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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de titulacion fue determinar la actividad fotoprotectora in vitro
del extracto hidroalcoholico de Lippia scorodonioides a 20, 200 y 2000 ppm, asi como la
capacidad del extracto para causar irritacién ocular y genotoxicidad a diferentes concentraciones
siendo la méaxima 500 ppm. Se llevo a cabo el acondicionamiento y control de calidad de la droga
cruda. Mediante tamizaje fitoquimico se identificd la presencia de compuestos fendlicos y
flavonoides. El extracto seco de Lippia scorodonioides se obtuvo por un proceso de concentracion
y posterior liofilizacion del extracto hidroalcohdlico. El contenido de fenoles y flavonoides
totales, capacidad antioxidante (utilizando DPPH¥*), (FPS) factor de proteccidn solar (ecuacion
de Mansur); se cuantificaron por métodos espectrofotométricos. La capacidad de irritacién ocular
del extracto se determiné por el método del HET-CAM y CAM-TBS. La actividad genotdxica
fue evaluada por la prueba de micronucleos en semillas de Vicia faba. Se determing la actividad
fotoprotectora in vitro a través del método de muerte celular inducida por radiacion UVB sobre
Escherichia coli ATCC 25922. El numero de UFC sobrevivientes se detect6 en intervalos de 30
minutos durante 3 horas. El contenido de fenoles y flavonoides totales fue de 1.148 mg GAE/100
g extracto seco y 0.30 mg QE/100 g de extracto seco respectivamente. La capacidad antioxidante
tuvo un ICs, 1004.89 pg/mL. El extracto presentd un FPS de 0.75 a 10 ppm a diferencia del OMC
y Pamidato que obtuvieron valores de 12.50y 17.81, respectivamente. El extracto hidroalcohdlico
presento un efecto fotoprotector bajo, con un crecimiento bacteriano hasta los 60 minutos, menor
que el presentado por los controles OMC y Pamidato que fue hasta los 120 minutos. El extracto
hidroalcohdlico de Lippia scorodonioides no present6 irritacion ocular ni capacidad de inducir
genotoxicidad. Se recomienda realizar mas estudios a Lippia scorodonioides ya que no existen

estudios realizados a esta especie.

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES>, <CEDRONCILLO (Lippia
scorodonioides)>, <ATIVIDAD FOTOPROTECTORA>, <FACTOR DE PROTECCION
SOLAR (FPS) >, <ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE>, <RADIACION UVB>, <Escherichia coli
(BACTERIA) >, <HET-CAM>, <CAM-TBS>, <GENOTOXICIDAD>.
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SUMMARY

The purpose of the current graduation work was to determine the in vitro photoprotective activity
of Lippia scorodonioides hydroalcoholic extract at 20, 200 and 2000 ppm as well as the capacity
of the extract to cause eye irritation and genotoxicity at different concentration, being 500 ppm
the highest concentration. The conditioning and quality control of the raw drug was carried out.
Through a phytochemical sieving, it was possible to identify the presence of phenolic compounds
and flavonoids. The Lippia scorodonioides dry extract was obtained through a concentration
process and the subsequent lyophilization of the hydroalcoholic extract. The total phenol and
flavonoids, antioxidant capacity (using DPPH*), Sun Protection Factor (SPF) Mansur’s equation
were quantified through spectrophotometric methods. The eye irritation capacity of the extract
was determined by the HET-CAM and CAM-TBS method. The genotoxic activity was evaluated
with the Vicia faba —seed micronuclei test. It was possible to determine the in vitro
photoprotective activity through the UVB radiation-induced cell death on Escherichia coli ATCC
25922. The number of surviving UFC (Unit Forming Colonies) was detected in 30-minute
intervals, during 3 hours. The total phenol and flavonoids content was 1.148mg GAE/100g dry
extract and 0.30mg QE/100g of dry extract respectively. The antioxidant capacity was IC50
1004.89ug/mL. The extract presented a sun protector Factor of 0.75 to 10 ppm unlike OMC and
Pamidato that obtained values of 12.50 and 17.81 respectively. The hydroalcoholic extract
presented a low photoprotective effect with a bacteria proliferation until 60 minutes less than the
one presented by the OMC controls and Pamidato that was until 120 minutes. The Lippia
scorodonioides hydralcoholic extract did not present nor eye irritation or capacity to induce
genotoxicity. It is recommended to carry out more studies for Lippia scorodonioides since there

is no any study on this species.

Key words: < EXACT AND NATURAL SCIENCES >, < Lippia scorodonioides CEDRON
FAMILY >, < PHOTOPROTECTIVE ACTIVITY>, < (FSP) SUN PROTECTION FACTOR >,
<ANTIOXIDANT ACTIVITY>, < UVB RADIATION >, <Escherichia coli (BACTERIA) >,
<HET-CAM>, <CAM-TBS>, < GENOTOXICITY >.
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INTRODUCCION

El sol es conocido como el astro rey desde los origenes del hombre, por ser considerado como
fuente de calor, luz y vida e incluso en diversas culturas antiguas se le ha asignado un rol divino
asociado a la sanacién ( Kessinger, 2003 citado en Sordo y Gutierrez, 2013). Su presencia es
importante para todo ser vivo es asi como, las plantas lo necesita para realizar la fotosintesis, en
las personas estimula la produccion de vitamina D3, implicada en el metabolismo 6seo y el buen
funcionamiento inmune, ademas de ello los rayos solares han sido utilizadas para el tratamiento
de diferentes enfermedades como eczema, el raquitismo y la psoriasis (OMS, 2003a). Sin
embargo, a pesar de presentar beneficios también puede llegar a ser muy perjudicial para la salud

al causar dafios en la piel provocados por los rayos UV que emite el sol.

Debido a la creciente contaminacién indiscriminada del medio ambiente, la capa de ozono , la
cual nos protege de la radiacion UV, ha sufrido una degradacion acelerada, lo que permite que
gran parte de esta radiacion llegue a la superficie terrestre (Vega, 2008, p.23). La radiacion solar
frecuentemente impacta la Tierra con aproximadamente el 50% de luz visible (400-800 nm), 40%
IR (1300-1700 nm) y el 10% de radiacién UV (10-400 nm). La radiacion UV se divide en UV-A
(320-400 nm), UV-B (290-320 nm) y UV-C (100-290 nm) (Avila Acevedo et al, 2005, pp.301-
309).

La radiacion UVB conocida como “radiacion de quemaduras” es la responsable de gran parte de
los dafios biolégicos producidos por la luz solar, ya que es capaz de penetrar en la epidermis
actuando a nivel de la capa basal de células y por consiguiente dafiando el genoma de los
queratocitos, desencadenando una serie de reacciones como detencidn del ciclo celular, estimula
la sintesis de ADN, fotoenvejecimiento prematuro, fotocarcinogénes , la produccion de radicales
libres en la zona irradiada debido al estrés oxidativo, induce cancer de piel (no melanoma) de tipo

escamoso y carcinoma de células basales y cataratas (Gonzélez et al, 2009, pp.69-80).

La radiacion UVA, penetra profundamente afectando la dermis, destruyendo fibras elasticas y
colagenas, induciendo el envejecimiento, reacciones fotoalérgicas, inmunosupresion, dafio
estructural del ADN y formacidn de cancer, actuando de esta manera de forma sinérgica con la
UVB (Sordo y Gutierrez, 2013, pp.113-117).

Es importante conocer que los efectos de la Radiacion UV en la piel, son acumulativas,

irreversibles y actualmente un gran problema de salud (Cefali et al, 2016, pp.1-8).



La organizacion Mundial de la Salud establece que el indice UV tolerable para el ser humano es
de 11 W/m2. La Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA), en el Informe HIPERION manifiesta
que, en la ciudad de Guayaquil se ha registrado indices superiores a 14 W/m2, mientras que en la
ciudad de Quito se ha detectado indices desde 16 W/m2 y en ocasiones llegando hasta 25 W/m2
(EXA, 2008).

Uno de los factores que determina la alta radiacién solar, es la ubicacién geografica del Ecuador,
debido a que estamos cerca de la linea Equinoccial, mas préximos al sol por lo cual los rayos caen
perpendicularmente. Esto hace que sea mayor la radiacion. Segun el Inamhi, las ciudades con
mayor altitud como Quito o Riobamba, superan una radiacién de los 19 puntos, de acuerdo a los

datos registrados en el 2015 (EI comercio, 2016).

Mientras que el 13 de marzo del 2018, el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia
(Inamhi) informé que, en la region interandina, la radiacion UV podria alcanzar hasta los 17
puntos, siendo un valor extremadamente alto de acuerdo a lo establecido por la OMS, Por lo que
se advierte que se deben tener medidas de precaucion ante el sol entre las 10:00 am y las 16:00
del dia (EI Comercio, 2018).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio, se produce en todo el mundo
entre 2 y 3 millones de casos de cancer de piel (no melanoma), que rara vez son fatales y
aproximadamente 130,000 casos de melanomas malignos. La tasa de mortalidad va en ascenso
sobre todo en poblaciones de piel blanca, estimando asi que existen 66,000 muertes, anualmente
por melanomas y otros canceres de piel. Por otra parte, en todo el mundo, entre 12 y 15 millones
de personas gquedan ciegas por cataratas anualmente, de las cuales un 20% puede ser causado por
la exposicion al sol (WHO, 2003).

Segun la OMS, en el 2008 mas de 7,6 millones de personas fallecieron a causa del cancer, lo que
representd aproximadamente, un 13% del total de defunciones, constituyendo una de las
principales causas de muerte en todo el mundo (Ministerio de Salud Publica, 2013). En Ecuador
el nimero de personas que padecen cancer de piel se ha incrementado 500 veces, en los Ultimos
5 afios, de acuerdo con un estudio elaborado por la Fundacién Ecuatoriana de Psoriasis-Fepso (La
Hora, 2011).

Las tasas estandarizadas de la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA) en Ecuador, reportd
que en el 2010 en Guayaquil se detectdé 22,8 casos de melanoma de piel en mujeres y un 27,8 en
hombres, y en Quito se ha reportado 35,6 en hombres y 30,1 en mujeres por cada 100.000
habitantes, constituyéndose en el segundo tipo de cancer mas frecuente (SOLCA, 2010)(SOLCA,
2014, citado en Guzman y Tello, 2012).



Debido a este gran problema de salud, es necesario tomar medidas de proteccion y una de ellas
es el uso de protectores solares. En la actualidad existen en el mercado dos tipos basicos de filtros
solares: los fisicos (compuestos inorganicos), y los quimicos (sustancias organicas), pudiendo
ser estos de origen sintético o vegetal (Luengo, 2015, pp.29-31).

Los filtros fisicos formados por compuestos inorganicos como dioxido de titanio y éxido de zinc,
tienen un amplio rango de proteccion UV, pero poseen la desventaja de favorecer la aparicién de
lesiones en la piel iniciando con la presencia de acné, es decir tiene un efecto comedogeénico. Los
filtros quimicos, tienen compuestos organicos, actlian absorbiendo la radiacion, los mas comunes
son etilexil-salicilato o acido para-aminobenzoico (PABA), cinamatos, benzofenonas, entre otras,
poseen la desventaja de atravesar capas profundas de la piel, presentando absorcion sistémica lo

gue puede generar la aparicién de efectos toxicos (Luengo, 2015, pp.29-31).

Segun estudios se ha demostrado que las benzofenonas, ampliamente utilizado en fotoprotectores,
han sido detectados en tejidos de peces y en el ambiente acuatico, asi como en la orina humana y
en la leche materna, e incluso estas sustancias pueden llegar a actuar como disruptores endocrinos
(Watanabe, et al , 2015, pp.119-128). Es decir que estas sustancias son capaces de imitar a las
hormonas naturales del organismo, haciendo que las mismas se confundan y activen o bloqueen

funciones importantes para la supervivencia (Chichizola, 2003, pp.172-188).

La mayoria de disruptores enddcrinos, interfieren con las  hormonas esteroideas,
fundamentalmente con los estrégenos, que intervienen en el buen desarrollo y funcionamiento del
sistema reproductor masculino y femenino; por lo que al actuar sobre estos sistemas pueden
provocar desde la disminucion en la produccion de espermatozoides hasta el incremento de

tumores testiculares, mamarios, ovaricos, etc. (I. O. Martinez, 2014).

Otro caso preocupante es la exposicién de las mujeres embarazadas a estas sustancias ya que
pueden llegar a causar cambios en el entorno hormonal intrauterino lo que conlleva a fracaso en
el desarrollo del feto o incluso trastornos reproductivos u otras enfermedades (Krause et al, 2018,
pp.51-60).

Los agricultores se ven mayormente afectados a los efectos negativos de las benzofenonas, debido
a que han sido motivados a utilizar los fotoprotectores para reducir el riesgo de cancer de piel por
la constante exposicidn al sol, y se ha informado que las benzofenonas aumentan la absorcion
dérmica de los pesticidas (Watanabe, et al , 2015, pp.119-128).

En referencia a toda esta informacion, se estd buscando ampliamente extractos de plantas y
productos naturales que puedan ser incluidos en formulaciones, ademas que sean biodegradables,
que tengan baja toxicidad, propiedades fitoquimicas y sobre todo que estén al alcance de toda la

poblacion. Algunos extractos de plantas tienen compuestos que actiian como filtros solares como



antioxidantes, y que pueden actuar como moduladores de mecanismos de defensa y reparacién a
nivel celular (Cefali, et al, 2016, pp.1-8).

Estudios recientes han informado sobre los efectos beneficiosos de compuestos derivados de
plantas, especialmente carotenoides y flavonoides. Los compuestos con anillos aromaticos
absorben los rayos UV, especialmente UV-A y UV-B, en un rango de longitud de onda de 200-
400 nm, por lo tanto, compuestos fendlicos como los flavonoides puede utilizarse como filtros
solares (Cefali, et al, 2016, pp.1-8).

Existiendo una referencia a través del estudio realizado por Avila Acevedo ( Avila Acevedo et
al., 2017, pp.72-81).“Efecto fotoemopreventivo de Lippia graveolens contra la carcinogénesis
cutanea inducida por la radiacion UVB”, especie utilizada como condimento en México y que
posee compuestos como flavonoides, terpenoides e iridioides. Obteniendo como resultado que

absorbe la radiacion UV evitando asi las quemaduras solares y fotocarcinogenesis.

Es por ello que considerando la mega diversidad de plantas que posee el Ecuador y que pueden
crecer hasta en altitudes, en donde existe mayor contacto con la radiacion UV, nos hemos
propuesto realizar un estudio de la actividad fotoprotectora in vitro de Lippia scorodonioides a
través del método de muerte celular inducida utilizando bacterias Escherichia coli ATCC, 25922
y una lampara UVB, que actia como un simulador solar, seguin el método propuesto por ( Avila
Acevedo et al., 2017, pp.72-81) .

Para garantizar la seguridad del extracto hidroalcohélico de Lippia scorodonioides, se realizo
ensayos como la actividad genotoxica, determinada por la prueba de microndcleos, utilizando
semillas de Vicia faba y de irritacion ocular utilizando huevos fecundados de gallina después de

10 dias de incubacion, reemplazando al tradicional test de draize.

Esta investigacion se complementa, con el control de calidad de la droga cruda, identificar
metabolitos secundarios presentes en Lippia scorodonioides, por tamizaje fitoquimico,
determinacion del factor de proteccién solar (FPS), segin el método espectrofotométrico y la
ecuacion matematica de Mansur, determinacion de la actividad antioxidante, utilizando como
estandar el 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) y el célculo del contenido de flavonoides

totales , a través de la curva de calibracién de quercetina, utilizado como estandar.

Cabe mencionar que la principal beneficiaria de esta investigacion sera la ciencia ya que se
aportard con informacion de relevancia, sobre la existencia o ausencia de las actividades ya
mencionadas de los extractos hidroalcohdlicos de Lippia scorodonioides, planta que posee

nuestro pais.

Por todo lo antes mencionado, este trabajo es de importancia, ya que en nuestra profesion se

promueve la investigacion; vocacion que queremos perdurar y transmitir para que mas estudiantes



y profesionales nos unamos con un solo objetivo ayudar a resolver problemas de salud que
aquejan a nuestra poblacion, contribuyendo asi a dar cumplimiento al objetivo 1 del eje 1
(Derechos para Todos Durante Toda la Vida) del Plan Toda una Vida que hace referencia a
garantizar una vida digna con iguales oportunidades para todas las personas.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar las actividades fotoprotectora, genotdxica y de irritacion ocular in vitro del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Lippia scorodonioides.

Objetivos Especificos:

Comprobar la calidad de la droga vegetal y del extracto.

Calcular el contenido de fenoles y flavonoides totales, mediante métodos espectrofotométricos.
Determinar la capacidad antioxidante mediante el método del radical DPPH*

Determinar la actividad fotoprotectora de los extractos de Lippia scorodonioides a través del
método de muerte celular inducida, en cepa de Escherichia coli ATCC 25922, por exposicion a
radiacion UVB.

Calcular el factor de proteccion solar (FPS) in vitro de los extractos de Lippia scorodonioides por

espectrofotometria mediante la ecuacién de Mansur

Determinar la capacidad del extracto de Lippia scorodonioides para inducir irritacién ocular a

través de la prueba de irritacion sobre membrana corioalantoidea

Determinar la genotoxicidad del extracto, utilizando el ensayo de micronucleos en Vicia faba
variedad Minor.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Luz Solar

La luz solar estd formada por un conjunto de radiaciones electromagnéticas, de alta frecuencia
gue se encuentran agrupadas dentro de un rango llamado espectro luminoso. El espectro de
luz de mayor frecuencia es la luz ultravioleta, (100 a 400 nm) que favorece el proceso de
fotosintesis o bronceado de la piel, la frecuencia intermedia es la luz visible (400 a 760 nm)
y la de menor frecuencia es la infrarroja (760 a 1800 nm) que provee calor, ademas de estas
existen longitudes de onda corta (ionizantes) y larga (microondas y radiofrecuencia) .La
intensidad de la radiacion varia con la frecuencia, estas radiaciones son modificadas a su paso
por la atmédsfera por lo que solamente dos tercios de esta energia alcanza a penetrar en la
Tierra (Gasquet, 2004, p.196).

1.2 Radiacion UV

La radiacion ultravioleta (UV), son radiaciones electromagnéticas con longitudes de onda,
gue van de 100 a 400 nm, dividida en tres bandas: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm),
UVC (100-250 nm). La radiacion solar UV, atraviesa la atmosfera terrestre, el ozono, vapor
de agua, oxigeno y dioxido de carbono, barreras que absorben toda la radiacion UVC, y casi
el 90% de la radiacion UVB, y en menor cantidad la UVA (Salazar).

Laradiacion UV es importante para la vida, actia como catalizadora de vitaminas, contribuye
en la fijacion de calcio en los huesos e incluso ayuda en el tratamiento de ciertas enfermedades
como es el caso de psoriasis, siempre bajo prescripcion médica (Salazar). Sin embargo,
cuando alcanza a penetrar la piel, una parte es absorbida, otra es reflejada y la otra transmitida
a diferentes capas celulares, hasta que la energia de la radiacion incidente se disipe. Los
croméforos en la piel, endogenos (ADN, melanina, colesterol) o exdgenos (drogas
fotosensibilizantes) son los que absorben la radiacion y que pueden inducir respuestas

fotobiol6gicas ( Morales y Lopez, 2006).



1.2.1 Rayos UV-A

Alcanza longitudes de onda entre 315y 400 nm, abarca el 97% de la totalidad de la radiacion
ultravioleta. Del 70-80% de la radiacion UV, es absorbida por melanocitos de la epidermis
basal y células de la dermis, razon por la cual favorece la rapida pigmentacion de la piel y se
emplea en las cabinas de bronceado, pero también puede presentar efectos adversos como
pérdida de agua cutanea, alteracién de las fibras elasticas de la piel, deterioro de los lipidos
epidérmicos y la disfuncién de los queratocitos de la epidermis. Es importante saber que este
tipo de radiacion puede atravesar hasta los vidrios (AZCONA, 2005, pp.50-55).

1.3.2 Rayos UV-B

Representa del 4-5% de toda la radiacion ultra violeta, la intensidad de la radiacion UVB
varia dependiendo el lugar, la franja horaria y la estacion del afio. EI 70 % de radiacion UVB
es absorbida por el estrato crneo de la epidermis por lo que se considera que estas radiaciones
son responsables del enrojecimiento inmediato e induce la pigmentacion definitiva de la piel,
ademas de provocar efectos nocivos como fotoinmunosupresion. Ademas es capaz de alterar
el ADN de las células, induciendo asi el desarrollo de canceres cutaneos (AZCONA, 2005,
pp.50-55).

1.3.3. Rayos UV-C

Es la mas energética de los otros 2 tipos de rayos UV, sin embargo estos rayos son filtrados
por la capa de 0zono y no logra penetrar la atmosfera terrestre, por lo tanto normalmente no
constituye una causa de cancer de piel (AZCONA, 2005, pp.50-55).

1.3 indice Ultra Violeta (1UV)

Es la medida que nos informa acerca de la intensidad con la que la radiacion ultravioleta llega
a la superficie terrestre, su valor es superior a cero y mientras mas alto, mayor es la

probabilidad de lesiones cuténeas, oculares y su aparicion serd en el menor tiempo posible

Este indice es una referencia para concientizar a la poblacion sobre los riesgos de la

exposicion excesiva a la radiacion ultravioleta y para advertir la necesidad de utilizar medidas



de proteccidn. Este indice debe ir dirigido principalmente a la poblacién vulnerable y con alta

exposicion como nifios y turistas.

La informacidn sobre el indice ultravioleta debe proporcionar el valor maximo diario y debe
presentarse como un valor Unico entero, sin embargo cuando existe nubosidad el UV es

variable y debe notificarse en un intervalo de valores (OMS, 2003).

Los valores del indice ultravioleta (IUV), se dividen en categorias de exposicion:

v 0 | [ | ? 3 | 4 5 ] B 7 ] E 10+
Bajo Moderado Alto Muy Alto Extremao
Caolor verde amarillo Naranja
Proteccidn No Si. Necesidad de sombra. Usar camisa. Si. en forma extra. Necesidad
crema de proteccidn solar y sombrero de sombra. Imprescindible el

uso de camisa. crema de
proteccidn solar y sombrero

Riesgo Sin riesgo Horas centrales del dia No salir a las horas centrales
del dia

Figura 1-1: Grados de indice UV, recomendaciones y nivel de riesgo
Fuente: (Salazar)

Este indice se dio luego de comprobarse que la dosis efectiva acumulada en un intervalo de
tiempo de una hora, en un metro cuadrado de piel humana, esta entre 0 y 1500 joule. Para
expresarlo de una manera mas sencilla se acordoé internacionalmente asignarle el nimero “1”’
a 100 Joules/m2/hora, “2” a 200 Joules/m?/hora y asi sucesivamente hasta llegar al tope de la

escala que es el indice 16.0 (Salazar).

1.4 Factores que determinan la intensidad de la radiacién UV

La altura del sol: Mientras mas alto este el sol, mas intensa es la radiacion ultravioleta. Por
tanto, la intensidad de la radiacién varia de acuerdo a la hora del dia (entre las 10 a.m. y 2
p.m., se recibe hasta el 60% de la radiacién UV) y la época del afio (en primavera y verano,
los rayos UV son mas potentes) (OMS, 2003).

La Latitud: Mientras mas cerca de la linea ecuatorial este, mayor sera la intensidad con la

gue llega la radiacion ultravioleta.

La Nubosidad: La maxima intensidad de la radiacion ultravioleta se da cuando no hay nubes,
sin embargo, mas del 90%, de la radiacion puede atravesar las nubes poco densas (OMS,
2003).

La altitud: Por cada 300 metros que incrementa la altitud, aumenta un 4% la radiacion UV



El Ozono: parte de la radiacion UV es absorbida por el ozono, sin embargo, la concentracion

de éste varia a lo largo del dia e incluso del afio (OMS, 2003).

La reflexion por el suelo: De acuerdo al tipo de superficie, la radiacion UV, puede reflejarse
o dispersarse, por ejemplo, la arena de la playa puede reflejar un 15% de radiacion UV, la

espuma del agua de mar un 25% y la nieve reciente hasta un 80% (OMS, 2003).

1.5 Dafo producido por radiacion ultravioleta en macromoléculas

Dosis prolongadas de radiacion ultravioleta sobre la piel generan especies reactivas del
oxigeno (ERO’s) lo que provoca estrés oxidativo en la zona irradiada y disminuye los niveles
de enzima antioxidante. En consecuencia, altera la capacidad de defensa ante los procesos
oxidativos producidos por las radiaciones, generando modificaciones oxidativas en el ADN,
proteinas y lipidos y posteriores dafios biol6gicos (Olarte et al., 2016, pp.44-52).

El dafio oxidativo del ADN, producido por ERO’s, genera la ruptura de la cadena simple y
doble, ademas de cambios de bases nitrogenadas y nucle6tidos. La guanina resulta ser
susceptible a la oxidacion por *O2 y su modificacion origina el 8-hydroxiguanina (8-OHG)
(Olarte et al., 2016, pp.44-52).

El OH - resulta dafiino para el ADN ya que puede reaccionar con las 4 bases nitrogenadas y
de esta manera altera la funcion, la expresion de oncogenes y del gen p53, que funciona como
un agonista el cual debe proteger del dafio al ADN, mediante arresto del ciclo celular,
reparando el ADN o llevandolo a apoptosis. La alteracion del gen p53 confiere un mayor
riesgo de desarrollar cancer y sobre todo mutacién del mismo , siendo frecuentemente uno

de los cambios gendmicos en el cancer humano (Lopez et al., 200, pp.21-27).

En los lipidos, las ERO’s, al actuar sobre los dobles enlaces de los &cidos grasos
poliinsaturados produce liberacion de Hidrogeno y de una especie radical carbono (Ce), este
Gltimo reacciona dando lugar a lipidos peroxidados e hidroxiperoxidados al robar hidrégenos
de otros &cidos grasos adyacentes. Los hidroperoxidos, altamente inestables, pueden
combatirse con sistemas enzimaticos, generando el proceso de peroxidacion lipidica, sin
embargo, es una de las causas principales de pérdida de la funcién por modificacion de la

fluidez y permeabilidad de la membrana plasmatica (Olarte et al., 2016, pp.44-52).

Las especies reactivas de oxigeno genera dafios oxidativos, en proteinas dérmicas (colageno
y elastina), modifica aminoécidos como el triptéfano, tirosina, histidina, cisteina, metionina,

formacion de grupos carbonilo que favorece la degradacion de proteinas, alteracion en
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estabilidad térmica, fragmentacién, cambio de viscosidad y formacion de puentes disulfuro.
Los aminodcidos aromaéticos (tirosina y triptéfano) absorben energia de la radiacion
ultravioleta, dando a las proteinas la funcion de croméforos por excelencia en el organismo
(Olarte et al., 2016, pp.44-52).

1.6 Efectos de la Radiacion UV en la Salud

Luz solar es necesario para los seres vivos, ya que posee efectos positivos es asi como en los
seres humanos ayuda en la produccion de vitamina D (importante para la salud Gsea y
muscular), tratamiento de enfermedades como la psoriasis y eczema e incluso existe una
evidencia observacional que podria contribuir para la prevencion de cancer colorrectal,

esclerosis maltiple (Van der Rhee, et al, 2016, pp.34-37).

Sin embargo, la constante exposicion a la luz solar y por ende a las radiaciones ultravioletas
pueden llegar a ser muy perjudiciales para la salud de los ojos, la piel y el sistema

inmunoldgico.

1.6.1 Quemaduras Solares

Se produce por exposicién de una sobredosis de corta duracion de radiacién ultravioleta, lo
gue genera la aparicion de lesiones agudas inflamatorias en el cutis. Dichas lesiones pueden
ser eritema inflamatorio doloroso e incluso puede darse la formacion de ampollas. Las
quemaduras solares repetidas, sobre todo en nifios y jévenes, incrementan el riesgo de

neoformaciones de la piel como nevos, melanomas (Cafarte, 2010).

Las personas con piel blanca son mas susceptibles a sufrir quemaduras por el sol. La
melanina, pigmento que cumple la funcién de dar el color a la piel, también nos protege de
radiaciones ultravioletas, por lo que la produccion de este pigmento incrementa cuando nos
exponemos al sol, ya que la melanina absorbe las radiaciones ultravioletas y las convierte en
calor (Noriega, 2012).
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1.6.2 Fotoenvejecimiento de la piel

Es el envejecimiento prematuro de la piel debido a la exposicion constante (durante afios)
tanto a radiaciones UVA y UVB, se caracteriza por presentar fibras elasticas anormales en la
dermis, y por la disminucién de diferentes tipos de colageno, lo que genera la aparicion de
arrugas, telangiectasias (arafias vasculares), atrofia, pigmentacion irregular y aumento de la
fragilidad de los vasos sanguineos ( Vallejo et. al, 2013, p.1).

1.6.3 Efectos oculares

Los ojos a pesar de estar protegidos por diversas estructuras como el aro superciliar, las
pestafias, las cejas, ademas de los reflejos de parpadeo para minimizar la penetracion de rayos
en el ojo. La eficacia de todas estas barreras se ve limitada debido a las condiciones extremas
de exposicion a la radiacion solar como cama solar, la reflexion por la arena, la nieve o el
agua (Andre et al., 2015)

El ojo al estar llena de moléculas pigmentadas (croméforos), absorbe la luz, esto hace que sea
muy sensible a las reacciones fotoquimicas. La mayoria de radiaciones UV, son filtradas en
particular por el cristalino y la cornea y solo el 1% o menos por la retina. La absorcién de la
radiacion UV a través de los tejidos oculares, depende de la longitud de onda (Andre et al.,
2015).

retina

macula

nervio optico

380-780 nm
=380 him

conjuntiva **

vitreo

esclerética

Figura 2-1: Espectro de luz visible e invisible en el ojo
Fuente: (Andre et al., 2015)

Dentro de los efectos agudos producidos por la exposicién a los rayos UV, estan la
fotoqueratitis y la fotoconjuntiva, estas reacciones inflamatorias son muy parecidas a las

quemaduras solares, apareciendo pocas horas después de la exposicion. Pese a que estas
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reacciones pueden ser muy dolorosas, son reversibles sin causar dafio largo plazo ni en el ojo
ni en la vision (OMS, 2003).

Las cataratas son la opacidad de los cristalinos del ojo. Las exposiciones especialmente a la
radiacion UVB son causante de cataratas, existiendo otros factores principalmente la edad.
Sin embargo, al ser un factor desencadenante es necesario resaltar la importancia de la
proteccidn a este tipo de radiaciones, ya que las cataratas son la principal causa de ceguera en
el mundo (Cafiarte, 2010).

El Pterigio, es una de las afecciones mas frecuentes y prevalentes en zonas de altitudes
elevadas y cercanas al Ecuador, debido a que en estos lugares la exposicion a los rayos
ultravioleta es superior. Es necesario la operacion para evitar que avance la gravedad de esta
afeccion de lo contrario podria llegar a producir ceguera, sin embargo no todo se resuelve con

la operacion ya que podria ocasionar recidiva (Andre et al., 2015).

1.6.4  Sistema Inmunoldgico

Es el sistema de defensa del organismo, el cual nos protege de infecciones, el cancer y sobre
todo reconoce y responde de forma eficaz ante microorganismos invasores o la aparicién de
tumores. De acuerdo a estudios se revela que existe un efecto inmunosupresor sistematico

debido a la exposicion a la radiacion ultravioleta, tanto a dosis bajas como altas.

En consecuencia, la constante exposicion a radiaciones ultravioleta, aumentan el riesgo de
infecciones bacterianas, parasitarias, viricas o fangicas, segin experimentos realizados en
animales. De la misma manera puede reducir la eficacia de vacunas, debido a que muchas
enfermedades que se pueden prevenir con vacunas son extremadamente infecciosas y
cualquier factor que disminuya la eficacia de vacunas, puede tener un gran impacto en la salud
(OMS, 2003).

Las personas que han sido tratadas con fArmacos inmunosupresores presentan un mayor

riesgo de generar carcinoma de células escamosas en poblacion normal.

1.6.5 Cancer de piel

El cancer de piel es la neoplasia maligna mas comdn en el mundo, cuya incidencia va en
aumento en los ultimos afios. El riesgo de desarrollar cncer de piel surge de una combinacion

de factores genéticos y ambientales y la causa mas comin es la exposicion constante y
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prolongada a la luz ultravioleta (UV), ya que se asocia de forma directa en la aparicion de
tumores no melanoma, no relacionadndose de la misma manera en el melanoma. En el caso de
los tumores de piel no melanoma la radiacion UV, es responsable de generar mutaciones en
genes como el p53, siendo la acumulacion de las mutaciones en este gen, el inicio del proceso

tumoral de piel ( Morales y Lopez, 2006).

Los factores genéticos para el desarrollo de cancer de piel estan relacionados con el fenotipo
del color de piel, siendo los tipos de piel de menor nimero, de acuerdo a la escala de
Fitzpatrick, los mas susceptibles a las quemaduras solares y sobre todo tienen mayor riesgo

de contraer cancer de piel (Young et al., 2017, pp.S100-S109).

Tabla 1-1: Fitzpatrick tipo de piel y respuesta a la radiacion ultravioleta
Tipo Color dela Fenotipo Susceptibilidad 1 MED  Capacidad  Susceptibilidad

de piel alas (como de al cancer de piel
piel  (protegido) guemaduras SED) bronceado
solares
| Blanco Cabello muy Muy facilmente 2-3 Nunca se Muy alto
claro, blanco broncea
ti! palido,  de
\&" color claro o
} rojo, a
menudo con
pecas.
1 Blanco Piel blanca y Féacilmente 3-4 Bronceado  Muy alto
clara, pelo minimame
\}Li. claro y ojos nte
) azules 0
marrones.
Algunos
pueden tener
cabello
0SCuro.
11 Blanco Marrén claro, Moderadamente 4-5 Bronceado  Alto
piel aceituna promedio
};‘ clara, pelo
‘ oscuro blanco
y 0jos
marrones 0
verdes.
v Aceituna Marron De vez en 5-6 Bronceado  Moderar
~ moderado, cuando facilmente
ﬁ 0jos marrones
: y cabello
0SCuro
\Y marrén Marrén Raramente 8-12 Bronceado  Bajo
oscuro,  0jos facily
marrones y sustancial
pelo oscuro. mente
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Vi Negro / Muy Nunca / rara 16-24 Bronceado  Bajo

marron pigmentadade vez facilmente
oscuro color marrén y
oscuro a profusame
marrén negro, nte

0jOs negros y
cabello negro.

MED , dosis minima eritemal; SED , dosis estandar de eritema.
Fuente: ('Young et al., 2017 )
Este sistema proporciona una clasificacion numérica, basada en la reaccion de la piel,

expuesta a los rayos UVA (bronceado) y a la UVB (quema).

Ademas de este factor genético, existen otros como un diagndstico previo, antecedentes
familiares de céncer de piel, especialmente melanoma (Watson et al., 2016, pp.241-254).

Para fines de estudio el cancer de piel se ha dividido en dos grupos:

No melanoma o cancer de piel no melanico (CPNM): aparece frecuentemente en las partes
del cuerpo que estan mas expuestas a la radiacién como la cara, orejas, cuello y antebrazos.
Dentro de este grupo tenemos principalmente al Carcinoma Basocelular (CBC) y al
Carcinoma espinocelular (CEC). Estos tipos de cancer raramente son mortales sin embargo
llegan a ser desfigurantes (OMS, 2003).

Carcinoma Basocelular (CBC): es el mas comun de todos, las células presentan una
morfologia muy parecida al estrato basal de la epidermis, por eso su nombre. Se caracteriza
por ser muy invasivos localmente, de crecimiento lento y con un escaso riesgo de producir
metastasis, sin embargo si no es tratado oportunamente y de forma adecuada en el primer
brote pueden provocar, destrucciones de la cara e incluso hay una tendencia a la recidiva
(Gutiérrez, 2003, pp.166-171).

Figura 3-1: Carcinoma de células basales
Fuente: (OMS, 2003)

Carcinoma Espinocelular (CEC): este tipo de cancer se desarrolla en la cabeza, el cuello y
extremidades, lugares que estan expuestos al sol por tiempos prolongados, se presenta en

forme de costra abultada, ésta puede crecer de forma rapida llegando a ulcerarse y supurarse.
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Es necesario tratar este tipo de tumores debido a que tiene un mayor potencial de generar

invasion local y metastasis (Diaz et al., 1995, pp.83-92).

Figura 4-1: carcinoma de células escamosas
Fuente: (OMS, 2003)

Melanoma maligno (MM): Es menos frecuente que CPNM, sin embargo, es la principal
causa de muertes de cancer de piel. En los Gltimos afios la incidencia de MM ha ido en ascenso,
mientras disminuye la latitud, por lo que en Australia las tasas anuales de hombres y mujeres
son, 10 y 20 veces superiores a las registradas en Europa.

Las personas que estan mas propensas a contraer los MM, son las de piel clara, ojos azules,
cabello rubio o rojo. El factor de riesgo del melanoma maligno, en poblaciones de piel clara
es la presencia de gran numero de nevos (lunares) atipicos. Otro factor importante es la
exposicion intermitente a la radiacion ultravioleta solar (OMS, 2003).

Figura 5-1: Melanoma Maligno
Fuente: (OMS, 2003)

1.7 Fotoproteccion

El objetivo de la fotoproteccion es prevenir el dafio tanto en la piel como en nuestra salud
como resultado de la exposicion a la radiacion ultravioleta. Para ello la piel tiene mecanismos

naturales de defensa o también denominada la fotoproteccion intrinseca, para protegerse de
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esta agresion, su eficacia es variable segin los individuos e insuficiente en aquellos de
fototipos claro. Otra forma de proteccion es la exdgena, para lo cual se ha desarrollado
estrategias de proteccion, basadas en reducir el tiempo de exposicion solar, sobre todo en
horas del mediodia, cubrirse con ropa, sombreros adecuados, llevar gafas y la aplicacion de
fotoprotectores (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

1.7.1  Fotoproteccion intrinseca:

El mecanismo de defensa frente a los rayos UV, que posee el organismo, es el engrosamiento
de la capa cornea, la produccién de melanina, activacion de moléculas antioxidantes, sistemas
de reparacién de ADN vy sintesis de citocinas. Sin embargo, no es tan efectiva en los fototipo

cutaneos claros.

La melanina protege de los dafios solares, a través de la absorcion directa de fotones de
radiacion ultravioleta, asi como de las especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas en la
interaccion de los fotones con lipidos de las membranas y otros croméforos de la célula. En
las células la melanina se distribuye sobre el nucleo y forma un melanic cap, de esta manera
protege al nicleo de la radiacion ultra violeta (Gilchrest et al., 1999, pp.1341-1348). Esta
pigmentacion protege bien en un rango de radiacion de 305-365 nm, la proteccion disminuye
a una longitud de 295 nmy es minima a 315 nm ( Kollias et al., 1996).

El estrés oxidativo que se produce por la luz solar, es combatido por el sistema de
antioxidantes que posee la piel, actuando principalmente a nivel celular son los antioxidantes
enzimaticos, dentro de los cuales se incluye la reductasa y el glutation peroxidasa. La
actividad de estas enzimas es mayor en la epidermis en relacion con la dermis, especialmente
la catalasa. También existe un sistema no enzimatico, los cuales son de bajo peso molecular,
entre ellos en el medio liquido esta el acido L-ascérbico (predominante en la piel), en el
compartimento celular el glutation, en las membranas la vitamina E y en la mitocondria el
ubiquinol (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

1.7.2  Fotorproteccion Exdgena:

este tipo de proteccion incluye todos los métodos y estrategias que las personas utilizan para

disminuir los efectos perjudiciales de las radiaciones sobre la piel. Incluye actividades como
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evitar la exposicion al sol, llevar gorros, gafas, ropas adecuadas e incluso la ingestion de

sustancias desatinadas para este fin.

La fotoproteccion ultra violeta proporcionada por las prendas de vestir depende del color, tipo
de tejido, disefio, de modo que el color oscuro aumenta de 3 a 5 veces el grado de proteccién
de un tejido (Hoffmann , et al., 2001, pp.1089-1094).

Tipo de tejido Algodadn, viscosa, raydn y lino tienen
menos FPU gue nailon, lana, seda v
poliéster

Forosidad, El FPU aumenta cuanto menores son

peso y grosor los espacios entre los hilos v cuanto
mavyor es el peso vy el grosor del
tejido

Colar Los colores oscuros posesn mayor FPU

Estiramiento El FPU disminuye con el estiramiento
del tejido

Hurmedad El FPU disrminuye cuando el algodadn
esta humeado

Lavado Ellavado aumenta el FFU en el algodan

FPL: factor de proteccidn ultravioleta,
Modificada de Hoffrman et al®.

Figura 6-1: Resumen de los factores que afectan significativamente

el factor de proteccidn ultravioleta de los tejidos.
Fuente: (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

Tanto gorras y sombreros proporcionan buena pantalla fisica para el rostro y el cuello.
Mientras que las gafas ayudan a cuidar los ojos y las areas perioculares de los efectos
perjudiciales de la radiacion ultravioleta. La American Academy of Ophtalmology informa
que las gafas de sol protegen en un 99% de las radiaciones UVA'Y UVB, ademas la capacidad

de proteccidn se correlaciona con el color de la lente (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

1.8 FOTOPROTECTORES

Con el fin de prevenir los efectos nocivos de los rayos solares se utiliza fotoprotectores, que
son productos cosméticos que aplicados en la piel cumplen con los siguientes objetivos:
(Esteva, 2005)

e Dispersion de las radiaciones

o Evitar el eritema solar

e Reducir el riesgo de fotosensibilizaciones, fotodermatosis

e Disminuir el riesgo de cancer cutaneo
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e Inactivacion o destruccion de radicales libres y las ROS

Un filtro solar debe cumplir con las siguientes condiciones:

e Seguridad. No debe producir alergia o ser toxico

e Eficacia

e Versatilidad

No deben manchar, ser cosméticamente aceptables y permitir su formulacion en diferentes
excipientes (Esteva, 2005).

Los fotoprotectores o filtros solares pueden ser de varios tipos: fisicos, quimicos y biolégicos.

1.8.1 Filtros fisicos o inorganicos

Este tipo de filtros crean, una pantalla sobre la piel la cual refleja o dispersa la radiacion
ultravioleta. Son pigmentos minerales, opacos a la luz lo que produce el efecto de pantalla.
Estan formados por polvos inertes constituidos por particulas pequefias de entre 180-250 nm
de dioxido de titanio, 6xido de hierro, 6xido de cinc, oxido de magnesio, talco o mica. La
capacidad de estos minerales para bloquear la radiacion UV, esta determinada por diferentes
propiedades fisicas como tamafio de particula, indice de refringencia y la dispersion de
acuerdo al espesor de la pelicula (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

Este tipo de filtros presenta un rango amplio de proteccion ultravioleta, sin embargo, posee
ciertas desventajas como la de otorgar a la piel un aspecto blanquecino haciéndolo poco
estético, para corregir este problema se podria disminuir su concentracion, pero se estaria
disminuyendo el factor de proteccion. (Luengo, 2015, pp.29-31).

Otra desventaja es que favorece la comedogénesis, que es una fase inicial comprendida por
el acné, originada por la presencia de comedones, que son lesiones formadas en la piel como
resultado de la acumulacién de grasa, células epiteliales y polvo, esto en conjunto genera la

obstruccién y distencidn de los canales excretorios, de las glandulas sebaceas (Piquero, 2015).

1.8.2 Filtros quimicos u organicos

Son sustancias de sintesis formadas por compuestos aromaticos conjugados con grupos
carbonilo, los cuales absorben la energia de los fotones de la radiacion ultravioleta,
considerandose croméforos exdgenos.

Segun su espectro de absorcion se divide en:

Fotoprotectores UVA: la mayoria de filtros también absorben parte del UVB, esta formado

por las benzofenonas, cido tereftalidenodialcanfor sulfonico. La benzofenona mas utilizada

19



es la oxibenzona y absorbe los UVA Y UVB cortos. Sin embargo, los derivados del alcanfor
no estan autorizados en EEUU, pero si en Europa (Vallejo et al., 2013 p.1).
Fotoprotectores UVB: Incluyen compuestos como el acido paraaminobenzoico (PABA),
sus ésteres (padimato A y O), cinamatos, salicilatos y octilmetoxicinamato (OMC). Todos
estos bloguean alrededor del 90% de las radiaciones UVB, en su espectro completo,
ofreciendo proteccion frente al eritema y quemaduras inducidas por la luz solar (Vallejo et
al., 2013 p.1).

El PABA vy sus derivados a pesar de ser los que se emplearon inicialmente, su uso no era
seguro debido a las reacciones cutaneas que provocaba por lo que su uso fue limitado.
Mientras que los salicilatos tienen un perfil de seguridad excelente, aunque absorben menos
radiacion UVB (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

El Octillmetilcinamato (OMC), ha demostrado ser eficaz en la prevencion de quemaduras,
pero su eficacia frente al melanoma continda bajo. Ademas, estudios han demostrado que el
OMC vy las benzofenonas, se comporta como disruptores endocrinos, alternado el normal
funcionamiento de los organismos. Dentro de las actividades hormonales que afecta es la

estrogénica, antiandrogénica, antiprogesterona, y antitiroidea ( Lorigo et al., 2018, pp.46-58).

1.8.3  Filtros bioldgicos

Son los antioxidantes que no permiten la formacion de radicales libres, potenciando asi el
sistema inmunolégico reduciendo el estrés oxidativo generado por radiacion UV. Las
sustancias empleadas con frecuencia son las vitaminas E (a-tocoferol) que son las mas
utilizadas (acetato o palmitato), B5 (pantenol) A (pB-carotenos). Investigaciones han
demostrado que estas vitaminas poseen actividad antioxidante, actGa contra el cancer de piel,
envejecimiento cutaneo, producido por exposicion a la luz solar. Los antioxidantes
contrarrestan los efectos de la radiacion, no influyen directamente en el factor de proteccién
solar. Productos que retinen la combinacién de filtros UVA, UVB y antioxidantes tienen un

amplio espectro de fotoproteccion y elevada eficacia (Burnett et al., 2012, p.244).

1.9 Factor de proteccion solar (FPS)

El factor de proteccidn solar es el indice que nos indica el tiempo que podemos permanecer
bajo el sol, sin que nos cause quemaduras (Esteva, 2005).
El FPS, se valora dividiendo entre la dosis eritematosa minima (DEM), de la piel protegida

con una cantidad de 2 mg/cm? de fotoprotector y sin fotoprotector, calculado a las 24 horas

20



de irradiacion. Cuanto mas alto sea el factor de proteccion solar (FPS) mayor sera la
proteccion frente a la radiacion UV. El calculo del FPS, es el método utilizado para determinar
la eficacia del protector solar (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

Se ha determinado que un Factor de proteccidon solar de 15 bloquea un 93 % aproximadamente
de las radiaciones UVB, Un factor de proteccion solar de 30 bloguea el 97% y un factor de
proteccion solar de 50 bloquea el 99%. La diferencia entre estos porcentajes puede ser
minima, pero si el fototipo de piel es sensible o se tienen antecedentes de cancer de piel, esos
porcentajes haran la diferencia. Ademas, es necesario la aplicacion del fotoprotector cada dos

horas, para evitar que se pierda su eficacia (The Skin Cancer Foundation, 2017).

Tabla 2-1: Categoria de FPS segiin COLIPA

Categoria Factor de Proteccion
Solar (FPS)

Bajo 2-4-6

Medio 8-10-12

Alto 15-20-25

Muy alto 30-40-50

Ultra Superior a 50

Fuente: (Batlle, 2005)

Existen diferentes métodos de determinacion del factor de proteccidn, sin embargo, el método
COLIPA es el mas utilizado.

Proteccion
Niveles de sensibilidad al sol natural Baja Moderada Alta Muy Alta
en min.
La piel de los ninos
es extremadamente 5 SPFE SPE SPF SPF
propensa al eritema solar 25 50+ 50+ 504
1. Extremadamente sensible:
| piel blanca, pecas, 5.10 SPE SPE SEE SPFE
cabello pelirrojo, muy i 20-30 50-50+ 50+ 50+
propenso a eritemas solares
2. Muy sensible:
piel blanca, 10-20 SPE SPE SPF SPF
cabello rubio 5 20 30-50+ 30-50+ 50+
3. Moderadamente sensible:
piel blanca, SPF SPF SEE SPF
cabello oscuro o castanio, 200 20 20-30 30-50+ 50+
eritemas solares infrecuentes
pi;‘lvui\gﬁgnf:as;;ﬁ:lb;:éuro 30-40 i Shele =EL SPF
- 20 30 30-50+

casi nunca eritemas solares

FPS multiplicado por la duracién de la proteccién natural de la piel =
duracion maxima de la exposicion al sol sin eritema.

Figura 7-1: Niveles de intensidad solar y el FPS
Fuente: (Eucerin, 2018)
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1.10 Seguridad de Fotoprotectores

Los fotoprotectores son utilizados por millones de personas, aplicAndolos sobre una gran parte
de la superficie cutanea, varias veces al dia, por tanto, deben ser eficaces y, ante todo, seguros
para la salud. Es por ello que autoridades reguladoras nacionales e internacionales han
determinado una serie de metodologias de estudio para avalar tanto seguridad y eficacia de

estos productos. Como se puede observar en el siguiente cuadro:

Prueba

Finalidad

Toxicidad oral aguda y cutanea
Irritacion ocular y cutanea
Fotoirritacion

Sensibilizacion y fotosensibilizacion
Toxicidad subcronica tdpica y oral
Teratogenicidad

Toxicidad peri o posnatal y fertilidad

Toxicidad genética in vitro
Fotogenotoxicidad in vitro
Toxicidad genética in vive
Toxicidad cronica, topica u oral
Carcinogenicidad tdpica
Penetracion in vitro

Penetracion in vive
Farmacocinética in vivo y ADME
Fotocarcinogenicidad
Seguridad en seres humanos

Toxicidad de una dosis dnica oral y topica

Potencial irritativo

Potencial de producir irritacion tras una dosis o dosis repetidas en presencia
y ausencia de luz solar

Potencial de una sustancia de producir alergia en presencia y ausencia de luz solar

Toxicidad de dosis diarias repetidas topicas y orales

Efectos adversos en el embridn o en el feto

Efectos adversos en los drganos reproductivos femeninos y maseulines, Efecto
durante el embarazo avanzado o |a lactancia

Potencial de afectar el material genético

Potencial de afectar el material genético bajo irradiacion UV

Potencial de afectar el material genético in vivo

Efectos adversos tras administracién crdnica (- 6 meses)

Potencial de producir tumores

Potencial de penetrar en la piel

Penetracion dentro de los organismos mamiferos

Absorcidn, distribucidon, metabolismo y excrecion

Patencial de aumentar la produccion de tumores inducidos por la radiacion UV

Sensibilizacion, irritacidn, fotoirritacion, fotosensibilizacion

ADME: absorcicn, distribucicn, metabolismo y excrecion; UV: ulravioleta.
Tomada de SCCNFR 1999; FDA, 1999; FDA, 2000; MHW, 1991; Yakuji Nippo, 19959,

Figura 8-1: Dossier Internacional de Seguridad de los fotoprotectores de acuerdo con los

requerimientos de la Unién Europea, Estados Unidos y Japon
Fuente: (Gilaberte et al., 2003, pp.271-292).

1.11 Metabolitos con actividad fotoprotectora

Con las tasas de cancer en aumento en los Gltimos afios y un gran interés en prevenir los
efectos de fotoenvejecimiento, se ha estado investigando nuevas moléculas especialmente de
compuestos de plantas, con potencial para defender contra el dafio UV, sustancias como las
polifendlicas, flavonas, flavonoides, taninos y fracciones de lipidos de plantas (Rabinovich y
Kazlouskaya, 2018).

Los acidos fendlicos naturales, abarca aproximadamente 8000 compuestos de origen natural,
todos poseen una caracteristica en comadn, un fenol (un anillo aromatico que lleva al menos

un sustituyente hidroxilo), son metabolitos secundarios de las plantas y los encontramos
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comunmente en hierbas y ciertas frutas verdes, granos, té, granos de café, granos de propéleo
y vino tinto constituyendo asi una parte integral de la dieta humana. Contienen dos marcos
distintivos de carbono constitutivos (las estructuras del &cido hidroxicindmico e
hidroxibenzoico) (Radice et al., 2016, pp.144-162).

Los polifenoles de peso molecular alto, comiUnmente conocidos como taninos, son
compuestos poliméricos, se divide en dos grupos: condensados (polimeros de catequinas o
epicatequinas) e hidrolizables (polimeros de acidos galico o elagico), Los compuestos
fenolicos particularmente los polifenoles tiene una amplia gama de propiedades bioldgicas
para el ser humano incluyendo las antivirales, antidepresivos, hepatoprotector,
antiinflamatorio, anticancerigeno. Ademas, son poderosos antioxidantes (Svobodova, et al.,
2003, pp.137-145).

Flavonoides, son un grupo de bajo peso molecular (quercetina, luteolina, catequinas). Estos
flavonoides, son mejores antioxidantes que la vitamina C, vitamina E y [-caroteno, por lo
tanto, resultan ser beneficiosos para prevenir la generacién de radicales libres y peroxidacién
de lipidos inducidos por radiacion ultravioleta e involucrados en el fotoenvejecimiento y el
cancer de piel. Ademas, inhiben las actividades de muchas enzimas, incluyendo lipoxigenasa,

ciclooxigenasa, monooxigenasasNADH-oxidasa (Radice et al., 2016, pp.144-162).

Los flavonoides estan combinados generalmente con azlcares formando glicésidos, aunque
también se encuentran frecuentemente como agliconas libres. Los glicosidos son muy
solubles en solventes polares, lo que les hace menos reactivos frente a radicales libres, que su

aglicona o flavonoide correspondiente ( Kumar y Pandey, 2013, p.16).

Los niveles de flavonoides de cada planta esta determinada genéticamente, sin embargo, estan
influenciadas por varios factores como el clima, estacién, composicién del suelo, etapa de

madurez de la planta (Cefali, et al, 2016, pp.1-8).
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Figura 9-1: Estructura de los principales Flavonoides
Fuente: ( Limén, et al., 2010)

La quercetina, (3, 5, 7, 3 ', 4'-pentahidroxiflavén), es uno de los flavonoides naturales mas
abundantes y se encuentran presentes en frutas y verduras (uvas, manzanas, tomates, limones,
lechuga, tomate, cebolla, brocoli, semillas de algodén, etc.), bebidas (vino tinto, té), varias
plantas y propéleo de colmenas de abejas. Actlan como un poderoso antioxidante y quelante
de iones metalicos. Debido a su estructura, ya que presenta un grupo carbonilo en la posicion
4 y un grupo -Oh, en posicién 3 del anillo C, dicha estructura hace que ejecute una accion
inhibitoria frente a los radicales hidroxilo y superdxido, los cuales son los inductores
principales de la peroxidacion lipidica. Se cree que la quercetina es capaz de prevenir los
problemas producidos por el efecto de la radiacion UV (Svobodova, et al., 2003, pp.137-145).

Figura 10-1: Estructura de la Quercetina
Fuente: (Markel et al., 2017, p.1)
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Mecanismo de accion frete a la radiacion UV

Existen varios mecanismos por los cuales una planta puede actuar como un agente
fotoprotector. La absorcion de la energia UV por el foton y posterior emision de energia
menos dafina es uno de los mecanismos. Los extractos de plantas presentan una mezcla de
moléculas que son capaces de absorber la luz visible, asi como la luz UV de diferentes

longitudes de onda (Rabinovich y Kazlouskaya, 2018).

1.12 Estandar McFarland

Es un estandar que se utiliza como referencia para suspensiones bacteriolégicas, con el
objetivo de saber el nimero de bacterias por mililitro de solucién o bien en nimero de
unidades formadoras de colonia (UFC) de acuerdo a la escala que va de 0.5-10 (Becton,
2005).

Este estandar se compone de una mezcla de &cido sulfurico, y una solucion acuosa de cloruro
de bario, dando como resultado de esta mezcla, un precipitado de sulfato de bario (Rojas,
2011).

Los estandares pueden compararse visualmente con suspensiones de bacterias en suero
fisioldgico estéril o en caldos. La ventaja es que si la suspension no es lo suficientemente
turbia se puede adicionar mas bacterias y por el contrario si es demasiado turbia, agregarle
maés diluyente. Otra ventaja es que no se necesitan equipos especiales para estimar el nimero
de bacterias, ya que se puede utilizar un patrdn de lineas horizontales para ayudar a una mejor

visualizacidn en la comparacion del estandar y la suspension bacteriana (Rojas, 2011).

TETE | S

Figura 11-1: Comparacion del estandar McFarland 0,5y la

suspension bacteriana
Fuente: (Ajello et al., 2004)
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1.13 Escherichia coli

Tabla 3-1: Clasificacion taxondmica de Escherichia coli

TAXONOMIA
REINO Bacteria
FILO Proteobacteria
CLASE Gammaproteobacteria
ORDEN Enterobacteriales
FAMILIA Enterobacteriaceae
GENERO Escherichia
ESPECIE Escherichia coli

Fuente: (Ramirez et al., 2010, pp. 1-14)

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo de caracteristicas méviles, por lo que posee
flagelos peritricos, miden alrededor de 0.5 micras de ancho por 3 micras de largo. Son
microorganismos que reducen nitratos a nitritos y producen vitamina B y K (Ramirez et al.,
2010, pp. 1-14).

Pertenecen al grupo de bacterias que se encuentran localizadas en el intestino de humanos y
animales, sin embargo, algunas cepas de E. coli producen toxinas que causan graves cuadros

gastrointestinales en el ser humano (Ramirez et al., 2010, pp. 1-14).

Durante mucho tiempo se ha utilizado esta bacteria como modelo celular para realizar varios
estudios y ensayos in vitro, debido a que su cepa es manejable, rapidamente reproducible,
facilmente identificable ( Martinez, 2014).

1.14 ATCC

ATCC (American Type Culture Collection), es una organizacion global de recursos y
estandares de, materiales bioldgicos. Su misién consiste en la adquisicion, autenticacion,
produccion, preservacion, desarrollo y distribucién de lineas celulares, microorganismos de
referencia estandar y otros materiales. ATCC es pionero en desarrollar productos, estandares

y servicios de calidad certificada para respaldar la investigacion cientifica (ATCC, 2016).

Los microorganismos con codigo ATCC son de referencia estandar, debidamente procesadas,

mantenidas y subcultivadas. microorganismos puros empleados en laboratorios de
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investigacion y desarrollo para la validacion de métodos, pruebas confirmatorias, control de
calidad de reactivos y medios de cultivo (ATCC, 2016).

1.15 Muerte celular inducida

La muerte celular inducida, es la lisis celular provocada, por diversos factores externos o
internos, incluso puede ser por un mecanismo normal de homeostasis en algunos organismos,
como por ejemplo en una infeccién cuando ésta ya ha sido controlada y eliminada, las células
gue contribuyeron para neutralizar la infeccion inducen su muerte, para eliminar el excedente

de células en el organismo (Medran, 2008).

Como se menciono existen factores o estimulos externos que inducen muerte celular, uno de
estos factores es la radiacion UVB, ya que ésta causa dafio y posteriormente lisis celular,
motivo por el cual se utilizard para determinar la capacidad fotoprotectora de los extractos
(Medran, 2008).

1.16 Ensayo de Genotoxicidad

La seguridad de los productos que van a entrar en contacto con el ser vivo, es indispensable,

para prevenir riesgos que pueden expresarse a corto, mediano o largo plazo.

La genotoxicidad, es la capacidad de un agente de inducir dafio en el material genético, dando
lugar a efectos biolégicos adversos, no solo al ADN, también a los componentes celulares
gue estén relacionados con el comportamiento y funcionalidad de los cromosomas dentro de
la célula (Salas, 2014, p.11).

Varias pruebas in vitro estan disponibles en diferentes etapas de desarrollo y aceptacion como

la prueba de micronucleos.

1.16.1 Prueba de Micronucleos (PMN)

El PMN es un importante biomarcador in vivo e in vitro, ampliamente utilizado en la
epidemiologia molecular y la citogenética. El término microndcleo (MN), también conocido
como cuerpos Howell-Jolly, fue introducido en 1951 y esta relacionado con fragmentos

acéntricos expulsados del nucleo principal en las Ultimas etapas de anafase. Los MN se
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pueden formar a través de dos mecanismos: ruptura cromosémica (clastogénesis) o ruptura

del aparato mitético (Anegenesis) (Araldi, et al., 2015, pp.74-82).

Las células mitéticas meristematicas de las raices de las plantas son materiales citogenéticos
apropiados y eficientes para la deteccién de clastogenicidad de los contaminantes
ambientales. Entre los diversos valores citologicos en estas células presentan division rapida,
como las aberraciones cromosémicas y cromaticas, los intercambios de crométidas hermanas
y los micronucleos, el indicador més eficaz y mas simple de dafio citologico es la formacién
de micronucleos. Vicia faba se ha utilizado para evaluar las aberraciones cromosomicas desde
principios de la década de 1920, ademas, en la deteccion de micronucleos en las puntas de la
raiz de Vicia ha sido recientemente desarrollado para evaluar la genotoxicidad en diferentes
matrices ( Hajjouji et al.., 2007, pp. 25-31).

Por lo tanto, el ensayo de microndcleos es muy utilizado para evaluar la capacidad que tiene
una sustancia para romper los cromosomas (clastogenicidad) o para afectar el desarrollo de
placa metafasica y/o huso mit6tico, ambos eventos son capaces de desencadenar en una
distribucion desigual de cromosomas, durante la division celular. Este ensayo genera
resultados con un apoyo estadistico importante, por lo cual es ampliamente utilizado como
herramienta de seleccién para determinar la seguridad de gran cantidad de sustancias y

clasificarlas como cancerigenos y no cancerigenos (Alborghetti et al., 2015, pp.21-26).

1.17 Ensayo de Irritacién ocular

La Toxicologia es una de las ramas de la ciencia que trabaja por el desarrollo de nuevos
métodos y técnicas encaminadas a sustituir métodos tradicionales por alternativos, aplicando
el principio de las 3 R en los animales de experimentacidn, que se refieren a reemplazar los
animales de experimentacion, por otros métodos que no impliquen su uso, reducir su nimero
cuando sea necesario utilizarlos y refinar las técnicas para armonizar su sufrimiento
(Martinez-Hidalgo, 2007,pp.41-52).

Uno de estos métodos tradicionales es el conocido test de irritacion ocular o test de Draize, el
cual se llevaba a cabo a pesar del terrible sufrimiento que sufria el conejo. En la actualidad el
ensayo alternativo que se esta aplicando es el HET-CAM de la membrana corioalantoidea
(MCA) del huevo de gallina, conocido por las siglas HET-CAM de su nombre en inglés (hen’s
egg test on chorioallantoic membrane) es una prueba que permite estimar in vitro el potencial
de irritacion ocular de sustancias y productos terminados. Consiste en el uso de un colorante
y la lectura espectrofotométrica de la muestra. A partir del establecimiento de estos

protocolos, el método del HET-CAM como sustitutivo del test de Draize ha sido uno de los
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més analizados, ha estado incluido en varios estudios de validacion realizados y se le
considera uno de los més prometedores para dicho fin. Ademas de lo anterior, es un método
reproducible y sencillo, que no requiere de equipamiento especial, todo lo cual lo convierte
en un procedimiento muy utilizado para la evaluacion toxicoldgica preliminar de diferentes

productos sobre todo en cosméticos (Murillo et al., 2003, pp. 187-192).

1.18 Lippia

El género Lippia perteneciente a la familia de las Verbenaceae, incluye aproximadamente 200
especies de hierbas, arbustos y arboles pequefios, los cuales se distribuyen principalmente en
paises de América central y del sur. Existen 60 taxones infraespecificos, el nimero mucho
mas alto de especies atribuidos a este género, el cual se dio probablemente por la inclusion
taxonémica de varios taxones con algunas caracteristicas comunes a Lippia. Es asi como
Moldenke, luego de una comparacion a las descripciones genéricas dadas a este género
concluyé que presumiblemente todos los autores incluyeron Acantholippia, Aloysia y Phyla
en su concepto de Lippia, debido a que estos géneros estan estrechamente relacionados.
(Pascual et al., 2001, pp.201-214)

La mayoria de especies de Lippia se utilizan tradicionalmente como remedios
gastrointestinales, respiratorios e incluso han demostrado tener actividad antimalarica,
antiviral y citostatica. Este género presenta principalmente compuestos fenolicos
(flavonoides) como principios activos. En general el género aparenta presentar un perfil de
composicién quimica, actividades farmacoldgicas y usos populares, siendo en su mayoria las
hojas, o partes aéreas y flores las partes de la planta mas utilizadas. (Pascual et al., 2001,
pp.201-214)

Cabe destacar que las hojas son la parte mas utilizada de la planta ya que en algunos casos es
utilizada como condimento en preparaciones alimenticias. Por otra parte, un estudio realizado
por Kinghorn y sus colegas ha demostrado que tras el aislamiento del componente no toxico
de las hojas de Lippia dulcis (hernandulcina), demostré que era 1000 veces mas dulce que la
sacarosa (Pascual et al., 2001, pp.201-214).
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1.19 Lippia scorodonioides

Figura 12-1: Lippia scorodonioides
Fuente: (Cerén y Paredes, 2015)

Figura 13-1: Lippia scorodonioides
Fuente: Guaita Mayra, 2018

Tabla 4-1: Clasificacion taxondmica de Lippia scorodonioides

TAXONOMIA
REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Lamiales
FAMILIA Verbenaceae
GENERO Lippia
ESPECIE Lippia scorodonioides

Fuente: (ARCSA, 2015)

1.19.1 Nombres vulgares

Cardiaca, cedroncillo (ARCSA, 2015)
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1.19.2 Nombre cientifico

Lippia scorodonioides Kunth = Aloysia scorodonioides (Kunth) Cham.(Klitgaard et al.,
2018)

1.19.3 Origen

América del Sur (Argentina, Chile, Uruguay, Ecuador y Pert). (Klitgaard et al., 2018)

1.19.4 Usos

Es utilizada frecuentemente para tratar problemas de nervios y del corazén. Ademas, tiene
propiedades antisépticas. (Correa , 2016)

1.19.5 Caracteristicas

El género se caracteriza por ser Arbustos muy ramificados, aromaticos, muy ricos en aceites
esenciales. La especie scorodonioides posee ramas con entrenudos de 4-5 cm, glabrescentes.
Hojas con peciolo de 4-6 mm, cara adaxial rugosa, cara abaxial densamente tomentosa-
pubérula. Pedunculos de 2-3.5 cm. Espigas simples o ramificadas, de hasta 15 cm, raquis
pubescente, bracteas menores que el céliz, angostamente elipticas. Flores blancas; caliz de
2,5-3,5 mm, densa y largamente incano-hispido; corola de 5 mm, tubo glabro hasta muy
pubescente; estambres inclusos; gineceo de 2 mm, ovario glabro. Clusas de 1.5 mm, con

escasos pelos en la regién apical. (Phil, 2011, pp.2-46)

1.19.6 Recoleccién

Se realiza preferentemente en verano con las plantas en flor. Ademas, se pueden arrancar las
hojas o tomar las ramas y secarlas para luego guardarlas en un frasco cerrado a la sombra.
Los lugares en donde se lo puede recolectar son las planicies arenosas de Pomasqui, San
Antonio y Guayllabamba. A una altura de 1800-3336 msnm, por lo que estd en mayor

contacto con las radiaciones UVB.(Ruales, 2007)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de investigacion

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Productos Naturales y el Laboratorio
Clinico de la Escuela de Bioquimica y Farmacia, perteneciente a la Facultad de Ciencias de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, localizada en el canton de Riobamba,

provincia de Chimborazo.

2.2 Recoleccion del material vegetal

El material vegetal fue recolectado en la provincia de Pichincha, en el camino Mitad del
Mundo, cerca de Perucho, sobre el puente del rio Guayllabamba. Estepa espinosa, suelo
arenoso-pedregoso con caracoles. A una altura promedio de 2100 m.s.n.m en las siguientes
coordenadas 00 ° 05'S 078 ° 20'W (-0.0833300, -78.3333300)

2.3 Acondicionamiento del material vegetal

Luego de la recoleccion del material vegetal (hojas de Lippia scorodonioides), se procedi6 a
su limpieza, lavandolas con agua potable para retirar cualquier material extrafio, que pudiese
encontrarse en la planta sobre todo en las hojas, luego de ello se separ6 las mejores hojas, de
los tallos, solo aquellas en buen estado, de superficie integra y sin ninguna mancha, ya que
esta parte del material vegetal, es objeto de nuestro estudio. Posteriormente se colocaron las
hojas sobre papel comercio y se las sec6 en una estufa con ventilacion a 40 °C, durante 4 horas.
Una vez seco el material vegetal, se procedi¢ a triturarlo en particulas de 2 y 3mm, utilizando

un molino de cuchilla giratoria marca Arthur H, Tomas C.O.

El material seco y triturado fue guardado en una funda de papel, para evitar que absorba

humedad, y protegido de la luz, evitando asi todo tipo de contaminacion.
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2.4 Control de calidad de la materia vegetal
2.4.1 Determinacion del contenido de humedad

El exceso de agua en el material vegetal, promueve el crecimiento de microorganismos, sobre
todo hongos, ademéas desencadena una serie de reacciones como la hidrélisis de los
componentes del espécimen, que conlleva al deterioro de la droga. Por lo que existen limites

de agua, establecidos por diferentes organizaciones nacionales o internacionales.

El método gravimétrico fue utilizado para la determinacion de humedad, éste se basa en la
pérdida de masa después de ser desecada en la estufa. Para su determinacidn se partié de 2 g
+ 0.5 mg, de la planta seca y triturada, fue colocada en una capsula de porcelana, previamente
tarada y desecada a 105°C; seguidamente la muestra se deseco durante 3h a 105°C. Una vez
transcurrido este tiempo, se dejé enfriar la capsula dentro de una desecadora, hasta que
alcanzo la temperatura ambiente y se registrd su peso, se colocé nuevamente en la estufa por
1 h, repitiendo el proceso hasta obtener masa constante (Miranda, 2000, pp.34-35). Esta
determinacion se realizé por triplicado y los resultados fueron expresados a través de la
siguiente formula:

wor = M2 =M1 00
M, — M

Donde:

%H= pérdida en peso por desecacion

M2 = masa de la capsula, con la muestra de ensayo (g)

M1 = masa de la capsula, con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de capsula vacia

100 factor matematico

2.4.2 Determinacion de cenizas totales

Este procedimiento se realizd por el método gravimétrico, del residuo obtenido por la
incineracion de la muestra. Para esta determinacion se pesé 2.0 g + 0.5 mg del material vegetal
seco y triturado, se colocd en un crisol de porcelana, previamente tarada. La muestra fue
calentada en un reverbero, hasta total carbonizacion, seguidamente se incinero la muestra en
un horno mufla a 700°C, durante 2 h. Una vez transcurrido el tiempo, el crisol fue retirado de

la mufla y se coloc6 dentro de un desecador, hasta alcanzar temperatura ambiente,
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posteriormente se pes6. Este procedimiento se repitié desde la incineracion de la muestra,
pesando la capsula cada 30 minutos, hasta alcanzar el peso constante (evitando diferir en mas
de 0.5 mg por gramo), y el residuo quede de color blanco (Miranda, 2000, pp.32-33). La

determinacion se realizo por triplicado y los resultados se expresan en la siguiente férmula:

2

M
%C=M MxlOO

2

Donde:

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

M1 = masa del crisol con la muestra (g)

M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matematico.

2.4.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

Este procedimiento se realizd por determinacién gravimétrica. A las cenizas totales obtenidas,
fueron afiadidos 15 mL de agua destilada, se tapd el crisol y se le colocé en un reverbero hasta
que hierva por 5 minutos. Seguidamente se filtré la solucion resultante, con la ayuda de un
papel filtro libre de impurezas, este papel filtro con el residuo, se trasladé al crisol inicial y
se calento en el reverbero hasta total carbonizacion (incluido papel filtro), luego se incinero6
en un horno mufla a 700°C por 2 horas, trascurrido este tiempo, se retird el crisol del horno
mufla y se colocé en un desecador, para enfriarlo hasta alcanzar temperatura constante y se
peso. Este procedimiento repitié a partir de la incineracién en la mufla, hasta alcanzar peso
constante (Miranda, 2000, p.33). La determinacion se realizé por triplicado y los resultados
son expresados a través de la siguiente formula:

MZ_Ma
274 4100
M, — M~

%Ca =
Donde:
%C = porcentaje de cenizas solubles en agua, en base hidratada
M2 = masa del crisol con cenizas totales (g)

Ma = masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
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M = masa del crisol vacio (g)
100 = factor matematico.

2.4.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

El procedimiento se realiz6 por el método gravimétrico. A las cenizas totales obtenidas, se le
afiadid de 2 a 3 mL de &cido clorhidrico (HCL), al 10%. El crisol tapado con un vidrio reloj
fue calentado a bafio de agua hirviente por 10 minutos. Trascurrido el tiempo el vidrio reloj
se lavo con 5 mL de agua caliente y se unié el contenido al crisol. La solucién resultante se
filtré utilizando un papel filtro libre de impurezas y se lavé con agua caliente, hasta que al
acidularle con acido nitrico (se afiadié dos gotas de nitrato de planta 0,1 M), no mostré
presencia de cloruros. El residuo del filtrado conjuntamente con el papel filtro, se colocé en
el crisol inicial para seguidamente carbonizarle completamente en un reverbero.
Posteriormente se colocé el crisol en el horno mufla a 700°C por un tiempo de 2 horas.
Transcurrido el tiempo se retir6 el crisol de la mufla y se dejé enfriar hasta alcanzar la
temperatura ambiente dentro de un desecador (Miranda, 2000, p.33). Este procedimiento se
repitio desde la colocacion en la mufla hasta alcanzar el peso constante. La determinacion se

realizé por triplicado y los resultados son expresado utilizando la siguiente formula:

M,
%B = —
%B M —m > 100

1

Donde:

%B = porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

100 factor matematico.

2.5 Tamizaje Fitoquimico

Una vez realizado el control de calidad del material vegetal (seco y triturado), se procedi6 a
la identificacion cualitativa de los componentes quimicos, presentes en las hojas de lippia
scorodonioides, a través de tamizaje fitoquimico o screening, para lo cual se realizaron
extracciones sucesivas utilizando solventes de polaridad creciente: éter etilico, etanol, agua
respectivamente de acuerdo a lo mencionado en la Farmacognosia y Productos Naturales de
Miranda (Miranda, 2000, pp.38-40).
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30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracién

RESIDUO SOLIDO
Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO |
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

XTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentraciéon

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 1-2. Preparacion de extractos para realizar el tamizaje fitoquimico
Fuente: Miranda, 2000

Luego de obtener los extractos con los diferentes solventes, se procede a realizar la
caracterizacion de cada extracto por separado, mediante reacciones especificas para cada uno,
con la finalidad de identificar metabolitos secundarios propios de las hojas de Lippia

scorodonioides, a través de reacciones de precipitacion y/o coloracion.

EXTRACTO ETEREO

I
DIVIDIR EN FRACCIONES

—T

ENSAYSOnE)LE SUDAN ENSAYO DE BALJET
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONAS Y COUMARINAS)

" ; 5'mL
15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDORFEE ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

Figura 2-2. Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo
Fuente: Miranda, 2000
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EXTRACTO ALCOHOLICO
|

DIVIDIR EN FRACCIONES
|
ImL 2mlL 2mL ‘ 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE e ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE .
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(b2 REDUCTORES) | - pMIANBUCHARD [FENOLESY TANNOS) | ot rapor (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
2L (TRITERPENOS-ESTEROIDES) (QUINONAS) MA(XFCI/?\L‘(()I\[I)\/EAS\)GNER
ENSATO DE ENSzAr\T(ﬂc_) DE 2mlL
RESINA m
e ENSAYS gé BALJET R ENSAYO DE
(AMINOACIDOS
LACTONAS) ( ) ANTOCIANIDINA
2mL
ENSAYO ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE
SHINODA

(FLAVONOIDES)

Figura 3-2. Tamizaje fitoquimico del extracto alcoholico
Fuente: Miranda, 2000

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) %/II\LIJSC"}\JAOGI(D)ES
2mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS
ENSAYO DE
2mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2mL
ENSAYO DE CLORURO 2 mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Figura 4-2. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso
Fuente: Miranda, 2000

2.6 Obtencion del Extracto seco de hojas de Lippia scorodonioides

2.6.1 Determinacion del control de calidad del extracto hidroalcohélico de Lippia

scorodonioides

En un frasco &mbar se colocd 50g de la materia vegetal (seca y triturada), se le afiadié 500mL,
de solucion hidroalcoholica al 70% y se dejé macerar por 3 dias en completa oscuridad.

Transcurrido este tiempo se filtrd el extracto hidroalcohdlico, seguidamente se midi6 el
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volumen resultante de la maceracion. Con el filtrado obtenido se determind pardmetros
organolépticos (olor, color, sabor, aspecto), densidad, indice de refraccion, pH y sélidos
totales de acuerdo a Ochoa (Ochoaet al., 2013, pp.52-59).

2.6.2 Liofilizacién

Una vez obtenido y estandarizado el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lippia
scorodonioides, se coloco en un baldn esmerilado de 250 mL y se procedié a concentrarlo
utilizando un rotavapor BUCHI 461 a 50°C, y presion reducida, hasta que el etanol fue
evaporado por completo. EI concentrado obtenido en el baldn fue filtrado (Berk, 2018,
pp.567-581).

Posteriormente se elimin6 el agua contenida en el concentrado, mediante la técnica de
liofilizacion, para la cual, el concentrado fue colocado en un frasco de vidrio y se congel6 con
un bafio de nitrégeno liquido, rapidamente se coloco el frasco en el liofilozador, asegurandose
gue se forme el vacio y se mantuvo congelado todo el tiempo el concentrado con nitrogeno
liquido, para evitar que se funda el extracto ( Kinuthia et al., 2016). Al finalizar el
procedimiento el frasco que contenia el extracto seco se peso, para sacar el rendimiento
mediante la siguiente formula:

w, —

. Wo
%Rendimiento = T x 100

Donde:
WL = Peso del frasco con el liofilizado (g)
Wo = peso del frasco vacio (g)

W = peso de la muestra. (g)

2.7 Determinacion de fenoles totales

A partir del extracto seco de hojas de lippia scorodonioides, se prepar6 una solucion de 200
ppm, para lo cual se pesé 20 mg de la muestra y se aforo a un balén de 100 mL con etanol al
70%. Posteriormente una alicuota de 250 uL, de la solucion obtenida se Ilev6 a un balén de
25 mL. Se agreg6 15 mL, de agua destilada y 1.25 mL, de reactivo de Folin —Ciocalteu. La

mezcla resultante se homogeniz6 en vértex por 30 segundos, luego se dejo reposar por 8
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minutos. Transcurrido este tiempo exactamente, se afiadié 3.75 mL de solucion de carbonato
de sodio al 7.5% vy se afor6 con agua destilada a volumen. Se agit6 en vortex por 5 minutos
mas, se tap0 y se dejo reposar en oscuridad durante dos horas. Una vez cumplido el tiempo
exacto, se midio en el espectrofotometro a 765 nm, usando como blanco una mezcla de agua:
etanol al 70% (24.75mL.:0.25mL respectivamente) (R.Rover y Marjorie, 2013, pp.366-371).

Como patrdn de referencia se utilizé &cido galico, realizando previamente de una curva de
calibracion a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, con el procedimiento ya descrito
para la muestra. Los resultados obtenidos se expresan en mg de equivalentes de &cido galico
por g de muestra. (mg GA / g de muestra), despejando la concentracion en la ecuacion de la
recta, reemplazando la absorbancia y multiplicando el resultado por el factor de dilucion que

se empled. La determinacion se realiz6 por triplicado.

2.8 Determinacion de flavonoides totales

A partir del extracto seco de hojas de lippia scorodonioides, se prepard una solucion de 100
ppm, para lo cual se pesé 10 mg de la muestra y se aforo a un bal6n de 100 mL con etanol al
70%. Posteriormente una alicuota de 1 mL, de la solucion obtenida se llevd a un tubo de
ensayo. Se agregd 4 mL, de agua destilada y 0.3 mL, de solucion de Nitrato de sodio (NaNO2)
al 5%. La mezcla resultante se dejo reposar por 5 minutos. Transcurrido este tiempo
exactamente, se afiadié 0.3 mL de cloruro de aluminio (AICI3) al 10% (se vorterizd por 1
minuto) y se dejo en reposo nuevamente por 5 minutos (en completa oscuridad). Luego se
afiadié 2 mL de Hidroxido de sodio (NaOH) 1M, se procedi6 a vorterizar la mezcla por 15
segundos y se dejé en reposo durante 15 minutos. Una vez cumplido el tiempo exacto, se
midié en el espectrofotémetro a 510 nm, usando como blanco una mezcla de agua: etanol al
70% (6.6 mL:1 mL respectivamente) (De Oliveira et al., 2013, pp.102-105).

Como patron de referencia se utiliz6 quercetina, realizando previamente de una curva de
calibracion a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, con el procedimiento ya descrito
para la muestra. Los resultados obtenidos se expresan como miligramos equivalentes de
quercetina por gramos de extracto seco (mg EQ/g ES), despejando la concentracion en la
ecuacion de la recta, reemplazando la absorbancia y multiplicando el resultado por el factor

de dilucion que se emple6. La determinacion se realizo por triplicado.

2.9 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH*

La actividad antioxidante del extracto de Lippia scorodonioides se determind a través del

ensayo del radical estable DPPH* (2,2- difenil-1-picrilhidrazil libre). Este método se sustenta
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en la reduccién de DPPH en presencia de un antioxidante, un donador de protones (H+), para
un no radical (DPPH-H).(Martins et al., 2016.pp.34-39) Dicha reduccion se evalia mediante
la disminucion de la absorbancia, a una longitud de onda caracteristica, es asi como a 517 nm
absorbe el radical libre DPPH* y cuando existe una reduccion del mismo por accién de un

antioxidante, la absorcién desaparece.(Mensor et al., 2001,pp.127-130)

Previo a la determinacién se preparé la solucion del radical DPPH*, para lo cual se pes6 6.9
mg del radical y se aford a 250 mL con metanol, se agité y posteriormente se guardo6 en
oscuridad total hasta que se estabilice midiendo la absorbancia en el espectrofotometro cada
30 min a 517 nm, hasta la obtencion de una absorbancia constante que va de entre 0.6000-
0.8000.

Se realiz6 una curva de calibracion con el estandar, el mismo que fue Acido gélico, para su
preparacion se pes6 25 mg y se afor6 a 25 mL, obteniendo una concentracién de 1000 ppm,
seguidamente se realizé diluciones para obtener soluciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500 y
1000 ppm

Para preparar la muestra de ensayo, se pes6 25 mg del extracto seco de Lippia scorodonioides
y se afor6 a 25 mL con etanol al 70%, obteniendo una concentracion de 1000 ppm. Se
procedi6 de la misma manera que con el estandar. Del cual se preparé diluciones para obtener
soluciones de concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm

Una vez obtenidas las soluciones, se coloc6 2.9 mL, de solucién de DPPH y se afiadié 10 pL
de la muestra. Incubar a 37°C por 30 min. Se tratd de la misma manera por separado cada

dilucion tanto de la muestra como del estandar.

Una vez trascurrido el tiempo se midi6 en el espectrofotometro a 517 nm, en el siguiente
orden: Metanol (encerar el equipo), la solucion de DPPH*, Blanco (soluciéon de metanol

2.9mL.: etanol al 70% 10 pL), muestra de Lippia scorodonioides.

Los resultados fueron expresados como (IC50) el valor de concentracion del extracto capaz
de inhibir el 50% de radicales de DPPH, el cual fue calculado a partir de la grafica de regresion

polinémica .(Guija et al., 2015, pp.0-4).

También es posible expresarle como porcentaje de inhibicion de radicales libres DPPH* (%),
el mismo que se calcula bajo la siguiente férmula de acuerdo con Martins et al (Martins et al.,
2016.pp.34-39)

o
4,

S

% de inhibicion = x 100

Donde:

40



Ao = Absorbancia del control

As = Absorbancia del extracto a ensayar

2.10 Preparacion del estdndar McFarland

De acuerdo al método propuesto por la FDA, se preparo el estandar Mcfarland, que fue usado
para estandarizar la concentracion aproximada de 1.5x108UFC/mL, de la suspension

bacteriana empleada en el ensayo de fotoproteccion a través de la comparacion de turbidez.

La preparacion del estandar Mcfarland se realiz0, a través de la mezcla de cloruro de Bario
(BaCl2) al 1% y de &cido sulfurico (H2SO4) al 1% en las siguientes proporciones:

Tabla 1-2: Escala de concentracion del estandar a diferentes
proporciones de BaCl2 y H2SO4

N.° BaCl2 1% H2S04 1% UFC/mL
0.5 0.05 9.95 1.5x108
1.0 0.10 9.90 3.0x108
2.0 0.20 9.80 6.0x108
3.0 0.30 9.70 9.0x108
4.0 0.40 9.60 1.2x10°
5.0 0.50 9.50 1.5x10°
6.0 0.60 9.40 1.8x10°
7.0 0.70 9.30 2.1x10°
8.0 0.80 9.20 2.4x10°
9.0 0.90 9.10 2.7x10°
10.0 1.0 9.00 3.0x10°

Fuente:(Rodriguez, 2010)

La reaccion produce la precipitacion del Cloruro de Bario por accién del acido sulfarico
provocando una solucién de color blanquecina turbia. Obtenidas las soluciones con diferentes
proporciones de la mezcla entre BaCI2 y H2SO4, se midio en el espectrofotometro a 625 nm,
cuyos valores deben estar entre 0.08-0.1. Una vez obtenidas las absorbancias se realiz6 la
curva de calibracion con el estdindar McFarland NUmero 1,2,3,4,5 y utilizando la ecuacién de
la recta resultante se reemplazé el valor de la absorbancia para saber el nimero de estandar

McFarland de la suspension a utilizar (Rodriguez, 2010).
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2.11 Determinacion de la actividad fotoprotectora por el método de muerte celular

inducida sobre cepas de Escherichia coli

La actividad fotoprotectora in vitro de las hojas de Lippia scorodonioides se determiné por el
método de muerte celular inducida por radiacion UVB, utilizando el modelo bacteriano
Escherichia coli, ATTC 25922, en referencia al estudio realizado por Avila Acevedo (Avila-

Aceved, el al., 2017, pp 72-81), con pequefias modificaciones.

Se cultivd una cepa de Escherichia coli, ATTC 25922, en caldo cerebro corazén para su
reactivacion durante 18 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo las cepas se cultivaron en
Agar Muller Hinton, para su nutricion y crecimiento, a las mismas condiciones. Una vez
obtenidas las cepas bacterianas reactivadas y nutridas, se procedié a diluirlas en suero
fisioldgico, agitando vigorosamente para romper los agregados celulares y asegurarse que la
suspensién sea homogénea, a la vez se comparé con el estandar McFarland 0.5 previamente
preparado, a través del parametro de turbidez, ayudandonos de un patron de lineas
horizontales para mejorar la visualizacion asegurandonos que sea lo mas proximo posible a
la concentracion de 1.5x108UFC/mL.

Se prepard una solucion de 2000 ppm de Lippia scordonioides, pesando 50 mg del extracto
seco y aforandolo a 25 mL, con etanol al 70%, a partir de esta solucién se prepararon a través

de diluciones, soluciones de 200 y 20 ppm.

Una vez preparada la suspension bacteriana y las soluciones de la muestra de ensayo a
diferentes concentraciones, se procedié a colocar en tubos de cuarzo de 1cm de didmetro 5mL
de suspensién bacteriana, “para cada concentracion y 5mL de las soluciones de extractos. Se
colocd los tubos de cuarzo que contenian la suspension bacteriana en una gradilla, detras de
cada uno de los tubos que contenia los extractos de Lippia scorodonioides a diferentes
concentraciones, formando asi una unidad experimental. Dicha unidad experimental fue
irradiada utilizando una lampara de UV-B marca Philips Broadband TL 40 w/12 RS, a una
intensidad de radiacién de 0.60 J/cm2. La determinacion se realizé durante tres horas, con
intervalos de 30 minutos (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 minutos), tiempo en el cual se procedié
a sembrar aproximadamente 5L de la suspension bacteriana en agar Muller Hilton, tomando
en cuenta que en los tiempos de 0 y 30 minutos se realizo diluciones de las bacterias antes de
realizar la siembra (1:5000). Después de la incubacion de las bacterias a 37°C, por 18 horas
se procedi6 a contar el nimero de UFC sobrevivientes a la radiacion. (Avila-Aceved, el al.,
2017, pp 72-81)
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Para esta determinacion se utilizd estandares como etilhexil metoxicinamato (OMC) y
octildimetil-PABA (pamidato O) y como blanco etanol al 70%, Todos fueron tratados con la

misma metodologia que la muestra. Cada muestra se procesé por triplicado.

2.11.1 Andlisis estadistico de los datos.

Las UFC de colonia de Escherichia coli sobrevivientes a la exposicién a radiacion UVB, se
trasformaron a datos obtenidos del area bajo la curva (ABC), tanto para controles positivos
como para el extracto hidroalcohélico de Lippia scorodonioides a concentraciones de 20, 200,
2000 ppm. El tratamiento de los datos se realiz6 mediante el programa IBBM SPSS STATICS
23, aplicando la prueba de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, para determinar si los datos
se encuentran dentro de una distribucion normal. Seguidamente se realizé el test de ANOVA
de un factor y prueba de Tukey.

2.12 Determinacion del factor de proteccién solar (FPS) in vitro, por el método de

Mansur

Se realizd un analisis espectrofotométrico del extracto seco de Lippia scorodonioides,
preparando una solucion de 10 ppm, de la misma manera que los controles (OMC Y
Pamidato-O). Se procedio a medir las muestras en longitudes de onda de 290-320 nm con

intervalos de 5 nm, utilizando como blanco etanol al 70%. (Soares et al., 2009, pp.282-288)
El célculo del FPS, se realizo a través de la siguiente ecuacion matematica:
FPS=CFx Y330 EE (A) x1 () xAbs (1)
Donde:
CF = factor matematico
EE(L) = efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda
I(A) = intensidad de luz solar de longitud de onda
A(L) = Absorbancia de la muestra ensayada.

La relacién entre el efecto eritemogénico y la intensidad de luz solar, son valores que ya

vienen establecidos, es decir son constantes como se indica
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Wavelength (nm) EE x | (normalized)

29 0.0150
295 00817
300 0.2874
105 03278
310 0. 1864
315 00839
320 00180
Total 1.0000

EE — ervthemal effect spectrum; | — Solar intensity spectrum,

Figura 5-2: Tabla de los valores de EE X | preestablecidos
Fuente: (Mansur et al., 1986)

2.13 Ensayo de Irritacion Ocular

Esta prueba permite estimar in vitro la capacidad de irritacion ocular, de sustancias y
productos cosméticos. Para este ensayo se utiliza la membrana corioalantoidea del huevo de
gallina del décimo dia de embrionacién, tiempo en el cual el tejido nervioso y de la percepcion

no se ha desarrollado.

2.13.1 HET-CAM

Inicialmente se incuba huevos de gallina, fértiles durante 10 dias, en una incubadora a 37 °C
y humedad relativa de 60-80%. En el trascurso del tiempo de la incubacién es posible
observar al tercer dia, si el huevo fue fértil con la ayuda de una linterna con luz led en

completa oscuridad, ya que se aprecia las primeras inervaciones en el huevo.

Se prepar6 la muestra a ensayar a una concentracion de 500 ppm, para lo cual se pesé 12.5
mg del extracto seco de Lippia scorodonioides y se afor6 a un balén de 25 mL, con agua
destilada. Una vez obtenida esta solucion se realizé diluciones para obtener soluciones a

concentraciones de 250, 125,y 62.5 ppm.

En el décimo dia de incubacidn, se procede romper muy cuidadosamente el cascarén que
recubre la camara de aire del huevo, seguidamente se retira con la ayuda de unas pinzas
pequefias la membrana que recubre la (CAM) membrana corioalantoidea. Una vez
descubierta la (CAM), se coloca 300 pL de los extractos a ensayar, en el instante se observa
cuidadosamente la membrana, durante 5 minutos, y se registra el tiempo en segundos en el
que se produce las siguientes reacciones si fuese el caso: hemorragia, lisis y coagulacion. En
el caso de no existir ninguna de las reacciones antes mencionadas se registrara como 301
segundos.(Costa Sonia, et al., 2015, pp.413-418)
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Para esta determinacion se utiliz6 un control positivo (NaOH 0.1M) para tener una referencia
del efecto irritante (hemorragia, lisis y coagulacién) y un control negativo (agua destilada),
para dar validez a la determinacion. El procedimiento fue el mismo que para la muestra

ensayada a diferentes concentraciones. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Los resultados deben ser expresados en indice de irritacion (1S), utilizando la siguiente

féormula:

_ (301 -H)x5  (301—L)x7 (301 —C)x9
~ (300) (300) (300)

Donde:

H = tiempo en segundos necesario para comenzar las reacciones de hemorragia

L = tiempo en segundos necesario para comenzar las reacciones de lisis en el vaso
C = tiempo en segundos necesario para comenzar las reacciones de coagulacion

La puntuacion esta clasificada en 4 categorias segun Luepke (N.P.Luepke, 1985, pp.287-291).

Tabla 2-2: Clasificacion en categorias de puntajes acumulados
en la prueba HET-CAM

Puntaje L
) Clasificacion
acumulativo
0-0.9 No irritante
1-4.9 Irritante bajo
5-8.9 Irritante moderado
9-21 Irritante severo

Fuente: (N.P.Luepke, 1985, pp.287-291).

2.13.2 CAM-TBS

Este método es cuantitativo para evaluar la toxicidad de formulaciones. Para esta
determinacion se procedié de la misma manera que en el HET-CAM, hasta dejar al
descubierto la membrana corioalantoidea, siendo la muestra a ensayar soluciones de Lippia
scorodonioides a concentraciones de 62.5, 125, 250, 500 ppm, como control positivo se
utilizé Hidroxido de Sodio (NaOH) 1M y como control negativo Agua destilada.(Mansur et
al., 2016, pp.251-258)
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Una vez descubierto la membrana corioalantoidea, se coloco un anillo de goma, delimitando
la parte de la membrana que fue tratada. Dentro del anillo de goma se coloco 300 pL de los
extractos, se dejo actuar por 20 segundos y seguidamente se lavé la parte tratada con suero
fisiolégico. Posteriormente se colocod 500 pL. de azul tripan durante 1 minuto, trascurrido el
tiempo se lavo con agua destilada. Luego del tratamiento se cortd cuidadosamente la parte
tratada de la membrana corioalantoidea, se registro su peso y brevemente se introdujo en un
tubo con 5 mL de dimetilformamida para capturar el colorante fijado. Se procedio a
centrifugar el tubo a 1500 rpm durante 5 minutos y finalmente se midi6 la absorbancia de la
formamida con el colorante en el espectrofotometro a 595 nm y se compard con una recta
patron de concentraciones conocidas del colorante azul tripan (5x10™> M, 10™>M, 10~6M)
(Lagarto et al., 2006, pp.699-702). La determinacion se realiz6 por triplicado. Los resultados

se expresan en cantidad de colorante absorbido utilizando la siguiente formula:
CA=b X —— x 10°nmoles
1000

Donde:
CA = cantidad de colorante absorbido
B = Concentracion del colorante (obtenido por ploteo de la curva patron) mg de membrana.

Con el resultado obtenidos tanto de los controles (positivo y negativo) como para la muestras
ensayad a diferentes concentraciones, se determiné la categoria dentro de la clasificacion de

irritacion que corresponde segun Garcia (Garcia et al., 2004, pp. 103-107).

Potencial de irritaciin Categoria

< (0, 100 nmoles'mg no irritante

0100 — 0,150 moderadamente irntante
= 0,150 irratante

Figura 6-2: Clasificacion de las sustancias de acuerdo al

potencial irritante determinado por el método CAM-TBS.
Fuente: (Garcia et al., 2004, pp. 103-107).

2.14 Ensayo de Genotoxicidad

Para determinar la genotoxicidad del extracto seco de Lippia scordonioides se procedié con
el método de microndcleos utilizando semillas de Vicia faba var. Minor descrito por Avila-
Acevedo (Avila-Aceved, el al., 2017, pp 72-81).
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Las semillas de Vicia faba fueron seleccionadas de tal manera que tengan un tamario similar,
seguidamente se colocaron en agua y almacenaron a 4°C durante 24 horas. Transcurrido el
tiempo se retird la testa de cada una de las semillas y se las colocé en una bandeja de vidrio
en medio de dos capas de algodon humedecido para facilitar su germinacion, se tap6 la
bandeja con papel film realizando pequefios agujeros para favorecer la entrada de oxigeno, se
almacend a temperatura ambiente durante 7 dias, humedeciendo el algodon paulatinamente.
Una vez cumplido el tiempo las raices primarias alcanzaron una longitud de entre 1-2 cm.
Estas raices se encontraban listas para su tratamiento. Para lo cual se prepard una solucion
de 0.40% (p/v), pesando 100 mg del extracto seco de Lippia scorodonioides y se afor6 a 25
mL con agua destilada, de esta solucidn se realizaron diluciones de tal manera que se obtuvo
concentraciones de 0.20, 0.10 y 0.05 % (p/v). Se utilizé como control positivo Etanol absoluto

y como control negativo agua del grifo (Orbegoso y Gonza, 2017, pp.203-213).

Fueron seleccionadas al azar 4 semillas por tratamiento y se sometieron a los extractos de
Lippia scorodonioides de diferentes concentraciones, control positivo y negativo durante 48
horas a 22°C. Al culminar el tiempo de exposicidn para cada tratamiento, se colocd las raices
en solucion Farmer (acido acético 1: 3 y Metanol absoluto) a 4°C por 24 horas. Cumplido el
tiempo se hidroliz6 las raices en una solucion de acido clorhidrico (HCI) 1N durante 6
minutos a 55°C (en bafio maria) para romper los enlaces de la pared celular, seguidamente se
lavd 3 veces con agua destilada para eliminar el HCI y luego fue puesto en etanol al 70%
durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se macerd las raices en acido acético al 45% por
30 minutos. Al finalizar el tiempo, las raices tratadas fueron cortadas desechando
aproximadamente 1mm de la punta de la raiz, de tal manera que se tomd la region de células
del meristemo F1, a través de un fino corte transversal, rapidamente se colocé en un
portaobjetos y se colored con acetato de orceina al 1% durante 5 minutos, se lavé con acido
acético al 45%, se coloc6 un portaobjetos haciendo un poco de presion y se observé al
microscopio dptico con el lente de 40X. Se contd las células en cada una de las fases y las

celulas en interface con microntcleos (Orbegoso y Gonza, 2017, pp.203-213).

Para calcular la genotoxicidad, se utilizaron las siguientes ecuaciones:

N2 de células por cada fase
1000

%MI= x 100

Donde:
%MI = porcentaje del indice mitotico

N.°= Numero de células por cada fase
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N2 de células de interfase con mcn
= ! x 100

MCN
1000

Donde:
MCN = micronucleos

N.°= NUmero de células en interfase con micronucleos.

2.15.1 Andlisis estadistico de datos

Los datos obtenidos del indice de microndcleos y el indice mitético, tanto para controles
positivos como para el extracto hidroalcohdélico de Lippia scorodonioides a concentraciones
de 62.5, 125, 250, 500 ppm. El tratamiento de los datos se realiz6 mediante el programa IBBM
SPSS STATICS 23, aplicando la prueba de Kolmogorov-Smirnov, para determinar si los
datos se encuentran dentro de una distribucion normal. Seguidamente se realizo el test de Chi

cuadrado, tras comprobar que no existia una distribucion normal de los datos.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Control de calidad de la materia vegetal

Al someterle a la droga cruda a las pruebas, para control de calidad, descritas en el capitulo

I1, se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 1-3: Resultados del control de calidad de Lippia scorodonioides

) Lippia Limites establecidos por
PARAMETRO . la USP #35
scorodonioides
Contenido de humedad (%) 5.04 £ 0.15% 14%
Contenido de cenizas totales
12.02 + 0.05% <12%
(%)
Contenido de cenizas solubles
10.84 + 0.06% <7%
en agua (%o)
Contenido de cenizas insolubles
1.17 +0.01% <5%

en &cido clorhidrico (%)

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

3.1.1 Determinacion del contenido de humedad

El control de calidad de la droga cruda previo a realizar la investigacion es necesario, para
garantizar las condiciones Optimas del material vegetal, y por tanto que los resultados
obtenidos sean fiables. El contenido de humedad de las hojas de Lippia scorodonioides, se
realizé por el método gravimétrico, mediante secado en estufa con circulacion de aire caliente,
el valor obtenido fue de 5.04%, estas cifras se encuentran dentro de los limites establecidos
por la USP # 35 (Tabla 1-3), en donde nos establece un limite maximo del 14%. Estos
resultados nos indican que el material vegetal tiene un bajo contenido de agua lo que ayuda a
ralentizar procesos de degradacién de metabolitos y principios activos por reacciones

enzimaticas, otra ventaja es que previene la proliferacion de microorganismo como hongos y
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bacterias. Garantizando asi la estabilidad y calidad del material vegetal. (Miranda, 2000,
pp.34-35)

3.1.2 Determinacion de cenizas totales

Este ensayo se realiz6 por el método gravimétrico, basado en el residuo de la incineracion de
la muestra. Fue analizado para determinar el contenido de minerales o materia inorganica que
pueden ser propias de la planta o provenir de la tierra durante de la recoleccién y
almacenamiento del material vegetal (Farmacognosia, 2008). El resultado obtenido de esta
determinacion fue 12.02%, a pesar de que este valor es similar al limite maximo establecido
por la USP # 35, cuyo valor es de 12%, se puede decir que se encuentra en el rango permitido
(Tablal-3), por lo que se garantiza la calidad e identidad de la materia vegetal. Valores que
superan en gran cantidad el limite superior nos indica la existencia de metales pesados y
residuos inorganicos como silice, fosfatos, carbonatos, silicatos, los cuales podrian interferir

en los resultados durante la investigacion (Miranda, 2000, p.32).

3.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

Esta determinacion se realizd a través del método gravimétrico y nos ayuda a considerar el
contenido de cenizas fisiologicas es decir compuestos naturales, asi como las sales solubles
presentes en la materia vegetal. El valor obtenido de la determinacién fue de 10.84%, este
porcentaje supera el limite maximo establecido por la USP # 35, que es de 7% (Tablal-3).
Este resultado se debe a que en el género Lippia por si mismas posee un cierto contenido de
minerales, como se describe en los componentes de Lippia graveolens (Morataya, 2006),

consecuencia del ambiente en el que crecen como es el bosque seco.

3.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

El contenido de cenizas insolubles en &cido clorhidrico se realizé por el método gravimétrico.
Este parametro de calidad ayuda a determinar la presencia de silice en la droga vegetal por
contaminacion con tierra o arena. El resultado obtenido fue de 1.17%, este porcentaje se
encuentra dentro de los limites establecidos por la USP # 35, que es de 5% (Tablal-3), dicho
resultado nos indica la ausencia de contaminacién de la materia vegetal con tierra silicea o
arena (Miranda, 2000, p.33).

50



Los resultados obtenidos en el control de calidad de la droga cruda, nos indicé que cumple

con las condiciones adecuadas para llevar a cabo la presente investigacion

3.2 Tamizaje Fitoquimico

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de hojas de Lippia scorodonioides

e TIPO DE EXTRACTO | EXTRACTO | EXTRACTO
METABOLITO | ETEREO | ALCOHOLICO | ACUOSO
Sudan Grasas +++ N/A N/A
Dragendorff Alcaloides - +++ -
Mayer . +
Alcaloides - -
(opaco)
Wagner Alcaloides - + -
Baljet Lactonas y
++ ++ N/A
cumarinas
Lieberman- Triterpenos y + + A
Burchard esteroides (verde claro) (verde claro)
Catequinas Catequinas N/A + N/A
Resinas Resinas N/A - N/A
Fehling Azucares
N/A +++ ++
reductores
Espuma Saponinas N/A + -
Cloruro +
] Compuestos +
Férrico (FeClI3) . N/A ) (verde
fenolicos (verde intenso)
0SCcuro)
Borntrager Quinonas N/A + N/A
Shinoda Flavonoides N/A + -
Antocianinas Antocianidinas N/A - N/A
Mucilagos N/A N/A N/A -
Nihidrina N/A N/A +++ N/A
Principios
N/A N/A N/A -
amargos

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

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

La identificacion cualitativa de metabolitos secundarios presentes en las hojas de Lippia

scorodonioides se realiz a través del tamizaje fitoquimico de la droga vegetal, el cual
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consistid en la extraccion de la planta utilizando solventes de creciente polaridad: éter etilico,
etanol, y agua respectivamente, lo que provoco un cambio de pH en el medio y ayudo a
extraer los metabolitos de acuerdo a la solubilidad y polaridad, generando reacciones de
coloracion y/o precipitacion lo que permitié determinar la presencia o ausencia de grupos
funcionales especificos (Miranda, 2000, pp. 38-45).

En los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico se logré identificar en el extracto etéreo
compuestos liposolubles, dentro de los cuales se tuvo la presencia de gran cantidad de grasas,
una cantidad moderada de Lactonas y cumarinas, mientras que en cantidades pequefias
triterpenos y esteroides. En el extracto alcoh6lico se destacé compuestos de polaridad media
como: gran cantidad alcaloides y azlcares reductores, lactonas y cumarinas en cantidad
moderada y catequinas, triterpenos, esteroides, saponinas, quinonas, compuestos fenolicos y
flavonoides en pequefias cantidades. En el extracto acuoso se ratifico la presencia de

compuestos fendlicos y azlcares reductores.

A través de los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico de Lippia scorodonioides se
evidencié la presencia de compuestos fendlico y flavonoides, que son de interés
farmacolégico debido a las propiedades antioxidantes, inmunomoduladores,
antiinflamatorias, anticancerigenas y sobre todo fotoprotectoras frente a la radiacion solar,

que fue evaluada en la presente investigacion (Rabinovich y Kazlouskaya, 2018).

Es importante resaltar que hasta el momento no existen evidencias de estudios fitoquimicos
realizados especificamente a Lippia scorodonioides, sin embargo, en estudios de plantas que
pertenecen al género Lippia como es el caso de Lippia alba y Lippia graveolens concuerda
con la presencia de los metabolitos secundarios identificados en este estudio, sobre todo de

compuestos fendlicos y flavonoides (Morataya, 2006).
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3.3 Determinacion del control de calidad del extracto hidroalcohdlico de Lippia

scorodonioides.

Tabla 3-3: Resultados del control de calidad del extracto hidroalcohodlico de
Lippia scorodonioides
Parametros Resultados

Requisitos organolépticos:

Olor Herbal

Sabor Amargo

Color Verde oliva
Aspecto Liquido
Densidad 0,905 g/ml

pH 6,9

Indice de refraccion 1,362

Sélidos Totales 1,479 % + 0,005

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

Fueron determinados los parametros fisico-quimica y organoléptica para el control de calidad
del extracto hidroalcohdlico al 70% de Lippia scorodonioides previo a su concentracion y
posterior liofilizacion. En el andlisis de las propiedades organolépticas dio como resultado un
olor herbal caracteristico, un aspecto liquido homogéneo sin presencia de fases, un sabor
amargo, una coloracion verde oliva. La densidad relativa (0,905 g/ml) es muy cercana a la
del agua, dando a notar en su aspecto liquido. En el caso de los valores obtenidos de pH,
concuerdan con las caracteristicas levemente acidas que se extraen en estos extractos como
flavonoides, fenoles, taninos, ademas este valor de pH, presenta un comportamiento neutral,
lo que provoca una disminucion de la catélisis &cida o basica que habitualmente es causa de
la degradacion hidrolitica de los principios activos (Bermejo et al., 2014, pp.670-680). El
valor obtenido en el indice de refraccion nos indica que existe un contenido de sélidos totales,
los cuales se encuentra en correlacion. Al comparar estos resultados con un estudio similar
realizado a Lippia citriodora, se puede decir que presentan caracteristicas muy semejantes
(Zambrano, 2015). Todas estas caracteristicas fisico-quimicas que presenta el extracto
hidroalcoholico de Lippia scorodonioides garantiza su estabilizacion y conservacion durante

un largo tiempo.
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3.4 Extracto seco de hojas de Lippia scorodonioides

Una vez concentrado en rotavapor, el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lippia
scorodonioides fue congelado y liofilizado, consiguiendo asi el extracto seco como un polvo
fino y homogéneo de color marrdn intenso y consistencia solida. A partir de 50 g de droga
vegetal seca y triturada se obtuvieron 5.3685 g de extracto seco; por tanto, el rendimiento de
extraccion por este método fue de 10.74%. En la actualidad se recurre a técnicas como el
liofilizado para mantener el contenido vitaminico. enziméatico y hormonal, de preparaciones
vegetales frescas, sobre todo para sustancias termodegradables debido a su facilidad para
desnaturalizarse. (Miranda, 2000, p.46)

3.5 Determinacién de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales del extracto seco de Lippia scorodonioides, se realiz6 a
través de espectrofotometria utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu, se tomé como
referencia la ecuacion de la recta A= 0,001C + 0,0017 (R2 = 0,999) que corresponde a la curva
de calibracion del estandar, de acido galico de soluciones de concentracion de 20, 40, 60, 80,

100 ppm respectivamente.

El ensayo se llevd a cabo con una concentracion del extracto etandlico de Lippia
scorodonioides de 200 ppm, con el objetivo que la absorbancia obtenida, se necuentre dentro
de la curva de calibracion del estandar de acido galico. Dando una concentracion de 0,069
ppm, valor que se utilizé para realizar los céalculos correspondientes para la obtencion del
contenido de fenoles totales expresados en mg Equivalentes de Acido Galico /g de extracto

Seco.

Tabla 4-3: Absorbancias del estandar de &cido galico
Concentracion de  Absorbancia
acido Galico ppm

20 0,023
40 0,041
60 0,061
80 0,082
100 0,103

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Grafico 1-3: Curva de calibracién del acido Galico
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

Tabla 5-3: Contenido de fenoles totales de hojas de Lippia scorodonioides

FENOLES TOTALES
SUSTANCIA mg Equivalentes de g Equivalentes de
FOTOPROTECTORA | Acido Gélico /g de Acido Galico /100g de
extracto seco extracto seco

Extracto etandlico de
hojas de Lippia 11.48 +0.29 1.148 +0.29

scorodonioides

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

El contenido de fenoles totales del extracto etandlico al 70% de hojas de Lippia
scorodonioides fue de 11.48 mg GAE / g extracto seco, lo que en términos de porcentaje
significa que existe 1.148 g GAE / g extracto. Al comparar estos resultados con ciertas
especies del género tales como Lippia triphylla, cuyo extracto etandlico present6 2.15 mg
GAE / g extracto (Zengin et al, 2017, pp.135-141); se podria decir que la cantidad de fenoles
totales presentes en Lippia scorodonioides es relativamente alta; sin embargo es
considerablemente baja en comparacion con Lippia graveolens cuyo valor fue de 304.28 mg
GAE / g extracto (Avila-Aceved, el al., 2017, pp 72-81). Teniendo en cuenta estos resultados
se puede apreciar la variacion en el contenido de fenoles totales entre las diferentes especies.
Esta variacion puede darse por distintos factores, ya sea por las condiciones ambientales,
como la falta de nutrientes, déficit de agua que intervienen en el crecimiento de la planta y
disminuyen la velocidad fotosintética, diferentes morfologias y antecedentes epigenéticos
relacionados con el origen regional (Neugart et al., 2018, pp.460-478). Debido a que la planta
fue recolectada en una zona seca, cerca de Guayllabamba (Pichincha), se podria decir que las
condiciones ambientales intervinieron en el desarrollo de ciertos metabolitos. Por ende, el

resultado del contenido de fenoles totales fue considerablemente bajo para Lippia
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scorodonioides, mostrando una gran correlacion con los resultados obtenidos en el tamizaje

fitoguimico como en los demas ensayos.

3.6 Determinacion de flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides totales de las hojas de Lippia scorodonioides,
se realizo por el método espectrofotométrico y utilizando cloruro de aluminio (AICI3), para
lo cual se elabord la curva de calibracién del estandar de quercetina con soluciones de
concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 ppm la ecuacion de la recta resultante fue: A =0,0014C
+0,0144 y su coeficiente de correlacion de R2 = 0,999.

El ensayo se realizd por triplicado y los resultados obtenidos se expresan en mgEQ/g de

extracto seco y en %EQFT

Tabla 6-3: Absorbancias del estandar de Quercetina
Concentracion Absorbancia

de 4cido

Galico ppm
20 0,044
40 0,07
60 0,098
80 0,126
100 0,157

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Grafico:2-3. Curva de calibracién de Quercetina
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Tabla 7-3: Contenido de flavonoides totales de hojas de Lippia scorodonioides
FLAVONOIDES TOTALES

SUSTANCIA mg Equivalentes de g Equivalentes de
FOTOPROTECTORA quercetina /g de extracto | quercetina/ 100 g de
seco extracto seco

Extracto etanolico de hojas
o o 3.00 +£ 0,063 0.3+0,063
de Lippia scorodonioides

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

El contenido de flavonoides totales presentes en las hojas de Lippia scorodonioides fue de
3.00 mg EQ/g de extracto seco, lo que representa en términos de porcentaje 0.30 EQ/100 g
de extracto seco (Tabla 7-3). Como se puede observar las cantidades de flavonoides totales
son relativamente bajas en comparacion con estudios semejantes como es el caso de Lippia
dulcis en donde reportd un porcentaje de 45.68 EQ/100 g de extracto seco (Cardenas y Pinedo,
2016,p.43); esta gran diferencia puede deberse a que, como se sabe la radiacion UV-B es un
importante regulador del metabolismo secundario de las plantas, desencadenando la
acumulacién de, entre otros, compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides, etc. dicha
acumulacién estéa fuertemente influenciada por la duracion 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 planta y de las variaciones genotipicas entre
especies, origenes y cultivares (Neugart et al., 2018, pp.460-478). Tomando en cuenta que
Lippia scorodonioides es un arbusto con hojas pequefias y crece generalmente cerca de
bosques secos, donde también existen arboles de gran tamafio que le protegen de cierta
manera a los arbustos y demas plantas pequefias de la radiacion, se puede respaldar el bajo
contenido de flavonoides totales obtenidos, encontrandose en concordancia con los deméas

resultados de los ensayos de esta investigacion.

3.7 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método del DPPH*

Se evalu6 la capacidad antioxidante del extracto de Lippia scorodonioides, mediante el
método del radical libre DPPH*, utilizando como referencia acido galico los resultados se

reportaron en la siguiente tabla:
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Tabla 8-3: Resultados de la actividad Antioxidante ICgo del extracto de Lippia
scorodonioides

Actividad Antioxidante Valores de Referencia
Muestra
IC5¢ pg/mL IC5¢ pg/mL
Extracto etandlico de Optimo IC50 <15 pg mL-1)
o . 1004.89 £ 56.93
Lippia scorodonioides Bueno 15pg mL-1 < IC50
<50 ug mL-1) Promedio
i 50 pg mL-1 pg mL-1 I1C50
Acido galico 23.27+1,64 .
<100 pg mL-1) Débil
IC50 >100 ng mL-1)

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

EL DPPH* es un radical libre, que produce una solucion violeta en etanol y se reduce en
presencia de una molécula antioxidante dando lugar a soluciones de etanol sin colorantes
(Mensor et al., 2001,pp.127-130). El extracto hidroalcohdlico de Lippia scorodonioides es
capaz de neutralizar el DPPH*, presentando un valor de IC 5o de 1004.89 + 56.93 pg/mL
(Tabla 7-3). Esta actividad es menor que la presentada por el &cido galico, el control positivo
(IC 50 23.27 = 1,64 pg/mL). Y de acuerdo a la clasificacion propuesta por Martins et al.
(Martins, Francislene et al., 2016, pp.34-39), presenta una capacidad antioxidante débil (IC50
>100 pg mL-1). En comparacion con ciertas especies del género tales como L. sidioides (5+
0.1 pg/mL) y L. alba (9« 1.0 pg/mL) (Fabri et al., 2011,pp.840-846), se puede apreciar que
tienen mayor capacidad antioxidante incluso que la reportada por el &cido galico (utilizado
como control positivo), mientras que un estudio realizado a Lippia triphylla report6 un valor
de 113.774£2.75 pg/mL (Zengin et al, 2017, pp.135-141), que a pesar de tener una actividad
mucho mejor que la de Lippia scorodonioides segln la clasificacion de Martins bordea los
limites para considerarse como débil. Esta variacion en la capacidad antioxidante entre las
diferentes especies del mismo género se debe a factores ya mencionados anteriormente sobre
todo al bajo contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, principales responsables de la
actividad antioxidante. Los resultados obtenidos para Lippia scorodonioides en esta
determinacion, fueron corroboradas con los valores obtenidos de fenoles y flavonoides,
ademas mientras se realizaba el ensayo la solucién violenta casi no fue contrarrestada por la

muestra.
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3.8 Preparacion del estdndar McFarland

El control de calidad del estdindar McFarland se realizé mediante espectrofotometria, a través
de la cual se obtuvo la curva de calibracidn con su respectiva ecuacion de la recta como se

puede observar en el Grafico 3-3.

Tabla 9-3: Resultados de las absorbancias del Estandar
McFarland a 625 nm

N.° estandar Absorbancia
McFarland (625nm)
0,189
0,388
0,592
0,775
0,956
=0,5 0,099

X oA W N P

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Grafico 3-3: Curva de calibracién del estandar McFarland
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

El valor de absorbancia obteniendo de la muestra fue de 0.099; el mismo que se encuentra
dentro del rango (0.08-0.1) para el estandar McFarland N.° 0.5 de acuerdo a Koneman et al.,
(Koneman et al., 2006, p. 932). Al reemplazar este valor en la ecuacion de la recta, se obtuvo

un resultado de 0.5, lo que nos indic6 que corresponde al estandar McFarland N.° 0.5.

A través de los resultados obtenidos, se estima que la turbidez que presentd el estandar
McFarland N.° 0.5 corresponde a una suspensién bacteriana de concentracién 5x108 UFC/mL
aproximadamente (Rodriguez, 2010), gracias a esto se logré estandarizar a través del
parametro de turbidez la suspension bacteriana de E. coli, que fue utilizada para el ensayo de

la actividad fotoprotectora de Lippia scorodonioides.
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3.9 Efecto de fotoproteccion por el método de muerte celular inducida sobre cepas de

Escherichia coli

Tabla 10-3: Efecto fotoprotector del control positivo etilhexil metoxicinamato (OMC)

BLANCO 20 ppm 200 ppm 2000 ppm
TIEMPO
UFC/mL UFC/ mL UFC/ mL UFC/ MI
) 39300000 59000000 | 52666666,67 | 56666666,67
(£30129221,7) | (+ 6082762,53) | (+ 6806859,29) | (+ 4163332)
0 . 3333333,33 | 6666666,67 | 1833333333
(+ 577350,27) | (+ 1527525,23) | (+ 2516611,48)
5333,33 22000
60 0 0
(+ 1154,70) (+ 2000)
1733333
90 0 0 0
(+ 3055,05)
0 8000
120 0 0
(+ 2000)
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

Tabla 11-3: Efecto fotoprotector del control positivo octildimetil-PABA

BLANCO 20 ppm 200 ppm 2000 ppm
TIEMPO
UFC/mL UFC/MI UFC/ml UFC/ml
0 39300000 50666666,67 55000000,00 52333333,33
(£30129221,7) | (£ 7505553,50) | (+ 3464101,62) | (= 10214368,96)
20 0 3333333,33 8666666,67 16000000
(£ 577350,27) | (+ 1527525,23) (= 1000000)
60 0 2666,67 10000 18000
(+1154,70) (= 2000) (= 2000)
6666,67 11333,33
90 0 0
(= 3055,05) (= 3055,05)
4666,67
120 0 0 0
(x1154,70)
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Tabla 12-3: Efecto fotoprotector del extracto Hidroalcoholico de hojas de Lippia
scorodonioides

BLANCO 200 ppm 2000 ppm
TIEMPO 20 ppm UFC/MI
UFC/mL UFC/mI UFC/mI
0 39300000 48666666,67 48000000 50666666,67
(£30129221,7) | (+3055050,46) | (+1000000) | (+ 4618802,15)
30 0 2000000 5666666,67 10333333,33
(+1000000) | (+577350,27) | ( 1527525,23)
3333,33 10000
60 0 0
(+ 1154,70) (+ 2000)
90 0 0 0 0
120 0 0 0 0
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Gréfico:4-3. Efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida de Escherichia. coli.

por UV-B Blanco, OMC 20 ppm, PAMIDATO 20 ppm, Lippia scorodonioides 20 ppm
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Realizado por: Guaita, Mayra, 201
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El efecto fotoprotector del extracto hidroalcohdlico de Lippia scorodonioides se evalu6 mediante
la muerte celular inducida, utilizando Escherichia coli (ATCC 25922) como modelo celular y una
lampara de radiacién UV-B (Philips, Broadband TL 40w/12 RS) como simulador solar. En los
resultados obtenidos se puede observar que la poblacion bacteriana que se encontraba con el
blanco o control negativo, experimenté una muerte celular a los pocos minutos de haber sido
sometidos a radiacion UV-B, de tal manera que transcurridos los primeros 30 minutos del ensayo
la poblacidn bacteriana fue reducida a cero, mientras que en el caso de las poblaciones bacterianas
gue se encontraban protegidas por los controles positivos y la muestra a las diferentes
concentraciones, se vieron disminuidas en nimero de UFC sobreviviente, sin haber sido
eliminadas totalmente, por lo que se puede decir que a los 30 minutos todas las muestras
ensayadas poseen actividad fotoprotectora, dando a notar que las UFC sobrevivientes son
directamente proporcional a la concentracion de las muestras. El extracto hidroalcohdlico de
Lippia scorodonioides protegi6é a sus poblaciones bacterianas hasta los 60 minutos de manera
similar al control positivo etilhexil metoxicinamato (OMC), tiempo en que alcanzd la muerte
celular total la poblacién bacteriana protegida por Lippia scorodonioides, reduciéndose a 0 el
numero de UFC, mientras que el control positivo octildimetil-PABA (Pamidato O), protegi6 por
mas tiempo a sus poblaciones bacterianas incluso a bajas concentraciones. Al transcurrir los 150
minutos todas las poblaciones bacterias protegidas por los controles experimentaron la muerte
celular total. En una investigacion similar realizada a Lippia graveolens (Avila-Aceved, el al.,
2017, pp 72-81), presentd resultados favorecedores para esta especie en contraste con los
resultados obtenidos por Lippia scorodonioides, a pesar de ser parte del mismo género, estos
resultados se deben por diversos factores siendo los principales el contenido de metabolitos

secundarios sobre todo fenoles y flavonoides.

La exposicion de un cultivo bacteriano a radiacion UV-B, genera una réapida disminucion en la
poblacion de bacterias debido al dafio del ADN (Taghipour, 2004, pp.3940-3948). De acuerdo a
esto, con los resultados obtenidos del extracto hidroalcohélico de Lippia scorodonioides se puede
considerar que posee un efecto fotoprotector, aungue no con tanta capacidad como los controles
positivos. Por lo que estos resultados se encuentran en concordancia con el bajo contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides. Sin embargo, por la existencia de estos compuestos (fenoles
y flavonoides), el extracto podria ser aplicado a una formulacidn, adicional a los compuestos

generalmente utilizados para mejorar indirectamente su actividad fotoprotectora.
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3.9.1 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados del efecto fotoprotector del extracto hidroalcohélico
de Lippia scorodonioides, se realiz6 con los datos del area bajo la curva (ABC), con los
valores obtenidos por el blanco, los controles positivos y la muestra en estudio, a
concentraciones de 20, 200, 2000 ppm. Se comprobd la distribucion normal de los datos a

través de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk.

Fue aplicado el test de ANOVA de un factor, que ayudd a verificar si existe diferencia entre
la actividad fotoprotectora de los controles y el extracto hidroalcoh6lico de Lippia
scorodonioides.

Tabla 13-3: Test de ANOVA de un factor para la actividad fotoprotectora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1464682320480 1627424800533
5,408 ,001
000000,000 33344,000
Within Groups 6019060272000 20 3009530136000
00000,000 0000,000
Total 2066588347680 ’9
000000,000

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

Planteamiento de las hipétesis:

Ho: No existe diferencia en la actividad fotoprotectora entre los fotoprotectores (etilhexil
metoxicinamato , octildimetil-PABA y Lippia scorodonioides). p >0.05

H1: Existe diferencia en la actividad fotoprotectora entre los fotoprotectores (etilhexil
metoxicinamato , octildimetil-PABA y Lippia scorodonioides). p <0.05

Decision:

Con los resultados obtenidos mediante del test ANOV A de un factor, existen argumentos para
desechar Ho, con un nivel de significancia de 0.00 siendo menor a 0.05. Por lo tanto
estadisticamente se puede decir que existe diferencia significativa en la actividad
fotoprotectora entre los fotoprotectores (etilhexil metoxicinamato , octildimetil-PABA y

Lippia scorodonioides)
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3.10 Factor de proteccion solar (FPS)

El Factor de proteccidon solar del extracto de Lippia scorodonioides, fue determinado

mediante la ecuacién de Mansur.

El ensayo debia haberse llevado a cabo con la concentracion minima utilizada en el ensayo
de fotoproteccion es decir 20 ppm, no fue posible realizarse a esta concentracion debido a que
las absorbancias reportadas por el espectrofotdmetro eran constantes (erréneas) en todas las
longitudes de onda, siendo el motivo para disminuir la concentracion de las sustancias a
ensayar a 10 ppm. Los resultados de la determinacion se pueden observarse a continuacion
(Tabla 14-3):

Tabla 14-3: Resultados del factor de proteccion solar (FPS) in vitro

Muestra FPS in vitro
Extracto de Lippia scorodonioides 0.75+£0.10
etilhexil metoxicinamato (OMC) 12,50+ 0.24
Pamidato-O (PAD) 17.81+0.53

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

10 ppm

20,00
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0’00 ]

FPS

Lippia Pamidato

scorodonioides

Gréfico 7-3: Resultados del FPS de Lippia scorodonioides, OMC,

Pamidato in vitro
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

El extracto de Lippia scorodonioides present6 un valor de FPS de 0.75 + 0.10, para el control

positivo etilhexil metoxicinamato (OMC) se obtuvo un valor de 12.50 £ 0.24 y para el
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Pamidato de 17.81 £ 0.53. Se puede apreciar que el valor mas alto de factor de proteccion fue
del control Pamidato, seguido por el control OMC y finalmente del extracto hidroalcoholico
de Lippia scorodonioides. Los valores de factor de proteccion obtenidos de los controles son
cercanos a los presentados en bibliografia en donde se reporta que el Octilmetoxicinamato
presenta un FPS de 12.09 (EI-Boury et al., 2007a, pp.244-251).

El valor de Factor de proteccion in vitro del extracto de Lippia scorodonioides puede deberse
a que el método in vitro no es confiable por si solo, ya que la eficacia del extracto se vio
disminuida debido a que la medicion se restringié solamente a un cierto rango del espectro y
no al espectro en su totalidad, razén por la cual se requiere de otras pruebas complementarias

para confirmar su resultado.

3.11 Ensayo de Irritacion Ocular

El ensayo de irritacidn ocular, se llevé a cabo con un método alternativo al tradicional test de
Draize, que causaba excesivo dolor y sufrimiento al animal de experimentacion, razon por la
cual se aplic6 uno de los principios de las 3 R, que hace referencia a reemplazar los animales
de experimentacion, por otros métodos que no impliquen su uso. (Martinez-Hidalgo,
2007,pp.41-52) El método alternativo que se aplicé para medir la irritabilidad ocular del
extracto de Lippia scorodonioides fue el HET CAM cualitativo (membrana coroalantoidea
del huevo de gallina) y el CAM-TBS cuantitativo, cuyos resultados se correlacionan muy
bien con los resultados in vivo, debido a que al décimo dia de fecundacién la membrana
corioalantoidea del huevo de gallina se encuentra vascularizada semejando en la conjuntiva,
por otra parte en esta etapa de fecundacion el embrién no ha desarrollado el sentido de
percepcioén por lo que no siente dolor (Murillo et al., 2003, pp. 187-192). Constituyéndose,
asi como un método sencillo, seguro y reproducible para evaluar la toxicidad del extracto en
estudio.  Los resultados obtenidos del HET-CAM y CAM-TBS se muestran en las Tablas
14-3 y 15-3 respectivamente. De acuerdo con la clasificacion por puntajes, para las dos
determinaciones los extractos y controles fueron clasificados como irritantes o irritantes

Severos.
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3.11.1 HET-CAM

Tabla 15-3: Resultados del Método HET-CAM de los controles y de los extractos de
Lippia scorodonioides

Grupo Concentracion Indice de irritacion

_ lasificaci6
experimental mg/I (1S) Clasificacion
NaOH 0,1M~= 0.1 M 19.12+0.28 Irritante severo
Agua destilada** 0 No irritante
Lippia L
scorodonioides 62.5 ppm 0 No irritante
Lippia L
. 125 ppm 0 No irritante
scorodonioides PP
Lippia -
. 250 ppm 0 No irritante
scorodonioides PP
Lippia 500 ppm 0 No irritante

scorodonioides
* Control Positivo

**Control Negativo

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
El método HET-CAM, se fundamenta en la observacidn subjetiva de cambios macroscopicos,
producidos en la membrana corioalantoidea del huevo de gallina. Al aplicar el NaOH 0.1 M
(control positivo), se observo un rapido desarrollo de hemorragia, seguida de lisis y finaliz6
con la coagulacion de los vasos sanguineos, dando un indice de irritacion de 19.12 + 0.28,
que de acuerdo a la clasificacion propuesta por N.P.Luepke (N.P.Luepke, 1985, pp.287-291),
se clasifico como Irritante severo. En el caso del agua destilada (control negativo)
transcurridos los 5 minutos del ensayo no se observé reaccidn alguna, constatando que el agua
destilada no produce irritacion ocular. De la misma manera al evaluar el extracto de Lippia
scorodonioides a las diferentes concentraciones, siendo la maxima 500 ppm, no produjo
ningun cambio a la membrana por lo que el indice de irritacion fue cero, clasificaAndose como
no irritante. No se ha reportado estudios semejantes al género Lippia, sin embargo en un
estudio realizado a Marcetia taxifolia (Costa Sdnia, 2015), con un procedimiento similar, los

resultados fueron similares al obtenido por Lippia scorodonioides.

3.11.2 CAM-TBS

La determinacion del CAM-TBS, se realizd por el método espectrofotométrico, para lo cual
se tomo como referencia la ecuacion de la recta A=30435C+0.0053 (R2 =1) que corresponde
a la curva de calibracion del azul tripan (Fifural-3) propuesta anteriormente por un estudio

similar (Taype, 2015).
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Curva de calibracidn del colorante azul de tripan

2 000
y = 30435y + 0,0053
m 1500 .
E i
E 1,000
0,500
0,000

0 0,00001 000002 000003 000004 000005 000008

Concentracion del colorante (M)

Figural-3: Curva de calibracion del colorante azul Tripan en formamida
Fuente: (Taype, 2015)

Tabla 16-3: Resultados del Método CAM-TBS de los controles y de los extractos
de Lippia scorodonioides

Grupo Cantidad de
. P Concentracion colorante Clasificacion
experimental .
absorbido
NaOH 0.1M* 01M 0.470£0.090 Irritante severo
Agua 0.017 £ 0.001 .
. No irritante
destilada**
Lippia 62.5ppm  0.015+0.004  No irritante
scorodonioides
Lippia. 125ppm  0.010+0.003  No irritante
scorodonioides
Llppl_a_ 250 ppm 0.012 £ 0.001 No irritante
scorodonioides
Lippia

+ - -
scorodonioides 500 ppm 0.005 +0.007 No irritante

* Control Positivo

**Control Negativo
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

El método CAM-TBS, se caracteriza por utilizar el colorante azul de tripan como un medio
de contraste para diferenciar células vivas y muertas, mediante la cuantificacion de la cantidad
de azul tripan absorbida por parte de la membrana corioalantoidea dafiada ( Lagarto et al.,
2006, pp.699-702). La cantidad de colorante absorbido, al exponer a la membrana a NaOH
0.1M (control positivo) fue de 0.470 + 0.090 puntuacion que de acuerdo a (Garcia et al.,
2004, pp. 103-107), se clasifica como Irritante severo. En el caso del agua destilada (control

negativo) presentd una puntuacion de 0.017 + 0.001, indicando que es una sustancia No
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Irritante. Al evaluar los extractos de Lippia scorodonioides a concentraciones de 62.5, 125,
250, 500 ppm se obtuvo una cantidad de colorante absorbido de 0.015 + 0.004, 0.010 + 0.003,
0.012 + 0.001, 0.005 + 0.007 respectivamente, indicando que el extracto no es irritante en
todos los casos. No se ha reportado estudios semejantes para Lippia scorodonioides, ni para
otras especies del mismo género, sin embargo, en el estudio realizado por (Mansur et al.,
2016, pp.251-258), para extractos de plantas coincide con los resultados obtenidos en esta
determinacion.

3.12 Ensayo de Genotoxicidad

El ensayo de genotoxicidad se realizé mediante la prueba de microntcleos utilizando semillas
de Vicia faba, después de 7 dias de germinacion, que detecta rotura cromosdémica para
determinar el potencial genotdxico del extracto de Lippia scorodonioides, luego de aplicar el
tratamiento se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 16-3):

Tabla 17-3: Resultados del Ensayo de Genotoxicidad de los controles y del extracto
de Lippia scorodonioides en raices de las células de Vicia faba a las 48H
Microntcleos Indice

Grupo experimental Concentracion (MCN) mitético (M)
Etanol* 2.25+1.26 275+ 171
Agua de grifo** 0.5+0.57 27.25+45
Lippia scorodonioides  (0,05% p/v) 0 20.75+1.71
Lippia scorodonioides  (0,10% p/v) 0 16.75+1.26
Lippia scorodonioides  (0,20% p/v) 0 18.5+2.08
Lippia scorodonioides  (0,40% p/v) 0 21+1.83

* Control Positivo

**Control Negativo

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
Las raices tratadas con etanol (control positivo), presentaron una disminucion en la division
celular traduciéndose a un indice mitético de 2,75 £ 1,71 y la aparicién de micronicleos en
las células con un indice de 2.25 + 1.26, lo que da a notar que es un agente mutagénico que
afecta la formacién de la placa metafasica y del huso mitético, estos resultados se deben a
que los grupos OH presentan genotoxicidad (Alborghetti et al., 2015, pp.21-26). Los
resultados obtenidos por el control negativo presentaron un indice de micronucleos bajo,
pudiendo ser resultado de la utilizacién del agua de grifo, el cual posee ciertos metales

pesados y sales disueltas que influyeron en la determinacion, mientras que el indice mitético
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no se vio afectado presentando un resultado mayor que por el control positivo, por lo tanto,
no detuvo la division celular. Los meristemas de las raices expuestas al extracto de Lippia
scordonioides a diferentes concentraciones presento resultados similares al control negativo,
en donde se puede evidenciar que el indice mitético se encuentra en un rango de 20-27, por
otra parte en los extractos no se observo la presencia de micronucleos, esto se debe a que
dentro de sus componentes ninguno tienen la capacidad de causar dafios a nivel genético, los
resultados se asemejan a los reportados en una investigacion realizada a Lippia graveolens
(Avila-Aceved, el al., 2017, pp 72-81), dando como resultado que los extractos o muestran
diferencia significativa a comparacién con el control negativo, por lo tanto no pueden

considerase como mutagenos.

3.12.1 Andlisis estadistico de datos

Se realizé el andlisis estadistico de los datos obtenidos del indice mitdtico y del indice de
microndcleos reportados por los controles positivo, negativo y el extracto de Lippia
scorodonioides a concentraciones de 62.5, 125, 250 y 500 ppm. Se aplicé en test de
Kolmogorov-Smirnov para determinar si los datos pertenecian a una distribucion normal. En
el caso del indice de micronucleos como en el indice mitético se obtuvo un nivel de
significancia de (0.000) que es menor a 0.05, lo que nos indica que no presenta una
distribucion normal de los datos. Con esta informacién se aplicé el test de Chi cuadrado, que

nos permite observar si existen diferencias entre los grupos de tratamiento:

Tabla 18-3: Test de Chi cuadrado para el indice mitético de los controles y el extracto
de Lippia scorodonioides

Asymptotic
Value Df Significance (2-sided)
Pearson Chi-Square 511,4262 10 ,000
Likelihood Ratio 160,209 10 ,000
Linear-by-Linear Association 742 1 ,389
N of Valid Cases 428

a. 12 cells (66,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,28.

Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Graéfico 8-3: Gréfico del indice mitdtico del extracto de Lippia scorodonioides y los

controles
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

Planteamiento de las hipotesis

Ho: No existe diferencia en el desarrollo del indice mit6tico entre las distintas concentraciones
del extracto de Lippia scorodonioides y los controles (p >0.05)
H1: Existe diferencia en el desarrollo del indice mitético entre las distintas concentraciones del

extracto de Lippia scorodonioides y los controles (p<0.05)

Decision:

Existen argumentos para aceptar Ho, debido a que el nivel de significancia obtenido es mayor a
0.05 (0.389). Por lo tanto No existe diferencia significativa en el desarrollo del indice mitético
entre las distintas concentraciones del extracto de Lippia scorodonioides, control negativo y el

control positivo.

Como se puede observar en el Grafico 8-3. No existe una gran diferencia en los resultados
obtenidos por las muestras del extracto de Lippia scorodonioides, control negativo y el control

positivo es el Unico que difiere entre los demas tratamientos
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Tabla 19-3: Test de Chi cuadrado para el indice de microndcleos de los controles y el extracto
de Lippia scorodonioides

Asymptotic Significance
Value df .
(2-sided)
Pearson Chi-Square 1398, 782a 75 ,000
Likelihood Ratio 1000,012 75 ,000
Linear-by-Linear Association 110,855 1 ,000
N of Valid Cases 428
a. 54 cells (56,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,03.
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018
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Gréfico 9-3: Grafico del indice de micronucleos del extracto de Lippia scorodonioides

y los controles
Realizado por: Guaita, Mayra, 2018

Planteamiento de las hipotesis

Ho: No existe diferencia en el desarrollo del indice de microndcleos entre las distintas
concentraciones del extracto de Lippia scorodonioides y el control positivo (p >0.05)

H1: Existe diferencia en el desarrollo del indice de micronucleos entre las distintas

concentraciones del extracto de Lippia scorodonioides y el control positivo (p<0.05)
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Decision:

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede desechar Ho, debido a que el nivel de
significancia obtenido es menor a 0.05 (0.00). Por lo tanto, se puede decir estadisticamente que
existe diferencia significativa en el desarrollo del indice de microndcleos entre las distintas

concentraciones del extracto de Lippia scorodonioides y el control positivo.

Como se puede observar en el Grafico 9-3. Hay una gran diferencia en los resultados obtenidos
por el control positivo en relacién al control negativo y las muestras del extracto de Lippia
scorodonioides, ya que solamente en el control positivo existe presencia de micronucleos

mientras que no hay evidencia de estos en las demas muestras.
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CONCLUSIONES

1. Se determind que el extracto hidroalcohdlico de Lippia scorodonioides presenta una
cierta evidencia de actividad fotoprotectora, segun el ensayo de muerte celular inducida
sobre Escherichia coli, aunque estadisticamente si existe diferencia significativa respecto
a los controles positivos, por lo que no puede reemplazar completamente a los
compuestos que comunmente se emplea en las formulaciones comerciales, sin embargo,
puede ser empelado adicionalmente a la formulacion con el propésito de potenciar la
actividad fotoprotectora.

2. Se determind el factor de proteccion solar (FPS) in vitro del extracto hidroalcohdlico de
Lippia scorodonioides, de etilhexil metoxicinamato (OMC) y octildimetil-PABA
(pamidato O) a una concentracién de 10 ppm, a través espectrofotometria utilizando la
ecuacién de Mansur. El extracto de las hojas de Lippia scorodonioides presenté un menor
factor de proteccion (FPS) in vitro a comparacion de los controles a la misma
concentracion.

3. Mediante el ensayo del HET-CAM y CAM-TBS, se determind la capacidad de irritacién
ocular producida por el extracto de Lippia scorodonioides a diferentes a concentraciones
de 62.5, 125, 250 y 500 ppm empleando como control positivo Etanol y como control
negativo Agua destilada. Los resultados fueron favorecedores y el extracto de Lippia
scorodonioides se clasifico como no Irritante de acuerdo a N.P.Luepke (N.P.Luepke,
1985, pp.287-291). Por lo tanto, se garantiza que es seguro aplicar el extracto en
formulaciones sin riesgo de causar irritacion ocular.

4. El extracto hidroalcoholico de Lippia scorodonioides presentd una capacidad de inducir
genotoxicidad menor que la del control positivo, incluso a su méxima concentracion que
fue de 500 ppm. Por lo tanto, se determind que el extracto de Lippia scorodonioides no
induce genotoxicidad, complementando de esta manera a la prueba de irritacion ocular.
Estas pruebas de seguridad, sugieren que el extracto puede ser incluido en formulaciones,

sin riesgo de causar dafios a la salud.
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RECOMENDACIONES

Se recomiendo utilizar todas las medidas de proteccién y bioseguridad en el laboratorio, sobre

todo al realizar el ensayo de irradiacién UVB, ya que se trabaja directamente con bacterias.

Previo a la determinacion de la capacidad antioxidante es importante la estabilizacién del radical
DPPH* en oscuridad y midiendo cada 30 minutos en el espectrofotdmetro hasta que la medicién
se encuentre dentro del rango establecido para la determinacion, asegurando asi resultados

confiables al término del ensayo.

En la preparacion de la suspension bacteriana es recomendable realizarlo con bacterias que se
encuentren en fase exponencial dentro de la curva de crecimiento bacteriano, ya que permite
obtener colonias de gran tamafio, de lo contrario se obtendrian datos erréneos que podrian ocurrir
por que las bacterias se encuentren en fase inicial de crecimiento o en fase de latencia o de muerte

celular lo que se traduciria en una disminucion en el crecimiento bacteriano.

En el ensayo de muerte celular inducida es necesario obtener una suspension bacteriana
homogénea es decir sin agregados celulares, ademas se debe realizar un pipeteo adecuado durante
todo el ensayo, para obtener una correcta distribucion en el crecimiento de las bacterias y sea facil

el conteo de UFC sobrevivientes.

Se recomienda utilizar los huevos fecundados e incubados entre el dia 9-10, de lo contrario su

fecundacion estaria avanzada y por razones éticas no se debe llevar acabo el ensayo.

En el ensayo de genotoxicidad es importante realizar cortes muy finos de las raices para observar

con mayor claridad las células en el microscopio.

Se recomienda continuar con la investigacion de Lippia scorodonioides, ya que no existen
estudios realizados a esta especie, con el objetivo de determinar otras actividades en las que

pudiese destacarse.

Motivar la investigacion farmacognoésica y fitoquimico de especies propias de los Andes
ecuatorianos sobre todo por su altitud y frecuente exposicion a la radiacion UV desarrollan
metabolitos que resultan ser beneficiosos para el ser humano, fomentando de esta manera a la

investigacion cientifico
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ANEXOS

Anexo A. Analisis estadistico de la actividad fotoprotectora.

Resultados del &rea bajo la curva de la supervivencia bacteriana de E. coli de la muestra y los
controles a 20 ppm

BLANCO OMC 20 PAMIDATO 20 Lippia scorodonioides 20
780000000 £ 930000000 + 855060000 + 750000000 +
451938325,4 108512672,1 127604079,9 69282032,3
915000000 + 915000000 + 990120000 + 870000000 +
451938325.4 108512672,1 127604079,9 69282032,3

73500000 + 1110000000 + 735060000 + 750000000 +
451938325.4 108512672,1 127604079,9 69282032,3

Resultados del area bajo la curva de la supervivencia bacteriana de E. coli de la muestray los
controles a 200 ppm

BLANCO OMC 200 PAMIDATO 200 | CIPP1a chg%don'o'des
230000000 + 1110180000 + 1155480000 + 900120000 +
451938325,4 1132753336 62397298,02 31258618,01
915000000+ 885120000 + 1065360000 + 915120000 +
451938325 4 113275333,6 62397298,02 31258618,01
23500000 + 975180000 + 1035660000 + 855060000 +
4519383254 113275333,6 62397298,02 31258618,01

Resultados del area bajo la curva de la supervivencia bacteriana de E. coli de la muestra y los
controles a 2000 ppm

BLANCO OMC 2000 PAMIDATO 2000 | PP Scz"gggon'o'des
280000000 + 1411320000 + 1441080000 + 1020300000 +
451938325 4 1352420364 160488395,8 45806152,43
915000000 + 1531440000 + 1125840000 + 1110240000 +
4519383254 135242036.4 1604883958 45806152,43
73500000 + 1261500000 + 1231140000 + 1080360000 +
451938325 4 135242036.4 160488395,8 45806152,43




ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS REALIZADOS A TRAVES DEL PROGRAMA

ESTADISTICO SPSS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD FOTOPROTECTORA

Resultados de la prueba de Normalidad del area bajo la curva de la supervivencia
bacteriana de E. coli de la muestra y controles

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO Statistic df Sig. Statistic df Sig.
UFC BLANCO ,330 3 ,867 3 ,286
oMC20 ,361 3 ,807 3 ,132
PAMIDATO 20 ,182 3 ,999 3 ,935
Lippia scorodonioides 20 ,385 3 ,750 3 ,231
OMC 200 ,219 3 ,987 3 ,781
PAMIDATO 200 ,293 3 ,922 3 ,459
Lippia scorodonioides 200 ,292 3 ,923 3 ,463
OMC 2000 ,196 3 ,996 3 ,879
PAMITADO 2000 ,253 3 ,965 3 ,638
Lippia scorodonioides 2000 ,254 3 ,964 3 ,635

a. Lilliefors Significance Correction

Resultados de la prueba de Tukey HSD? de los datos del area bajo de la muestra y de los

controles
Subset for alpha = 0.05

TRATAMIENTO 1 2 3
BLANCO 3| 589500000,0000
Lippia scorodonioides 20 3| 790000000,0000 |  790000000,0000
PAMIDATO 20 3| 860080000,0000| 860080000,0000
Lippia scorodonioides 200 3| 890100000,0000 | 890100000,0000
OMC20 3| 985000000,0000| 985000000,0000 | 985000000,0000
OMC 200 3| 990160000,0000| 990160000,0000 | 990160000,0000
Lippia scorodonioides 2000 3| 1070300000,0000| 1070300000,0000 | 1070300000,0000
PAMIDATO 200 3| 1085500000,0000| 1085500000,0000 | 1085500000,0000
PAMITADO 2000 3 1266020000,0000 | 1266020000,0000
OMC 2000 3 1401420000,0000
Sig. ,054 072 ,158

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.




Resultados de la prueba de Tukey HSD? comparacién multiple de los datos del area bajo de la
muestra y de los controles Tukey HSD

M

O]

95% Confidence Interval

2000

TRATAMIENT TRATA Mean Difference
6] MIENTO (1-) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
BLANCO oMC20 -395500000,00000 | 141645805,58562 ,204 | -897083066,2002 106083066,2002
PAMIDA
7020 -270580000,00000 | 141645805,58562 | ,663 | -772163066,2002 231003066,2002
Lippia
scorodoni | -200500000,00000 | 141645805,58562 | ,908 | -702083066,2002 301083066,2002
oides 20
OMC 200 | -400660000,00000 | 141645805,58562 ,192 | -902243066,2002 100923066,2002
PAMIDA
70 200 -496000000,00000 | 141645805,58562 | ,054 | -997583066,2002 5583066,2002
Lippia
scorodoni | -300600000,00000 | 141645805,58562 | ,534 | -802183066,2002 200983066,2002
oides 200
omMC -
2000 -811920000,00000" | 141645805,58562 | ,000 | 1313503066,200 | -310336933,7998
2
PAMITA -
DO 2000 | -676520000,00000" | 141645805,58562 | ,004 | 1178103066,200 | -174936933,7998
2
Lippia
scorodoni
vides -480800000,00000 | 141645805,58562 | ,067 | -982383066,2002 20783066,2002
2000
OMC20 BLANC
o 395500000,00000 | 141645805,58562 | ,204 | -106083066,2002 897083066,2002
PAMIDA
7020 124920000,00000 | 141645805,58562 | ,995 | -376663066,2002 626503066,2002
Lippia
scorodoni | 195000000,00000 | 141645805,58562 | ,921 | -306583066,2002 696583066,2002
oides 20
OMC 200 -5160000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -506743066,2002 496423066,2002
PAMIDA
70 200 -100500000,00000 | 141645805,58562 | ,999 | -602083066,2002 401083066,2002
Lippia
scorodoni 94900000,00000 | 141645805,58562 | ,999 | -406683066,2002 596483066,2002
oides 200
omMC
2000 -416420000,00000 | 141645805,58562 | ,158 | -918003066,2002 85163066,2002
PAMITA
DO 2000 -281020000,00000 | 141645805,58562 | ,618 | -782603066,2002 220563066,2002
Lippia
scorodoni
vides -85300000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -586883066,2002 416283066,2002




PAMIDATO 20 BLANC

o 270580000,00000 141645805,58562 ,663 | -231003066,2002 772163066,2002
OMC20 -124920000,00000 | 141645805,58562 ,995 | -626503066,2002 376663066,2002
Lippia
scorodoni 70080000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -431503066,2002 571663066,2002
oides 20
OMC 200 § -130080000,00000 141645805,58562 ,994 | -631663066,2002 371503066,2002
PAMIDA
70 200 -225420000,00000 | 141645805,58562 ,837 | -727003066,2002 276163066,2002
Lippia
scorodoni -30020000,00000 141645805,58562 | 1,000 | -531603066,2002 471563066,2002
oides 200
omMC -
2000 -541340000,00000 141645805,58562 ,028 | 1042923066,200 -39756933,7998
2
PAMITA
-405940000,00000 | 141645805,58562 ,180 | -907523066,2002 95643066,2002
DO 2000
Lippia
scorodoni
id -210220000,00000 | 141645805,58562 ,883 | -711803066,2002 291363066,2002
oides
2000
Lippia BLANC
B 200500000,00000 | 141645805,58562 ,908 | -301083066,2002 702083066,2002
scorodonioides O
20 OMC20 -195000000,00000 | 141645805,58562 ,921 | -696583066,2002 306583066,2002
PAMIDA
1020 -70080000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -571663066,2002 431503066,2002
OMC 200 | -200160000,00000 | 141645805,58562 ,909 | -701743066,2002 301423066,2002
PAMIDA
70 200 -295500000,00000 | 141645805,58562 ,556 | -797083066,2002 206083066,2002
Lippia
scorodoni | -100100000,00000 | 141645805,58562 ,999 | -601683066,2002 401483066,2002
oides 200
omMcC -
2000 -611420000,00000" | 141645805,58562 ,010 | 1113003066,200 | -109836933,7998
2
PAMITA
-476020000,00000 | 141645805,58562 ,072 1 -977603066,2002 25563066,2002
DO 2000
Lippia
scorodoni
id -280300000,00000 | 141645805,58562 ,621 | -781883066,2002 221283066,2002
oides
2000
OMC 200 BLANC
o 400660000,00000 | 141645805,58562 ,192 | -100923066,2002 902243066,2002
OMC20 5160000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -496423066,2002 506743066,2002
PAMIDA
70 20 130080000,00000 | 141645805,58562 ,994 | -371503066,2002 631663066,2002
Lippia
scorodoni 200160000,00000 | 141645805,58562 ,909 | -301423066,2002 701743066,2002

oides 20




PAMIDA

70 200 -95340000,00000 141645805,58562 ,999 | -596923066,2002 406243066,2002
Lippia
scorodoni 100060000,00000 141645805,58562 ,999 | -401523066,2002 601643066,2002
oides 200
omMC
2000 -411260000,00000 141645805,58562 ,169 | -912843066,2002 90323066,2002
PAMITA
-275860000,00000 141645805,58562 ,640 | -777443066,2002 225723066,2002
DO 2000
Lippia
scorodoni
id -80140000,00000 141645805,58562 | 1,000 | -581723066,2002 421443066,2002
oides
2000
PAMIDATO BLANC
200 o 496000000,00000 | 141645805,58562 ,054 -5583066,2002 997583066,2002
OMC20 100500000,00000 | 141645805,58562 ,999 | -401083066,2002 602083066,2002
PAMIDA
7020 225420000,00000 | 141645805,58562 ,837 | -276163066,2002 727003066,2002
Lippia
scorodoni 295500000,00000 | 141645805,58562 ,556 | -206083066,2002 797083066,2002
oides 20
OMC 200 95340000,00000 | 141645805,58562 ,999 | -406243066,2002 596923066,2002
Lippia
scorodoni 195400000,00000 | 141645805,58562 ,920 | -306183066,2002 696983066,2002
oides 200
omMC
2000 -315920000,00000 | 141645805,58562 ,469 | -817503066,2002 185663066,2002
PAMITA
-180520000,00000 | 141645805,58562 ,948 | -682103066,2002 321063066,2002
DO 2000
Lippia
scorodoni
i 15200000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -486383066,2002 516783066,2002
oides
2000
Lippia BLANC
o 300600000,00000 | 141645805,58562 ,534 | -200983066,2002 802183066,2002
scorodonioides O
200 OMC20 -94900000,00000 | 141645805,58562 ,999 | -596483066,2002 406683066,2002
PAMIDA
70 20 30020000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -471563066,2002 531603066,2002
Lippia
scorodoni 100100000,00000 | 141645805,58562 ,999 | -401483066,2002 601683066,2002
oides 20
OMC 200 | -100060000,00000 | 141645805,58562 ,999 | -601643066,2002 401523066,2002
PAMIDA
70 200 -195400000,00000 | 141645805,58562 ,920 | -696983066,2002 306183066,2002
omMC -
2000 -511320000,00000 | 141645805,58562 ,043 | 1012903066,200 -9736933,7998
2
PAMITA
-375920000,00000 | 141645805,58562 ,256 | -877503066,2002 125663066,2002

DO 2000




Lippia

scorodoni
i -180200000,00000 | 141645805,58562 ,949 | -681783066,2002 321383066,2002
oides
2000

OMC 2000 BLANC R
o 811920000,00000 141645805,58562 ,000 | 310336933,7998 | 1313503066,2002
OMC20 416420000,00000 | 141645805,58562 ,158 | -85163066,2002 918003066,2002
PAMIDA .
7020 541340000,00000 141645805,58562 ,028 | 39756933,7998 | 1042923066,2002
Lippia
scorodoni | 611420000,00000" | 141645805,58562 ,010 | 109836933,7998 | 1113003066,2002
oides 20
OMC 200 | 411260000,00000 | 141645805,58562 ,169 | -90323066,2002 912843066,2002
PAMIDA
70 200 315920000,00000 | 141645805,58562 ,469 | -185663066,2002 817503066,2002
Lippia
scorodoni | 511320000,00000" | 141645805,58562 ,043 9736933,7998 | 1012903066,2002
oides 200
PAMITA

135400000,00000 | 141645805,58562 ,992 | -366183066,2002 636983066,2002

DO 2000
Lippia
scorodoni
id 331120000,00000 | 141645805,58562 ,409 | -170463066,2002 832703066,2002
oides
2000

PAMITADO BLANC R

2000 o 676520000,00000 141645805,58562 ,004 | 174936933,7998 | 1178103066,2002
OMC20 281020000,00000 | 141645805,58562 ,618 | -220563066,2002 782603066,2002
PAMIDA
7020 405940000,00000 | 141645805,58562 ,180 | -95643066,2002 907523066,2002
Lippia
scorodoni 476020000,00000 | 141645805,58562 ,072 | -25563066,2002 977603066,2002
oides 20
OMC 200 | 275860000,00000 | 141645805,58562 ,640 | -225723066,2002 777443066,2002
PAMIDA
70 200 180520000,00000 | 141645805,58562 ,948 | -321063066,2002 682103066,2002
Lippia
scorodoni 375920000,00000 | 141645805,58562 ,256 | -125663066,2002 877503066,2002
oides 200
omMC
2000 -135400000,00000 | 141645805,58562 ,992 | -636983066,2002 366183066,2002
Lippia
scorodoni
i 195720000,00000 | 141645805,58562 ,919 | -305863066,2002 697303066,2002
oides
2000
BLANC
o 480800000,00000 | 141645805,58562 ,067 | -20783066,2002 982383066,2002
OMC20 85300000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -416283066,2002 586883066,2002




PAMIDA
1020 210220000,00000 | 141645805,58562 | ,883 | -291363066,2002 711803066,2002
Lippia
scorodoni | 280300000,00000 | 141645805,58562 | ,621 | -221283066,2002 781883066,2002
oides 20
OMC 200 80140000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -421443066,2002 581723066,2002
Lippia
- PAMIDA
scorodonioides 70 200 -15200000,00000 | 141645805,58562 | 1,000 | -516783066,2002 486383066,2002
2000
Lippia
scorodoni | 180200000,00000 | 141645805,58562 | ,949 | -321383066,2002 681783066,2002
oides 200
oMC
2000 -331120000,00000 | 141645805,58562 | ,409 | -832703066,2002 170463066,2002
PAMITA
-195720000,00000 | 141645805,58562 ,919 | -697303066,2002 305863066,2002
DO 2000
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
ANEXOS B. Analisis estadistico de la actividad Genotdxica
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
I. MITOTICO
N 428
Normal Parameters? Mean 21,2243
Std. Deviation 5,33129
Most Extreme Differences Absolute ,164
Positive ,164
Negative -,116
Test Statistic ,164
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000¢
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
I.MITOTICO *
428 | 100,0% 0 0,0% 428 100,0%
TRATAMIENTO




ANEXOS C: Evidencias fotograficas del trabajo de investigacion:

Test of Homogeneity of Variances

.MITOTICO

Levene Statistic dfl df2 Sig.

35,242 5 422 ,000




Anexo 1-C: Control de calidad del material vegetal

T\

Lippia scorodonioides Secado del material vegetal

Determinacién del contenido de

Molienda del materil vegetal humedad

Carbonizacién de las muestras i Incineracién de las muestras




Anexo 2-C: Tamizaje fitoquimico

Tamizaje fitoquimico del
extracto etéreo

Tamizaje fitiquimico del
extracto alcoholico

Tamizaje fitoquimico del
extracto acuoso

Ensayo de catequinas positivo

Determinacion de la densidad del
extracto hidroalcohdlico de
Lippia scorodonioides

Determinacién del indice de
refraccién

oncentracién del extracto
Hidroalcohdlico de Lippia
scorodonioides

Liofilizacién y obtencion del
extracto seco




Anexo 4-C: Exposicion a radiacién UVB del extracto de Lippia scorodonioides, Pamidato
y OMC

Obtencién del inéculo de
Escherichia coli

Preparacion de las unidades
experimentales

Crecimiento bacteriano a los
diferentes tiempos

Exposicidn de las bacterias
E.coli a radiacion UV-B

" | Crecimiento bacteriano a una l | Crecimiento bacteriano a una
- concetracion de 20 ppm concentracion de 200 ppm

L ' Crecimiento bacteriano a una
concentracion de 2000 ppm




Anexo 5-C: Pruebas de Irritacion ocular HET-CAM y CAM-TBS

Incubacién de huevos
fecundados para el ensayo

Prueba de HET-CAM con
extracto de Lippia
scorodonioides

CAM-TBS, delimitado con el
anillo de goma y con el
colorante

Prueba de CAM-TBS con
extracto de Lippia
scorodonioides

De Izquierda a derecha
control negativo y control
positivo HET-CAM

Ensayo realizado por
triplicado HET-CAM

CAM-TBS, control positivo

Ensayo realizado por
triplicado CAM-TBS




Anexo 6-C: Prueba de Genotoxicidad

Semillas sometidas al extracto de
Lippia scorodonioides a diferentes
concentraciones

Germinacién de semillas de Vicia
faba

Tincion de los cortes transversales de
raices de Vicia faba

Raices de Vicia faba sometida a HCI
a b5°C

Colocacién del portaobjetos por el
método de aplastamiento para su
observacion en el microscopio

Observacién de las células en
diferentes fases de division celular




