente 3,8 12
Cera de abeja Emoliente 15 35
FAiE Lecitina Emoliente 5 N/A
Trietanolamina Emoliente/Agente
. 0,1 0,13
reticulante
Monoestearato de glicerilo Emulsificante 0,8 4
Agua destilada Vehiculo c.s.p. N/A
FASE Carbopol Agente espesante 0,16 0,2
B Propilenglicol Humectante 3,0 3
Metilparabeno Conservante 0,16 0,2
Glicerina Humectante 3,3 6
Extracto seco de C. cujete Principio activo 0,5 N/A
FASE  Dioxido de titanio Agente 05 25
C fotoprotector
Dioxido de zinc Agente 05 25
fotoprotector

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

La formulacion 8 fue considera la mejor como protector solar debido a sus caracteristicas
organolépticas agradables, una extensibilidad apropiada, un pH de 5,52 y un FPS 39,5 su
composicion se muestra en la tabla 4-14.

4.12. Anélisis microbioldgico de la formulacion ideal

Tabla 4-16: Analisis microbiologico de la mejor formulacion

ENSAYOS MICROBIOLOGICOS RESULTADO LIMITES DE ACEPTABILIDAD
Aerobios mesofilos 6 x 102 UFC/g <108 UFC
Escherichia coli Ausencia Ausencia
Mohos y levaduras Ausencia <10 UFC
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Ausencia
Staphylococcus aureus Ausencia Ausencia

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.

La emulsion cumple con los limites de aceptabilidad de los ensayos microbioldgicos para
productos cosméticos susceptibles a contaminacion microbioldgica establecidos en la Norma
NTE INEN 2867: 2015 PRODUCTOS COSMETICOS. REQUISITOS, de acuerdo con los
resultados el producto fue elaborado en condiciones adecuadas y su aplicacién en la piel es segura,

sin riesgo de infeccion por microorganismos patégenos.
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4.13. Determinacion de la estabilidad acelerada de la formulacion ideal

Tabla 4-17: Ensayo de estabilidad acelerada de la formulacion ideal

ENSAYO 1 2 3 4 5
CONTROL C1 C2 C3 c4 C5 FSPECIFICACIONES
ANALISIS ORGANOLEPTICO
Color Amarillo palido Amarillo palido Amarillo pdlido  Amarillo palido  Amarillo palido Normal
Olor Herbal Herbal Herbal Herbal Herbal Normal
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Presencia de grumos Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Separacién de fases Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
ANALISIS FISICOQUIMICO
pH (Ta) 552 5,52 55 5,52 552 4-7 USP
pH (45 +2 °C, H: 70 + 5 %) 5,52 5,52 5,48 4,45 5,35
Extensibilidad 0g= 21,75 mm? 25,80 mm? 27,75 mm? 29,75 mm? 20,50 mm?
50g= 26,25 mm? 27,65 mm? 26,80 mm? 26,40 mm? 24,80 mm?
100g= 36,75 mm? 36,32 mm? 37,25 mm? 35,75 mm? 36,34 mm? Hasta 5 cm/USP
200g= 38,56 mm? 39,44 mm? 42,20 mm? 45,20 mm? 45,45 mm?
5009 = 52,45 mm? 51,36 mm? 52,42 mm? 52,24 mm? 51,30 mm?
ANALISIS QUIMICO
Tipo de emulsion o/w o/w o/w o/wW o/w N/A

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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Se realiz6 el estudio de estrés térmico de la formulacién 8, los datos obtenidos se describen en la
tabla4-17. No se aprecian cambios significativos en sus caracteristicas organolépticas y quimicas;
a excepcion del pH cuyo valor inicial de 5,52 vario a 5,35, modificando la acidez de la
formulacién, debido a las condiciones extremas de temperatura y humedad ambiental a la que la
muestra fue expuesta, estos valores fueron comparados con otra muestra de la formulacién

fotoprotectora a temperatura ambiente donde las caracteristicas se mantuvieron estables.

4.14. Elaboracidén de la etiqueta del producto

El etiquetado del fotoprotector se realizé de acuerdo con los requisitos de la Norma NTE INEN
2867: 2015 PRODUCTOS COSMETICOS. REQUISITOS, a excepcion del nimero de
notificacion sanitaria obligatoria, debido a que este trdmite se realiza cuando el producto se decide

comercializar; y en este caso, la elaboracion del producto fue con fines investigativos.

llustracion 4-9: Etiquetado del fotoprotector

Realizado por: Cedefio, Andreina, 2024.
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5.

5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se logro6 identificar una formula optimizada de un fotoprotector a base de Crescentia cujete
siguiendo los lineamientos de la Norma ICH-Q8. Este proceso implicé la optimizacion de los
componentesy cantidades de la formulacion, lo cual asegura la eficacia, estabilidad y calidad
del producto final. La aplicacién de la Norma ICH-Q8 ha permitido garantizar la
reproductibilidad y constancia de los resultados en la elaboracién del fotoprotector,

cumpliendo con los estandares internacionales de calidad.

Mediante el tamizaje fitoquimico de las hojas de Crescentia cujete se logro identificar la
presencia de diversos grupos fitoquimicosen la materia vegetal, estos incluyen: terpenoides,
alcaloides, taninosy compuestos de tipo fenodlico y flavonoides, metabolitos secundarios que
poseen gran actividad fotoprotectora. La identificacion de estos grupos proporciona una
comprension sobre la composicion quimica del totumo, lo cual es inherente para la

formulacion y elaboracién de fitocosméticos.

El anélisis espectrofotométrico permitié determinar de manera cuantitativa la concentracién
de flavonoides presentes en el extracto seco de Crescentia cujete, obteniendo un valor de
33,24 mg EQ/g de extracto seco. La presencia de flavonoides confiere a la formulacién
propiedades antioxidantes y fotoprotectoras. Ademas, la determinacion del factor de
proteccion (FPS) mediante la ecuacion de Mansur obteniendo un valor de 40 proporciona
informacién sobre la eficiencia del fotoprotector, asegurando niveles dptimos de proteccion

contra la radiacion UV.

Se evaluaron los parametros de calidad fisicoquimica, microbiolégica y estabilidad acelerada
de la mejor formulacion fotoprotectora obtenida con el extracto Crescentia cujete,
demostrando resultados de estabilidad fisica, eficacia e inocuidad para su utilizacion a nivel
topico, de acuerdo con la Norma NTE INEN 2867: 2015 PRODUCTOS COSMETICOS.
REQUISITOS, los resultados el producto fue elaborado en condiciones adecuadas y su

aplicacion en la piel es segura sin riesgo de infeccién por microorganismos patégenos.
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5.2.

Recomendaciones

Se sugiere realizar estudios de toxicidad y genotoxicidad del extracto etandlico de Crescentia
cujete y de lacrema fotoprotectora formulada. La realizacion de pruebas de toxicidad ayudara
a identificar posibles efectos adversos en la piel y garantizar la seguridad del uso a largo plazo
del producto. De igual manera, los estudios de genotoxicos permitiran evaluar los impactos
potenciales en el material genético, asegurando la integridad gendmica y minimizar riesgos

asociados.

Se sugiere llevar a cabo investigaciones para explorar otras combinaciones de extractos de
plantas y aceites de origen natural para determinar sinergias y evaluar el nivel del FPS. La
sinergia entre componentes naturales permite potenciar las propiedades fotoprotectoras,
proporcionando un producto final mas eficiente. Esta ampliacion permitira identificar
posibles mejoras en la eficacia fotoprotectora, ampliar las posibles opciones y adaptarse a los

distintos tipos de piel y condiciones ambientales.

Para diversificar la aplicacion del extracto de Crescentia cujete, se recomienda la elaboracién
de otras formas cosméticas a partir del extracto, que permitirian examinar nuevas texturas,
propiedades beneficiosas para la piel y podrian ofrecer alternativas practicas y atractivas para

diferentes usuarios.
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GLOSARIO

Extracto seco: Es unaforma de presentacion de extractos de plantas o sustancias en la que se
elimina la mayor parte del contenido liquido, dejando atréas los componentes solubles en polvo o
en forma seca. Este proceso generalmente se realiza para concentrar los principios activos de una
planta o sustancia y facilitar su almacenamiento y manipulacién (Fuentes, 2019).

Factor de proteccién solar: es unamedida que se utiliza para evaluar la eficacia de los productos
de proteccidn solar, como cremas, lociones o espray, en la prevencion de los dafios causados por
la radiacion UV) del sol en la piel. EI FPS indica cuanto tiempo adicional una persona puede estar
expuestaal sol sin quemarse, en comparacion con la exposicion sin proteccién solar (IDEAM, 2021).
Flavonoides: Son un grupo diverso de compuestos quimicos que pertenecen a la clase de los
polifenoles. Se encuentran ampliamente en el reino vegetal y son responsables de los colores
pigmentados en muchas frutas, verduras y flores. Los flavonoides tienen varias funciones
bioldgicas importantes y se consideran compuestos con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (Balgoun, 2021).

MED: es una medida utilizada en el campo de la fotobiologia y dermatologia para evaluar la
cantidad minima de radiacion ultravioleta (UV) que es necesaria para producir enrojecimiento
visible en la piel, conocido como eritema.

pH: Es unamedida que indica la acidez o alcalinidad de unasolucion. La escala de pH va de 0 a
14, donde 7 es considerado neutro. Un pH por debajo de 7 indica que la solucidn es &cida, mientras

que un pH por encimade 7 indicaque es alcalina o basica. Potencial de hidrégeno (Fernandez, 2003).
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ANEXOS
ANEXO A: CERTIFICADO DE IDENTIFICACION BOTANICA DE LA ESPECIE
VEGETAL

& HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)

X ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO
g - 'ﬁmrrinn sur Km 1, fono: (03) 2 998200 ext. 700123, jearanquif@ yahoo.com

LA Riobamba Ecuador

Ofc.No.005.CHEP.2023

08 de febrero del 2024
A QUIEN CORRESPONDA

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente certifico solicitado por Cedefio
Plaza Andreina Marien con Cl: 0803470244, tesista de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, Facultad de Ciencias, Carrera de Bioquimica y Farmacia, con el tema “DISENO,
FORMULACION Y CONTROL DE CALIDAD DE UN FOTOPROTECTOR A BASE DE
TOTUMO (Crescentia cujete)”, en base de muestra botanica se identificd la especie:
Crescentia cujete L., es introducida y cultivada, en base de los registros de herbario; las
muestras depositadas se archivara en un afo para los fines pertinentes. Es todo cuanto puedo
decir en honor a la verdad y el interesado puedo usar el presente certificado como crea
conveniente.

Atte.

Ing. Jorge Caranqui Msc.
RESPONSABLE
HERBARIO ESPOCH



ANEXO B: EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DE LA REALIZACION DEL TRABAJO DE
TITULACION

Recoleccion de las hojas de Crescentia . o
. Hojas de Crescentia cujete.
cujete.

5Secado de la materia vegetal. Molienda de la materia vegetal.




CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL VEGETAL

Determinacién de cenizas solubles en agua. | Determinacion de cenizas insolubles en HCL

TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LAS HOJAS DE Crescentia cujete

Elaboracion de los extractos etéreo, Tamizaje fitoquimico de los extractos etéreo,

alcoholico y acuoso. alcoholico y acuoso.




FORMULACION Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS FOTOPROTECTORES

.

Preparacién de los componentes de las
formulaciones.

Determinacion del signo de la emulsién.

Determinacién de la presencia de particulas.

ENVASADO Y ETIQUETADO DEL PRODUCTO FINAL

~

Mixta - Grasa
- Contenido neto
L]

Envase.

Etiqueta.




ANEXO C: PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS

Datos de la Farmacia

PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS

PROCEDIMIENTO de CONTROLES de PRODUCTOS

Caodigo: PN/L/CP/002/00

Pigina 1 de §

Sustituye a:

Fecha de aprobacion:
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NOW
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Responsabilidad de aplicacion y alcance
Definiciones

Descripcion

4.1 Conductividad

4.2 Coloracion

4.3 Dilucion

Registros

Control de cambios

Anexos

Anexo | - Control de copias

Redactado por:

Revisado por:

Aprobado por:




Datos de la Farmacaa PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS
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ingig
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Definiciones

Descripeion

4.1. Matenal y equipos

4.2. Entorno

4.3. Método

Registros

Control de cambios

7. Ancxos

Anexo | - Control de copias

SN -

E
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Datos d¢ la Farmacia

PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS

PROCEDIMIENTO de CONTROLES de PRODUCTOS
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