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RESUMEN

En el presente trabajo de titulacion tuvo como objetivo determinar la actividad fotoprotectora,
genotoxica y de irritacion ocular del extracto hidroalcohdlico de Lippia triphylla. Se realizo el
acondicionamiento y el control de calidad de la droga cruda y el tamizaje fitoquimico respectivo,
en donde se demostro la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides. Mediante métodos
espectrofotométricos se pudo determinar con la ecuacién de Mansur el Factor de proteccidn Solar
con un resultado de 2 para el extracto de Lippia triphylla, un FPS de 13 para etilhexil
metoxicinamato (OMC) y un FPS de 18 para octildimetil-PABA, a una concentracion de 20 ppm.
La actividad fotoprotectora evaluada in vitro a través del método de muerte celular inducida sobre
bacterias E. coli ATCC 25922 demostr6 que a concentraciones elevadas el factor de proteccion
ante radiacion UVB aumenta debido a la mayor supervivencia de las colonias bacterianas; con
respecto a la concentracion de 2000 ppm del extracto de Lippia triphylla este mostré una elevada
proteccion hasta los 90 minutos, para los estandares OMC y PABA las UFC supervivientes fueron
hasta los 120 minutos. En relacion a la cantidad de fenoles y flavonoides presentes en el extracto,
los resultados fueron de 4,864 mg Equivalentes de Quercetina/g de liofilizado para flavonoides
totales y un 16,48 mg Equivalentes de Acido Galico/g de liofilizado para fenoles totales. La
capacidad de captacion de radicales libres obtuvo un IC s, de 709,66 (g mL Y, se realizaron los
estudios toxicoldgicos en funcion de la irritabilidad ocular y genotoxicidad respectivamente, con
ensayos alternativos al test de Draize como lo son HET-CAM y CAM-TBS con un resultado de
No Irritantes para ambos casos. Finalmente, para determinar el grado de genotoxicidad se usaron
las raices de Vicia faba en donde los diferentes extractos de Lippia triphylla no causaron
alteraciones en la division celular ni la formacidn de microntcleos, es decir no afectaron al ADN

ni a proteinas reguladores de la mitosis.

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES> <BIOQUIMICA>,
<FARMACOLOGIA>, ~ <EXTRACTO  LIOFILIZADO>,  <RADIACION  UV>,
<FOTOPROTECCION>, <CEDRON (Lippia triphylla)>, ~ <Escherichia  coli>,
<MICRONUCLEOS>, <IRRITACION OCULAR>, <GENOTOXICIDAD>
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ABSTRACT

The purpose of the present research work was to determine the photoprotective, genotoxic and
ocular irritation activity of Lippia triphylla. hydroalcoholic extract. The conditioning and quality
control of the crude drug and the respective phytochemical screening were carried out, where the
presence of phenolic compounds and flavonoids was demonstrated. Using spectrophotometric
methods, the Sun Protection Factor could be determined with a result of 2 for Lippia triphylla
extract, a SPF of 13 for ethylhexyl methoxycinnamate (OMC) and a SPF of 18 for octyldimethyl-
PABA. 20 ppm concentration. The photoprotective activity evaluated in vitro through the method
of cell death induced on bacteria E. coli ATCC 25922 showed that at high concentrations the
protection factor with respect to UVB radiation increases due to the longer survival of the bacterial
colonies; with respect to the concentration of 2000 ppm of the extract of Lippia triphylla it showed
a high protection to 90 minutes, for the OMC and PABA standards the surviving UFC were up to
120 minutes. In relation to the amount of phenols and flavonoids present in the extract, the results
were 4.864 mg Equivalents to Quercetin/g lyophilized for total flavonoids and 16.48 mg
Equivalents to Gallic Acid/g lyophilized for total phenols. The free radical uptake capacity
obtained an LCs of 709.66 (ug mL ). Toxicological studies were performed based on ocular
irritability and genotoxicity respectively, with alternative tests to Draize test such as HET-CAM
and CAM -TBS with a result of No Irritants for both cases. Finally, to determine the degree of
genotoxicity, the roots of Vicia faba were used, where the different extracts of Lippia triphylla
did not cause alterations in the cell division or the formation of micronuclei, it means, they did

not affect the DNA or proteins that regulate mitosis.

Keywords <EXACT AND NATURAL  SCIENCES>,  <BIOCHEMISTRY>,
<PHARMACOLOGY?>, <LIOFILIZED EXTRACT>, <Uv RADIATION>,
<PHOTOPROTECTION>, <CEDRON (Lippia triphylla)>,  <Escherichia coli>,
<MICRONUCLEUS>, <IRRITATION EYE>, <GENOTOXICITY>.
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INTRODUCCION

La radiacidn ultravioleta es la causa ambiental de mayor importancia que altera la homeostasis de
la piel como 6rgano, afectando la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de varios tipos
celulares. La forma sobresaliente de radiacion ultravioleta que llega a la superficie terrestre es la
forma de ultravioleta A (UVA) y en menor proporcion se encentra una forma denominada
ultravioleta B (UVB) (Duro, 2003, pp. 27-32). La destruccion diaria de la capa de o0zono tiene un
gran impacto en la cantidad de UVB que llega a la superficie terrestre, lo cual establece un tema
de preocupacion mundial por el incremento del riesgo de aparicion de fenémenos como la
mutagénesis y fotocarcinogénesis (Young, Claveau, & Rossi, 2017, pp. 12-16).

El efecto de la radiacion es responsable de una amplia variedad de afectaciones agudas y crénicas
en la piel. En general, los efectos que genera la exposicion solar son perjudiciales con la excepcion
de la estimulacion de la sintesis de vitamina D, necesaria para el normal crecimiento y desarrollo
esquelético (Logrofio, 2018, pp. 2-12). Los efectos agudos de la radiacion ultravioleta en la piel
encierran: dafio al DNA, apoptosis, eritema, inmunosupresion y aumento de la pigmentacion por
estimulacién de la melanogénesis. Los efectos a largo plazo de la radiacion ultravioleta en la piel

incluyen fotoenvejecimiento y cancer (SOLCA-Guayaquil, 2014, pp. 67-70).

La Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion Meteoroldgica Mundial revela que un
valor de radiacion en términos de indice ultravioleta (IUV) mayor a 5, indica exposicion a
radiacion UVA por parte de poblacion, ademés la Agencia Espacial Civil Ecuatoriana indic6 que
la radiacion frecuente en el Ecuador el de 24 IUV para las ciudades de Quito y Guayaquil,
indicando el potencial riesgo al que la poblacion ecuatoriana esta sometida diariamente (Rojas,
2012, pp. 45-67).

La proteccion solar es un método efectivo para prevenir los efectos dafiinos de la radiacién
ultravioleta. El uso de fotoprotector es un componente importante y de primera linea de las
estrategias de proteccion solar, que también deberian incluir el uso de ropa con tejido compacto,
sombreros, buscar la sombra y evitar la exposicion solar en las horas pico. Se ha probado que los
fotoprotectores tienen efectos positivos en la disminucién de los signos de envejecimiento y en la

incidencia de los canceres de piel (SOLCA-Guayaquil, 2014, pp. 23-27).

Una vez analizados los problemas que son generados por la radiacion sobre la piel, se observa
gue se necesitan de manera urgente protectores solares que ayuden a reducir la tasa de mortalidad
por cancer de piel, especialmente en nuestro pais que es de un 65 % para melanomas malignos
(Xiao et al., 2016). Es por ello que esta investigacion permite evaluar de manera in vitro extractos
de plantas que pueden con concentraciones minimas producir barreras contra la radiaciéon UV méas

eficaces, seguros y duraderos con refuerzo de su andlisis genotoxico y de irritacién ocular. Estos
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estudios adicionales, son de vital importancia dentro del campo de evaluacion de toxicidad de un
extracto, ya que existen compuestos quimicos que las plantas usan como defensa ante el medio

en donde se desarrollan, por lo que pueden ser Utiles para el desarrollo de fotoprotectores.

La familia Aloysia estd compuesta por metabolitos como flavonoides, terpenoides, acidos
fendlicos, entre otros, los cuales se extraeran para su estudio en fotoproteccion. Estos compuestos,
en especial los flavonoides son los responsables de proteger a la planta ante los rayos solares, por
lo que, al encontrarse la planta en estudio a mayor altura, podria ser sugerido que la eficiencia en
proteccion sea mayor (Maske, Lokapure, Nimbalkar, Malavi, & John, 2013, pp. 35-68).

Ademés de la fase de proteccion solar, se evaltan problemas de toxicidad mediante andlisis de
genotoxicidad, el cual analiza la existencia de dafios en el ADN los cuales no necesariamente
pueden ser peligrosos para la salud. Por otro lado la evaluacion del efecto de irritacion ocular es
realizado en huevos de 10 dias de fecundacidn, en donde se determina el rango toxico del extracto,

asi como el dafio producido en las células mediante la coloracion con Azul Tripan.

Por todo lo mencionado, se ha visto pertinente la necesidad de investigar principios activos
natrales, en donde su extracto permita evaluar la eficiencia de fotoproteccion en especial de Lippia

triphylla, ya que es un arbusto que se encuentra ubicado a 2500 y 3000 metros de altura.



OBJETIVOS

e GENERAL

Determinar del efecto fotoprotector y la seguridad de uso potencial del extracto hidroalcoholico
de Lippia triphylla.

e ESPECIFICOS

Determinar el efecto fotoprotector de los extractos de Lippia triphylla, a través del método de
muerte celular inducida en cepa de Escherichia coli ATCC 25922 por exposicion a radiacion
UVB.

Calcular el factor de proteccién solar (FPS) in vitro de los extractos de Lippia triphylla por

espectrometria mediante la ecuacion de Mansur.

Determinar el potencial irritativo ocular del extracto de Lippia triphylla a través de la prueba

alternativa sobre membrana coriolantoidea.

Determinar la posible genotoxicidad del extracto de Lippia triphylla utilizando el ensayo de

micronucleos en Vicia faba variedad Minor.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

11 Radiacion Solar

La radiacién solar es energia electromagnética emitida, que estd compuesta por el espectro de luz
UV (ultravioleta) 100 a 400 nm, la Luz Visible con longitud de onda de 400 a 760 nm e Infrarroja
(760 a 1800nm) (Socorro, Fernando, & Humberto, 2012, pp. 13-16). Del total de energia que
alcanza la Tierra las radiaciones emitidas son transformadas o retenidas por diversos factores
antes de ingresar al Tierra como lo es la Capa de Ozono factor principal que capta la mayoria de
los rayos UVB Y UVC (Jovic, Anicic, Marsenic, & Nedic, 2016, pp. 25-34).
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Figura 1-1. Espectro luminoso de la Luz Solar
Fuente: (Socorro et al., 2012, pp. 54-67)

1.2 Radiacion ultravioleta

La radiacién Ultravioleta o UV es una de las energias del sol la cual se transmite en forma de
ondas electromagnéticas y una longitud de onda floculante entre 100 y 400 nm, ademas constituye
la Procion mas energética del espectro electromagnético que incide sobre la Tierra (Angel,
Camones, Eva, Chota, & Malla, 2014, pp. 1-17).

La radiacion desprendida representa un papel fundamental para las condiciones climaticas, el
balance de la energia y el equilibrio normal de la planta. Cantidades pequefias de UV son

importantes y necesarias para que los seres humanos transformen esta energia, la absorban y
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asimilen la vitamina D, en el reino vegetal ayuda al proceso de la fotosintesis en condiciones de
radiacion no peligrosas para afectar las funciones normales de las plantas (Zamorano-ponce,
Fernandez, Vargas, Rivera, & Carballo, 2004, pp. 98-102).

Cuando la piel es alcanzada por la radiacién UV, una parte es reflejada y otra es transmitida a
diferente capas celulares, hasta que el rayo se esparce; la porcion absorbida incide sobre tejidos
genera dafios tisulares. La afectacion producida por la irradiacion UV, depende de la intensidad
de la radiacién, el tiempo de exposicion y tipo o fototipo de cada persona (Y Gilaberte & Gonza,
2010, pp. 17-19).

La exposicion prolongada a la radiacion UV puede generar efectos agudos como crénicos en la
salud de la piel, sistema ocular e inmunitario. Las quemaduras o el bronceado don los efectos
agudos conocidos, lo cual con el paso del tiempo puede producir envejecimiento como
consecuencia de la muerte de la células; los efectos cronicos conllevan a la aparicion de cancer y
cataratas (lida, Yamasaki, Masuoka, & A, 2008, pp. 3-9).

Figura 2-1. Intervalos de la region UV en intervalos de longitud de onda.
Fuente: (lida et al., 2008, pp. 34-47)

1.3 Tipos de radiacion UV

Se clasifica en tres tipos en funcion de su longitud de onda. Cuanto mayor sea ésta, menos energia

tendra, y viceversa.

RAYOS UVC: con una longitud de onda entre 100 y 290 nm, son rayos sumamente agresivos,
pero solo llegan a las primeras capas de la atmésfera debido a que son absorbidos y retenidos, por
lo que no son una causa normal de cancer de piel (Sru, Gho, Devruelgr, Gh, & Ghwhfwdeoh,
2013, pp. 12-19).

RAYOS UVB: longitud de onda entre 290 a 320 nm, este tipo de radiacion atraviesa las primeras
capas de la capa atmosférica y son absorbidos por la capa de 0zono u las nubes. Los rayos UVB
puede producir dafios en el ADN, quemaduras o ampollas en la piel, considerandose los mas

peligrosos para el organismo por su efecto en la formacién de cancer (Sru et al., 2013, pp. 39-41).



RAYOS UVA: (320 a 400 nm) esta radiacion traspasa las capas atmosféricas por lo que tienen la
capacidad de incidir sobre las capas mas profundas de la piel activando la produccion de la
melanina y estimulando el bronceado. Ademas tiene la caracteristica de destruir la elasticidad
propia de la piel, provocando envejecimiento, manchas y lesiones precancerosas y cancerosas
(Sruetal., 2013, pp. 79-81).

1.4 indice Ultravioleta

Se define como la medida en forma cualitativa y cuantitativa de la intensidad de la radiacion UV
emitida por el sol que llega al planeta Tierra y causa efectos sobre la piel del ser humano
(Alborghetti et al., 2015, pp. 65-74).

Se clasifica segun su intensidad en:
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Figura 3-1.Clasificacion de la Intensidad de Radiacion segin la OMS
Fuente: (Alborghetti et al., 2015, pp. 19-25)



El dafio que puede producir la radiacion segun su intensidad puede variar segun el Fototipo de
piel de cada individuo, debido a la cantidad de melanina producida y otros agentes protectores
(Batlle, 2005, pp. 54-57).

Dentro de los fototipos existentes se encuentran:

Fototipo | y Il carecen o tienen una deficiencia de melanina en su composicién por lo que

habitualmente sufre quemaduras dejando al piel roja.

Fototipo 111 — IV- V- VI: contiene melanina suficiente para generar proteccion ante indices de
radiacion 1y 2, normalmente este tipo de personas sufren bronceados. Existe un serio problema
con los fototipos V y VI ya que cuando sufren alteraciones mutagénicas el cancer se diagnostica

en periodos tardios por lo que causa la mayoria de muertes (Batlle, 2005, pp. 28-43).

1.5 Factores que determinan la Intensidad de la Radiacion UV

Altura del Sol: mientras mas elevado este el sol en el cielo mas intensa serd la radiaciéon

generalmente durante el verano y mediodia.

Latitud: cuanto mas cerca de la linea ecuatorial menor distancia recorrerd el rayo solar hacia la

Tierra.

Nubosidad: la intensidad de radiacion es elevada cuando el cielo es despejado pero eso no indica

gue no existen posibles dafios en la piel debido a que las nubes no absorben los rayos UV.
Altitud: a mayor altitud, mas cerca del sol se encuentra y por ende mas dafio solar.

Ozono: la capa de ozono absorbe los rayos UV que mas dafio causan a la piel (UVB-UVC) pero
por el dafio sufrido lo rayos UVA pasan en mayor proporcién con un 5% de los rayos UVB
(Berengust, 2013, pp. 12-24).

1.6 Efectos nocivos de la Radiacion sobre la Piel

El 5% de la radiacion que llega a epidermis es reflejada por croméforos como ADN, ARN, Acido
urocanico, tirosina, triptéfano, melanina ( Gilaberte & Gonza, 2010, pp. 98-117). El resto ingresa
a la dermis provocando dafios especialmente en el ADN de la piel en donde se forman dimeros
de pirimidina lo que dan lugar a lesiones que producen a la larga mutacion y cancer en la piel
(Berengust, 2013, pp. 34-41).

1.6.1 Efecto sobre la Piel: el efecto agudo principal generado ante la radiacion elevada es el

enrojecimiento que en luego en diversos fototipos produce el bronceado debido al aumento de



melanina como agente protector, otro efecto cuando el dalo es més profundo es la lesion de
células, tejido fibroso o vasos sanguineos originando procesos degenerativos, pecas, pafio o
perdida de la elasticidad y arrugas (Mej & Mej, 2014, pp. 89-115).

a) Céancer no Melanonico: este tipo de cancer se clasifica en carcinoma de tipo basal o
carcinoma de tipo escamosos, estas alteraciones de la piel rara vez son mortales pero su
tratamiento es muy doloroso y desfigurante. Los CPNM son mas frecuentes en zonas como orejas,

cuello, brazos y cara debido a que no existe la adecuada proteccion por parte de las personas.

.
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Figura 4-1.Tipos de Cancer no Melanénico
Fuente: (Organizacion Mundial de la Salud, 2003, pp. 23-29)

b) Melanoma Maligno: este tipo de cancer es mas detectable que el CPNM, es mucho
menos frecuente pero tiene una alta tasa de mortalidad en relacion al cancer de piel. Hay que tener
en cuenta que debido a la destruccion de la capa de ozono su aparicion en la sociedad puede

aumentar ya que la gente desconoce de como proteger la zonas del cuerpo.

El principal factor de aparicion del Melanoma Maligno es el Fototipo de piel | y I, es decir la
gente con piel clara, produciendo la aparicién de lunares atipicos. Ademas afectaciones en la piel
como el enrojecimiento tarda mucho mas tiempo en desaparecer lo que aumenta el riesgo de sufrir
cancer (Mej & Mej, 2014, pp. 13-17).



Figura 5-1. Melanoma Maligno
Fuente: (Organizacion Mundial de la Salud, 2003, pp. 87-91)

1.6.2 Efecto Ocular:

Los ojos estan ubicados en cavidades protegidos por las cejas, arco superciliar y las pestafias pero
en condiciones extremas el reflejo de la radiacion puede producir enfermedades como
fotoqueratitis (enfermedad del soldador), conjuntivitis los cuales con efectos inflamatorios del
globo ocular causando enrojecimiento fotosensibilidad y lagrimeo constante (Rivera, 2017, pp.
61-78).

La principal causa de ceguera en las personas son las cataratas causada principalmente por efectos
genéticos o desnaturalizacion de las proteinas del cristalino causadas por altas radiaciones o
reflejos generados por el sol (Rodriguez-angeles & C, 2002, pp. 14-39).

Ojo normal

P’o

Cristalino opaco producido
por una catarata

Figura 6-1. Formacion de catarata en el cristalino.
Fuente: (Rodriguez-angeles & C, 2002, pp. 54-63)

1.6.3 Efecto en el Sistema Inmunolégico:

El efecto principal es la modificacion de las defensas propias de del organismo humano,

produciendo una disminucién de células protectoras e inmunitarias. Ademas en paises con altos



indices UV se produce la disminucion de la eficacia de las vacunas lo que genera un impacto
dentro de la salud publica (Farmacéuticos., 2014, pp. 27-56).

1.7 Radiacion Solar en el Ecuador

Los rayos solares recorren
menor distancia
hasta llegar al Ecuador

Los rayos solares recorren
mayor distancia
hasta llegar a los polos

Figura 7-1. Radiacion Solar en el Ecuador.
Fuente: (Rodriguez-angeles & C, 2002, pp. 31-42)

El ecuador sufre un aumento diario de la radiacién solar en diversas ciudades, esto es debido
principalmente a su ubicacién geografica (ubicado en la linea ecuatorial) ya que la radiacién
recorre una menor distancia hasta llegar a la Tierra (Nacional, San, & Bioquimica, 2015, pp. 54-
61).

1.7.1 Agencia Espacial Civil Ecuatoriana (EXA): es una organizacion no politica del Ecuador,
ubicada en Guayaquil desde el afio 2007, su objetivo principal es definir el dafio en a capa de
ozono y determinar los indices de radiacion en las diversas ciudades del pais mediante el Proyecto

Hiperion (Ma et al., 1995, pp. 76-82).
&

DENSIDAD DE LA CAPA DE OZONO HACE 50 ANOS Total ozone (DU) / Ozone total (UD), 2008/01/07
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Fuente: Agencia Ambiental Canadiense

Figura 8-1. Densidad de la Capa de Ozono a nivel Mundial.
Fuente: (Maetal., 1995, pp. 21-16)
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Segun su informe en el 2008, indican que ciudades como Quito (IUV=24), Guayaquil (IUV=14)
tienen los indices méas elevados a nivel mundial, es por ello que nifios y adultos poseen su cara
rojay piel mas gruesa. Actualmente ciudades como Riobamba, Latacunga, Loja entre otras llegan
a niveles de radiacion hasta de 20 (Duro, 2003, pp 14-19).
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Figura 9-1. Efecto de la Radiacion UV en el Ecuador.
Fuente: (Qu & Km, 2016, pp. 43-51)

PROYECTO HIPERICN
INDICE DE RADIACION UV EN QUITD - AGOSTO 2008
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Figura 10-1. indice de Radiacion UV en Quito.
Fuente: (Lopez, 2014, pp. 41-67)
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1.8 Incidencia de Cancer de piel en el Ecuador.

La incidencia de cancer de piel ha aumentado notoriamente en todo el mundo, segun cifras de la
OMS, se calcula que cada afio se producen a escala global dos millones de nuevos casos de cancer
de piel. Y en el Ecuador, esas cifras no son aisladas, el Epidemidlogo del Registro Nacional de
Tumores de SOLCA (nucleo Quito), aseguro que el cancer de piel tiene una tendencia creciente,
las razones de este crecimiento indica que se debe a la perdida de respeto a la radiacion solar
(SOLCA-Guayagquil, 2014, pp. 31-45). En décadas pasadas las personas se protegian del sol con

sombreros de ala ancha, prendas gruesas y las personas se resguardaban del sol cuando iban a la
playa.

Segun datos levantados por SOLCA, las ciudades con mayor incidencia de esta enfermedad estan
en la Sierra, esto se debe que al estar en mayor altitud sobre el nivel del mar, la exposicion a las
radiaciones solares también aumenta. A pesar de que este tipo de cancer se presenta en edad
avanzada, en los Gltimos afios hay casos que por factores congénitos aparece en edad temprana.
La exposicion dafiina al sol se inicia en la infancia. Como la piel tiene memoria y luego de varios
afios de estar expuestos a la radiacion aparecen los tumores cancerigeno (SOLCA-Guayaquil,
2014, pp. 45-61).

f' Carcinoma de
celulas basales
65% Sarcoma
\ Kaposi
‘\ 1%
. Linfoma
2%
\_ Otras Neoplasias
~ 2%
N
Fusnle. ANT -
Source: NTR

Figura 11-1. Porcentaje de Carcinomas en Residentes de Quito 2006-2010.
Fuente: (SOLCA-Guayaquil, 2014, pp. 45-61)
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1.9 Fotoproteccidn

Los fotoprotectores contienen diversas sustancias que ayudan a adsorber, reflejar o dispersar la
radiacion UV, con el fin de evitar la penetracion cutanea impidiendo el dafio actinico eritemas y
guemaduras solares frente a la radiacién UVB y UVA. Es por ello que un fotoprotector es aquel
gue pueda prevenir, mejorar y reparar dafios ocasionados por el sol (Costa, Villegas, Donoso, &
Correa, 2007, pp. 19-37).

La proteccion de la piel ante el sol se desarrolla a base del cumplimiento de diversos requisitos
biofisicos (lida et al., 2008, pp. 13-17):

e Absorcién y filtracion de la radiacion UV en la superficie del estrato cdrneo a fin de

prevenir su penetracion hacia la epidermis y la dermis.
e Dispersion de las radiaciones.
e Reflexion de las mismas mediante la aplicacion de sustancias «barrera».

e Inactivacion o destruccion de los radicales libres y las ROS que se producen en la piel

foto expuesta

e Reparacion del dafio celular inducido por radiacion solar.

1.10 Filtros y sustancias con Accion Fotoprotectora
En calidad del mecanismo de accion se clasifican en tres grupos:
a) Filtros Fisicos:

Su mecanismo de accién es actuar como una pantalla solar, reduciendo y eliminando los efectos
de los rayos solares sobe la piel. Generalmente son pigmentos micronizados (10-50 nm) minerales
como Di6xido de Titanio, Oxido de Zinc, Carbonato de Calcio, Cloruro de Hierro (Paper, 2015,
pp. 62-73).

b) Filtros Quimicos:

Son sustancias organicas aromaticas que absorben la radiacion UV en donde la energia asimilada
se emite como radiacion térmica. Se clasifican en funcion del tipo de radiacion que absorbe UVA
(Benzofenonas, Dibenzoilmetanos, etc.) o UVB como: PABA (4cido p-aminobenzoico),
Salicilatos, Acido Cinamico (Luepke, 1985, pp. 34-45).
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c) Otras Sustancias Protectoras:

Ademas de los filtros quimicos y fisicos, existen diversos principios activos con actividad
antioxidante, secuestradora y reparadora. Asimismo pueden actuar como coadyuvantes dentro de
la proteccion solar, dentro de este grupo encontramos las Vitaminas A (beta carotenos), B
(pantenol), E (alfa tocoferol), lo cuales se encuentran principalmente en frutas y verduras
(Zamorano-ponce et al., 2004, pp. 18-19).

1.11  Flavonoides, Estructura y su efecto Fotoprotector

Los flavonoides son compuestos pigmentantes de las plantas que generan proteccién frente al
dafio oxidativo producido por radiaciones como la UV, sustancias quimicas, etc. Estos
metabolitos secundarios tienen en su estructura quimica grupos hidroxilo fendlicos y grandes
propiedades quelantes (en especial del hierro). Ademas poseen efectos terapéuticos como
tratamiento de cardiopatias, ateroesclerosis y el cancer. Las radiaciones UV gue son generadas
por el sol produce en las células el proceso denominado Estrés Oxidativo por la formacion de las
denominadas EROs (Especies Reactivas de Oxigeno), este proceso generara posibles dafios en el
ADN mediante la produccion de dimeros de pirimidina lo que a futuro desarrolla mutagénesis o
cancer de piel (Torres-Bugarin & Ramos-Ibarra, 2013, pp. 26-41).

Dentro de la estructura de los flavonoides encontramos su bajo peso molecular; estan formados
por un esqueleto difenil pirano, es decir dos anillos fenilos (Ay B) ligados por un anillo C pirano.
La activad antioxidante depende de las propiedades redox de los grupos hidroxifendlicos, los
flavonoides orto-di hidrosustituidos como la quercetina son mejores captadores y protectores UV
comparados con los mono hidrosustituidos (Raffa, Maggio, Raimondi, Plescia, & Daidone, 2017,
pp. 76-82).

Existes tres caracteristicas fundamentales que califican el tipo de fotoproteccion que generaran

los flavonoides al interaccionar frente la radiacion UV, estos son:
e Anillo B de la estructura otro-dihidroxi.

e Doble enlace en la posicion 2,3.

14



e Existencia de grupos hidroxilo en la posicion 3y 5.

O-CH,

HC) o
c
OH Q
Catequina Quercitina Diosmetina

Figura 12-1. Caracteristicas estructurales de los principales Flavonoides.
Fuente: (Raffa et al., 2017, pp. 36-61)

Flavanol Antocianidina

Flavona Flavonol

Figura 13-1. Flavonoides, Estructura béasica y tipos.
Fuente: (Raffa et al., 2017, pp. 71-81)

Estudios realizados han demostrado que diversos flavonoides poseen actividades fotoprotectoras:

e Silimarina: caracterizada por contener tres flavonoides: silibinina, silidiannina y
silicristina, su aplicacién evita la formacion de dimeros de pirimidina tras la absorcion de
los rayos UVB reduciendo hasta un 92 % la aparicion de tumores (Quirantes-Piné et al.,
2013, pp. 53-61).

e Genisteina (Isoflavona de la soja): actua ante el dafio oxidativo, la apoptosis y la
inmunosupresion generada por la exposicion a la radiacion UV (Zamorano-ponce et al.,
2004, pp. 57-59).

e Isoflavonoides del trébol rojo: actua frente a la inmunosupresion, principalmente el equol
(Raffa et al., 2017, pp. 1-6).

e Quercetina: contiene actividades anti UV potentes inhibiendo en mayor proporcion las

radiaciones UVB (Zamorano-ponce et al., 2004, pp. 36-39).
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1.12  Lippiatriphylla

Figura 14-1. Lippia triphylla.
Fuente:(Radice et al., 2016, pp. 61-79)

Taxonomia:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Orden: Lamiales

Familia: Verbenaceae

Género: Aloysia

Especie: Aloysia triphylla, (Cestari & Buster, 2017, pp. 85-92)
Nombres vulgares:

Colombia, Ecuador, México=Cidrén- Cedrdn, Europa=Verbena de las Indias, Sudafrica= Lemon
Verbena, Espafia= Hierba Luisa (Quirantes-Piné et al., 2013, pp. 76-84)

Nombre cientifico:

Aloysia triphylla L"Herit =Verbena triphylla= Lippia triphylla
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Origen:

Planta originaria de Sudamérica especialmente Argentina, Ecuador, Chile, Perd, cultivada en
Europa, Africa debido a sus actividades curativas: antiespasmodicas, antioxidantes,
tranquilizantes (Cestari & Buster, 2017, pp. 63-74).

En el Ecuador se encuentra cultivada en provincias como Azuay, Bolivar, Loja, Pichincha,
Tungurahua y Chimborazo (Adejumo, Suleiman, & Okagbue, 2017, pp. 17-23).

Descripcion:

El cedron es un arbusto de aproximadamente 1,50 y 3 metro de altura, posee tallos lefiosos,
angulosos o redondos ramificados. Sus hojas verticiladas de hasta 6-7 cm son simples formando
un conjunto de tres y rara vez cuatro, de margen liso y color verde. Sus flores son pequefias

generalmente blanquecinas-violaceas agrupadas (Allorent & Petroutsos, 2017, pp. 75-85).
Elevacion: 2500 — 3000, 3000-3500 metros de altura (Adejumo et al., 2017, pp. 17-21).
Composicion quimica

Lippia triphylla fue introducida o cultivada en diferentes continentes como Asia y Europa debido
a sus beneficios curativos, generando efectos antiespasmaodicos, antitumorales, tranquilizantes o
sedantes, antioxidantes y digestivas. Principalmente sus hojas contienes metabolitos secundarios
como flavonoides, glucésidos, fenilpropanoides, acidos fendlicos, aceites esenciales como sesqui
terpenos entre los mas abundantes (Allorent & Petroutsos, 2017, pp. 15-18).

Los efectos antitumorales, fotoprotectores y antimicrobianos se han atribuido a su gran actividad
antioxidante, sus compuestos fénicos (catalasa, peroxidasa, glutation), limitan el dafio oxidativo
causado por Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) evitando la aparicién de enfermedades como
arteriosclerosis, cancer, inflamatorias entre otras (Adejumo, Suleiman, & Okagbue, 2017, pp. 32-
45).

1.13  Muerte Celular Inducida

Las diversas radiaciones UV, generan variaciones en diversas partes de la célula, dependiendo el
tiempo, cantidad y exposicion absorbida, produciendo dafios en el material genético y lisis celular
(Jovic, Anicic, Marsenic, & Nedic, 2016, pp. 26-39).
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Figura 15-1. Dafios producidos en el ADN de la Célula.
Fuente: (Quirantes-Piné et al., 2013, pp. 37-41)

1.14  Escherichia coli ATCC (29522)

La denominacion ATCC (Ametican Type Culture Collection), deriva de una organizacion privada
de recurso biolégicos cuyo objetivo principal es la produccion, conservacion y distribucion de
diferentes microorganismos con referencia estandar para las diversas investigaciones a nivel
mundial (Radice et al., 2016, pp. 17-61).

Taxonomia

Tabla 1-1. Clasificacion Taxonémica de E.coli

Reino Bacteria
Clase Grammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie Escherichia coli

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
Fuente: (Radice et al., 2016, pp. 31-48)

E. coli es un bacilo anaerobio facultativo Gram negativo, con un tamafio entre 0,5 micras de ancho
por 3 micras de largo, de la familia Enterobacteriaceae, esta bacteria coloniza de manera natural
el intestino pero existen cepas que pueden resultar patégenas causando generalmente infecciones
(Cestari & Buster, 2017, pp. 56-87). Este tipo de bacilos con catalasa positivos, fermentan la
glucosa y lactosa, sus especies son moviles y son capaces de producir vitaminas como la B y K
(Lopez, 2014, pp. 24-29).
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1.15  Factor de Proteccion Solar (FPS)

El Factor de Proteccion Solar indica las veces en la que el fotoprotector eleva la capacidad de
defensa natural de la piel contra la formacion de eritemas o envejecimiento prematuro, es decir
nos proporciona informacion sobre la proteccién ante rayos UVB (Allorent & Petroutsos, 2017,
pp. 48-76).

FPS = FC x £20x EE(%) x 1(2) x Abs(2.)

Donde:  FP5 Factor de Proteccion Solar
FC= 10  (factor de commeccion)
EE (&) Efecto eritemogénico de la radiacion de longiiud de onda i
I (i) Intensidad del sol en la longitud de onda i

Abs (A= Absorbancia de la solucidn en la longitud de onda &

Figura 16-1. Ecuacion de Mansur para determinar el FPS.
Fuente: (Adejumo et al., 2017, pp. 57-92)

Existen diversos métodos para poder determinar el FPS en donde un mismo producto o principio
activos puede obtener varias designaciones en el factor de proteccion, estos sistemas son: FDA
(estadounidense), SAA (australiano), DIN (aleméan), COLIPA (europeo) (Young, Claveau, &
Rossi, 2017, pp.54-61). En el afio de 1994 se tomo la decision de unificar el criterio del FPS, es
asi que se cred el Método de Verificacion del Factor de Proteccion Solar frente a radiacion UVB
Y UVA de acuerdo con el estandar de COLIPA:

Tabla 2-1. Clasificacion del FPS COLIPA.

Bajo 2,4,6

Medio 8, 10, 12
Alto 15, 20, 25
Muy alto 30, 40, 50
Ultra Superior a 50

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
Fuente: (Jovic et al., 2016. pp. 52-59)
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1.16  Prueba de Irritacion en Membrana Coriolantoidea de Huevo de Gallina (Huhner
Embryonen Test (HET)

El método HET es una prueba de toxicidad que se realiza de manera rapida, sensible y econémica
que proporciona datos sobre embriotoxicidad, taratogenicidad, efectos sistémicos e
inmunopatoldgicos, desarrollada en la membrana mucosa (Young et al., 2017, pp. 63-67). La
membrana coriolantoidea de huevos incubados es una membrana vital en donde se pueden
visualizar los efectores irritantes ante una exposicién de liquidos o sélidos, la cual no reemplaza
completamente a los ensayos en animales (Test de Draize), pero disminuyen lesiones o dafios a

mamiferos durante los proceso de experimentacion (Yoon et al., 2017, pp. 28-41).

1.17  Ensayo de Micronucleos.

Los microndcleos son fragmentos de cromosomas que quedan apartados del nicleo durante la
anafase en el ciclo celular y su tamafio oscila entre 1/3 y 1/16 (Xueyan, 2017, pp. 34-45). Este
ensayo es una alternativa sencilla, rapida y con aportacion de bajo recursos econdmicos que sirve
para evaluar genotoxicidad de diferentes sustancias o exposiciones cronicas y agudas
generalmente por perdida de material genético (Xiao et al., 2016, pp. 43-58).

El objetivo principal de este método es proporcionar una informacion sobre el dafio bioldgico,
quimico o fisico que puede producir ciertas sustancias causando a futuro efectos mutagenos,
carcinogénicos o teratogénicos debido al dafio producido al ADN o a las proteinas encargadas de
la division celular (Maeda, Seishi, 1996, pp. 51-72).

1.18  Analisis Estadistico
a) Anova de un factor

El analisis estadistico ANOVA de un factor tiene como objetico comprar diversos grupos en una
variable de caracter cuantitativo, es decir de forma general la Prueba T para dos muestras
independientes. La hip6tesis general de este test es que las medias de los tratamientos son iguales
(Polonini, Brandéo, & Raposo, 2014, pp.1-6).

Horpy =pip == pp =4
Hy:p; # u; parai#j

Un término muy especial es el valor (p) referido como el minimo significativo de una hipotesis,
a este valor se lo compara con el nivel de significancia (a), es decir que si el valor de p es menor

que a se rechaza la Hipotesis nula (Gongalves et al., 2015, pp. 42-59).
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b) Prueba de Tukey

El método de Tukey en ANOVA se usa para crear intervalos de confianza para las distintas
diferencias entre los tratamientos, con el fin de controlar el error en un nivel a especificado. La
veracidad de los resultados obtenidos se sujetan a distintos modelos o supuestos modelos que son:
normalidad, homocedasticidad e independencia (El-Hawary, Yousif, Abdel Motaal, & Abd-
Hameed, 2012, pp. 38-61).

Supuesto de Normalidad

L a prueba de normalidad se puede analizar a través de diversas pruebas entre las que resaltan la
prueba de Shapiro Wilk y Kolmogorov-Smirnov (Funari et al., 2012, pp. 32-65), estas tratan de
examinar la hipotesis con el fin de determinar si los tratamientos siguen una determinada

distribucién normal:

Ho: los datos siguen una distribucion normal vs. Hi: los datos no siguen una distribucion

normal
Supuesto de Homocedasticidad (Varianza Constate)

Se puede verificar varianza constante entre los tratamiento a través de las pruebas de Bartlett con
el ensayo de Levene, en donde la hip6tesis nula indica varianzas iguales o no (Proestos, Sereli, &
Komaitis, 2006). Existe un reglamento en que proporciona la prueba de Levene que indica: no es
necesario gque los tratamientos tengan necesariamente distribuciones normales debido a que esta

prueba hace pruebas mas sélidas en poblaciones pequefias.

Supuesto de Independencia

Cada tratamiento efectuado debe ser independiente con el fin de que ningun factor (salve el
tratamiento) pueda modificar la muestra en estudio. Se evalia mediante una grafica en donde en
el eje horizontal se ubican los tratamientos u orden de corriday en el eje vertical se expresan los
residuos, en donde patrones aleatorios confirman independencia de las muestras (Yolanda

Gilaberte, Coscojuela, Saenz de Santamaria, & Gonzélez, 2003, pp, 15-43).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de Recoleccion de la Muestra

El material vegetal Lippia triphylla (Cedroén), fue recolectado en la parroquia Lizarzaburo, Canton
Riobamba, Provincia de Chimborazo, tramitdndose el permiso dirigido hacia el Ministerio del
Ambiente (Quito), siguiendo las 6rdenes del Ingeniero Marcelo Pino Director del Ministerio del

Ambiente Chimborazo.
2.2 Lugar de Investigacion

La investigacion experimental se realizé en el Laboratorio del Productos Naturales de la Facultad

de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
2.3 Descripcion boténica

Recolectado el material vegetal, se realizd la identificacion taxondémica y botanica de Lippia
triphylla, bajo el seguimiento del Ing., Jorge Caranqui, en el Herbario de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, en donde se realiz6 el andlisis con diferentes clases de la familia
Lippia.

2.4 Control de Calidad de la droga cruda
2.4.1 Determinacién del Contenido de Humedad

El posible exceso de agua puede generar en las drogas vegetales el desarrollo de bacterias, hongos
e insectos lo que promueve a la hidrolisis de principios y componentes activos presentes en la

misma.

Para su determinacion se pesa 2g de la planta (material triturado) y se transfiere a una capsula
tarada, posteriormente se coloca en la estufa por 3 horas a 105 °C. Luego de cumplir el tiempo

estimado se enfria a temperatura ambiente hasta que el peso se constante.

oot = 2= Mb 0o
= *
0 Ma — Mc

Donde:

%H= porcentaje de humedad.

Ma= masa de la capsula con la muestra vegetal antes del proceso de secado.
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Mb= masa de la capsula con el material vegetal desecado.

Mc=masa de la cpsula vacia

2.4.2 Determinacion de Cenizas Totales

Para la realizacion del ensayo, se pesa 2 g de planta seca y triturada, se transfiere a un crisol
previamente tarado. Se carboniza la muestra en un reverbero y posteriormente se lo introduce a
la muflaa 700 °C por 2 horas. Una vez que concluya este tiempo, se coloca la capsula con cuidado
en el desecador hasta alcanzar temperatura ambiente, se pesa y se repite el proceso hasta obtener
peso constante. Si el crisol contiene material o trazas de carb6n se afiaden gotas de acido nitrico,

se evapora y se continta ingresandolo a estufa hasta que este quede perfectamente blanco.

wca =2~ M oo
= — %
AT MI—M

%CT €a 100
= — %
0 100 — H

Donde:

%Ca= porcentaje de cenizas en base hidratada.

M= masa de la capsula vacia

M1= masa de la cdpsula con la muestra antes del proceso de incineracion.
M2= masa de la capsula con la muestra incinerada.

%CT= porcentaje de cenizas totales.

H= contenido de humedad.

2.4.3 Determinacion de Cenizas Solubles en Agua.

El ensayo realiza por triplicado con la adicion de 20 mL de agua destilada en el crisol, se procede
a taparlo y se hierve por 5 minutos. Se filtra el restante y se lo coloca en el crisol inicial,

posteriormente se incinera en la mufla a 700 °C durante dos horas.

Luego de cumplirse el tiempo se deja hasta que alcance temperatura ambiente y se procede a pesar

hasta obtener peso constante.

oca = 2= Mt oo
= *
AT MI-M

0, —_
CT = 50— * 100

Donde:

%Ca= porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
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M= masa de la capsula vacia

M1= masa de la cdpsula con la muestra antes del proceso de incineracion.
M2= masa de la capsula con la muestra incinerada.

M4= masa del crisol con la cenizas insolubles en agua.

%CT= porcentaje de cenizas solubles en agua.

H= contenido de humedad.

2.4.4 Determinacion de Cenizas Solubles en Acido Clorhidrico

El ensayo se realiza por triplicado en la adicion de 20 mL de &cido clorhidrico al 10%, se tapa el
crisol y se hierve en un reverbero por 5 minutos. Posteriormente se filtra la solucién y el restante
se lava con agua destilada a continuacion se carboniza el papel filtro en un reverbero y se incinera

en la mufla a 700 °C por dos horas.

Cuando concluya el tiempo estimado se coloca en un desecador hasta que llegue a temperatura

ambiente.
wca= 2~ M 100
= — %
T MI—M
0, —_
%CT 100 —H * 100
Donde:

%Ca= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M= masa de la capsula vacia

M1= masa de la capsula con la muestra antes del proceso de incineracion.
M2= masa de la capsula con la muestra incinerada.

%CT= porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base anhidra.

H= contenido de humedad.

2.5 Tamizaje Fitoquimico

Para el andlisis del material vegetal se realiz6 la extraccion con diferentes tipos de solventes, entre
los cuales destacan: éter etilico, etanol y agua en donde se extrajeron metabolitos de acuerdo a su
solubilidad. Adicionalmente se obtuvo extracto etéreo, etandlico y acuoso, con los cuales se
procedid a realizar las diferentes pruebas fitoquimicas para determinar el tipo de metabolito

presente de acuerdo al extracto:

24



| Temar 20-50 z de materal vegetal |
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destilada mediante maceracién |
Filtlrar
4
RESIDUOSOLIDO | | EXTRACTO ACUOSO
Figura 1-2. Tamizaje Fitoquimico.
Fuente:(Hwang et al., 2014, pp. 2-16)
EXTRACTO ETEREQ
I
CIVIDIR EN FRACCIONES
|
ENSAY% DLE SUDAN ENSM’EOLEJE BALIET
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15 mL (divicir 2n 3 porciones) Sml
ENSAYOS DF DRAGENDOREF  ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARD
[ALCALDIDES )

Figura 2-2. Ensayos Fitoquimicos del extracto Etéreo.
Fuente: (Hwang et al., 2014, pp. 2-16)
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Figura 3-2. Ensayos Fitoguimicos del extracto Alcohdlico.
Fuente: (Hennebelle, 2008, pp. 2-23)

Tabla 1-2. Ensayos a realizar para el Tamizaje Fitoquimico.

Ensayo Metabolito
Sabor Principios amargos
Alcaloides Dragendorff, maer, wagner
Triterpenos /esteroides Lieberman —buchard
Flavonoides Shinoda
Fenoles y taninos Cloruro férrico
Saponinas Espuma
Azlcares reductores Felhing
Compuestos grasos Sudan ii
Cumarinas Baljet
Catequinas Catequinas
Resinas Resinas

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
Fuente: (Zengin, Mollica, 2017, pp. 45-69)
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2.6 Obtencion y Estandarizacion el extracto de Lippia triphylla

Se procede a colocar 100 g de planta previamente seca- triturada y se adiciona en relacion 1:10
EtOH 70%, dejando macerar durante 72 horas. A continuacion se procede a filtrar el extracto
para posteriormente concentrar en el rotavapor. Luego de realizar este procedimiento se efectia

el método de maceracion en frio (Liofilizacién) dejando actuar durante 72 horas.

Una vez obtenido el extracto seco se evalla el rendimiento de extraccion:
%RE PL 100
= — %
0 PO

Donde:
%RE= porcentaje del rendimiento de extraccion.
PL= peso del liofilizado obtenido

PO= peso de la planta del que partimos.

2.7 Cuantificacion de Flavonoides Totales

Para realizar la cuantificacion de flavonoides totales se toma una alicuota y se afiade 4 ml de agua
destilada conjuntamente con 0,3 ml de Nitrito de Sodio al 5%. Esperar un tiempo de 5 minutos y
afiadir 0,3 ml de Cloruro de Aluminio al 10% (vorterizar por 1 minuto + 5 minutos en completa

oscuridad).

Posteriormente afiadir 2ml de NaOH 1M y homogenizar, las lecturas se realizan a una medicion
de 510 nm (Hennebelle et al., 2008, pp. 39-46).

2.8 Cuantificacion de Fenoles Totales

Para realizar la cuantificacion de fenoles totales se toma una alicuota y se afiade 15 ml de agua
destilada conjuntamente con 1,25 ml del Reactivo de Folin. Esperar un tiempo de 8 minutos y
afiadir 3,75 ml de Carbonato de Sodio 7,5% y aforar a 25 ml con agua destilada (vorterizar por 1

minuto + 2horas en completa oscuridad).

Las lecturas se realizan a una medicion de 765 nm (Hennebelle et al., 2008, pp. 34-39).

27



2.9 Capacidad Antioxidante

En la determinacidn de la capacidad antioxidante se toma 100 pL de una alicuota y se homogeniza
con 3,9 ml de la solucién de DPPH durante 20 minutos y posteriormente se incuba a una

temperatura de 37°C.
Transcurrido este tiempo se procede a medir las absorbancias a una longitud de onda de 517nm.

Los radicales libres inhibidos DPPH (1%), se calculé mediante el autor Tohidi y col (Elemike,
2017).

ASB CONTROL — ABS MUESTRA
% = * 100

ABS CONTROL

EN DONDE

1%= porcentaje de los radicales libres inhibidos

ABS CONTROL= absorbancia de la muestra control.

ABS MUESTRA-= absorbancia del extracto de Lippia triphylla

A continuacion, se determind el IC 50 (Actividad Antioxidante) mediante la ecuacion de la recta

del extracto de Lippia triphylla.

2.10 Factor de Proteccién Solar

Para la realizacion del FPS se realizaron alicuotas a diferentes concentraciones diluidas en etanol
al 70%, a continuacion se realiz6 las diferentes lecturas desde 290 nm a 320 nm en intervalos de

tiempo de 5 minutos.

La ecuacion para la determinacion de SPF generada por Mansur es la siguiente:

320
SPF=¢CF X EE L XD L X Abs ()
290
DONDE:
EE= indica el espectro de efecto en el eritema.
I=indica la intensidad del espectro solar

Abs= indica la absorbancia del producto con proteccion solar

CF= factor de correccion igual a 10
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Table. 2: Mormalized product function used in the calculation of SPF.

Wavelength {nm) EE x | {normalized)
25 (150
255 00817
106 02874
305 3278
ilh 01864
il DR
i (180
Toilal | (b0

EE — erythemal effect specirum; | - Solar intensgy spectnum,

Figura 4-2. Valores de EE*I, establecidos
Fuente: (Barreto et al., 2014, pp. 12-29)

TIPO DEFOTOPROTECTOR ~ FPS

Bajo 2-4-6
Medio 8-10-12
Alto 15-20-25
Muy alto 30-40-50
Ulira 50+

Figura 5-2. Clasificacion del FPS definido por COLIPA
Fuente:(Garcia-Bores et al., 2017, 101-165)

2.11 Estandar de Mcfarland

La escala de Mcfarland ayuda a tener un nimero aproximado de bacterias, mediante una
suspension de Cloruro de Baria y Acido sulfarico, produciendo un precipitado turbio de sulfato

de bario. Mediante una curva de calibracién el estandar corresponde a 1,5 x108 células por ml.

McFarland Turbidity Standard No. 0.5
Férmula aproximada por 100 mL de agua purificada

Acido sulfarico, 0,18 M ..o 99,5 mL
Cloruro de bario, 0,048 M ... 0,5 mL

Figura 6-2. Preparacion del Estandar McFarland
Fuente:(Pascual, Slowing, 2001, pp. 54-98)
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2.12 Efecto Fotoprotector mediante Muerte celular inducida por radiacion UVB

Para el analisis de fotoproteccidn por muerte celular inducida se utilizaron cepas de Escherichia
coli (ATCC 25922), las cuales fueron activadas en Caldo cerebro corazon y aisladas en el medio
de cultivo Miiller Hinton. El extracto liofilizado obtenido se disolvio en etanol al 70% a distintas
concentraciones (20 ppm, 200 ppm, 2000 ppm). Tanto los extractos como las bacterias (E. coli
(ATCC 25922) Mcfarland), se ubicaron en tubos de cuarzo ejecutando el proceso de radiacion en
una cdmara de radiacion con una ldmpara UVB maraca Philips, Broadbrand TL40w/12 RS a una
dosis de irradiacién de 0,60 J/cm? (Garcia-Bores et al., 2017, 10-16).

Para la determinacion de las colonias sobrevivientes, la porcion de bacterias irradiadas se
cultivaron en agar Muller Hinton y fueron incubadas a 37°C. Se cont6 el nimero de colonias en

los distintos tiempos, ejecutando el proceso por triplicado.

2.13 Prueba HET CAM, mediante el método observacional o cualitativo

Se seleccionaron huevos fértiles, los cuales se incubaron por aproximadamente 10 dias a
condiciones normales de temperatura y humedad (37°C y 60% de humedad), en el dia 10 se
analizaron los huevos mediante lamparas de luz blanca, con la cual se identifica la aparicion de

venas de tamafio regular y la cdmara de aire (Veras, H., y col., 2012, pp. 12-17)

Con la ayuda de una pinza se realizd un orificio en la zona de la cAmara del aire previamente
identificada, el orificio dio lugar a la membrana que cubre a la membrana coriolantoidea, la cual

fue retirada de forma muy cuidadosa (Luepke, 2016, pp. 34-41).

Se adicionaron 300 L de diversas alicuotas del extracto liofilizado, analizando durante 5 minutos

la aparicidn de lisis, hemorragia y coagulacién (Luepke, 2016, pp. 34-47).

Adicionalmente se realizando controles positivos: NaOH 0,1N y controles negativos: Agua

Destilada para realizar la comparacion entre el extracto y los controles (Luepke, 2016, pp. 34-57).

La formula para determinar el dafio en la membrana de los huevos es la siguiente:
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L1 = [{301=TH)/300) x 5) + ({301-TL)/300) x 7) + {{304- TC)/300) x9)

Dondea:
Il = Indice de irritacidn
TH = Tiempo de aparicidn de hamorragia
TL = Tiempo de aparicidn da lisis
TC = Tiempo de aparicidn de coagulacidn

Figura 7-2. Formula para determinar el Indice de Irritacion
Fuente:(Veras, H., 2012, pp. 21-38)

Una vez obtenidos los indices de irritacion se compraran con la Figura. Donde se muestran las

categorias que indican el tipo de irritabilidad del producto o en este caso el extracto.

RANGO CATEGORIA IRRITANTE
HET CAM

0,0-09 NO IRRITANTE

1.0-49 IRRITANTE LEVE
50-89 IRRITANTE MODERADO
9,0-21,0 IRRITANTE SEVEROD

Figura 8-2. Clasificacion para determinar que el producto es irritante.
Fuente:(Barberan, 2016, pp. 53-54)

2.14 Prueba CAM-TBS, mediante el método de coloracién con Azul Tripan

Para la determinacion de la prueba HET CAM se procedi6 de la misma manera con el despeje de
la membrana coriolantoidea mediante el uso de una pinza, posteriormente se colocé un anillo de
goma de aproximadamente 18 mm u se adicion6 300 pL del extracto a diversas concentraciones
(62.5 ppm, 125 ppm, 250 ppm, y 500 ppm) dejando actuar por 20 segundos. La membrana se lavé
con suero fisioldgico y luego de colocé el colorante Azul Tripan durante 1 minuto. Al concluir el
tiempo se lavé con agua destilada y se cort6 cuidadosamente la membrana, la cual se colocé en

un tubo con 5ml de Dimetilformamida (Oskay, Mustafa; Tamer, 2005, pp. 14-19).

Las muestras se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, y se realiz la lectura de las absorbancias
a 595nm. La deteccion del colorante que se absorbi6 indica el dafio producido a la membrana
coriolantoidea (Oskay, Mustafa; Tamer, 2005, pp. 14-19).
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Para la determinacion del potencial irritante se analizd con la siguiente formula:

CA=Db X 5/1000 x 10 # nmoles

Donge:
CA = Cantidad de colorante absorbido
b = Concentracion de colorante (obtenido por
ploteo de la curva patron) /mg de membrana.

Figura 9-2. Férmula para determinacién del potencial irritante.
Fuente:(Oskay, Mustafa; Tamer, 2005, pp. 43-52)

La comparacion se ejecutd con los blancos positivos y negativos mediante la siguiente tabla de

clasificacion de irritabilidad:

CANTIDAD DE COLORANTE
CATEGORIA
ABSORBIDO
= 0,100 nmoles/mg NO IRRITANTE
0,100 - 0,150 nmoles/mg IRRITANTE MODERADO
=(0,150 nmoles/mg IRRITANTE SEVERO

Figura 10-2. Categorizacion del Potencial Irritante prueba CAM-TBS
Fuente:(Argyropoulou, D, 2007, pp. 42-67)

2.15 Ensayo de Micronucleos.

Se seleccionaron hablas (Vicia faba) de mejor calidad y tamafio estandar, a continuacion se
lavaron y almacenaron a 4 °C por 24 horas, previamente sumergidas en agua destilada. Al concluir
este tiempo se quitd con cuidado la cascara y se dejaron en germinacién con algodon por 7 dias,
después de 7 dias se seleccionaron las raices primarias y se realizé un corte de aproximadamente
1- 2 cm para colocar en cada tratamiento (soluciones a concentraciones de 0, 05%, 0,1%, 0,2%,
0,4%, blanco positivo y negativo), durante 12, 24 y 48 horas (Costa, S, 2015, pp. 12-17).

Posteriormente dependiendo el tiempo transcurrido, se sacaron las raices y se colocaron en
solucion de Farmer a 4°C por 24 horas; se enjuagd y se colocé en HCI 1N a bafio maria 55°C por
5 minutos. Se lavaron y colocaron en ETOH 70% a 4°C por 30 min (Costa, S, 2015, pp. 12-23).

Finalmente se trataron las raices con Acido Acético al 45% por 30 min; luego se tifieron con
Orceina 1% y se realizaron finos cortes para observar en el microscopio (Costa, S, 2015, pp. 12-
27).
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Mil células fueron contadas e identificadas en su diferente fase mitética, para calcular el indice

de genotoxicidad se usaron las siguientes ecuaciones:

NUMERO DE CELULAS EN CADA FASE 100
E 3

INDICE MITOTICO(IM)TOTAL = 10000

NUMERO DE CELULAS DE INTERFASE CON MCN
*

10000 100

MICRONUCLEOS (MCN) =
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULATDOS

3.1 Control de Calidad de la droga Cruda

Tabla 1-3. Determinacion del Control de Calidad de las Hojas de Lippia triphylla.

Ensayo Lippia triphylla Limites segun la USP 35

CONTENIDO DE HUMEDAD 6,884 + 0,89 % 14%

CONTENIDO DE CENIZAS
11,827 £0,48 % 12%

TOTALES

CONTENIDO DE CENIZAS

0,496 0,43 % 7%
SOLUBLES EN AGUA

CONTENIDO DE CENIZAS

SOLUBLES EN ACIDO 11,029 £ 0,51% 5%

CLORHIDRICO

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

3.1.1 Contenido de Humedad

El contenido de humedad determinado por la pérdida de masa del producto fue dado por el método
gravimétrico por desecacion de las hojas de Lippia triphylla, con un resultado de 6,884%, esto
nos permite analizar que el valor se encuentra dentro de los rangos normales seguln la Farmacopea
Espafiola (14%). Miranda, 2000, indica que este porcentaje nos asevera que los problemas como
la aparicion de hongos, insectos, hidr6lisis y dafios enzimaticos como la degradacién no van a
afectar los metabolitos existentes en las hojas, 1o que nos garantiza estabilidad durante el proceso
de investigacién. (Parodi et al., 2012, pp. 65-72)

3.1.2 Contenido de Cenizas Totales

El analisis de estudio por el método gravimétrico de cenizas totales nos indica generalmente la
calidad de la droga, mediante la destruccion del material organico presente. El valor obtenido fue
de 11,827%, indicativo de un contenido de material mineral normal.
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Existe, en ciertos casos que la exposicion a estos metales aumenta la produccion de agentes
antioxidantes (agente de estudio), lo que aumentaria el nimero de compuestos que evitan la
oxidacion. Por otro lado, estudios realizados en el Cedrdn, indican que esta especie de plantas
contienen mecanismos efectivos para la eliminacion de dichos metales como: glutation,
metalotioneinas y fitoquelatinas. Algunos pueden unirse al metal para su posterior excrecion o
inhibicién (Maeda, Seishi, 1996, pp.41-59).

3.1.3 Contenido de Cenizas Solubles en Agua

Se realizé la determinacion del contenido de cenizas solubles en agua mediante el método
gravimétrico, el valor obtenido fue de 0,496% lo que nos indica la presencia de metales alcalinos
en menor proporcién. Este resultado concuerda con USP 35 ya que especifica un valor maximo

permisible del 7%,

Este tipo de cenizas corresponden a sales solubles y compuestos propios de las plantas
generalmente usados, como por ejemplo el Potasio (K) el cual es indispensable para la

supervivencia, procesos metabdlicos y fotosintesis de la planta.

3.1.4 Contenido de Ceniza Insolubles en HCI

Se realizd el andlisis de cenizas insolubles en &cido clorhidrico para las hojas de Lippia triphylla,
obteniendo un valor de 11,525%, el cual sobrepasa los limites especificados en la USP 35 (5%),
este resultado confirma la presencia de metales pesados propios o adquiridos por medio de la
tierra 0 agua, los cuales pueden ayudar a la formacién de compuestos antioxidantes como medio
de defensa de la planta. Hay que tener en cuenta que valores que sobrepasen los reglamentarios
requieren analisis extra para determinar el tipo de toxicidad que puede causar al organismo o

mejorar en la recoleccion y almacenamiento del material vegetal.

3.2 Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje Fitoquimico se realiz6 con el objetivo principal de analizar los metabolitos
secundarios presentes en Lippia triphylla, mediante reacciones cualitativas como colorimétricas
y aparicion de precipitado. Los extractos evaluados fueron en orden de polaridad: éter etilico,

etanol y agua.

Dentro de los resultados obtenidos en el extracto etéreo se realizaron pruebas para alcaloides
como Dragendorff, Mayer y Wagner, lo que demostré la presencia escaza o nula de estos

principios activos. Con relacion a la prueba de Sudan para aceites y grasas se obtuvo un resultado
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positivo notorio ya que el Cedrdn cuenta con abundantes aceites esenciales que le proporciona un
aroma caracteristico, entre ellos encontramos Geranial, Limoneno y Neral en su mayoria. Ademas
existe la presencia de lactonas y cumarinas abundantes determinadas por la prueba de Balget y en

menor proporcién Triterpenos y Esteroides.

Por otro lado en el extracto etandlico se evidencid en poca cantidad: alcaloides, resinas y
antocianidinas; en cambio compuestos como azUcares reductores, catequinas, lactonas,
cumarinas, triterpenos, esteroides, saponinas y compuestos fendlicos se evidenciaron en
cantidades abundantes en el ensayo. Ademas en el extracto acuoso pruebas como Espuma y
Fehling, concuerdan con las pruebas realizadas en el extracto alcohélico lo que confirma su

existencia en las hojas de Lippia triphylla, pero pruebas de alcaloides resultaron negativas.

Finalmente, en el Extracto Alcohdlico y Acuoso se demostré de manera sobresaliente la existencia
de Flavonoides y Compuestos Fendlicos que resaltan en el efecto Fotoprotector ante la radiacion
Ultravioleta, mediante la prueba de Shinoda y Cloruro Férrico, lo que concuerda con la
composicién quimica. Dentro del andlisis cualitativo para mejor visualizacién de la reaccion se

tuvo que retirar los compuestos Pigmentantes mediante un proceso de precipitacion las clorofilas.
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Tabla 2-3. Resultado del Tamizaje Fitoquimico de las hojas de Lippia triphylla.

ENSAYO

Sudan

Dragendorff

Mayer

Wagner

Balget

Lieberman-
Buchard

Catequinas

Resinas

Fehling

Espuma

Cloruro férrico

Boruntrager

Shinoda

Antocianidinas

Mucilagos

Nihidrina

(+++) Abundante

TIPO DE
METABOLITO

Aceite y grasa

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Lactonas-

Cumarinas

Triterpenos-
Esteroides

Catequinas

Resinas

Azlcares
Reductores

Saponinas

Compuestos

Fenolicos

Quinonas

Flavonoides

Antocianidinas

(++) Moderado

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

EXTRACTO
ETEREO

(+++)

()

©)

©)

Precipitado rojo (++)

Verde Oscuro- (+)

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

(+) Escaso
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EXTRACTO
ALCOHOLICO

N/A

(+)

(+)

(+)

(+4)

Verde Claro (+)

(+)

()

(+++)

(++)

Verde Intenso (+)

(++)

(+++)

G

N/A

(+4)

(-) No existe

EXTRACTO
ACUOSO

N/A

(+)

¢

©)

N/A

N/A

N/A

N/A

(++4)

(+)

Verde Intenso (+)

N/A

(++4)

N/A

¢

N/A

N/A (No Aplica)



3.3 Estandarizacion y Rendimiento de Extraccion.

Tabla 3-3. Resultado de la Estandarizacién y Rendimiento del extracto de L. triphylla.

ENSAYO RESULTADO
Rendimiento de extraccion 24%
Color Verde-marrén
Aroma Floral

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Se realiz6 la determinacion del rendimiento de extraccion del extracto etandlico de Lippia
triphylla, con un resultado de 24%, ademas luego del proceso de liofilizacién se obtuvo un polvo
color marrén- verde oscuro con un aroma especifico a Cedrén, lo que nos indica la alta

concentracion de metabolitos presentes en la planta en especial de compuestos Aromaticos.
3.4 Cuantificacion de Flavonoides Totales

La cuantificacion de Flavonoides totales del extracto etandlico de Lippia triphylla se realizd
mediante el método por espectrofotometria por quelacion con Cloruro de Aluminio, tomando
como referencia la ecuacioén de la recta del estandar de Quercetina: A = 0,0014x + 0,0144 con un
R2 de 0,999.

Los valores obtenidos de cada absorbancia se reemplazaron en la ecuacion de la recta del estandar

de quercetina obteniendo los resultados expresados en la siguiente tabla:

Tabla 4-3. Resultado de la Cantidad de Flavonoides Totales del extracto de Lippia triphylla.
FLAVONOIDES TOTALES
SUSTANCIA

mg Equivalentes de g Equivalentes de
FOTOPROTECTORA Quercetina/g de extracto Quercetina/100 g de extracto
seco seco (YoEQFT)
Extracto ETOH Lippia
4,864 +0,05 0,486 £0,11

triphylla

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
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Luego de realizar los diversos calculos, el contenido de flavonoides totales presentes en las hojas
de Lippia triphylla fue de 4,864 mg Equivalentes de Quercetina/g de extracto seco, es decir 0,486
g Equivalentes de Quercetina/100 g de extracto seco (YEQFT). Este valor es de gran ayuda ya
que se relaciona con los resultados que se han obtenido en los ensayos de muerte celular inducida
y FPS, en donde la planta en estudio en concentraciones minimas y produce un efecto
Fotoprotector eficiente. Ademas hay que tener en cuenta que este valor puede aumentar elevando
la concentracién de partida o mejorando el sitio de recoleccion de la planta ya que a mayor altura

mas radiacion recibe la planta y por ende mayor cantidad de flavonoides existiran.

3.5 Cuantificacion de Fenoles Totales

La cuantificacion de Fenoles Totales del extracto etandlico de Lippia triphylla se realiz6 mediante
el método por espectrofotometria con el reactivo Folin Ciocalteu, tomando como referencia la
ecuacion de la recta del estandar de Acido Galico: y = 0,0014x + 0,0144 con un R2 de 0,999.

Los valores obtenidos de cada absorbancia se reemplazaron en la ecuacion de la recta del estandar

de Acido Galico obteniendo los resultados expresados en la siguiente tabla:

Tabla 5-3. Resultado de la Cantidad de Fenoles Totales del extracto de Lippia triphylla.

FENOLES TOTALES

SUSTANCIA

FOTOPROTECTORA mg Equivalentes de Acido
Galico/g de extracto seco

g Equivalentes de Acido
Galico /100g de extracto seco
(%EQFT)

Extracto ETOH Lippia

. 16,48 +0,7 1,648 +0,23
triphylla

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

El contenido de fenoles totales presentes en Lippia triphylla fue de 16,48 mg Equivalentes de
Acido Galico/g de extracto seco, es decir 1,648 g Equivalentes de Acido Gélico /100g de extracto
seco (WEQFT). Estudios recientes han demostrado que el efecto fotoprotector aumenta debido a
que se produce un mecanismo de biosintesis de compuestos fendlicos en la planta, efecto que

puede ser usado ante radiaciones UVB especialmente.

Gimedo Eva, Doctora en Farmacia indica que la presencia de fenoles en el cedron (Lippia
triphylla) genera altos efectos antioxidantes, tanto para radicales libres como para metales; estas

propiedades producen el efecto farmacolégico como anticancerigeno y protector cardiovascular.
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Ademés el efecto fotoprotector aumenta el proceso de biosintesis en la planta, mecanismo que

puede ser usado ante radiaciones UVB especialmente.

3.6 Capacidad Antioxidante

Tabla 6-3. Resultado de la Capacidad Antioxidante del Acido Galico.

Actividad
Estandar Antioxidante IC s Valor de Referencia
Mg mL b
Optimo (IC so <15pg mL )
Bueno 15ug mL < IC 50 < 50ug mL
-1
Acido Galico 23,27+ 1,63

Promedio 50ug mL * < IC 50 < 100 pg
mL !

Débil IC 5o > 100 pg mL *

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Tabla 7-3. Resultado de la Capacidad Antioxidante del extracto de Lippia triphylla.

Actividad
Muestra en Estudio Antioxidante IC 5o Valor de Referencia
(Mg mL Y
Optimo (IC 5o <15pug mL 1)
Bueno 15ug mL < IC 50 < 50ug mL
-1
Exf_r.w? Eta.”‘;]"flo de 709,66 + 41.03
Ippia triphylla Promedio 50pg mL * < IC 5o < 100 pg

mL !

Débil IC s > 100 pg mL -

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
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Se efectud el método DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo) para la determinacion de la capacidad
Antioxidante del extracto etandlico de Lippia triphylla a través del efecto inhibidor del radical, el
valor obtenido se reemplazé en la ecuacion de la recta obteniéndose un resultado de 709,66 +
41.03 g mL Y categorizado segln los valores de referencia de Caneschi, C 2016 como Débil.
En cambio el efecto de captador de radicales por parte el Acido Galico fue de Bueno ya que se
obtuvo un valor de 23,27 + 1,63. Estudios realizados en la Unidad Académica de Ciencias
Quimicas UTMACH manifiestas que mientras la concentracion del extracto de Lippia triphylla
(cedron) es menor la capacidad antioxidante disminuye, esto concuerda con el efecto fotoprotector

ya que a concentraciones mayores el efecto mejora.

3.7 Efecto Fotoprotector mediante Muerte celular inducida por radiacién UVB

Se evalud la actividad Fotoprotectora ante radiaciones UV-B mediante muerte inducida a
Escherichia coli ATCC 25922, los resultados obtenidos se evaluaron en funcion de UFC/mL tanto
para los Estandares como para el extracto etandlico de Lippia triphylla. Se aplicé el método de

dilucion para evaluar las colonias supervivientes en relacion a diversos periodos de tiempo.

Tabla 8-3. Efecto fotoprotector del etilhexil metoxicinamato (OMC).

TI%II\\/I/I(F:’O BLANCO 20 ppm 200 ppm 2000 ppm
(min) UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
61000000 59000000 52666666,7 56666666,7
0| (+3605551,28) | (+6082762,53)| (+ 6806859,29) (+ 4163332)
333333333 % 6666666,67 18333333,3
30 0| °77350.269| (4 159750523)| (2 2516611,48)
5333,33333 22000
60 0 0| (+1154,70054) (+ 2000)
17333,3333
90 0 0 0| (+305505046)
8000
120 0 0 0 (+ 2000)
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
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Tabla 9-3. Efecto fotoprotector del octildimetil-PABA.

PAD
BLANCO 20 ppm 2000 ppm
T'(fn'\i/'nF)’o UFC/ml UFC/mI | 200 Ppm UFC/m UFC/ml
(= ‘Z%%%%%%? 50666666, 7 55000000 52333333,3
0 - (% 7505553,5) (+3464101,62) (£ 10214369)
8666666,67 16000000
3333333,33 ;
30 0 (+ 577350,269) (x 1527525,23) (£1000000)
2666,66667 10000 18000
60 0 | (+1154,70054) (+ 2000) (x2000)
6666,66667 11333,3333
90 0 0 (% 3055,05046) (£ 3055,05046)
4666,66667
120 0 0 0 (£1154,70054)
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
Tabla 10-3. Efecto fotoprotector del extracto etanélico de Lippia triphylla.
L.
triphylla BLANCO 20 ppm 2000 ppm
TIEMPO |  UFC/ml UFC/mI | 200 ppm UFC/mI UFC/mI
(min)
49666666,7 52333333,3 46666666,7 45666666,7
0| (£6110100,93)| (+2516611,48) (£3511884,58) (£4041451,88)
3000000 7000000 14000000
30 0 (£ 1000000) (£1000000) (£2645751,31)
7333,33333 14000
60 0 0 (£1154,70054) (£4000)
5333,33333
90 0 0 0 (£1154,70054)
120 0 0 0 0
150 0 0 0 0
180 0 0 0 0

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
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LOG (UFC/ML)

¢ LOG BLANCO B LOGOMC LOG PALMITATO

LOG CEDRON Lineal (LOG BLANCO) Lineal (LOG OMC)
Lineal (LOG PALMITATO) Lineal (LOG CEDRON)
20
B omcC
15 y =-0,044x+ 6,781
R2=1
10 L.triphylla
5 y=-0,0419x + 6,718
R2=1
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
-5 PALMITATO
y =-0,0273x + 6,6063
-10 R?=0,9262
-15

20 TIEMPO (MIN)

200

Gréfico 1-3. Efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida de bacterias E. coli por UVB.

Blanco 20ppm, OMC 20ppm, Pamidato 20ppm, Lippia triphylla 20ppm
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

LOG (UFC/ML

20
N
15 ]
PALMITATO
v =-0,0133x + 6,5621
10 R? = 0,8824
oMc
5 y=-0,0217x+6,6348
R2=0,9522
0
0 20 40 180
5

L.triphylla
y = -0,0185x + 6,5773
-10 R%=0,9256
200 TIEMPO (MIN)
-15

& LOGARITMO LOG BLANCO O LOGARITMO LOG OMC
LOGARITMO LOG PALMITATO LOGARITMO LOG CEDRON

Lineal (LOGARITMO LOG BLANCO) Lineal (LOGARITMO LOG OMC)

Lineal (LOGARITMO LOG PALMITATO) Lineal (LOGARITMO LOG CEDRON)

200

Gréfico 2-3. Efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida de bacterias E. coli por

UVB. Blanco 200ppm, OMC 200ppm, Pamidato 200ppm, Lippia triphylla 200ppm
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
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Grafico 3-3. Efecto fotoprotector contra la muerte celular inducida de bacterias E. coli por

UVB. Blanco 2000ppm, OMC 2000ppm, Pamidato 2000ppm, Lippia triphylla 2000ppm
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Se realizo el ensayo de Irradiacion a bacterias de E. coli ante la radiacion UVB, la poblacién
bacteriana fue de 1,5 x108 UFC; se colocaron en celdas de cuarzo tanto el blanco como las diversas
concentraciones de extracto etanélico de las hojas de Lippia triphylla como los controles positivos

en este caso Etilhexil metoxicinamato (OMC) y octilmetil-PABA (Pamidato).

Con relacion al blanco, el tiempo de supervivencia de las bacterias fue menor a 5 minutos, debido
a gue no contaban con ninguna fuente de proteccion, por otro lado podemos observar que tanto el
OMC como el PAD alcanzan actividades fotoprotectores superiores al extracto en estudio a

tiempos superiores.

El extracto hidroalcohdlico de Lippia triphylla protegen las poblaciones bacterianas de E. coli de
manera similar como lo hacen los controles, durante los tiempos de 30 y 60 minutos a
concentraciones de 20 y 200 ppm, ademas se pudo evidenciar un efecto elevado de proteccion
celular ante la radiacion UVB a concentraciones de 2000 ppm identificando bacterias vivas (UFC)
hasta el tiempo de 90 min, indicando que si las concentraciones fueran superiores, el tiempo de

fotoproteccion de las hojas de L. triphylla fuera mayor.

En el tiempo de 120 min los controles positivos muestran aun el efecto fotoprotector lo que se
relaciona con el FPS determinado por la ecuacion de Mansur indicando un efecto protector alto y

medio para estos estandares lo que no se relaciona con el extracto en estudio, debido que se
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evidencia muerte celular en este tiempo. A los 150 y 180 minutos no existe supervivencia de
bacterias tanto en los controles positivos como en los en las diversas concentraciones del extracto

etanolico de Lippia triphylla.

Especies estudiadas de la familia Lippia como L. dulcis o L. graveolens, indican que contienen
una elevada cantidad de flavonoides y compuestos fendlicos cuando la planta es recolectada a una
altura de 3000 a 3500 metros de altura, por lo que su efecto fotoprotector en estudios in vivo
realizados en México no generaron enrojecimientos ni el quemaduras en zonas expuestas al sol.
Esto nos proporciona informacion sobre la importancia del lugar de recoleccion de la planta, por
lo que especies cultivadas en zonas andinas de Lippia triphylla mejorarian el efecto ante radiacién
UV (Opez, Bigail, & Ontreras, 2014, pp. 2-18).

3.7.1 Analisis Estadistico del Efecto Fotoprotector mediante Muerte celular inducida por
radiacion UVB

Luego del andlisis de los datos se determind el &rea bajo la curva de los diferentes tratamiento
tanto para los controles positivos Etilhexil metoxicinamato (OMC) y octilmetil-PABA
(Pamidato), como par el extracto etandlico de Lippia triphylla. Para esto se examinaron los
resultados para evidenciar tres puntos clave que se deben cumplir en estadistica como son:

normalidad, homocedasticidad e independencia de los datos a las diversas concentraciones.

Ademas se aplico el estudio con el test de ANOVA de un factor para determinar la diferencia
entre los indices de fotoproteccion y también identificar que sustancias se podrian usar como
fotoprotector mediante un analisis estadistico.

Tabla 11-3. Factores Inter-Sujetos

Factores inter-sujetos

Etiqueta de valor N
TRATAMIENTO 1 OMC 20 3
2 OMC 200 3
3 OMC 2000 3
4 PAMIDATO 20 3
5 PAMIDATO 200 3
6 PAMIDATO 2000 3
7 L.triphylla 20 3
8 L.triphylla 200 3
9 L.triphylla 2000 3

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
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Para el analisis de varianzas, se utilizaron 9 tratamientos para los cuales se realizaron tres

repeticiones para cada Sustancia Fotoprotectora en diferente concentracion.

Test de Anova de un factor

Tabla 12-3. Test Anova de un factor para el indice fotoprotector

ABC

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 805366824000000000 8 100670853000000000 | 8,185 ,000
Dentro de grupos

221385165600000000 18 12299175866666700
Total 1026751989600000000 26

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

En la tabla de ANOVA se puede observar que el valor de significancia (p) es menor gque 0,05 por

lo tanto con un 95%de confianza se puede decir que existe diferencia entre los tratamientos OMC,

PAD Y L. triphylla en el indice de fotoproteccién, es decir al menos un par de tratamientos es

diferente.

Prueba de Tukey

Tabla 13-3. Prueba de Tukey para el indice fotoprotector.

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTO N
1 2 3

PAMIDATO 20 3 860080000
L.triphylla 20 3 875000000
L.triphylla 200 3 910220000
OMC 20 3 985000000 985000000
OMC 200 3 990160000 990160000
PAMIDATO 200 3 1085500000 1085500000 | 1085500000
L.triphylla 2000 3| 1105580000 1105580000 | 1105580000
PAMIDATO 2000 3 1266020000 | 1266020000
OMC 2000 3 1401420000
Sig. 211 ,107 ,051

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

L Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018
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Una vez aplicada la prueba de Tukey, se han clasificado por grupos los tratamientos que en media
poseen el mismo efecto fotoprotector. En este caso se observa que existen tres grupos; donde se
muestran las diversas agrupaciones y diferencias entre los tratamientos, mostrando que las
concentraciones de 2000 ppm contienen medias mas elevada que el resto, indicando un indice de

fotoproteccidon elevado con relacion a las otras sustancias y su respectiva concentracion.

Ademas cabe recalcar que, estadisticamente se pueden usar las sustancias PAD, OMC Y L.

triphylla a 2000 ppm o PAD a 200 ppm para la elaboracion de cualquier fotoprotector.

Prueba de Normalidad

Tabla 14-3. Prueba de Normalidad para el Indice fotoprotector.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.

Residuo
para ABC 126 27 ,200" ,952 27 242

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a.  Correccion de significacion de Lilliefors

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Tanto la prueba de Kolmogorov- Smirnov, como la de Shapiro-Wilk tienen valores de

significancia (p) mayor que 0,05, por lo que el supuesto de normalidad se cumple.

Prueba de Homocedasticidad

Tabla 15-3. Prueba de Homocedasticidad para el indice fotoprotector
Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error?

Variable dependiente:

F df1 df2 Sig.
617 8 18 753

Prueba la hipdtesis nula que la varianza de error de la variable dependiente es igual entre grupos.

a. Disefio : Interseccion + TRATAMIENTO
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Através de la prueba de LEVENE se puedo verificar que la varianza de los diferentes tratamientos

son homogéneas por cuanto el valor de significancia (p) es mayor a 0,05

47




Prueba de Independencia
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Gréfico 4-3. Prueba de Independencia para el indice fotoprotector
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Como se observa en la grafica, los residuos se distribuyen de forma aleatoria alrededor del eje
horizontal (0), por lo tanto se verifica el supuesto de independencia.

3.8 Factor de Proteccion Solar (FPS)

Tabla 16-3. Resultado del FPS: OMC, PAMIDATO, Lippia triphylla.

SUSTANCIA
FOTOPROTECTORA

Etilhexil metoxicinamato (OMC)
Pamidato (PAD)

Extracto etandlico de Lippi triphylla

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

FPS (in vitro)

13+0,15
18+0,22

2+0,02
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Gréfico 5-3. Comparacion del FPS, OMC, PAMIDATO, Lippia triphylla.
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Se realizd el ensayo para determinar el Factor de Proteccion Solar (FPS) mediante la ecuacion de
Mansur, en donde se obtuvieron los siguientes resultados: para el control Pamidato el FPS fue de
18+0,22; Etilhexil metoxicinamato un FPS de 13+0,15 y para el extracto etandlico de Lippia
triphylla el FPS fue de 2+0,02. Estos valores fueron representados mediante un Grafico de barras
en donde se puede observar que el control PAMIDATO tiene un FPS ALTO, el OMC tiene un
FPS MEDIO vy el extracto de las hojas de Lippia triphylla tiene un FPS BAJO segln la
clasificacion COLIPA en donde, ademas especifica que un filtro solar no debe ser menora 15y
debe poseer actividad antioxidante. EI FPS bajo de nuestro extracto puede deberse a que se realizé
el andlisis con una concentracion minima de 20 ppm, por lo que aumentando la concentracion el

resultado aumenta considerablemente.

El FPS in vitro se pudo comprar con el ensayo de Muerte celular inducida, donde los estandares
(PAD y OMC) proporcionaron un factor de Fotoproteccion elevado con relacion al extracto de
Lippia triphylla, concordando con los resultados obtenidos en el Factor de Proteccion Solar. Por
otro lado al aumentar considerablemente la concentracion (2000 ppm) de la planta en estudio,
este efecto aumentd considerablemente con relacion al ndmero de colonias de E. coli

sobrevivientes.
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3.9 Prueba HET CAM, mediante el método observacional o cualitativo

Tabla 17-3. Resultado Prueba HET-CAM: OMC, PAMIDATO, Lippia triphylla.

Muestra I.1 (indice de Irritacion) Valores de Referencia
NaOH (Control 0,0-0,9 No Irritante
o 19,147 + 0,27
Positivo)
Agua (Control Negativo) 0,00 1,0- 4,9 Irritante Leve

Lippia triphylla
5,0-8,9 Irritante Moderado

(62,5, 125, 250, 500 0,00
ppm)
9,0-21,0 Irritante Severo

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Se calculé la capacidad irritante de los extractos etanélicos de Lippia triphylla, mediante latécnica
in vitro alternativa HET CAM en membrana coriolantoidea de huevos de gallina. El analisis se
determind mediante fases de reaccion como Hemorragia, Lisis y Coagulacién expresadas segun
el tiempo de aparicion. Posteriormente se ingresé en la férmula y se determiné el efecto de
irritacion en donde el control positivo encabezado por NaOH obtuvo un valor muy elevado de

19,147 lo que segun los valores de referencia indica un efecto Irritante Severo.

Por otro lado, tanto el control negativo como los extractos etandlicos de Lippia triphylla a sus
diversas concentraciones obtuvieron un resultado de 0,00 es decir, se encuentran en el rango de
catalogado como No Irritante. Esto no indica que el extracto en estudio puede ser usado para
distintas formulaciones o aplicaciones dentro de la Industria Farmacéutica o Cosmética, ya que
no causa ninguna lesién en los vasos sanguineos del ojo (irritabilidad oftalmica) ni

desnaturalizacion de proteinas extravasculares.
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3.10 Prueba CAM- TBS, mediante el método de coloracion con Azul Tripan

Tabla 18-3. Resultado Prueba CAM-TBS: OMC, PAMIDATO, Lippia triphylla.

Muestra TBS (Cantidad de Colorante
Absorbido)
NaOH (Control Positivo) 0,5919 + 0,063
Agua (Control Negativo) 0,0182 + 0,002
Lippia triphylla 0,0046 = 0,003
62,5 ppm
Lippia triphylla 0,0090 * 0,004
125 ppm
Lippia triphylla 0,0093 * 0,003
250 ppm
Lippia triphylla 0,0100 £ 0,004
500 ppm

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Se evalud la capacidad para producir irritacion ocular mediante el método in vitro CAM-TBS a
través de la medicidn de absorbancias por un espectrofotémetro, obtenidas gracias a la cantidad
de colorante absorbido (Azul Tripan) por la membrana coriolantoidea. Se compararon los
extractos de Lippia triphylla y los controles positivos (NaOH) y negativos (Agua) con una tabla

de clasificacion segun las distintas categorias de Irritabilidad.

Para el control positivo el valor obtenido mediante el reemplazo en la curva de calibracion fue de
0,5919 + 0,063 indicativo de Irritante Severo ya que el valor sobrepasa los 0,150 nmoles/mg,
ademas el control negativos y los diferentes extractos mostraron resultados menores o iguales a
0,100 nmoles/mg coloc&ndose en la categoria de No Irritantes. Los resultados concuerdan con la
prueba HET- CAM, asegurandonos que Lippia triphylla a concentraciones minimas o elevadas
no genera dafios en los vasos sanguineos ni causa cambios enziméticos (desnaturalizacion de

proteinas) en la membrana del ojo.
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3.11 Ensayo de Micronucleos

Tabla 19-3. Resultado Prueba Micronucleos

Tratamiento indice Mitético indice de
48 horas Micronucleos 48
horas

Control Positivo 2,75+1,70 2,25+1,25
Control Negativo 27,25+ 4,50 0
0,05%L. triphylla 28,25 + 3,86 0
0,1%L. triphylla 28,50 + 4,50 0
0,2%L. triphylla 29,50+ 1,73 0
0,4%L. triphylla 30,00 + 2,94 0

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Se identificaron las diversas alteraciones dentro de las fases de mitosis de la raiz del Haba (Vicia
faba) mediante el ensayo de micronicleos. Se analizaron los cambios celulares (1000 células
contadas) del meristemo apical de la raiz previamente tratada tanto con el control Positivo
(NaOH), control Negativo (Agua Destilada) y los extractos etanélicos de Lippia triphylla a las
concentraciones de 0,05%:; 0,1%:; 0,2%:; 0,4%.

El impacto celular causado por la toxicidad del control positivo fue muy notorio, con un resultados
de 2,75 para el indice mitético, mostrando un descenso en la proliferacion celular, es decir la fase
de mitosis se detiene y genera la produccién de micronicleos o particulas cromosomales presentes
en el citoplasma indicativos de genotoxicidad, evidentes ya que se obtuvo un resultado para el
indice de Microntcleos de 2,25 + 1,25. Este valor nos muestra que el NaOH es un fuerte inhibidor

de la mitosis por interaccion al ADN o a proteinas reguladoras de la divisién celular.

Por otro lado tanto el control negativo como los diferentes extractos de Lippia triphylla mostraron
un conteo celular en las distintas fases constante, es decir no causaron inhibicion en la division
celular, obteniéndose un rango entre 26 a 31 para el indice Mitético y la nula aparicion de

microndcleos (contrario al control positivo).

En Argentina, Rafael Ricco, realizé un estudio con especies como Lippia triphylla, Lippia

integrifolia y Aloysia polystacha, en donde confirma la ausencia de genotoxicidad en estas
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especies de Verbenaceae, justificando mediante la Electroforesis con Bromuro de Etidio (BE) y
Naranja de Acridina (NA) la viabilidad de 100 células por campo (Rafael, Marcelo, Alberto, &
Marta, 2010). Este resultado confirma acerca del poder toxicoldgico de las hojas de Lippia
triphylla, impulsando en un futuro al uso farmacoldgico o cosmético de la planta ya que no genera

efectos carcindgenos, mutagenos o teratogénicos.

3.11.1 Andlisis Estadistico para el ensayo de Micronucleos

Luego del analisis de los datos de genotoxicidad se examinaron los resultados tanto para el indice
Mité6tico como para el indice de Microntcleos con el fin de evidenciar tres puntos clave que se
deben cumplir en estadistica como son: normalidad, homocedasticidad e independencia de los

datos a las diversas concentraciones.

Ademas se aplico el estudio con el test de ANOVA de un factor para determinar la diferencia
entre el control Positivo y los extractos de Lippia triphylla, ademas se indica los tratamientos que

pueden ser usados para posibles aplicaciones.

Tabla 20-3. Factores inter-sujetos para el analisis de Microndcleos

TRATAMIENTO Etiqueta de valor N
1 0,05%L. triphylla 4
2 0,1% L. triphylla 4
3 0,2% L. triphylla 4
4 0,4% L. triphylla 4
5 Control positivo 4

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Para el andlisis de varianzas se utilizaron 4 tratamientos y el control positivo, cada uno de los

cuales tiene 4 observaciones (repeticiones).
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Test Anova de un factor

Tabla 21-3. Test Anova de un factor para el analisis de Micronicleos

M
Suma de | Media = si
cuadrados 9 cuadratica g
Entre grupos 2223,700 4 555,925 55,778 ,000
Dentro de 149,500 15 9,067
grupos
Total 2373,200 19

Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

En la tabla de ANOVA se puede observar que el valor de significancia (p) es menor que 0,05, por

lo tanto con un 95%de confianza se puede decir que para el indice Mitético y el indice de

Micronucleos en al menos un par de tratamientos es diferente

Prueba de Tukey

Tabla 22-3. Prueba de Tukey para el analisis de Micronucleos

IM

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTO N 1 2
Control positivo 4 275
0,05%L. triphylla 4 28,25
0,1% L. triphylla 4 28,50
0,2% L. triphylla 4 29,50
0,4% L. triphylla 4 30,00
Sig. 1,000 ,931

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 4,000.
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Una vez aplicada la prueba de Tukey, se han clasificado por grupos los tratamientos que en media

poseen el mismo indice mit6tico. En este caso se observa que existen dos grupos; el primero,

donde esté contenido el control positivo y el segundo donde se encuentran los tratamientos 0,05-
0,1-0,2-0,4% del extracto EtOH de Lippia triphylla.
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Ademaés como los tratamientos del extracto EtOH de Lippia triphylla estadisticamente tiene media

iguales, la utilizacidn de cualquiera de ellos no genera toxicidad para posibles aplicaciones.

Prueba de Normalidad

Tabla 23-3. Prueba de Normalidad para el analisis de Microntcleos

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.
M 278 20 000 719 20 000

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Tanto la prueba de Kolmogorov- Smirnov, como la de Shapiro Wilk tienen valores de

significancia (p) menores que 0,05, por lo que el supuesto de normalidad no se cumple.

Supuesto de Homocedasticidad

Tabla 24-3. Prueba de Homocedasticidad para el analisis de Micronucleos

Variable dependiente:

F df1 df2 Sig.
1,664 4 15 ,210

Prueba la hipétesis nula que la varianza de error de la variable
dependiente es igual entre grupos.

a. Disefio : Interseccién + TRATAMIENTO
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Através de la prueba de LEVENE se puede verificar que la varianza de los diferentes tratamientos
son homogéneas por cuanto el valor de significancia (p) es mayor a 0,05
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Supuesto de Independencia
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Grafico 6-3. Prueba de Independencia para el indice de Micronucleos.
Realizado por: MANCHENO, Maria, 2018

Como se observa en la grafica, los residuos se distribuyen de forma aleatoria alrededor del eje
horizontal (0), por lo tanto se verifica el supuesto de independencia.
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CONCLUSIONES

1. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lippia triphylla presento, a través del método
de muerte celular inducida en cepas de E. coli ATCC 25922 por exposicion a radiacion
UVB un efecto fotoprotector elevado a concentraciones de 2000 ppm, en comparacion a
los extractos a concentraciones de 20 y 200 ppm protegiendo de forma eficaz a las
bacterias hasta los 90 minutos, concluyendo que a mayor concentracion mejor actividad
fotoprotectora. Ademds, los estandares de etilhexil metoxicinamato (OMC) vy
octildimetil-PABA (Pamidato) a concentraciones de 2000 ppm demostraron un efecto

fotoprotector hasta los 120 minutos

2. La determinacion del Factor de Proteccion (FPS) mediante la ecuacion de Mansur se
realizé tanto para los estandares: etilhexil metoxicinamato (OMC) y octildimetil-PABA
(Pamidato), como para el extracto liofilizado de Lippia triphylla a la concentracion de 20
ppm demostrando que octildimetil-PABA (Pamidato) tiene un FPS: ALTO, etilhexil
metoxicinamato (OMC) un FPS: MEDIO vy el extracto de Lippia triphylla un FPS BAJO

segun la clasificacion de COLIPA.

3. En el andlisis de Irritacion Ocular de los extractos de Lippia triphylla se realizaron dos
tipos de ensayos alternativos in vitro del Test de Draize. El primer método usado fue el
ensayo HET CAM en donde el extracto en estudio no genero reacciones de Hemorragia,
Lisis o Coagulacién por lo que fue catalogado como No Irritante segin los valores de
referencia especificados; por otro lado el segundo método fue el ensayo CAM-TBS
basado en la absorcion del colorante Azul Tripan, los resultados menores a 0,100
nmoles/mg obtenidos colocaron al extracto de las hojas de Lippia triphylla como No
Irritante segln las categorias de Irritabilidad. Esto nos asegura que el extracto a
concentraciones bajas o elevadas no causa dafios en los vasos sanguineos oftalmicos ni

desnaturalizacion de las proteinas de la membrana del ojo.

4. Se determind la genotoxicidad del extracto de Lippia triphylla utilizando el ensayo de
microndcleos en Vicia faba variedad minor, indicando que el extracto en estudio no causé
inhibicion en la division celular ya que el indice Mitdtico fue constante en comparacion
al control positivo (NaOH), ademas, no se aprecio la presencia de micronucleos por lo
que el extracto de Lippia triphylla a concentraciones bajas o elevadas no causa alteracion
en el ADN ni en procesos de division celular por ende se descarta futuros efectos

carcingenos, mutagenos o teratogénicos.

57



RECOMENDACIONES

1. Paralos ensayos de control de calidad de la droga cruda los materiales deben estar limpios

y tarados para que los resultados no varien y garanticen calidad en el estudio.

2. En el ensayo de muerte celular inducida con E. coli es esencial que los materiales este
limpios, ademas la suspension de bacterias debe ser los méas similar posible que el
estandar de Mcfarland para establecer homogeneidad durante el pipeteo.

3. Las colonias de E. colino deben sobrepasar los 15 dias de incubacién para obtener

colonias vivas y no falsos positivos 0 negativos.

4. Esrecomendable que para estudios que requieran sustancias de facil oxidacion ventanales

gue eviten la entrada de luz evitando asi el desperdicio durante el ensayo.

5. Dentro de los ensayos de toxicidad se recomienda la seleccion pronta de los huevos,
debido a que no todos son fértiles y esto demora la realizacion de los ensayos, ademas

evitaremos el desperdicio de materiales y sustancias.

6. Se recomienda seguir con los estudios de fotoproteccion y toxicidad de especies
vegetales, debido a que muchos de ellos tienen propiedades protectoras ante radiacion
UVB lo que beneficia a nuestro pais ya que Ecuador es uno de los principales con
elevados indices de radiacion UV, causando un impacto ante la aparicion de

enfermedades cancerigenas en la sociedad.
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ANEXOS

Anexo A: Andlisis estadistico del efecto fotoprotector frente a radiacion UVB.

Taba 1-A. Resultado del Area bajo la curva de las sustancias
fotoprotectoras a concentracion de 20 ppm.

BLANCO | OMC 20 | PALMIDATO 20 L.triphylla 20
780000000 930000000 855060000 810000000
915000000 915000000 990120000 915000000

73500000 | 1110000000 735060000 900000000

Taba 2-A. Resultado del Area bajo la curva de las sustancias
fotoprotectoras a concentracién de 200 ppm.

BLANCO | OMC 200 | PALMIDATO 200 | L.triphylla 200
780000000 1110180000 1155480000 960240000
915000000 885120000 1065360000 945240000

73500000 975180000 1035660000 825180000

Taba 3-A. Resultado del Area bajo la curva de las sustancias
fotoprotectoras a concentracién de 2000 ppm.

BLANCO | OMC 2000 | PALMIDATO 2000 | L.triphylla 2000
780000000 1411320000 1441080000 1080600000
915000000 1531440000 1125840000 1005420000

73500000 1261500000 1231140000 1230720000




