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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar in vitro e in vivo
la capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVB de una crema formulada a
base de extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona muricata
L.) en ratones (Mus musculus) albinos BALB/c, asi como determinar su factor de

proteccion solar (FPS).

El estudio presento un enfoque cuantitativo y correlacional, con un disefio
experimental y longitudinal. Se obtuvo el extracto de las hojas determinandose
una humedad de 9.548%, alta abundancia de flavonoides, compuestos fendlicos,
quinonas, taninos y azucares reductores, ademas de solubilidad en agua y
alcoholes. Se formularon cremas a concentraciones del 1%, 2% y 3% del
extracto, las cuales presentaron homogeneidad, textura ligera, un pH seguro
entre 6.18 y 6.58 y conformidad microbioldgica. EI FPS in vitro determinado
mediante espectrofotometria, fue de 0.900, 2.100 y 3.100 para las
concentraciones del 1%, 2% y 3% respectivamente, evidenciando una relacion

directamente proporcional entre concentracion y fotoproteccion.

En la evaluacion in vivo, el edema por radiacion UVB remitioé en todos los grupos
a las 72 horas. El indice de Irritacion Primario clasifico a la crema al 1% como
"No Irritante" y a las del 2% y 3% como "Ligeramente Irritante". El analisis

histopatoldégico mostro que la crema al 2% presento la mejor proteccion dérmica.

Se concluye que el extracto Annona muricata L. posee un potencial como agente
fotoprotector natural, recomendandose optimizar su formulacion para desarrollar

de alternativas fitoterapéuticas destinadas al cuidado dérmico.

Palabras clave: Annona muricata L., Masasamba, Fotoprotectora, Radiacion.



ABSTRACT

The objective of this research work was to evaluate in vitro and in vivo the
photoprotective capacity against UVB radiation of a cream formulated with a
flavonoid extract from Annona muricata L. (masasamba) leaves in albino BALB/c

mice (Mus musculus), as well as to determine its sun protection factor (SPF).

The study followed a quantitative and correlational approach, with an
experimental and longitudinal design. The leaf extract was obtained, showing a
moisture content of 9.548%, a high abundance of flavonoids, phenolic
compounds, quinones, tannins, and reducing sugars, and complete solubility in
water and alcohols. Creams were formulated at concentrations of 1%, 2%, and
3% of the extract, exhibiting homogeneity, light texture, a safe pH (6.18 to 6.58),
and microbiological compliance. The in vitro SPF determined by
spectrophotometry was 0.900, 2.100, and 3.100 for the 1%, 2%, and 3%
concentrations, respectively, demonstrating a directly proportional relationship
between concentration and photoprotection. In the in vivo biological evaluation,
UVB radiation-induced edema subsided in all groups after 72 hours. The Primary
Irritation Index classified the 1% cream as "Non-Irritant" and the 2% and 3%
creams as "Slightly Irritant," meeting the acceptance criteria. Histopathological
analysis revealed that the 2% cream offered the best dermal protection, showing
moderate to absent morphological changes, which outperformed the other

concentrations and the commercial standard under the testing conditions.

It is concluded that the leaf extract of Annona muricata L. possesses optimal
potential as a natural photoprotective agent; thus, optimizing the formulations is
recommended for the development of phytotherapeutic alternatives aimed at skin

health care.

Keywords: Annona muricata L., masasamba, photoprotective capacity, UVB

radiation, sun protection factor.



INTRODUCCION

Los cambios ambientales hoy en dia traen consecuencias que afectan
severamente la salud publica como son los efectos UV, lo que amerita proponer
soluciones desde la perspectiva de la investigacion. El uso de protectores solares
ante esta problematica se ha convertido en una necesidad generalizada en la
sociedad con fines dermatologicos, preventivos y estéticos; existen en el
mercado productos fotoprotectores reconocidos todas son de marcas
reconocidas; sin embargo, dependiendo de su calidad y costo indirectamente

todas contienen componentes quimicos que causan daro a la piel. (1)

En el ambito de nuestro pais, los efectos negativos de los rayos UV son mas
nocivos debido a factores principalmente geograficos como son la altura y latitud
particularmente en ciudades como el Cusco; por otro lado, nuestra riqueza
natural nos permite buscar como en este caso, las bondades fotoprotectoras en
productos naturales abundantes como la planta de masasamba (Annona
muricata L.); en vista de ello el presente estudio tiene por objetivo evaluar la
capacidad fotoprotectora de una crema elaborada a base de extracto de
flavonoides de las hojas de masasamba y determinar su factor de proteccion

solar. (2)

La importancia del estudio se basa en la busqueda de alternativas naturales que
principalmente causan menor toxicidad y por otro lado sean accesibles en cuanto
a costos para el cuidado y salud de la piel; y ello en base a una planta originaria
del Peru y de cultivo extendido en la region del Cusco; el estudio se organiza en

cuatro capitulos ademas de las conclusiones, recomendaciones y anexos. (2)

En el primer capitulo se aborda el problema, objetivos y la justificacion del
estudio; como ya se ha indicado, el estudio responde los problemas que
ocasionan los rayos UV sobre la salud de la piel de las personas; tiene por
proposito determinar la capacidad fotoprotectora en los compuestos de la
masasamba ya que de esta manera se puede establecer una alternativa natural

en favor de la salud.

En el segundo capitulo; se ha realizado una recopilacién de los antecedentes del

tema de estudio, se ha desarrollado también los fundamentos tedricos de la



investigacion y los conocimientos vigentes del érgano de la piel, los efectos de
la radiacion por rayos ultravioleta sobre la salud, los aspectos vigentes de la

fotoproteccion; etc.

El tercer capitulo contiene los elementos tedricos y procedimentales del estudio
que inicia con la extraccién de los flavonoides de la planta, pruebas de
solubilidad, la preparacién de la crema en base al extracto, control de calidad, el
estudio de la capacidad fotoprotectora del producto y la estimacién del factor de

proteccion solar.

En el capitulo cuarto se realizé el analisis e interpretacion de los resultados del
estudio: Humedad, marcha fitoquimica, solubilidad, cromatografia HPLC,
irritacion cutanea, incorporacion del extracto en la crema, evaluacion

microbiolégica, factor de proteccion solar y capacidad fotoreparadora.

En la parte final del estudio se establecen las conclusiones y recomendaciones
pertinentes; en los anexos se presentan los instrumentos usados y un registro

fotografico como evidencias del proceso de investigacion realizado.



CAPITULO | - GENERALIDADES

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de piel es la neoplasia mas frecuente a nivel mundial, siendo la
exposicidon a la radiacion solar su principal factor de riesgo. Esta patologia se
clasifica en dos grandes grupos: Melanoma y cancer cutaneo no melanoma
(CCNM). El melanoma es un tumor altamente agresivo con una marcada
capacidad metastasica, cuyo desarrollo esta fuertemente influenciado por el
patréon de exposicion solar. Por su parte, el CCNM abarca el carcinoma
basocelular (CBC) y el carcinoma espinocelular (CEC). ElI CBC representa el
tumor maligno mas comun constituyendo el 60% de los casos cutaneos y se
vincula principalmente a la exposicion solar intermitente; en contraste, el CEC se

asocia directamente con la exposicion solar crénica acumulada. (1)

De acuerdo con Zhang et al., la incidencia y la prevalencia tanto del melanoma
como del CCNM han mostrado un incremento sostenido entre 1990 y 2019.
Datos del estudio de la Carga Global de Enfermedades (GBD, por sus siglas en
inglés) de 2019 estimaron un impacto global de 4 millones de casos de CBC, 2.4

millones de CEC y 0.4 millones de melanoma. (3)

El melanoma surge de una compleja interaccidn entre la susceptibilidad genética
del individuo y la exposicion ambiental, mediada principalmente por la radiacion
ultravioleta (UV) del sol. Esta radiacion se divide espectralmente en UVA (320—
400 nm) y UVB (280-315 nm), mientras que la UVC (200—280 nm) es absorbida
por la capa de ozono y el oxigeno atmosférico. Ambos tipos de radiacion
contribuyen a la oncogénesis cutanea al inducir eritema (quemaduras solares) y
dafo directo al ADN. Especificamente, los fotones UVB provocan la formacién
de dimeros de pirimidina ciclobutano entre bases de timina y citosina, lo que

puede derivar en mutaciones oncogénicas durante la replicacion celular. (4)

Se estima que cada célula de la piel experimenta entre 15 y 100 reacciones
moleculares por segundo de exposicion solar, aunque la mayoria son corregidas
por los mecanismos de reparacion celular antes de la replicacion. No obstante,
mientras que la exposicion crénica y acumulativa a los rayos UV es clave para el

desarrollo del carcinoma de células escamosas, el melanoma se relaciona



estrechamente con exposiciones agudas e intensas en fenotipos de piel clara.

(4)

Segun el Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN), en 2020 se registraron
aproximadamente 300,000 nuevos casos de melanoma a nivel mundial, con
57,000 muertes atribuidas a esta enfermedad (5). A pesar de que la literatura
epidemiologica sobre el melanoma en Latinoamérica sigue siendo escasa,
estudios en el Peru, como el de Ziegler-Rodriguez et al., aportan datos cruciales.
Al examinar tres cohortes retrospectivas de 584 pacientes diagnosticados en el
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante los periodos
2005-2006, 2010-2011 y 2017-2018, los autores concluyeron que hubo un
incremento en la incidencia de melanoma metastasico en etapas avanzadas,
acompanado de una marcada disminucion en las tasas de supervivencia global.
Este panorama es alarmante debido a que la mitad de la poblacion peruana
reside en areas sin acceso directo a servicios oncologicos; por ende, de no
implementarse politicas de salud publica efectivas, se proyecta un incremento

critico en la carga de la enfermedad (6).

Para mitigar este impacto, los protectores solares actuan reduciendo la cantidad
de radiacion UV que alcanza los blancos bioldgicos de la piel. Para ser
aprobados por agencias reguladoras como la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos y la Unién Europea, estos productos
deben demostrar su eficacia en la prevencion del eritema, el enrojecimiento y la
inflamacion cutanea. Debido a que la radiacion UVB es significativamente mas
efectiva en la induccion del eritema en comparacion con la UVA especialmente
la fraccion UVA-1, el disefo inicial de los fotoprotectores se centré casi
exclusivamente en el espectro UVB. Esta proteccién se cuantifica mediante el
Factor de Proteccion Solar (FPS), el cual se determina analiticamente en
laboratorio utilizando simuladores solares que simulan la radiacion terrestre

intensa rica en UVB, pero que carecen del espectro de luz visible (7) (8).

En la formulacidon de los protectores solares se integran tres componentes
esenciales: Excipientes, aditivos/conservantes y filtros solares. Sin embargo, la
seguridad de estos filtros UV sintéticos ha sido cuestionada recientemente

debido a su impacto en la salud humana y el medio ambiente. Se ha evidenciado



que, bajo la influencia de la luz solar, ciertos filtros se degradan y generan
especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales inducen estrés oxidativo, dafian
el material genético, aceleran el fotoenvejecimiento y paradojicamente, pueden
predisponer al cancer de piel (9). Asimismo, diversas investigaciones han
detectado la bioacumulacion de estos filtros UV en tejidos biolégicos humanos
(10).

En contraposicion, la seleccion natural y la evoluciéon han dotado a plantas y
animales de mecanismos altamente eficientes para protegerse del estrés
oxidativo y la radiacion UV. Por este motivo, los antioxidantes naturales con

capacidad fotoprotectora estan despertando un notable interés cientifico. (11)

El reino vegetal constituye una fuente inagotable de principios activos con
efectos benéficos en la piel humana. Entre ellos, los flavonoides una fraccion
mayoritaria de los polifenoles destacan como un grupo relevante de metabolitos
secundarios presentes en la mayoria de las especies botanicas, ya sea como
moléculas libres (agliconas) o conjugadas con carbohidratos (glicosidos) (12).
Ante escenarios de estrés por radiacion UVB, los fotorreceptores UVR8 de las
plantas activan vias de sefializacién y factores de transcripcion especificos
(como HY5, BES1, proteinas tipo MYB13 y la fosfatasa MKP1, entre otros) que
promueven la sintesis de flavonoides. Estos metabolitos actuan neutralizando

eficazmente las ERO generadas por la radiacion (13).

Este mecanismo de dafo tiene su analogo en la piel humana, donde el estrés
oxidativo induce mutaciones en el ADN y eleva el riesgo de carcinogénesis. Por
lo tanto, los flavonoides vegetales representan una alternativa prometedora con

alto potencial fotoprotector para el ser humano (14).

En este contexto, el Peru, por su condicion de pais megadiverso, ofrece ventajas
competitivas Unicas para la bioprospeccion de compuestos naturales con
potencial terapéutico a partir de su flora medicinal (15). Una de estas especies
es la masasamba o guanabana (Annona muricata), a la cual se le atribuyen
notables propiedades medicinales (16) (17). Investigaciones previas han
confirmado la presencia de flavonoides en el género Annona (18), mientras que

revisiones y estudios etnobotanicos reportan, entre otras virtudes, una



significativa actividad anticancerigena asociada a los flavonoides de Annona
muricata L. (19) (20).

Tomando en consideracion los antecedentes expuestos, la presente
investigacion tiene como objetivo evaluar la capacidad fotoprotectora de los
flavonoides extraidos de las hojas de Annona muricata incorporados en una
formulacion tépica tipo crema, frente a la radiacion UVB en ratones Mus

musculus BALB/c, asi como determinar su respectivo Factor de Proteccién Solar.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Una evaluacion in vitro demuestra capacidad fotoprotectora frente a radiacion
UVB de una crema a base de extracto de flavonoides de las hojas de
masasamba (Annona muricata L.) en ratones (Mus musculus) albinos BALB/c, y

cual sera su factor de proteccién?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVB de
una crema elaborada a base del extracto de flavonoides de las
hojas de masasamba (Annona muricata L.) en ratones de la raza
Mus musculus var. BALB/c, y determinar su Factor de Proteccion
Solar (FPS) in vitro.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtener el extracto de flavonoides de las hojas de
masasamba (Annona muricata L.) y determinar el porcentaje de

la humedad.

»  Realizar las pruebas de solubilidad y el analisis fitoquimico
cualitativo del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba
(Annona muricata L.).



» Preparar una crema base e incorporar diferentes
concentraciones del extracto de flavonoides de las hojas de

masasamba (Annona muricata L.).

»  Realizar el control de calidad organoléptico, fisicoquimico y
microbiolégico de la crema elaborada a base del extracto de

flavonoides de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).

»  Determinar la capacidad de proteccion solar de la crema
elaborada a partir del extracto de flavonoides de las hojas de
masasamba (Annona muricata L.) en diferentes concentraciones
(1, 2 y 3%), utilizando el método de irradiacién UVB sobre la piel

de ratones (Mus musculus) albinos BALB/c

»  Determinar el factor de proteccion solar (FPS) mediante el
método espectrofotométrico de la crema elaborada a partir del
extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona
muricata L.) en varias concentraciones de un producto patrén con

un FPS conocido.

»  Evaluar la irritacion cutanea aguda de la crema elaborada a
partir del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba

(Annona muricata L.) a concentraciones 1, 2y 3% en ratones.

1.4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Se ha observado un aumento significativo de casos de cancer de piel,
principalmente debido a la exposicion excesiva al sol y particularmente a la
radiacion ultravioleta y sus efectos secundarios; entre los principales efectos
inducidos por la radiacion ultravioleta, se encuentra el aumento en la formacion
de especies reactivas de oxigeno y una disminucion en la capacidad antioxidante
de la piel, lo que conduce a un aumento en la incidencia de lesiones premalignas
y malignas (3); en este aspecto, la prevencion es una medida fundamental y para
ello es preciso investigar acerca de los beneficios que pudieran proporcionar al

respecto nuestras plantas.



En nuestro pais, se da muy poca importancia al cuidado de la piel, pese a que
factores como la altitud y la hora del dia que por diversas razones estamos
expuestos durante bastante tiempo a los rayos solares sobre todo en horarios de
mayor incidencia solar, prueba de ello es que la mayoria de la poblacion que
habita en las regiones altiplanicas presenta en el rostro manchas que

comunmente llamamos “pecas” o decoloraciones de la piel (4).
1.4.1. APORTE TEORICO

Los fotoprotectores de origen natural son un campo poco estudiado.
Por lo tanto, la investigacion y elaboracion de una crema cuya formula
contenga sustancias naturales con actividad fotoprotectora nos
brindaria la posibilidad de prevenir, en futuras generaciones, las
alteraciones que sufre la piel. Esto no se haria unicamente con fines
estéticos, sino como una medida de prevencion de enfermedades
causadas por la radiacion UVB (5). Si bien algunos productos
naturales pueden ayudar a mitigar sintomas o efectos secundarios de
los tratamientos tradicionales (terapia complementaria), ninguno ha
demostrado eficacia para curar o erradicar el cancer por si solo,
entonces una crema a base de productos naturales no puede curar,
eliminar ni sustituir el tratamiento médico de una neoplasia (cancer)

de piel, sino mas bien actua como preventiva. (21)
1.4.2. APORTE PRACTICO

La investigacion promueve el estudio de nuestros recursos naturales,
mediante una industrializacion de una forma diferente, de manera que
la comunidad o los productores se beneficien econdmica vy
laboralmente al usar materia prima natural y renovable, cuyo
procesamiento no requiera de técnicas sofisticadas, ni costos elevados

accesible a la mayoria de personas (2).
1.4.3. APORTE SOCIAL

El presente estudio se lleva a cabo para evaluar el efecto fotoprotector
del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona
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muricata L.), que se encuentran contenidas en la forma farmacéutica
de crema y mejorar asi, la salud de las personas vulnerables a los

danos causados por la radiacion UV.

1.5. HIPOTESIS

La evaluacion in vitro de la capacidad fotoprotectora frente a radiacién UVB de
crema a base de extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona
muricata L.) en ratones (Mus musculus) albinos BALB/c presenta capacidad

fotoprotectora frente a radiacion UVB y alto factor de proteccion solar.

1.6. CONSIDERACIONES ETICAS

En El cédigo de ética para el trabajo con animales de experimentacion se rige
universalmente por el principio de las 3 R (reemplazo, reduccién y refinamiento).
Su objetivo es asegurar un trato humanitario, minimizar el sufrimiento y
garantizar que el uso de animales sea estrictamente necesario y cientificamente
valido. (22) Los lineamientos éticos internacionales, como las directrices del
CIOMS (Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas) y
normativas como la Guia del NIH (Institutos Nacionales de Salud de EE. UU.),

se estructuran en los siguientes pilares clave: (23)

e Reemplazo: Siempre que sea posible, utilizar métodos alternativos que
no involucren animales vivos (por ejemplo, modelos matematicos,
simulaciones por computadora o cultivos celulares in vitro).

e Reduccion: Emplear el numero minimo indispensable de animales para
obtener resultados estadisticamente significativos.

¢ Refinamiento: Minimizar el dolor, el estrés y las molestias, mejorando
continuamente las técnicas experimentales y las condiciones de

alojamiento y cuidado de los animales

En Peru, la experimentacion con animales es regulada por la Ley N° 27265 y la
Ley N° 30407 (Ley de Proteccién y Bienestar Animal). La normativa establece

que los ensayos estan prohibidos por principio general, permitiéndose
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unicamente bajo estrictas justificaciones cientificas, de salud o médico-legales

donde no existan alternativas viables. (24)

La primera condicion del investigador que trabaja con animales de laboratorio es
el respeto por la vida, el dolor o el sufrimiento a que éstos pueden ser sometidos
en los trabajos de experimentacion bajo su responsabilidad. Siempre que se
usen animales en investigacion, se debe considerar que un objetivo tan
importante como el de obtener resultados experimentales, sera el de minimizar

cualquier dolor o angustia que dichos animales puedan sufrir. (24)

Los investigadores que trabajen y experimenten con animales estan moralmente

obligados a manifestarles tres tipos de actitudes: respeto, afecto y gratitud. (24)

e Respeto: por tratarse de seres vivos y sensibles, que estan
experimentando sufrimiento y podrian terminar perdiendo la vida,
tratarseles con todas las consideraciones que el caso merece.

e Afecto: considerandolos participes con nosotros, del misterio de la vida.

¢ Gratitud: reconocimiento por la importante ayuda al constituirse nuestros

mas intimos colaboradores.

Finalmente, la presente investigacidon no viola en ninguna de sus etapas la
normativa internacional y nacional vigente en cuanto a la investigacién con
animales y el cuidado del medio ambiente. Complementariamente, los resultados
de esta investigacion se presentan tal y como se han establecido previamente,

refiriéndose a las fuentes utilizadas para el estudio.
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CAPITULO Il - MARCO TEORICO

2.1. VISION HISTORICA

La proteccion de la piel de los efectos dafinos del sol, es una practica ancestral
y extendida en diversas culturas; se sabe por ejemplo que los antiguos griegos
hacian uso del aceite de oliva con este propdsito; el uso funcional de distintos
elementos especialmente en zonas de mayor riesgo como los desiertos, es una
practica reconstituida con la llegada del fendmeno de la moda del bronceado en
los afios 20 (25).

La invencion del primer fotoprotector moderno es atribuida a Franz Greiter en
1938 quien también introdujo la calificacion del factor de proteccién; en las
siguientes décadas, se fue extendiendo aun mas el uso de protectores solares
siempre asociado a la cultura del bronceado; ya en los afios 90 se supo que
ademas de los rayos UVB, los UVA también son peligrosas por lo que se empezé

a recomendar el uso de protectores de amplio espectro (26).

En suma, la industria farmacéutica de protectores solares se renueva e innova
constantemente al igual que la busqueda de insumos cada vez mas eficaces; en
ese aspecto las plantas acumulan una gran diversidad de moléculas naturales
fotoprotectoras entre ellos los terpenos, las flavonas, las catequinas, etc. dado
que se encuentran expuestas precisamente al componente UVB de la radiacion
solar como la masasamba (Annona muricata L.) que es un alimento de uso

extendido en el Peru (26).

2.2. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

2.2.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Quizphi, “Evaluacién in vitro de la actividad fotoprotectora de los
extractos alcohdlicos y glicolicos de la cascara de papa (Solanum
tuberosum |.) Variedad superchola para su uso en la elaboracion
de un protector solar”, Universidad Politécnica Salesiana.
Ecuador, 2019. (27).
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El objetivo de la investigacion fue la “Evaluacion in vitro de la actividad
fotoprotectora de los extractos alcohdlico y glicdlico de la cascara de
papa (Solanum tuberosum L.) Variedad superchola para su uso en la
elaboracién de un protector solar’, mediante el método de Mansur,
obteniendose como resultados valores de FPS de 4,39 y 4,33 para el
extracto alcohdlico y extracto glicélico respectivamente, por el método
de Mansur. También determind la cantidad de fenoles totales mediante
el método de Folin-Ciocalteu utilizando el acido galico como patron de
referencia, obteniendo como resultado 37,38 mg GAE/L para el extracto
alcoholico y 4,59 mg GAE/L para el extracto glicolico. Llegando a la
conclusion de que el extracto presenta una marcada actividad

fotoprotectora.

Tacuri, M, “Evaluacién del potencial de los aceites esenciales de
albahaca (Ocimum basilicum), caléndula (Calendula officinalis) y
manzanilla (Matricaria chamomilla) y sus mezclas como

fotoprotectores”, Ecuador. Universidad de Cuenca. 2019 (28).

El objetivo de la siguiente investigacion fue evaluar la actividad
fotoprotectora de los extractos de la cascara de papa - (Solanum
tuberosum L.) variedad Superchola mediante pruebas in vitro para su
uso en la elaboraciéon de un protector solar, mediante la metodologia
de Mansur, cuyos resultados mostraron que el extracto alcohdlico
posee un valor de IC50 de 117.57 pg/mL con un porcentaje de
inhibicién de 13.98% a una concentraciéon de 33.33 ug/mL y el extracto
glicélico un ICso de 504.49 pg/mL con un porcentaje de inhibiciéon de
3.49% a una concentracién de 33.33 pg/mL; al comparar los extractos
con los patrones de referencia indicaron que no presentan actividad
antioxidante de mayor relevancia, esto se debe a que los compuestos
antioxidantes estan presentes en cantidades demasiado bajas. Donde
se concluyé que un analisis estadistico ANOVA completamente al azar
sirvié para determinar que existe una diferencia significativa entre los

dos extractos. Debido a su mejor rendimiento en las pruebas
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2.2.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Medina O, Perez M. “Efecto fotoprotector y capacidad antioxidante
de una crema a base de fresa (Fragaria x ananassa duch) y la uva
(vitis vinifera)" (Tesis de Pregrado). Universidad Nacional de

Huancayo. Huancayo, 2021 (29).

El objetivo fue demostrar el efecto fotoprotector y antioxidante de una
crema a base de fresa (Fragaria x ananassa duch) y la uva (Vitis
vinifera). Cuyo método fue de tipo cuantitativo, experimental,
transversal y prospectivo, los extractos se obtuvieron mediante
maceracion con etanol, la determinacién del FPS y DPPH, se realizo
con espectrofotometro UV VIS. Los resultados del estudio mostraron
un FPS para la crema a base de fresa fue de 7,941 (10%), de 12,243
(20%); para uva de 4,723 (10%), de 7,856 (20%) y en combinacion de
5,746 (10%) y 10,074 (20%). El efecto antioxidante para la crema a
base de fresa fue de 36,20 (10%), de 42,71(20%); para uva de 32,16
(10%), de 38,29 (20%) y en combinacion de 40,67 (10%) y 45,56 (20%).
Se concluyd que la crema a base de fresa y uva y su combinacion
presenta efecto fotoprotector y antioxidante a concentraciones del 10%
y 20%.

Deza Pena, Marck. “Efecto fotoprotector solar in vitro del aceite
esencial de albahaca (Ocimum basilicum L.) y mastuerzo
(Tropaeolum majus L.)” (Tesis de Pregrado). Universidad Nacional
de Trujillo. Trujillo, 2019. (30)

El objetivo del estudio fue determinar el factor de proteccién solar (FPS)
in vitro de los aceites esenciales de albahaca (Ocimum basilicum L.) y
mastuerzo (Tropaeolum majus L.) extraidos mediante destilacion por
arrastre de vapor de agua. Los resultados mostraron que el proceso no
logré obtener aceite esencial a partir del mastuerzo; sin embargo, para
la albahaca se consiguié un rendimiento del 0.3% p/p. Este aceite
esencial presentd una textura liquida oleosa, color amarillo claro, olor
agradable, una densidad de 0.8754 g/mL, pH de 4.1, indice de

15



refraccion de 1.502 y un indice de acidez de 0.0012 mg NaOH/qg,
mostrando ademas solubilidad en etanol de 96° GL, solubilidad media
en etanol de 70° GL e insolubilidad en alcohol de 50° GL y agua.
Finalmente, se concluye que el aceite esencial de albahaca al 0.1%
posee potencial fotoprotector al registrar un factor de proteccién solar
in vitro de 6.2922.

2.2.3. ANTECEDENTES LOCALES

Colque A G "Evaluacion de la capacidad fotoprotectora,
determinacion del FPS e irritacién primaria en piel de ratones de
una crema elaborada con el extracto etandlico al 96% de las
semillas de achiote (Bixa orellana)" (Tesis Pregrado). Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, 2019. (31)

El objetivo de este estudio cuasi-experimental fue evaluar el factor de
proteccion solar (FPS), la irritacion dérmica primaria, y la capacidad
fotoprotectora y fotorreparadora —mediante la valoracién de cambios
inflamatorios y morfolégicos cutaneos— de una crema elaborada con
el extracto etandlico al 96% de semillas de achiote (Bixa orellana). Los
resultados mostraron un rendimiento del extracto seco del 4.51%,
identificandose en el analisis fitoquimico la presencia de compuestos
fendlicos, flavonoides, leucoantocianidinas y quinonas. En los ensayos
de irritacion dérmica primaria en ratones albinos, el extracto disuelto en
Tween 80 a concentraciones del 1.0%, 3.0% y 5.0% se clasifico en la
categoria de "no irritante". Para las pruebas in vivo en ratones hembra
de la especie Mus musculus, el extracto se incorporé en cremas base;
la determinacion del FPS arrojé valores de 1.1, 1.2 y 1.4 para las
concentraciones del 1.0%, 3.0% y 5.0% respectivamente, frente a un
FPS de 42 del patron comercial (Bahia superblock). A pesar de los
bajos valores de FPS, las tres concentraciones lograron disminuir el
grado de eritema y edema tras la irradiacion UV. Se concluye que la
formulacién al 1.0% destaca como la opcion 6ptima, ya que exhibié un
FPS (1.1) estadisticamente similar a las demas concentraciones, pero

con una menor intensidad en el dano morfolégico cutaneo (evaluado
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mediante hiperqueratosis, espongiosis, Ulceras, congestiéon e

hiperplasia), demostrando una mejor respuesta fotorreparadora.

2.3. ESTADO DE LA CUESTION

A nivel mundial en toda Sudamérica la masasamba es nombrada de diferentes
maneras: Catuche o catoche, guanabana, corosol, chachiman, huana huana,

graviola, chirimoya brasilera. (16)

Hoy en dia se viene cultivando en paises de clima tropical como Centroamérica;
actualmente se vienen cultivando también en el oeste asiatico y las Islas
Filipinas; gracias a su creciente demanda por sus gustosas cualidades, se ha
introducido en muchos paises y se considera la mas tropical de las chirimoyas.
(16)

A nivel nacional, la herbolaria medicinal en la naturaleza es vasta,
particularmente en la zona andina y amazodnica, tienen caracterizacion segun la
eépoca de produccion y recoleccién, en cuanto a las plantas son dependientes de
las personas que hacen la recoleccion de la misma. Al respecto la masasamba
cuyo origen todavia es un debate, Las investigaciones de caracter histérico y
arqueoldgico establecen que su cultivo data incluso de la época prehispanica en
Peru, evidenciable en las representaciones por ejemplo de la ceramica Chimu,
La especie de Annonaceae, fueron mayormente cultivados por los nativos, en
valles como las amazonas y otros lugares; actualmente la medicina tradicional
hace uso de esta planta para curar ciertos malestares, como digestivos y
cataplasmas, en caso de paperas; asi mismo sus flores, presenta propiedades

favorables para el sistema respiratorio. (32)

A nivel local, la masasamba crece en los valles de Quillabamba y algunos
distritos de la Provincia de La Convencion, resaltando hoy en dia el producto
KIMOS SHIRI que esta producido a partir de las hojas de masasamba,
guanabana o grabiola. Planta ancestral utilizada para la prevencion y curacion
del cancer, conocida por la cultura Inca y las naciones amazonicas que forman

parte de antiguo Tawantinsuyo y esta preparada segun receta original con un
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tiempo de secado y trituracion que permite la mejor conservacion de los
componentes anticancerigenos que metaboliza el cuerpo humano, en
combinacion con otra planta que permite asimilar estos componentes naturales.
En cuanto al extracto de la masasamba ha cobrado mayor importancia en los
ultimos afos, gracias a sus multiples aplicaciones en la salud: inflamaciones,
dolor, insomnio, mala digestion, etc., también tiene otros usos como la obtencién

de aceites perfumados y otros. (32)

2.4. BASES TEORICAS-CIENTIFICAS

2.4.1. ASPECTOS DESCRIPTIVOS DE LA ESPECIE VEGETAL

a. Nombre cientifico

Annona muricata L. pertenece a la familia Annonaceae y se
conoce en América como graviola y sursop en inglés. Sus
sinénimos son: Annona bonplandiana (Kunth), Annona cearensis
(Barb.Rodr), Annona macrocarpa (Wercklé), Annona muricata L.
(var Borinquensis Morales) y Guanabanus muricatus (M. Gomez).
(32)

b. Nombres populares

Annona muricata L. se conoce con nombres como: masasamba,
graviola, carasol, chachaimam, huanahuana. El origen no se
conoce con certeza, sin embargo, se cultiva actualmente en

America tropical, en el sudeste asiatico y Filipinas. (32)
c. Origen

La masasamba (Annona muricata L.) es una planta cuyo centro
de origen es la parte tropical de Sudamérica, pero que ha sido
introducida en muchos paises, crece perfectamente entre los 0 a
1000 metros de altitud, es considerada la mas tropical de las

annonas, porque no soporta el frio. (32)
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Division

Clase

d. Orden taxonémico
Tabla 1: Orden taxonémico de la especie vegetal
:Magnoliophyta
:Magnoliopsida
Orden :Magnoliales
Familia :Annonaceae
Subfamilia :Annonoideae
Tribu :Annoneae
Género :Annona
Especie  :Annona muricata L.
Fuente: Mendoza Méndez O., 2022 (16)
e. Resena botanica

Planta. - La masasamba es un arbusto, pertenece a la familia
anonaceas con una altura que oscila entre cinco y nueve metros,
compuesto por madera y hojas tiernas perennes, de 6 a 20 cm
de largoy 2 a 7 cm de ancho, oblongo o eliptico y con mal olor.
Sus pequenas flores (4,5 cm de largo) crecen en cualquier parte

del tallo o en las ramas. (16)

Se propaga por semilla o por injerto, crece bien a alturas por
debajo de los 1000 metros de altitud, en zonas de clima célido y
seco con temperaturas medias de 25 a 28°C, con precipitacion

anual de mas de 1000 mm y una marcada estacion seca. (16)

No es exigente en cuanto al terreno, pero es sensible a la asfixia.
Existe una gran cantidad de variedades, se clasifican segun su

sabor en dulce, semidulce y acido. (16)
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La masasamba es un arbol de bajo porte de 3-10 m de altura;
copa angosta y abierta, fuste recto de 15 cm de DAP, corteza

externa lisa de color pardo grisaceo y corteza interna rosada. (16)

Hoja. - La hoja de la masasamba suele crecer de manera
alternada, no cuentan con estipulas, o limbo tiende a crecer de 5
a 18 cm de altura 'y 27 cm en sus bordes, la punta es un tanto
puntiaguda, con procedencia subcunea de color verde brillante,
glabra y obscuro, su cara inferior es de un verde un tanto opaco
y amarillento con un pedunculo que llega a medir alrededor 0,8
cm. (16)

Flor. - Las flores se caracterizan por ser bisexuales ya sea por
parejas o solas, presentan pequenos tallos que van creciendo en
ramas ya antiguas, su caliz posee tres sépalos discretos,
minusculos y de color verde, a su vez posee 6 pétalos amarillos
palidos, ademas de tres externos que son voluminosos y tienen

una forma de corazon. (16)

Frutos. - Consiste en una especie de baya verde que aparece
sin alguna carpa, tiende a medir de 15 a 40 cm de altura 'y
mantiene una forma ovalada, suele alcanzar el tafio de un melén
y una pifia, de cascara delgada y verde que presenta puntillas
que sobresalen, la pulpa se caracteriza por ser blanca, carnosa,

cremosa, subacida y jugosa. (16)

Semillas. - Marrones y de textura lisa, su forma es elipsoidal con
un arilo en la parte superior y un hilo delgado de forma circular,
la cual se envolviendo al micropilo externamente, su
endospermo en su mayoria en blanquecino de estructura dura 'y
aceitosa; al crecer abarca el hueco que presenta la semilla,

llegando a ser espinos. (16)

Raiz. - La raiz tiende a estrecharse por medio de un ancla
ramificada y fuerte, su sistema radicular es superficial y bastante

fibroso. El mayor porcentaje de raices, se encuentra en los
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primeros 30 cm de profundidad y estan distribuidas alrededor del

tronco del tallo. (16)

Alrededor de 80% de arboles que poseen de siete a ocho 8 afios

presenta raices que alcanzan hasta 80 cm de profundidad. (16)

Figura 1: Partes de la masasamba

Fuente: Mendoza Méndez O., 2022 (16)

COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRICIONAL

Tabla 2: Composicién quimica y valor nutricional del fruto

en 100 gramos.

Humedad (%)
Fibra
Cenizas (%)
Grasas (%)
Proteinas (%)
Almidon (%)
Vitamina C (%)
Azucares (Gluc, Fruct(%)
Potasio (mQ)

Sodio (mg)

80.6
1.63
0.73
0.31
1.22
1.62
0.021
15.63
45.8
23
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Magnesio (mg) 10.3

Foésforo (mg) 26
Hierro (mg) 47
Citrulina (proteina) (10)

Arginina (aminoacido) (10)

Acido caproico (lipido) (10)

Annonaine (isoquinolina) (10)
Anoniine (isoquinolina) (10)

Acimilobine (isoquinolina) (10)

Fuente: Mendoza Méndez O., 2022 (16)

COMPONENTES QUIMICOS DE LA SEMILLA
Tabla 3: Contenido y composicion de las hojas y semillas

Lactonas
Annomonicina
Annomontacina
Annonacina
Annomuricatina
Annonacinona
Javoricina
Contiene ademas:
Annomuricatina
(proteina)
Acido linoleico

(lipido)

Fuente: Mendoza Méndez O., 2022 (16)
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COMPONENTES DE LA HOJA

Tabla 4: Contenido y composicion de las hojas y semillas

Lactonas Isoquinolinas  Lipidos
Annohexocina Annonaine Acido gentisico
Annomuricina A, B, C  Anoniine Acido

yE Lignocérico
Annomutacina Atherospermine Acido Linoleico
Annopentocinas A, By Coriximine Acido estearico
C

Muricoreacina
Gigantetronemina
Murihexocina Ay C

Javoricina

Fuente: Mendoza Méndez O., 2022 (33)

f. Antecedentes Etnofarmacolégicos

El uso de la masasamba (Annona muricata L.) varia segun la
cultura, pero comparte un patron comun en el tratamiento de
infecciones, dolores y trastornos metabdlicos. (34)

o América Latina y El Caribe

Hojas: En paises como Peru, Brasil y el Caribe, las
infusiones de las hojas son el remedio tradicional por
excelencia para estabilizar la  presién  arterial
(antihistaminico/hipotensor) y calmar los nervios (sedante).
También se aplican de forma tépica para aliviar dolores

reumaticos y la inflamacion de la artritis. (34)

Fruto y Semillas: El jugo del fruto se consume para
combatir la diarrea y como agente antipirético (para bajar la
fiebre). Las semillas pulverizadas se han usado
histéricamente como un potente astringente y para eliminar

piojos o parasitos de la piel. (34)
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o Africa (Region Subsahariana)

Corteza y Raices: En la medicina tradicional de paises
como Burkina Faso y Camerun, la corteza y las raices se
emplean activamente como remedio contra la disenteria y
como agentes vermifugos (para expulsar lombrices y

parasitos intestinales). (34)

Hojas: Se preparan decocciones para tratar la "debilidad de
la sangre" (sintomas relacionados con la anemia crénica tras

sufrir malaria) y para reducir la fiebre tifoidea. (34)
o Asia (Malasia e Indonesia)

Uso metabdlico: En el sudeste asiatico, la planta destaca
en el tratamiento herbolario de la diabetes mellitus. Las hojas
se hierven para preparar tés destinados a regular los niveles

de glucosa en la sangre. (34)
g. Usos en la medicina tradicional

En cuanto a las hojas pueden ser utilizadas en infusién como
antidiarreico y digestivo. Aplicados localmente como cataplasma

contra de las inflamaciones, se usaban en caso de paperas. (33)

Por otra parte, en cuanto las flores se tiene la funcion de
pectorales ademas de febrifugas, para tratar casos de gripe y
también en casos de catarro bronquial, tienen particularidades
consideradas astringentes, el mismo modo colagogo digestivo
que de manera adecuada puede ser de funcién desparasitante
(33).

La etnofarmacologia moderna ha clasificado los usos populares
de cada parte de la Annona muricata L. correlacionandolos con
sus compuestos activos detectados (principalmente acetogeninas
anonaceas, alcaloides y flavonoides): (35)
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Parte de
la Planta

Hojas

Corteza

Raices

Fruto

Semillas

Preparacion Uso Tradicional Compuestos

Comun Principal Relacionados
. Diabetes, hipertension, Flavonoides,
Infusion / . . . . .
. insomnio, inflamacion, alcaloides,
Decoccion oral :
tumores. acetogeninas.
. . Alcaloides
, Fiebre, parasitos, asma, ;
Macerado / Té (anonaina,
sedante. . )
liriodenina).
., Antiparasitario, Alcaloides,
Decoccion oral
espasmos. fenoles.

Jugo / Consumo Escorbuto (vitamina C), Acidos

. diarrea, lactogogo = organicos,
directo . A
(estimula la leche). vitaminas.
Altas
Polvo / Aceite Insecticida, piojos, = concentraciones
topico astringente. de

acetogeninas.

Fuente: Coria Telles, AV.; Montalvo Gonzalez, E.; Yahia, E. M.; Oviedo Vazquez. 2016 (35)

24.2. LAPIEL

La piel es el érgano que recubre nuestro cuerpo, forma una barrera
protectora frente al ambiente externo, minimiza las pérdidas de agua y
temperatura y nos protege de los rayos ultravioleta y agentes
infecciosos; consiste en una capa externa, la epidermis, que esta
formada por tejido epitelial (varias capas de células que estan

conectadas como ladrillos para formar una pared). (36)

La unidad de la piel madura a partir de la procedencia hacia la parte
superior para después tejidos que forman la capa cérnea de la piel, que
se rellena de queratina y forma una pelicula; esta capa protectora
restringe rigurosamente la permeabilidad de la piel y esto minimiza la
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pérdida de agua el cual hace que sea dificil el ingreso de distintos
productos que se puedan aplicar en la piel. El tejido superficial se pierde
gradualmente y son reemplazadas por las células de abajo, un proceso
que es todo menos espontaneo, sino que esta fuertemente regulado.
(36)

Figura 2: Constitucion biolégica de la piel

Fuente: Buendia Eisman A., 2018 (36)
a. Epidermis
Corresponde a la zona superficial de piel, la cual rodea la totalidad

del cuerpo y se compone de dos tipos de tejidos, no detriticas y
detriticas. (36)

Aquellas consideradas no detriticas se forma de varias capas
entre ellas la cornea, que no posee nucleo, lucida, granulosa,

espinosa y basal. (36)

Figura 3: Constitucion de la epidermis

Fuente: Buendia Eisman A., 2018 (36)
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Figura 4: Capas de la epidermis

Fuente: Buendia Eisman A., 2018 (36)

La epidermis se cambia constantemente, renovandose
completamente entre 3 a 4 semanas, dicho proceso se vuelve
mas lento con el tiempo, de modo que las células de piel en
mayores se ven envejecidas por no poder funcionar de forma

correcta. (36)

Las células consideradas no dendriticas tienden a madurar luego
de la germinal hacia la capa cdrnea, se llena completamente de y
posteriormente muere, estas células ya muertas son eliminadas
hacia el exterior y contienen uno cuantos melanocitos que se

sintetizan en melanina (define el tono de piel). (36)

Figura 5: Elaboracién histolégica de la piel

Fuente: Buendia Eisman A., 2018 (36)
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Lo que se muestra en la figura anterior es la elaboracién
histolégica que presenta la piel, en la cual se pueden ver la dermis
ademas de melanocitos (lo que indica la flecha), en la zona basal.
(36)

La piel contiene “células de Langerhans” las cuales sirven para
cuidarnos de agentes que resulten infecciosos que suelen
producir una serie de alteraciones de piel, estas se encuentran en
la capa espinosa y suelen ser destruidas por rayos UV, lo que

puede producir cancer de piel. (36)

Contar con una piel cuidada es parte de una serie de procesos
que implican la hidratacion de la epidermis, logrando evitar
imperfecciones, para ello existen una diversidad de tratamientos
como el peeling o la microdermoabrasion, lo que ayuda a evitar la
piel reseca, se debe evitar el uso de jabones comunes, dado que
eliminan la grasa de forma excesiva, ademas del consumir acidos

grasos en la dieta. (36)
b. Dermis

Ubicada en la zona inferior de la denominada epidermis y se
constituye por un tejido de tipo conectivo (posee colageno,
reticulares y elastina), posee un minimo de células, pero varias
matrices extracelulares (grupo de proteinas, proteoglicanos y

glicoproteinas). (36)

Se divide en dermis papilar y reticular

Papilar: Abunda en vasos sanguineos y posee varias células.
Reticular: Contiene bastante fibra y es mas profunda.

La dermis contiene glandulas sebaceas, sudoriparas,
terminaciones nerviosas, algunos vasos sanguineos, linfaticos y

foliculos pilosos. (36)
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Figura 6: Constitucion celular de la dermis

Fuente: Buendia Eisman A., 2018 (36)

El elemento principal a la matriz extracelular es un componente
llamado colageno, esta contiene una proteina fibrosa de 03
subunidades las cuales conforman un corddén que resiste a
traccidon y brinda flexibilidad. Estas fibras son parte de la
epidermis, pues lo mantiene firme y unido al tejido subcutaneo.
Existen varios colagenos entre ellos: el tipo | (80%) y el tipo Il
(entre 10-15%). (36)

c. Hipodermis

Capa gruesa interna, que se constituye de tejidos conectivos, y
cuyos espacios estan rellenos de células que almacenan grasas
(adipocitos). (36)

2.4.3. Radiaciones solares

“La radiacion solar terrestre esta formada por longitudes de onda de
energia electromagnética no ionizante, cuyo espectro de irradiacion

(potencia radiante por unidad de superficie) es el siguiente”. (37)
a. Clasificacion de Espectro de irradiacion solar

Radiacion infrarroja: 3000 a 760 nm
Radiacion visible: 7600 a 400 nm
Radiaciones UVAI: 400 a 340 nm
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Radiaciones UVAIl: 340 a 315 nm
Radiaciones UVB: 315 a 280 nm
Radiaciones UVC: 280 a 100 nm

Fuente: Gallardo V., 2000 (37)

b. Clasificacion de Espectro fotobiolégico integrado por

Radiaciones visibles
Radiaciones UVA |
Radiaciones UVA Il
Radiaciones UVB

Fuente: Gallardo V., 2000 (37)

Estas radiaciones solares son las que intervienen en las

reacciones cutaneas.

Figura 7: Espectro de irradiacion solar

Fuente: Gallardo V., 2000 (37)

La radiacion producida por el sol se compone de 5% de UV y 95%
de radiacion infrarroja visible, y es la radiacién de tipo UVA la que
constituye el 98% de rayos UV. (37)

La cantidad de UVB en la radiacion solar disminuye en gran
medida entre verano e invierno, mientras los rayos UVA se
minimizan aun mas; cabe considerar que los rayos UVA no
pueden ser retenidos por las ventanas de los automoviles; en
caso de rayos UVB si son retenidos en un 90%. Los rayos UVA
presentan gran capacidad de penetracion incluyendo en el agua,

por lo que a pesar que los UVB poseen una energia mayor, esta
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no llega a penetrar la piel en gran medida, pero son los UVA los
que poseen una longitud larga de minima energia y de gran

impacto a la piel, durante todo el afio. (37)

Aquellos rayos que generan quemaduras (< 315nm) suelen ser
filtrados gracias a las ventanas, y significativamente por la niebla
y el humo; gran parte de la radiacion suele atravesar las nubes lo
que genera quemaduras, lo mismo pasa con la niebla y a 30 cm
en agua clara, lo que provoca graves lesiones, a quienes no se
protegen, ademas la arena, nieve y cielos brillantes incrementan

esta exposicion. (37)

Otra de las grandes razones de gran exposicion a rayos UVA y
UVB es el dafo al ozono el cual filtra dichos rayos, este esta
siendo destruido por ciertos clorofluorocarbonos artificiales

(aerosoles o refrigerantes). (37)

Existen varias fuentes que generan luz de manera artificial, estas
emiten fuertes cantidades de rayos UV, entre ellos estan los
fluorescentes, maquinas de revisidn de billetes y fotocopiadoras,
ademas de una variedad de actividades que nos exponen
continuamente a radiacion como obras de construccion, deportes

al aire libre, entre otras. (37)
Radiacion UVC

Son ondas de corta longitud y extremadamente peligrosos, sin
embargo, no penetran las principales capas de la atmdsfera pues

son retenidos y absorbidos alli. (37)
Radiacién UVB

Son ondas de media longitud, estas logran atravesar las capas
atmosféricas y se bloquean por gracias al ozono y las nubes
moderadamente; el momento de mayor intensidad de estos rayos
es de 10 a.m. a 4 p.m.; estos rayos penetran la capa externa de

la piel generando ampollas y quemaduras, y son los causantes de
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cancer de piel y son los que implican mas peligro para el cuerpo.
(37)

e Activa el bronceado.

e Engrosa el estrato cérneo.

e Sintetiza vitamina D.

e Enrojece la piel y el eritema actinico.

e Puede provocar alteraciones del sistema inmunitario.

e Causante de la foto carcinogénesis

Radiaciéon UVA

Rayos de ondas de longitud larga que penetra toda capa de la
atmosfera las cuales se filtran de forma moderada por el ozono,
estos rayos penetran profundamente la piel, lo que activa los
niveles de melanina generando una piel bronceada, este tipo de
radiacion destruye el colageno el cual hace elastico la piel
provocando un envejecimiento de forma prematura, ademas de
generar lesiones y manchas precancerosas, este tipo de rayos no
pueden ser bloqueados por nubes y se encuentran presentes todo
el dia. (37)

Figura 8: Aspecto de los dainos por radiacion UVA

Fuente: Gallardo V., 2000 (37)
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Rayos IR (37)

Tiene accion caldrica.

Responsable del enrojecimiento de la piel.

Aumenta la temperatura.

Mejora los efectos negativos de la radiacion UV.

Es responsable de la pérdida de agua de la piel.

DATOS DE PERU SOBRE LA INCIDENCIA DE RAYOS SOLARES

El Peru registra algunos de los indices de radiacion UV mas extremos
del mundo, especialmente en la region andina y el sur (incluyendo
Cusco). Esta intensa incidencia solar genera alteraciones cutaneas
graves y acumulativas, que van desde quemaduras solares y manchas,

hasta el temido cancer de piel. (38)

El territorio peruano experimenta niveles de radiacion ultravioleta (1UV)
que frecuentemente oscilan entre "Muy Altos" y "Extremadamente
Altos" (indices de 8 a mas de 15) segun el Servicio Nacional de
Meteorologia e Hidrologia del Perd (SENAMHI). Las causas principales
de esta alta incidencia son su cercania a la linea ecuatorial y la gran
altitud de la cordillera andina, lo que reduce la barrera de la atmdsfera

y permite que los rayos incidan de forma casi perpendicular. (39)

El Peru se encuentra entre los paises con mayores niveles de radiacion
ultravioleta (UV) a nivel mundial, segun el Servicio Nacional de
Meteorologia e Hidrologia del Peru (Senamhi). Esta exposicion
sostenida incrementa el dafio acumulativo en la piel y eleva el riesgo
de desarrollar cancer cutaneo si no se adoptan medidas de proteccidn
adecuadas. De acuerdo con proyecciones de la Agencia Internacional
para la Investigacion sobre el Cancer (IARC), los casos de melanoma
en Latinoamérica podrian aumentar cerca de 67,6% hacia el afio 2045.
(40)
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En el Peru, cada afio fallecen aproximadamente unas 728 personas por
cancer de piel. Esto en gran medida esta asociado a la exposicion al
sol en horarios inadecuados, siendo este efecto acumulativo a lo largo
de los anos. De acuerdo a cifras del Centro Nacional de Epidemiologia,
Prevencion y Control de Enfermedades en el periodo del 2021 al 2023,
se registraron 3525 casos de cancer de piel. Al respecto, Victor
Palacios Cabrejos, director de la Direccion de Prevencién y Control de
Cancer (DPCAN), informé que el cancer de piel puede aparecer en
cualquier parte del cuerpo, pero es mas comun en zonas que estan
expuestas al sol, como la cara, el cuello, las manos y los brazos. En la
actualidad empieza a manifestarse en adultos o adultos mayores que
se expusieron indebidamente al sol durante su infancia o juventud. Por
ello, explicé que la primera norma es no exponernos al sol, sobre todo
en horas entre las 10 a. m. y 3 p. m. y si lo hacemos debemos
colocarnos un bloqueador solar con filtro 50 SPF a mas en todas las
areas que son expuestas al sol. Los nifios pueden estar expuestos
hasta tres veces mas a la radiacion UV que un adulto, debido a que
pasan mas tiempo al aire libre y su piel es mas sensible. Cancer de piel:

Radiacién solar podria elevar en 60% los casos en el Peru. (41)

2.4.4. Fototipo
Toda persona posee un numero determinado de melanocitos, lo cual
define el tono de melanina (sea clara u obscura), el bronceado se

clasifica acorde a la escala elaborada de Fitzpatrick, esta menciona a
6 tipos. (42)
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ACCION DEL SOL SOBRE LA PIEL
(SIN PROTECCION)

CARACTERISTICAS PIGMENTALES

FOTOTIPO
1

Presenta quemaduras solares
intensas, casi nunca pigmentacion
y escamas de larga duracién

Personas de piel muy clara, ojos
azules, pelo rojo y con pecas en la
piel, la piel generalmente no expuesta
al sol y es de color blanco lechoso.

FOTOTIPO
]

Se quema facil e intensamente, se
pigmenta levemente y descansa
considerablemente

Personas de piel clara, cabello rubio,
ojos azules y pecas, incluida la piel,
que no suele estar expuesta al sol, es
blanca

FOTOTIPO
m

Se quema moderadamente y esta
correctamente pigmentado.

Razas caucdsicas (europeas) de piel
blanca que no se exponen
regularmente al sol.

FOTOTIPO
v

Se quema moderadamente o poco
y se pigmenta con bastante
facilidad e inmediatamente

después de la exposicién al sol

Personas de piel morena o
ligeramente morena, cabello y ojos
oscuros (mediterraneo, mongol,
oriental)

FOTOTIPO
A

Rara vez se quema, se pigmenta
facil e intensamente (siempre ha
una reaccién de pigmentacion
inmediata)

Individuos de piel morena (nativos
americanos, hinddes, drabes e
hispanos)

FOTOTIPO
vi

Nunca se quema ni se pigmenta
intensamente (siempre tiene una
reaccidn de pigmentacion
inmediata)

Razas negras.

Fuente: Oakley HA. 2012, (42)

Cabe tomar en cuenta el aspecto genético al momento de analizar el

tono de piel, pueda que se tenga gradaciones bajas o bronceados

intensos, dicha informacion sera de utilidad para aplicar una serie de

tratamientos basados en técnicas laser o peelings en caso de

“presentar hiperpigmentacion postinflamatoria, en tonos de piel

obscuras” (Fitzpatrick 4-6, especialmente 5y 6). (42)
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Fuente: Oakley HA. 2012, (42)

2.4.5. Efectos bioldgicos y patologicos de las radiaciones (43)

o Radiacion UVA

o Produce pigmentacion directa

o Tiene poca fuerza eritematosa

o Provoca alteracion del ADN.

o Tiende a danar el colageno, y con ella, la elastina,
generando una piel roja.

J Causante de la foto-carcinogénesis.

o Causante de ciertas reacciones fotoalérgicas y fototoxicas.

. Genera ciertas alteraciones en el sistema inmune

Actualmente, con la destruccion de la capa de ozono, que esta a
40 km de la superficie de la tierra, la transmision de la radiaciéon
solar es cada vez mayor. La cantidad y calidad de radiacién UV

se vincula a diversos aspectos, como el horario, la altitud,
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estacion, y latitud de la zona; su maximo impacto se logro
identificar de 10 am a 16:00 pm. (43)

Se sabe que el ozono no presenta una capa uniforme, en altitudes
mayores su vuelve cada vez mas delgada, ello implica un
incremento de irradiacion de 8% y 10% por 1000 m de altitud,
ademas que por grado de latitud esa se va alejando, por otro lado,
los UVB incrementan alrededor de 3%, acorde a la estacion y de
la superficie en la que no se encuentre como hielo, nieve,
hormigon, vidrio y playas, la cual refleja rayos UV en alrededor del
90%. Este tipo de radiacion llega a penetrar alrededor de 60 cm
bajo el agua, los UVA no pueden ser filtrados por los vidrios, de
modo que se cree que alrededor de 50 del espectro se recibe

donde cae sombra. (43)

Ciertamente el ozono es como una especie de agente protector
de toda la estratdsfera, gracias a él se puede proteger contra la
exposicion al sol porque los rayos no pueden penetrarla, este tipo

de profundidad va acorde a la longitud que posee la onda. (43)

Exponer la piel a rayos UV conlleva a tener una serie de
fendmenos bioldgicos, los cuales modifican el comportamiento de
la inmunidad, estimulando las células y describiendo la
Langerhans, que en el proceso de migracion responden a los
linfocitos T, en especifico la TH2, lo que incrementa la capacidad
de un adecuado sistema inmune, que daran respuesta a
antigenos de tipo microbianos y favorece al incremento celular,
los rayos UV tienden a volverse en cancerigenas lo que puede ser
causa de un efecto inmunomodulador lo que puede conllevar a

provocar neoplasias. (44)

El cromdforo es una molécula puede absorber ciertas hiervas que
se exponen a la radiacion, en caso esté en un nivel muy excitado
al exponerse a rayos ultravioletas; son este tipo de reacciones que

modifican el cromoforo, lo que provoca fotosensibilidad; de modo
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que las células de la piel reaccionan generando una eritema,
edema o hiperpigmentacioén, generando un bronceado de larga
duracién y provocando que tanto la dermis como la epidermis
lleguen a engrosarse, ello ayuda a sintetizar la vitamina D, pero
en caso de una exposicion continua, puede generar dafios como

el envejecimiento o hasta el cancer de piel. (43)

Un eritema se origina por efecto de los rayos UVB y de algun
modo por efecto de los UVA. Un eritema producido por UVB tiende
a llegar su punto alto de 6 y 12 horas posterior a exponerse al sol,
sin embargo, exponerse a cantidades de UVA altas provoca
eritemas de manera inmediata; el rayo UVA suele oscurecer el
tono de piel ademas de funcionar bifasicamente, este
obscurecimiento ocurre en las dos primeras horas de exposicion
a causa de una melanina que empieza a oxidarse; posterior al
oscurecimiento continuo del pigmento luego de 72 h, provocado
por el incremento de la actividad de tirosinasa y la generacion de
melanina nueva, incrementando la cantidad de melanocitos. Los
rayos UV generan una radiacion que dafa al ADN por medio de
un estrés oxidativo; ademas el oxigeno considerado reactivo
reacciona junto a los fotosensibilizadores que dependen de ella
ocasionando un dafio al ADN indirectamente, se incrementa la
sintetizacion de la melanina y de forma directa dafia a las células
que son parte del tejido dérmico conectivo, incrementado la

accion mitética, que llega a durar semanas. (43)

Estar expuesto constantemente a la luz del sol no eritematosa
dafa al ADN que en sus zonas heterociclicas y bases aromaticas
llega a absorber de manera fuerte los rayos UV formando dimeros
de pirimidinas, los cuales son una especie de foto productos que
ocasionan un tipo de hipersensibilidad que se caracteriza por ser
retardada, asimismo genera especies que son reactivas al
oxigeno, oxidacion de proteinas y lipidos que producen

metaloproteinasas las cuales degradan al colageno asi como a la
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elastina provocando una despigmentacion, desempefiando un rol
relevante en aparicion de enfermedades de fotosensibilidad,
llegando a generar envejecimiento, lentigos y neoplasias malignas

o benignas. (45)

Tabla 5: Efectos nocivos de la radiacion solar

Efectos agudos Efectos créonicos
Piel Eritema (enrojecimiento) Cancer de piel
Quemaduras Foto
envejecimiento
Ojos Foto queratitis Cataratas
Foto conjuntivitis Cancer de
conjuntiva
Sistema Respuesta inmunitaria general
inmunitario reducida

Mayor riesgo de infeccion y
reacciones alérgicas
Reduccién de la eficacia de la

vacuna

Fuente: Merin KA.,2017 (45)

a. Efectos agudos

Eritema: Se denomina al enrojecimiento de la piel que tiene como
sintomas la sensacidén de picor, calor; que también presentan
inflacion y por ende se tiene que afectacion por la accion de
afectar a los vasos sanguineos que al final hace que se presente
vasodilatacion, esto puede ser causado dentro de 6 horas y llegar
al punto mas alto en las 25 horas, las que pueden llegar a
desaparecer en varios dias mediante un proceso denominado

descamacion. (45)

Quemaduras: Este tipo de afecciones se presentan mas

frecuentemente en tiempos de vacaciones, se trata del cambio de
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color rosado o denominado eritema, en un color rojo vivo o
también la presencia de ampollas, estas ultimas son parte de lo
que se denominan como quemaduras, situaciones causadas por
la alta exposicidn y tiempo prolongado sin la misma proteccion a
la radiacion solar; mas alla de los cambios visibles se puede
presentar molestias; al final, estas quemaduras pueden causar el
melanoma; es decir, el cancer a la piel, situacion bastante

frecuente en los ultimos anos. (45)

Acerca de las edades, se entiende que es mas peligroso sufrir de
estos malestares antes de los 15 afos, por eso la importancia de
la prevencion en nifos y jovenes de estas edades, donde ciertas
partes del cuerpo son mas sensibles que otras; en algunas zonas
se tiene que utilizar protectores especiales, como por ejemplo los
balsamos para labios, gafas para los ojos, con proteccion de rayos
UVA; es importante diferenciar las afectaciones naturales sobre la
capa externa de la piel, por lo que sin pigmentacion la piel seria
de color palido blanco; ademas, que de manera natural se
presentan en variaciones del color rosa; la melanina es el
componente que forma parte base de la pigmentacion natural de
la piel, que al final tiene un color marrén oscuro ademas de ser un
producto de lo melanocitos, que hace parte de la epidermis o la

capa mas alta de la piel. (45)

En cuanto a la exposicion de manera prolongada a la radiacion
solar, sin tener en cuenta medidas de prevencion, llega a
ocasionar las llamadas manchas solares, que solo son parte de
los efectos de cambios externos de los melanocitos; para no llega
a estos niveles se debe tener el cuidado necesario a la exposicidon
del calor. (45)

Fotoqueratitis: Esta es la denominacion de las quemaduras
causadas por el sol en zonas como los 0jos, esta afeccion causa
dolor ademas de incomodidad, ademas hace que los ojos tomen

un color rojo y la sensacion de que algo se tiene dentro de los
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ojos; por lo general es una afeccidon temporal y rara vez causa

dafo ocular permanente. (45)

Fotoconjuntividad: Es una inflamacién de la conjuntiva o de la

cérnea. (45)
b. Efectos cronicos

Cancer de la piel: Incluye un grupo de enfermedades
neoplasicas con diagnosticos, tratamientos y prondsticos muy
diferentes; el factor comun es la zona atdmica de la piel donde

aparece. (43)

El factor principal que influye en la formacion de cancer de piel
son en su mayoria los rayos UV que procede de la luz del sol, el
cual provoca una serie de modificaciones en el ADN que se van
acumulando en el transcurso del tiempo; el cancer generado en la
piel es mas comun en la poblacién de piel blanca. Existes tres
principales tipos de cancer a la piel: el carcinoma de células
basales, carcinoma de células escamosas (con posibilidad de
recuperacion) y el melanoma maligno. Toda persona que se
expone a situaciones de riesgo debe tomar en cuenta heridas que
se le produzcan o irritaciones que o pueden cicatrizarse: marcas
de nacimiento y otros lunares que se agrandan o cambian de
color. (43)

El cancer de piel provocado por el no melanoma puede
identificarse por una serie de marcas que se reconocen sobre la
piel, lo cual se advierte en un tipo de nueva masa, bulto o parche
que va creciendo (en algunos meses o en los dos primeros afios)
o en forma de ulceras que no logran cicatrizarse por alrededor 3

meses. (43)
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c. Tipos de cancer de piel

Carcinoma basocelular (Basalioma): Es un tipo de tumor
cutaneo maligno llamado asi porque se origina a partir de células
ubicadas en la superficie germinal basal (capa final de la
epidermis); este denota un tipo de masa, que se puede dar en
ambos géneros; sin embargo, suele presentarse en mayor medida
en las mujeres y en adultos de mas de 50 afos, inicialmente es
insidioso y se caracteriza por que empiezan a aparecer mas de

un nodulo cuyo volumen va aumentando lentamente. (46)

El basalioma no hace metastasis, pero puede ser muy peligroso
si penetra en capas mas profundas de la piel provocando
compresion de 6rganos importantes ubicadas en la piel de la zona
del rostro, su malignidad se extiende y se localizada por toda la
periferia, llegando a cicatrizarse en la zona central, en caso de
manifestarse en el rostro, la persona presenta complicaciones
estéticas, las cuales pueden llegar solucionarse con intervencion

quirurgica. (46)

Carcinoma de células escamosas: El tipo de cancer se daen la
zona del epitelio escamoso y presenta la sintomatologia usual del

cancer de piel. (46)

Melanoma maligno: Es un tumor maligno de origen melanocitico,
con origen en la cresta neural que afecta la piel en un 95%, ojos
y mucosas en un 5%, provocando neoformaciones pigmentadas
que dan lugar a hematdgenas y metastasis linfaticas que pueden
provocar una muerte prematura, aunque la mortalidad se reduce
gracias al diagnostico temprano y las modalidades terapéuticas
mejoradas. Estos tumores aparecen principalmente en la capa de
la piel, pero también pueden aparecer en la mucosa, la capa de
pigmento del globo ocular, etc. (47)

El sistema simplificado de estatificacion que es de utilidad al

momento de elegir tratamientos y de conocer los posibles
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resultados da a conocer la situacidén de los ganglios linfaticos por

medio de examenes microscopicos de aquellos ganglios linfaticos

que fueron extirpados por medio de una cirugia, de no realizarse

estos examenes los pacientes en estadio clinico |l pueden llegar

al estadio Ill afectando en gran medida a los ganglios linfaticos.

(47)

d.

Causas del cancer de piel (46)

Exposicion prolongada a los rayos UV por la accion del

sol.

Cabinas para bronceado y lamparas las cuales son
fuentes de radiacion UV y que son un alto riesgo que

genera cancer no melanoma de la piel.

Este continuamente expuesto a determinados quimicos
como el alquitran, arsénico, carbon, parafina vy

determinados aceites.
Exposicion a radiaciones a partir de la radioterapia.

Inflamacion o lesidén cutanea grave o prolongada, como
quemaduras graves, zonas de piel donde hubo alguna
infeccion 6sea que resultd grave, ademas de dafos

cutaneos a causa de alguna enfermedad inflamatoria.

Tratamientos para la psoriasis en base a rayos UV vy

psoralenos.

El xeroderma pigmentoso, es una enfermedad
heredada, donde la piel no puede reparar el dafio que
causa la exposicion del sol al ADN, quienes la padecen
desarrollan una serie de tumores cancerosos de piel

incluso desde su ninez.
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e El “sindrome del nevus de células basales”, consiste en
una enfermedad hereditaria rara, que ocasiona tumores
multiples cancerosos de células basales, sin embargo,

algunos casos no son heredados.
2.4.6. Niveles de radiacion UV

El nivel de radiacion ultravioleta que llega a la superficie de la tierra

puede variar dependiendo de muchos factores. (48)

Figura 9: Factores de riesgo de los rayos UV

Fuente: Duro Mota E.,2003 (48)

Cualquiera de los siguientes factores puede aumentar el riesgo de

sobreexposicion a los rayos UV y sus efectos sobre la salud:

44



a. El ozono estratosférico

La capa de ozono absorbe la mayor parte de la radiacion
ultravioleta, pero el grado de absorcion varia segun la época del
ano y los cambios climaticos; ademas, esta absorcion ha
disminuido debido a la reduccién de la capa de ozono debido a

las emisiones industriales que agotan la capa de ozono. (48)
b. Lahoradel dia

Es al mediodia cuando el sol alcanza su punto maximo y es en
este momento donde la distancia recorrida por sus rayos en la
atmosfera es corta y los rayos de UVB son los mas altos; en las
primeras horas de la mafana y finalizado la tarde, el rayo del sol

atraviesa en angulo la atmdsfera minimizando su intensidad. (48)
c. Temporada

La incidencia y angulo de luz solar y los rayos UV cambian acorde

a la estacion, la cual se intensifica cuando es verano. (48)
d. Anchura o latitud

La potencia de los rayos del sol es mayor en el ecuador, porque
el sol atraviesa la parte mas alta del cielo y la distancia de los
rayos ultravioleta dentro de la atmdsfera es mas corta; ademas, el
espesor de la capa de ozono en los tropicos es mas delgado que
en latitudes altas y medias, lo que hace que el ozono absorba
menos radiacion al momento de que esta atraviese la atmdsfera.
En caso de las latitudes altas, el sol se encuentra mas bajo, de
modo que los rayos UV recorren mayores distancias por medio de
las capas atmosféricas en las cuales se encuentra mas ozono, de

modo que, la sera menor tales latitudes. (48)

45



e. Altitud

La intensidad de la radiacion ultravioleta aumenta con la altitud
porque hay menos atmaosfera para absorber los rayos daninos del
sol, por lo tanto, el riesgo de sobreexposicion excesiva al sol

aumenta con la altitud. (48)
f. Estado del tiempo

Se sabe que las nubes minimizan la radiacién UV pero no las
eliminan completamente, porque ello dependera de su grosor
pues en dias nublados aun existe un riesgo de padecer los efectos
dafinos del sol (incrementando el riesgo de contraer cancer de
piel o algun tipo de danos en los ojos con el tiempo) a pesar de no

haber mucho calor. (48)
g. Luzreflectante

En ciertas superficies tales como la arena, nieve, hierba o agua
se puede reflejar gran parte de radiacion UV, ello por la reflexién
o intensidad de radiacion, la cual se ve incrementada en zonas de
sombra. (48)

2.4.7. indice UV solar mundial

Mide la intensidad de la misma radiacién proveniente de la luz solar que

se deposita en la superficie terrestre, de alli que el indice es expresado

como valor mayor al valor de cero, mientras mas alto, son mayores las

posibilidades de contraer lesiones cutaneas y oculares ocasionadas

por este fendmeno. (43)

¢ Por qué es necesario el IUV? Se observa relacion causal entre el

incremento de casos de cancer con los tonos claros de piel a nivel

global, ademas de una excesiva exposicion a la radiacion UV del sol y

otras fuentes que producen radiacion UV de forma artificial. (43)
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Exponerse excesivamente a rayos UV implica un peligro, por lo que es
necesario que toda persona pueda protegerse, si las personas se
exponen menos al sol, se puede minimizar todo efecto que resulte
perjudicial a la salud y evitar los costos que implique un tratamiento.
(43)

2.4.8. Fotoproteccion

Es un proceso natural o artificial contra los posibles efectos negativos

de la luz ultravioleta y estas son: La intrinseca y exégena. (48)
a. Laintrinseca

Para poder protegerse de ciertas radiaciones que proceden del
exterior, la piel genera una serie de defensas de forma intrinseca,
haciendo mas gruesa a la dermis y epidermis y sintetiza la
melanina (pigmento que causa el efecto de bronceado). Todo
mecanismo sera acorde al fototipo, que resultan insuficientes al

tratar de evitar la fotocarcinogénesis y el fotoenvejecimiento. (48)
b. Laexdgena

La fotoprotecciéon de forma exdgena se basa en tomar toda
medida que ayude a minimizar los efectos negativos de la
radiacion solar sobre la piel (ropa, parasoles, lentes de sol, evitar

exposicion, bloqueador solar, etc. (48)
2.4.9. Nuevos retos de fotoproteccion

La finalidad de la fotoproteccion es prevenir el dafio que ocasiona la
exposicion a la radiacion solar en nuestra piel, que no se limita al
eritema solar, sino que incluye también efectos créonicos muchos mas
graves en los que la radiacion UVA y UVB juegan un papel muy
importante. Hoy en dia se habla de fotoproteccion integral para hacer
referencia a protegerse antes, durante y después de la exposicion
solar. (49)
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La industria cosmético-farmacéutica ofrece en la actualidad una amplia
gama de productos orientados a evitar los efectos nocivos de la
exposicion a los rayos ultravioleta (fotoproteccion); hoy en dia existen
diferentes tipos de filtros solares; los filtros fisicos, que reflejan y
difunden la radiacién solar, son los mas indicados para nifios menores
de 3 afnos, siendo los mas comunes el dioxido de titanio y el 6xido de
zinc. (50)

Se cuenta con filtros quimicos los cuales se encargan de absorber
energia de luz foténica de ciertas ondas, evitando el paso de la
radiacion, estos filtros contienen PABA (acido paminobenzoico) y
derivados, antranilatos, cinamatos, bencilideno alcanfor,

benzofenonas, salicilatos y dibenzoilmetano. (50)

Del mismo modo se tiene a los biofiltros, los cuales son un tipo de
antioxidantes que ayudan a prevenir radicales libres ademas de
fortalecer el sistema inmune que posee la piel, previniendo edemas,
fotocarcinogénesis, eritemas e inmunosupresion; para ello se hace uso

de vitaminas E y A que se usan en forma de palmitato o acetato. (50)

Hay una diversidad de sustancias de uso tépico para poder evitar los
efectos producidos por el sol, pero, estas solo se estudiaron in vitro y
en ciertos animales, de modo que es necesario ensayos en humanos
que puedan realmente demostrar sus pros y contras, sobre todo en
aquellas que hacen uso de la silice para minimizar el contacto de
ingredientes que resultan activos en la piel, disminuyendo posibles

irritaciones o reacciones alérgicas. (50)

También se considera a la microencapsulacion para solucionar la
incompatibilidad que hay entre algunos ingredientes; incluyendo
aquellos que no logran absorber los rayos UV, por lo que el protector
solar resulta mas eficaz al incrementar su FPS vy dispersarlo,
minimizando la elasticidad, ademas evitar el cancer de piel. No solo los
bloqueadores brindan fotoproteccion sino también el consumo de

nicotinamida, que ayuda a bloquear la radiacion, dado que inhibe la
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elaboracion de ATP provocando modificaciones energéticas que limita

la inmunidad del paciente, la reparacién del ADN y de la piel. (50)
a. Fotoprotector

Se conoce como filtro solar a ciertos productos en base a
cremas, leches, lociones, entre otros, que se usan encima de la
piel para que esta sea protegida por los rayos UVA o UVB y
suelen estar compuestos de sustancias conocidas como filtros

que ayudan a detener cualquier accion de los rayos. (49)
b. Clasificaciéon

Fisicos: Poseen propiedad de impermeabilidad de radiacion solar
y su accion es de reflexion, consiste en un espectro amplio que
ayuda a controlar los UV visibles, asi como IR. Por su tamafno
grande los filtros resultan opacos lo que hace posible que
otorguen proteccion estando incluso a luz visible, siendo muy
utiles en fotodermatosis para hacer frente al lupus eritematoso
entre otros; pero a pesar de tener una sensacion por la mascara
de efecto minimo y el desarrollo de puntos negros, se ha ido
mejorando estéticamente, por lo que cuentan con particulas
micronizadas y ultrafinas, haciéndolos aceptables a la vista,
ademas de ser estable quimicamente y eficaz en ondas cortas.
(49)

Hoy en dia hay dos tipos de filtros homologados inorganicos:
oxido de zinc y dioxido de titanio, etas moléculas demostraron ser
estables en plena luz y no generar sensibilizacion o alergia
alguna, esas dos tienen la capacidad de proteger ondas de hasta
380 nm (UVA), por otro lado, varios protectores expendidos en el
mercado cuentan con filtros inorganicos de formas
nanoparticuladas o micronizadas que suelen tener un tamano de
100 nm. (49)
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Tabla 6: Filtros homologados inorganicos

Filtros fisicos Radiacién a la que
actuan

Diéxido de titanio UVA-UVB-Visible —
IR

Oxido de zinc UVA-UVB-Visible —
IR

Mica UVA-UVB-Visible —
IR

Fuente: Gabros S.,2024 (49)

o Oxido de zinc (ZnO): Consisten en particulas de
alrededor de 60 nm, su proteccion de los UV es buena,
también protege de los UVA |, se cree que dado al tamafio
de tales macroparticulas, estas llegan a absorberse dentro
de la dermis y hacer contacto con el tejido de piel; pero
estudios in vivo e in vitro confirma que se mantienen en area
cérnea, de modo que resulta seguro aquellos filtros

considerados inorganicos. (49)

o Dioxido de Titanio (TiO2): Sustancia usada en polvos,
cremas o unguentos como protector de la piel frente a los
rayos solares. En su formulacién microfina, cada vez mas
utilizada, corresponde a un polvo color blanco preparado en
suspensién con concentraciones del 1% y 10%, esto puede
Gser combinado junto a otro tipo de sustancias que ayuden
a absorber los UV. La actual formula se usa en
concentraciones del 25%, asi mismo, esta sustancia cuenta
con particulas de 120 nm resultando eficaces al proteger de
rayos UVB y UVA Il. (49)

Efectos adversos del diéxido de titanio (TiO2): Esta sustancia es
componente de todo protector solar, tintes dentales,

medicamentos, colorantes alimentarios, y su uso descuidado

50



provoca diversos efectos no deseados, aunque sus propiedades
poseen como: compatibilidad con mucosas y piel, no toxico de
gran dispersabilidad en soluciones organicas, ademas se
encuentra en varios farmacos que pueden afectar de forma
negativa a la fertilidad, conlleva al aborto, impacta al ADN,

incrementando las probabilidades de cancer. (49)

Biolégicos: Se trata de antioxidantes que previenen la formacion
de radicales libres, aumentando asi el sistema inmunologico.
También llamados inmunoprotectores solares, son sustancias
que estimulan al sistema inmune que posee la piel para
protegerse de rayos UV, aquellos filtros solares organicos
contribuyen con la proteccion de piel sin necesidad de aplicar filtro
solar, ello implica que es capaz de absorber o reflejar dicha luz,
de modo que complementan lo bloqueadores. Como ejemplo de
este tipo de activo se obtiene a partir de la soja, demostrado su
capacidad al momento de activar proteinas que suprimen tumores
p14ARF y p53, ademas activa procesos reparadores de ADN,
ademas reduce la elastasa, minimizando y haciendo mas lento el

proceso de foto envejecimiento de piel. (48)

Tabla 7: Inmunoprotectores solares

Filtros Biologicos Accion
Tocofenil Antioxidante: Bloquea la formacion de radicales libres
Acetato Antioxidante: Bloquea la formacion de radicales libres

Retinil Palmitato
Pantenol
Ascarbico Acido
Zinc

Magnesio

Antioxidante:

Antioxidante:
Antioxidante:

Antioxidante:

Fuente: Durc Mota E.,2003 (48)

Bloquea la formacion de radicales libres
Bloquea la formacion de radicales libres

Bloquea la formacion de radicales libres

Bloquea la formacion de radicales libres
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Organominerales: Su descubrimiento es reciente, este contiene
filtros insolubles y quimicos; hace uso de filtros quimicos y fisicos
evitando penetrar la piel; asi mismo, actua por medio de un

sistema triple de filtros: por dispersion, reflexiéon y absorcion. (48)
Tabla 8: Filtros organominerales

Filtros organominerales = Radiacién sobre la que

actuan

Metileno Bsi-benzotriazolil
Tetrametibutil UVA
Butifenol UVB

Fuente: Durc Mota E.,2003 (48)

Quimicos: Son productos quimicos que ayudan a absorber onda
de espectro UBA o UVB transformandolas evitando que la
radiacion afecte las estructuras de la piel. Actualmente se estan
estudiando nuevas moléculas inofensivas con capacidad para
filtrar los rayos UVA, que provocan efectos fototoxicos y
reacciones fotoalérgicas; los bloqueadores con filtros UVB
incrementa el estar expuesto a rayos UVA, para evitar un
prolongado eritema que ocurre al exponerse al sol sin filtrar rayos
UVA. (48)

Tabla 9: Principales filtros quimicos

Los filtros Radiaciones sobre las que
quimicos actuan PABA
Paba uBv
Cinamatos uBv
Salicilatos uBv
Benzofenonas uBv, UVB

Antralinatos UVA
Dibenzoilmetanos UVA

Fuente: Durc Mota E.,2003 (48)
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2.4.10. Mecanismo de accion de los protectores solares

Existen protectores solares que se consideran quimicos, donde el
carbono es el componente activo, a su vez se consideran no quimicos
los cuales son inorganicos que no poseen carbono que incluyen
quimicos pigmentados que es visible en piel y son conocidos como

protectores solares. (49)

Hay dos procesos involucrados en su mecanismo de accion: la

absorcién y dispersién, y ambos son parte de los filtros solares.

o La dispersiéon: Se da cuando aquellos rayos UV impactan
una pantalla o pelicula que hace que se desvie del camino,
disipandose de esta manera en el ambiente, lo que caracteriza a

los bloqueadores. (49)

o La absorcion: Las moléculas de los filtros solares poseen la
capacidad de absorber radiaciones UV, lo que evita la
incorporacion de energia al filtro solar, estos fotones son
absorbidos hasta llegar a la zona de piel y se van transportando

por medio del calor. (49)

2.4.11. Factor de proteccion solar

Este factor sefiala el tiempo en que un protector solar incrementa su
capacidad natural de defensa antes de tener quemaduras solares asi
también se toma en cuenta la climatologia del lugar en donde nos
encontramos, mediante el uso de un producto con proteccion solar
protegemos la piel contra el eritema o enrojecimiento. Por ejemplo, las
persona con piel clara generalmente se queman posterior a los 10 min
de exponerse al sol, ello tomar 15 veces mas con ayuda del SPF 15
(alrededor de 2.5 horas). (51)
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a. Factor adecuado

FP, SPF e IP corresponden al indice de factor de proteccion,

la

cual sefala el periodo en que la piel se encuentra protegida sin

necesidad de quemarse a causa de la radiacion UV. (51)
Tabla 10: Tipos de protectores

Tipo de Fotoprotector FPS

Proteccion Baja 2-6
Proteccion Media 8-12
Proteccion Alta 15-25
Proteccion Muy Alta 30-50
Proteccion Ultra 50+

Fuente: Tamdem HSE.,2023 (51)

El factor de proteccién depende

e El tipo de bloqueador que se use

e La piel que se tiene

e La cantidad que se aplica y su frecuencia de uso
¢ Actividades que impliquen exposicion

e Protector solar absorbido.

La piel clara es mucho mas sensible al sol comparado con las

oscuras (51)

Piel clara: su pigmentacion de piel es leve y esta suele

guemarse en ciertas veces y obtiene un bronceado ligero. (51)

Piel oscura: no suele quemarse y su broceado es permanente.

(51)
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Tabla 11: Niveles de radiacion segun el fototipo de piel

Piel Clara Piel Oscura
Nivel de radiacion UVI  Exposicion indice Exposicion indice
maxima sin proteccion maxima sin  proteccion
proteccion indicado proteccion indicado
0-2 (bajo) 80 minutos 15 110 minutos 8
3-5 (moderado) 40 minutos 20 60 minutos 15
6-7 (alto) 25 minutos 30 35 minutos 25
8-10 (muy alto) verano 20 minutos 50+ 30 minutos 30
11+ (extremo) verano 15 minutos 50+ 25 minutos 50+

Fuente: Duro Mota E., 2003 (48)

2.4.12. Parametros de evaluacion en fotoprotectores
a. Eficacia

Es medida por el factor de proteccion solar, en especifico en dosis
eritematdgenas de rayos UVA Il y UVB de hasta 340 nm, la cual
es complementada con espectrofotometria in vitro; estableciendo
parametros para la longitud de las ondas de 290 nm a 400 nm, la
cual es absorbida en un 90%, se establece que el un protector con
espectro amplio requiere de cubrir ondas de mas de 370 nm con
factor de proteccion UVA > de 4. (52)

Conocer su eficacia al proteger de rayos UVA, implica valorar el
nivel de pigmentacién producida por este tipo de rayos, ademas
del espectro visible por la melanina que existe; sin embargo, su
medida es complicada en pacientes de piel fototipo | y Il. Pues su
respuesta de pigmentacion es tardia, por lo que se evalua a las

02h de estar expuesto. (52)

Respecto a los factores que afectan la eficacia, la cantidad que se

aplique sera un factor determinante en la proteccidén, pues
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aquellas que usan cantidades minimas de 2 mg/cm2, y no se lo
aplican en la espalda, orejas o cuello resultara menos eficaz, en
caso de un protector inorganico, este es requerido en cantidades
menores a comparacion de los organicos, por la apariencia que

deja incomoda a quien la usa. (52)
b. Seguridad

La seguridad es evaluada dependiendo de los efectos posterior a
la aplicacién, entre ellas la sensibilidad, irritacion, déficit de
Vitamina D y penetracion dérmica, lo que ocasiona una absorcidn

minima de calcio. (52)

Usar protectores de sol puede ocasionar que una persona se
sienta mas segura al exponerse al sol; sin embargo, esta solo

incrementa los riesgos de contraer carcinoma de piel. (52)
c. Sustantividad

Caracteristica del protector solar al momento de demostrar su
efectividad en determinadas situaciones, como una exposicién en
agua o del sudor. El protector de sol es resistente en agua en caso
mantenga el factor proteccion inicial posterior a dos inmersiones
de 20 min, considerandose resistente al agua si continua siendo

efectivo posterior a cuatro inmersiones. (52)

2.4.13. Criterios de utilizacion de un filtro solar (52)

El filtro solar debe ser seguro, eficaz, y cosméticamente aceptable; a la

hora de recomendar un filtro solar deberemos tener en cuenta tres

consideraciones:

El fototipo frente al sol.

El factor de proteccion solar (FPS) del filtro recomendado
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2.4.14. Compuestos fendlicos

Estos compuestos forman grupos heterogéneos y quimicos de
alrededor de 10.000 compuestos siendo algunos solubles en solventes
de tipo organico, otros en glicosidos solubles o acidos carboxilicos y

otros resultan polimeros grandes insolubles. (53)

La formula AR-OH, (AR: anillo aromatico y OH unido a dicho anillo) se
caracteriza por poseer nucleos bencénicos conduciendo grupos
hidroxilos, lo cuales juegan el rol de antioxidantes de procedencia
natural, dicha actividad varia en gran medida acorde a la concentracion,
estructura quimica y el nivel de oxidacion, y respecto a la concentracién
se identificd que con minimas cantidades de antioxidantes fendlicos se
conduce hacia una circulacion sistémica ocasionando un incremento en

el nivel antioxidante del plasma. (53)
a. Clasificacion de compuestos fendlicos

Esta clasificacion es en base a la identificacion de componentes
flavonoides y no flavonoides, los flavonoides poseen un esqueleto
en C6- C3-C6, ademas los polifenoles contienen ciertos derivados

(glicésidos, ésteres, etc.). (53)
o Compuestos no flavonoides

Se les conoce asi a los acidos fenoles, los cuales se dividen
en acidos benzoicos (C6-C1) y cinamicos, que conducen
una cadena insaturada lateral (C6-C3), ademas de otros

derivados como estilbenos. (53)

El fenol libre ademas de los acidos fenoles es considerado
en un solo grupo, pues se identifican de forma simultanea al
analizar las plantas; su estructura basica cuenta con un
anillo aromatico acompafado de un grupo carboxilo. Los
acidos benzoicos como galico, p-hidroxibenzoico, vainillinico
se encuentran en grandes cantidades los helechos y

espermatofitas. En caso de la cinamica, sus acidos (cafeico,
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sinaptico, p-cumarico y ferulico) pocas veces estan libres y

se encuentran en derivados. (53)

Los estilbenos consisten en compuestos constituidos por 2
anillos de benceno que se separan por 2 atomos de C, esta
en una diversidad de vegetales, especialmente en la médula

que es parte del tronco del eucalipto o el pino. (53)
o Compuestos flavonoides

Del latin flavus cuyo significado es el color que va de amarillo
a rojo, siendo en su mayoria de color rojo, azul y amarillo de
frutas y plantas, son un tipo de moléculas polifendlicas que
se caracterizan por ser dos anillos de benceno que se unen
cadenas pequefas en base a tres C, donde uno de los
atomos se encuentra conectado siempre a un anillo de
benceno; de forma directa o gracias a un puente de
hidrégeno, constituyendo un tercer anillo central que pude

contener 05 a 06 miembros. (53)

Se caracterizaron alrededor de 5000 flavonoides existentes
en el medio natural de gran cantidad de plantas; su
clasificacion consta de una serie de subgrupos que
dependen de la posicidn del sustituyente en el anillo C. Su
nivel de oxidacion del anillo heterociclico y su posicion del
anillo B, resultan de gran relevancia para su clasificacion.
(53)
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Figura 10: Clasificacion de los Flavonoides. (53)

b.

Fuente: Muioz Jauregui AM. 2007, (53)

La accién del antioxidante flavonoide en resultante de la
mezcla de sus propiedades quelatantes de hierro y
secuestradoras de radicales libres, asi también inhiben
oxidasas como: La lipooxigenasa, xantina oxidasa,
mieloperoxidasa y la ciclooxigenasa, evitando la aparicion
de especies reactivas de hidroxiperoxidos organicos y

oxigeno. (53)

Actividad biolégica de los compuestos fendlicos

Los antioxidantes de fenoles poseen una actividad cuyas

funciones son de origen bioldgicas como el antienvejecimiento, la

antimutagénica y la anticancerigena. (53)
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Los flavonoides exhiben especialmente una gama de reacciones
bioldgicas, que incluyen procesos antibacterianos,
antinflamatorios,  antivirales, antioxidantes, antialérgicos,
vasodilatadora y antitrombdtica. Incrementar el consumo de
antioxidantes fendlicos naturales se relaciona con una reduccién
de las enfermedades coronarias; dietas ricas en compuestos
fendlicos se asocian con mayor expectativa de vida, estas
propiedades incluyen actividad anticancer, antiviral,
antinflamatoria, efectos sobre la fragilidad capilar, y habilidad para

inhibir la agregacion de las plaquetas humanas. (53)

2.4.15. Producto patréon en ensayo de la capacidad fotoprotectora

Eucerin crema FPS 30 es de amplio espectro, esta especialmente
desarrollada para proteger la piel de las quemaduras solares y del dafio
inducido por el sol. No pose PABA, algun filtro de origen quimico,

parabenos, perfume o colorante. (54)

Posee una proteccion efectiva ante UVA/UVB y esta elaborado con
micro pigmentos que reflejan UV de forma directa de la superficie de la

piel penetrarla (es recomendada por la UE). (54)

Poseen Vitamina E la cual ayuda a fortalecer los niveles de defensa
propios de la piel, ademas contiene Dexpantenol para aliviar la piel.

Siendo sus ingredientes activos: (54)

e Homosalato
e Butyl Methoxydibenzoylmethane
e Salicilato de etilhexilo

e Octocrileno
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2.5. Definicion de términos

¢ Flavonoides: Cada uno de los compuestos polifendlicos heterociclicos
derivados del 2-fenilbenzopirano. Se obtienen distintos flavonoides:
flavonas, flavononas y flavanos, dependiendo de los grupos funcionales
en la estructura base, y estan ampliamente distribuidos en los vegetales

superiores. (53)

e Crema: Formula de origen cosmética o farmacéutica que posee una
textura pastosa que cuenta con grasa emulsionada en agua o viceversa.
Suele usarse también como medio de aplicacion de farmacos de

aplicacion topica. (31)

e Dermatitis: Todo tipo de inflamacion crénica, aguda o subaguda presente
en la piel de afectaciéon dermoepidérmica, el patron procedente de tales
inflamaciones suele ser variado, tomando diferentes nombres

(eccematosas, liquenoide, psoriasiforme, entre otros. (31)

e Dosis eritematosa minima (MED): consiste en la dosis provocada por
radiacion UVB, requerida para elaborar eritema que se percibe a las 24h.
Asimismo determinan reacciones que son andémalas a luz UVA vy visible.
(49)

e Edema: Resulta de la acumulacién de liquidos en ciertos tejidos, en
especial en espacios intersticiales extracelulares y pocas veces en las
intracelulares, las razones van desde la hipoproteinemia, incremento de

presion capilar hidrostatica (obstruccidn de venas), entre otras. (31)

e Eritema: Implica una lesién clinica cutanea, es vista en varias
enfermedades de la piel expuesta a sol y viento. Son manchas rojas lisas
y no infiltradas de varios tonos, tamafios y formas. Su coloracion suele
desaparecer al hacer presion en la zona y vuelve a aparecer si se elimina

tal presion, lo que la hace diferente de las purpuras cutaneas. (31)
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Extracciéon: Procedimiento quimico o farmacéutico para obtener una o
varias sustancias o principios activos a partir de materiales de origen

vegetal, o de mezclas resultantes de una reaccién quimica. (55)

Factor de Proteccion Solar: Escala que clasifica en nivel de proteccion
de quemaduras provocadas por el sol de productos que cuentan con filtro
solar. (46)

Filtro Solar: Sustancia para proteger a la piel de rayos UV, estos filtros
reflejan, esparcen y absorben tanto rayos UVB como UVA, utilizar este
tipo de filtros ayuda a evitar el envejecimiento de piel prematuro, asi como

evitar el riesgo de cancer de piel. (46)

Fotoenvejecimiento: Conjunto de cambios que se producen en la piel
expuesta habitualmente a la luz solar, que se afaden a los que se
producen por el paso del tiempo. Se afecta principalmente la cara, el
cuello y la superficie de extensién de los miembros superiores, donde la
piel esta seca, aspera, arrugada, con pigmentacion irregular, queratosis
actinica, telangiectasias, lagos venosos, purpura, comedones e

hiperplasia sebacea. (31)
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CAPITULO Il - MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

Material Materiales Materiales Otros
biolégico de campo de laboratorio materiales
Muestra elibretade eVasos precipitados de e Algodén.
vegetal: Hojas campo. 50,100 y 200 mL e Gasas
de masasamba e Tijeras e Pipetas de 5y 10 mL estériles.
(Annona podadoras. e Micro pipetas. e Jeringas
muricata L.) que  eBolsas de e Matraz Erlenmeyer. descartables
seran papel « Filtro Buchner de 1, 5,10, 20
recolectados en Kraft. e Balon volumétrico. mL.
el distrito de eCamara e Probetas de 50 y 100 mL ~ ® Guantes
Vilcabamba, fotografica. e Fiolas de 25,50 y 100 mL estériles.
provinciadela 4 plymen « Tubos de ensayo. * Esparadrapo.
Convencion, indeleble.  , Baguetas.
departamento de | apiceros.  + Embudo de vidrio.
Cusco, altitud de , cinta de ¢ Pera de decantacion.
recoleccion entre embalaje

2300 m.s.n.m.

Ratones (Mus
musculus)
albinos
BALB/c: De 2 a
3 meses de
edad y con un
peso que oscila
entre 20 y 25

gramos.

¢ Gradillas para tubos de
ensayo.

e Papel filtro.

e Picetas.

¢ Goteros.

e Papel secante

e Tiras indicadoras de pH

e Picnometro

e Capsula

Fuente: Elaboracion propia.
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3.2. SOLVENTES Y REACTIVOS

Reactivos Reactivos para Reactivos para Reactivos para Reactivos para
para la la prueba de determinacion ensayos de la
obtencion solubilidad: organoléptica irritacion determinacion
de extracto dérmica aguda del FPS in vitro
eBencina e Agua e Agua destilada e Suero eEtanol al 70%.
e Metanol destilada. fisiologico ¢ Agua destilada.
Q.P. e Metanol Q.P. e Tween 80

e Etanol de 40°

e Etanol de 70°

e Etanol Q.P.

e Acetona Q.P.

¢ Acetato de
etilo Q.P.

o Eter etilico
Q.P.

e Cloroformo
Q.P.

e Hexano

Fuente: Elaboracién propia

3.3. EQUIPOS E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Cuba cromatografia de vidrio

Balanza analitica OHAUS Pioneer™
Espectrofotometro PG Instrumenst Ltd T80+UV/VIS Spectrometer
Rota vapor BOECO Germany RVO 400 SD

Agitador magnético BENCHMARK

Microscopio BOECO

Equipo de filtracion al vacio Rocker
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3.4. DEL DISENO METODOLOGICO
3.4.1. Tipo de estudio

El presente estudio tiene por objetivo determinar la capacidad
fotoprotectora y el factor de proteccion solar de la masasamba; para
lograr dicho objetivo se plantea establecer los efectos de la radiacion
UV sobre un grupo de ratones albinos; es decir, se efectuaran una serie
de procesos intencionales en al menos una de las variables de estudio
(extracto de flavonoides) sin embargo esta manipulaciéon se lleva a
cabo con grupos especificos que no fueron asignados ni emparejados

de manera aleatoria.

A partir de los argumentos metodologicos expuestos podemos
establecer que el presente estudio corresponde a un estudio de tipo
cuasi-experimental, cuantitativo y longitudinal, con un procedimiento

determinado en cada una de las siguientes etapas:

° Etapa I: Para la evaluacion de la irritacidon dérmica aguda de
nuestro extracto en estudio (hojas de masasamba) al 1%, 2% vy
3% en ratones albinos corresponde a un disefio cuasi-

experimental con varias post-pruebas y grupo control.

° Etapa Il: Para la evaluacién de la capacidad fotoprotectora
de las cremas con nuestro extracto de flavonoides (hojas de
masasamba se realizara un estudio correlacional con disefio
cuasi-experimental prospectivo porque se evaluara la capacidad
de inhibicion de la formacioén de procesos inflamatorios cutaneos,
formando grupos especificos que no fueron asignados ni

emparejados al azar.

° Etapa Ill: Para la determinacién in vitro del factor de
proteccion solar con el método espectrofotométrico del producto
estandar y cremas con el extracto flavonoide (hojas de
masasamba), se realizara un estudio correlacional con un disefo

de estudio prospectivo cuasi-experimental se manipulara una
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variable independiente (extracto de flavonoides) que afectara a la

variable dependiente (factor de proteccion solar).

3.4.2. Diseno experimental

o Para la evaluacién de la irritacién dérmica aguda

C4, C2y C3: Son grupos  C4: Conjunto de 3 ratones albinos a los que se aplico extracto de flavonoides de

de sujetos de las hojas de masasamba (Annona muricata L.) al 1% disuelto en tween-80.
experimentacion (3 C.: Conjunto de 3 ratones albinos a los que se aplico extracto de flavonoides de
ratones albinos por cada las hojas de masasamba (Annona muricata L.) al 2% disuelto en tween-80.
grupo). Cs: Conjunto de 3 ratones albinos a los que se aplico extracto de flavonoides de

las hojas de masasamba (Annona muricata L.) al 3% disuelto en tween-80.

Y: Parte Superior del lomo de los sujetos de experimentacion — Control (sin
Y1, Y2y Y3: Aplicacion aplicacion).
directa sobre la piel de Y1: Parte Inferior del lomo al que se aplicé extracto de flavonoides de las hojas
los ratones con el de masasamba (Annona muricata L.) al 1% disuelto en tween-80.
extracto de flavonoides  Y2: Parte Inferior del lomo al que se aplicé extracto de flavonoides de las hojas
disueltos en tween-80. de masasamba (Annona muricata L.) al 2% disuelto en tween-80.

Y3: Parte Inferior del lomo al que se aplicé extracto de flavonoides de las hojas

de masasamba (Annona muricata L.) al 3% disuelto en tween-80.

E1, E2, E3 E4, Es, Eg, E7: Observacion de la reaccion dérmica después de la
E1, Ez...E21: Es la

) aplicacion del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona
observacién de . )
. muricata L.) al 1% disuelto en tween-80.

desarrollo de eritema, y . ]

. Es, Eo, E10, E11, E12, Eq3, Eq4: Observacion de la reaccién dérmica después de la

edema u otros signos L . )

L aplicacion del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona

de irritacion como ) ]

o i muricata L.) al 2% disuelto en tween-80.

enrojecimiento, prurito . L .

] E1s, E16, E17, Eqs, E19, E20, E21: Observacion de la reaccion dérmica después de la

(picor) o aumento de la L . ]
aplicacién del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona

temperatura corporal. ) )

muricata L.) al 3% disuelto en tween-80.

Ci Y1 Y E1 E» Es E4 Es Es E7
C Y2 Y Es Eo Eo Eu En2 E3 E4
Cs Y3 Y Eis | T Enr Eis Eo E2o E21

Fuente: Elaboracién propia
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° Para la evaluacioén de capacidad fotoprotectora

mediante la valoracion de cambios inflamatorios

C4, Ca... Ce:
Conjunto de sujetos
de experimentacion
(3 ratones albinos
por cada grupo) con

lomo depilado.

C1: Conjunto de 3 ratones albinos con lomo depilado a los que se aplicé crema al
1%del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
C.: Conjunto de 3 ratones albinos con lomo depilado a los que se aplico crema al
2%del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
Cs: Conjunto de 3 ratones albinos con lomo depilado a los que se aplicé crema al
3%del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
C,4: Conjunto de 3 ratones albinos con lomo depilado a los que se les aplico la
crema patréon ISDIN al 30%

Cs: Conjunto de 3 ratones albinos con lomo depilado a los que no se aplico
crema y fueron expuestos a irradiacion (CONTROL POSITIVO).

Cs: Conjunto de 3 ratones albinos con lomo depilado a los que no se aplico
crema y no fueron expuestos a irradiacion (CONTROL NEGATIVO).

Y: Irradiacion directa
sobre el lomo

depilado del raton.

Y: Irradiacion con luz UV

E1, Ez...Ez4:
Observacion de
cambios

inflamatorios.

E1, E2, E3 E4 Es, Ee: Observacion de cambios inflamatorios cutaneos a las 4
horas.

E7, Es Eo, E10, E11, E12: Observaciéon de cambios inflamatorios cutaneos a las 24
horas

E13, E14, E15, E16, E17, E1s. Observacién de cambios inflamatorios cutaneos a las 48
horas.

En9, E2o, E21, E22, E23, E24: Observacion de cambios inflamatorios cuténeos a las
72 horas.

Ci Y Eq E2 Es E4
C: Y Es Es E; Es
Cs Y Eo E1o En E12
Cs4 Y Ei3 E1s Eis Ei6

Fuente: Elaboracion propia
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° Para la capacidad fotoprotectora mediante la

valoracion de cambios morfolégicos

C1, Cz... Csl C1, Cz... Ce:
Conjunto de Conjunto de 3
sujetos de ratones

experimentaciéon  albinos con
(3 ratones albinos lomo depilado.
por cada grupo)

con lomo

depilado.

C+: Observacion de cambios morfoldgicos cutaneos
después de 5 dias de la aplicacion con la crema al 1%
del extracto de flavonoides de las hojas de
masasamba (Annona muricata L.).

C.: Observacion de cambios morfoldgicos cutaneos
después de 5 dias de la aplicacion con la crema al 2%
del extracto de flavonoides de las hojas de
masasamba (Annona muricata L.).

Cs: Observacion de cambios morfoldgicos cutaneos
después de 5 dias de la aplicacién con la crema al 3%
del extracto de flavonoides de las hojas de
masasamba (Annona muricata L.).

C4: Observacion de cambios morfoldgicos cutaneos
después de 5 dias de la aplicacion con la crema patron
EUCERIN al 30%

Cs: Observacion de cambios morfoldgicos cutaneos
después de 5 dias de la aplicacion con la crema y
fueron expuestos a irradiacion (CONTROL POSITIVO).
Cs: Observacion de cambios morfolégicos cutaneos
después de 5 dias, sin la aplicacién de crema y que no
fueron expuestos a irradiacion (CONTROL
NEGATIVO).

... ho se realiza la actividad.

Y: Irradiaciéon Y: Irradiacion
directa sobre el con luz UV
lomo depilado del

raton.

Fuente: Elaboracién propia
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° Para determinar in vitro del factor de proteccion solar

(FPS) de la crema con el extracto de flavonoides de las

hojas de masasamba (Annona muricata L.)

C4, C2y Cs: Solucién
metandlica de la crema a base
del extracto de flavonoides de
las hojas de masasamba
(Annona muricata L.) en la

concentracion adecuada.

C1: Soluciéon metandlica de la crema a base del extracto de flavonoides al
1% de masasamba (Annona muricata L.).
C2: Soluciéon metandlica de la crema a base del extracto de flavonoides al
2% de masasamba (Annona muricata L.).
C3: Solucion metandlica de la crema a base del extracto de flavonoides al

3% de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).

Y: Condiciones de
transmitancia en nanémetros

(nm).

Y1: Longitud de onda a 290nm
Y2: Longitud de onda a 295nm
Y3: Longitud de onda a 300nm
Y4: Longitud de onda a 305nm
Ys: Longitud de onda a 310nm
Ys: Longitud de onda a 315nm
Y7: Longitud de onda a 320nm

E4, E2...E21: Medicion de
absorbancia (lectura en el

espectrofotdmetro)

E4: Lectura espectrofotométrica a 290nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).
E2: Lectura espectrofotométrica a 295nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).
Ea: Lectura espectrofotométrica a 300nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).
E4: Lectura espectrofotométrica a 305nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).
Es: Lectura espectrofotométrica a 310nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).
Ee: Lectura espectrofotométrica a 315nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).
E: Lectura espectrofotométrica a 320nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).
Es: Lectura espectrofotométrica a 290nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 2% de masasamba (Annona muricata L.).
Eq: Lectura espectrofotométrica a 295nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 2% de masasamba (Annona muricata L.).
E10: Lectura espectrofotométrica a 300nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 2% de masasamba (Annona muricata L.).
E141: Lectura espectrofotométrica a 305nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 2% de masasamba (Annona muricata L.).

E+2: Lectura espectrofotométrica a 310nm de la crema a base del extracto
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de flavonoides al 2% de masasamba (Annona muricata L.).

E13: Lectura espectrofotométrica a 315nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 2% de masasamba (Annona muricata L.).

E14: Lectura espectrofotométrica a 320nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 2% de masasamba (Annona muricata L.).

Ess: Lectura espectrofotométrica a 290nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 3% de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
E+6: Lectura espectrofotométrica a 295nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 3% de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
E+7: Lectura espectrofotométrica a 300nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 3% de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
Eqs: Lectura espectrofotométrica a 305nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 1% de masasamba (Annona muricata L.).

E1e: Lectura espectrofotométrica a 310nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 3% de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
E2o: Lectura espectrofotométrica a 315nm de la crema a base del extracto
de flavonoides al 3% de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).
E21: Lectura espectrofotométrica a 320nm de la crema a base del extracto

de flavonoides al 3% de las hojas de masasamba (Annona muricata L.).

Ci Y2 E2

Ci Y3 Es
Ci Y4 E4
Ci Ys Es
Ci Y Es
Ci Y7 E;
C: Y1 Es

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.3. Definicion y operacionalizacion de variables

Variable independiente

Variable

Extracto de
flavonoides de las
hojas de masasamba

(Annona muricata L.)

Indicador Sub Indicador

Concentracion

Fuente: Elaboracién propia

Naturaleza

Cuantitativa

Medicion

Directa

Escala

Proporcion

Instrumento

Balanza analitica de
sensibilidad 0.001g.

Expresion
final
%P/P
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Variable dependiente

Variable Indicador Sub Naturaleza Medicion Escala Instrumento Expresion final
Indicador
Capacidad Valoracién de  Eritema Cualitativa  Directa Ordinal Ficha de registro  0: No eritema
fotoprotectora  los cambios 1: Eritema ligero
in vivo inflamatorios 2: Eritema definido
cutaneos 3: Eritemma moderado a severo

4: Eritema muy severo
(enrojecido)

Edema Cualitativa  Directa Ordinal Ficha de registro  0: No edema
1: Edema ligero
2: Edema definido
3: Edema moderado a severo
4: Edema muy severo

(enrojecido)

Fuente: Elaboracién propia
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Variable dependiente (Continuacién)

Variable Indicador Sub Indicador  Naturaleza Medicion Escala Instrumento Expresion Final
Capacidad valoracién de Hiperqueratosis = Cualitativa Directa Ordinal Ficha de valoracion Intensa/ Leve / Moderada /
fotoprotectora  los cambios Escasa / Ausente
in vivo morfolégicos Espongiosis Cualitativa Directa Ordinal Ficha de valoracién Intensa/ Leve / Moderada /

cutaneos Escasa / Ausente
Ulceras Cualitativa Directa Ordinal Ficha de valoracién De Grado 1/ De Grado 2 / De
Grado 3 / Ausente
Congestion Cualitativa  Directa Ordinal Ficha de valoracién Intensa/ Leve / Moderada /
Escasa / Ausente
Costras Cualitativa Directa Nominal  Ficha de valoracion Presente / Ausente
Capacidad Determinacién  Factor de Cualitativa Indirecta Ordinal Espectrofotometria De 2 a 6 =Proteccion baja
fotoprotectora  in vitro del Proteccion Solar De 8 a 12 =Proteccién media
in vitro de la FPS. (FPS) De 15 a 25 =Proteccion alta
crema De 30 a 50 =Proteccion muy alta

Mayor a 50 =Proteccion ultra

Fuente: Elaboracion propia
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Variable dependiente (Continuacién)

Variable

Crema con
extracto de
flavonoides de
las hojas de
masasamba
(Annona

muricata L.)

Indicador

Analisis de las
caracteristicas
organolépticas
y

fisicoquimicas

de la crema

Sub

Indicador

Aspecto

Extensibilidad

Color

Consistencia

Olor

pH

Textura

Fuente: Elaboracion propia

Naturaleza

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Medicion

Indirecta

Indirecta

Indirecta

Indirecta

Indirecta

Indirecta

Indirecta

Escala

Nominal

Razoén

Nominal

Nominal

Nominal

Razoén

Nominal

Instrumento

Ficha de
estimacion
Formula
Matematica
Ficha de
estimacion
Ficha de
estimacion
Ficha de
estimacion
pH metro
Ficha de

estimacion

Expresion Final

Homogéneo / Heterogéneo

mm?

Verde claro / Verde / Verde intenso

Fluida / Densa

Sin olor / Olor caracteristico

Valor de pH

Cremosa / Fluida
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Variable dependiente (Continuacion)

Variable Indicador

Toxicidad Irritacion

dérmicadela cutanea aguda

crema

Fuente: Elaboracion propia

Sub
Indicador

Eritema

Edema

Naturaleza Medicion

Cualitativa

Cualitativa

Directa

Directa

Escala

Ordinal

Ordinal

Instrumento

Ficha de

estimacion

Ficha de

estimacion

Expresion Final

0: No irritante

0.1 - 1.9: Ligeramente irritante

2.0 - 5.0: Moderadamente irritante
5.1 - 8.0: Severa irritacion

0: No irritante

0.1. a 1.9: Ligeramente irritante
2.0 a 5.0: Moderadamente irritante

5.1 a 8.0: Severa irritacion
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Variables intervinientes
De la especie vegetal: Masasamba (Annona muricata L.)

e Altitud del area de recoleccién: Las especies vegetales estudiadas
fueron recolectadas en el valle de San Miguel, distrito de Vilcabamba,
provincia de La Convencion, departamento de Cusco, a una altitud de
2300 m.s.n.m.

o Organos vegetales: Se trabajo con las hojas de las especies vegetales.

o Periodo de crecimiento: Las especies de plantas se recolecto durante la

produccion y donde las hojas han emergido recientemente.
En relacién a la seleccion de animales para el experimento.

e Se considero ratones (Mus musculus) albinos cepa BALB/c con edades
desde los dos meses hasta los tres meses, y peso de 20 hasta los 25

gramos.

3.5. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
3.5.1. Poblacion:

e Poblacion in vivo: 18 ratones de laboratorio de la raza Mus
musculus variedad BALB/c, machos y hembras, de 2 — 3

meses de edad y pesos entre 20 — 25 gramos.

e Poblacion In Vitro: 25 gramos de Crema elaborada a base
del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba

(Annona muricata L.) al 1%, 2% y 3% respectivamente.

3.5.2. Muestra:

¢ Muestra in vivo:
Grupo 1: 3 ratones Mus musculus variedad BALB/c con crema
al 1%
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Grupo 2: 3 ratones Mus musculus variedad BALB/c con crema al
2%

Grupo 3: 3 ratones Mus musculus variedad BALB/c con crema al
3%

Grupo 4 control: 3 ratones Mus musculus variedad BALB/c control
(-)

Grupo 5 control: 3 ratones Mus musculus variedad BALB/c control
(+)

Grupo 6 patrén: 3 ratones Mus musculus variedad BALB/c

¢ Muestra In Vitro: 0.5 gramos de crema elaborada a base
del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba
(Annona muricata L.) al 1%, 2% y 3% respectivamente
mediante el método de espectrofotometria en la region de
radiacion UVB (290 — 320 nm).

3.6. Criterios de inclusién
3.6.1. De massamba (Annona muricata L.).

En cuanto al criterio de inclusion; fueron consideradas las hojas sanas

y libres de contaminacion.

En cuanto al criterio de exclusion, se descartaron todas las hojas que

se encontraban dafadas, inmaduras y contaminadas.
3.6.2. De los animales de experimentaciéon

e Ratones albinos Mus musculus, variedad BALB/c.

e Ratones sanos

e Edad de 2 - 3 meses de edad.

e Con pesos entre 20 - 25 gramos que se trabajara con
radiacion UV-B.
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3.7. CRITERIOS DE EXCLUSION
3.7.1. De los animales de experimentacion.
° Ratones ensayados anteriormente.

° Ratones que hayan enfermado.
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3.8. PROCEDIMIENTOS DE INVESTIGACION

[

RECOLECCION DE LAS HOJAS DE ]

¥

IDENTIFICACION BOTANICA ]

. 4

DETERMINACION DEL

[

ACONDICIONAMIENTO Y SECADO _[ PORCENTAJE DE HUMEDAD

s 4

OBTENCION DEL EXTRACTO DE | n [ PRIMARIA

ENSAYO DE IRRITACION DERMICA

FLAVONOIDES

‘ [ MARCHA FITOQUIMICA

CARACTERIZACION
FITOQUIMICA DEL EXTRACTO

‘ ’ [ HPLC

INCORPORACION DEL EXTRACTO

ALACREMAAL1,2Y3 %

\ 4

|
|
[
|

ORGANOLEPTICA DE LA CREMA

DETERMINACION

s 4

DETERMINACION
FISICOQUIMICA DE LA CREMA

4

DETERMINACION
MICROBIOLOGICA DE LA

\ 4
[ PRUEBAS IN VIVO ] [ PRUEBAS IN VITRO
[ ENSAYO DE IRRITACION DERMICA ] DETERMINACION DEL
FACTOR DE
PROTECCION

[

VALORACION DE CAMBIOS
INFLAMATORIOS CUTANEOS

v

|

MORFOLOGICOS CUTANEOS

VALORACION DE CAMBIOS
]—> [ RESULTADOS ]

Fuente: Elaboracion propia
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3.8.1. Recoleccion de las hojas de masasamba (Annona muricata
L.)

Las hojas de masasamba (Annona muricata L.) fueron recolectadas
entre enero y febrero en el Valle de San Miguel, distrito de Vilcabamba,

provincia La Convencion, region Cusco.

Las hojas se recolectaron a las cinco de la manana, antes que llegue
el sol y se cortaron las hojas enteras y sanas las cuales fueron
almacenadas en bolsas de papel y un ejemplar reposa en el herbario
Vargas de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco
(UNSAAC).

3.8.2. Acondicionamiento y secado del material vegetal

El material vegetal se desinfecté con etanol al 70% durante 10
segundos, se colocé bajo un contador de flujo laminar y se fragmenté
asépticamente con pinzas y tijeras circulantes en el laboratorio de
farmacologia de la escuela profesional de Farmacia y Bioquimica de la
(UNSAACQC).

El material vegetal se sometié a secado a 40 °C. y cada parte de la

planta se moli6é hasta la obtencién de un polvo fino.

Procedimiento de recolecciéon, acondicionamiento, secado y

molido del material vegetal:

Fuente: Elaboracién propia
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3.8.3. Porcentaje de humedad de las hojas de Annona muricata L.

La pérdida de agua se determin6 mediante el uso del horno, para
determinar el porcentaje de humedad se utilizé el método gravimétrico.
En cuanto a la humedad se realizé por triplicado, en placas Petri con
aproximadamente 10 gramos de muestra seleccionada, las cuales
fueron introducidas en un horno a una temperatura de 50 ° C hasta
obtener un peso constante respectivamente, posteriormente se
determiné el porcentaje de humedad usando la siguiente ecuacioén. (17)

P, — P

%H = x100

o

Donde:
%H: Porcentaje de humedad
Po: Peso de muestra inicial (g)

Pf. Peso de muestra final (g)

81



3.8.4. Obtencion de extracto de flavonoides de masasamba

— Colocar en un frasco de 250mi

— Afiadir 100ml de bencina

— Dejar por 24 horas v filtrar

Afiadir 100 ml de metanol v dejar macerar por 24 horas y
filliar

— Relizar el mismo procedimiento por tres veces

— Juntar todo el filtrado haciendo un volumen de 350ml

Concentrar el filtrado en un rotavapor a 45° hasta 1/3 de su
volumen

Fuente: Elaboracién propia

3.8.5. Caracterizacion fitoquimica de los extractos

Los extractos se analizaron cualitativamente mediante marcha
fitoquimica y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus

siglas en inglés). (56)
Marcha fitoquimica del extracto de flavonoides

Se realizaron estas pruebas para detectar la presencia de flavonoides
y asi observar en cual de los extractos existe mas presencia de

flavonoides. (56)
o Prueba de Shinoda para la deteccion de flavonoides

Para realizar esta prueba se adicioné un trozo de magnesio

metalico y 5 gotas de HCI al 10% a 0.5mL del extracto etandlico.
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Prueba de Vapores de NHs: al exponer a los flavonoides a
vapores de NHs se produce una coloracién amarilla al espectro

visible y se intensifica su fluorescencia al espectro UV. (56)

o Prueba de cloruro férrico al 1% para la detecciéon de

compuestos fendlicos

Se utiliza para identificar compuestos que tienen una funcién
fendlica en su estructura, como los taninos, los colores varian de
azul a negro (pirogalico) a verde (catéquicos). Compuestos como
los flavonoides pueden generar coloraciones verdes; la
identificacion de taninos se realizé con el EMET vy el INF disueltos

en agua destilada agregando una o dos gotas de FeCls. (56)
o Para la detecciéon de quinonas

Prueba de KOH al 10%: para realizar esta prueba se agregaron 3
gotas de extracto a 2 gotas de KOH al 10%. (56)

° Para la deteccion de taninos

Prueba de Cloruro férrico: para realizar esta prueba, se
agregaron 2 gotas de solucion de cloruro férrico en etanol a 1.5
mL de extracto. (56)

. Para deteccion de alcaloides

Prueba de Dragendorff: reactivo constituido por yoduro doble de
bismuto y potasio, para realizar esta prueba se agregaron 4 gotas
de reactivo Drangendorff a 1 mL de extracto y se hace reaccionar
con un compuesto que contiene un par de electrones poco comun,
como el nitrdgeno, como en el caso de una sal doble, que se

observan por la aparicién de una coloracién anaranjada. (56)

Prueba de Mayer: para efectuar esta prueba se agregaron 4
gotas de reactivo de Mayer a 1 mL de extracto.
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o Para la detecciéon de azucares reductores y glicésidos

Prueba de Fehling: En sus reacciones, se basa principalmente en
la oxidacion del cobre en monosacaridos, polisacaridos, aldehidos
y algunas cetonas, la capacidad reductora de los azucares y la
capacidad reductora del grupo carbonilo de los aldehidos que se
oxidan a acidos. La sal de cobre se reduce a 6xido de cobre en

un medio alcalino para formar un precipitado rojo. (56)
o Para la deteccion de esteroides

Prueba de Liebermann-Burchard: Se utilizan cantidades iguales
de anhidrido acético y acido sulfurico para detectar la presencia
de compuestos organicos como los triterpenos. Para realizar esta
prueba, se agregaron 4 gotas de reactivo de Liebermann
Burchard a 0,5 ml del extracto, dando como resultado purpura y

esteroides, que variaron en color de rosa a verde a marron. (56)
o Para la detecciéon de saponina

Prueba de Espuma: esta prueba permite detectar la presencia de
saponinas a través de la formacion de espuma persistente y
homogénea, para ejecutar esta prueba se mezcld 1 mL de
extracto con 5 ml de agua y se agité vigorosamente por un lapso
de 5 minutos. (56)

o Para el descubrimiento de lactonas sesquiterpenicos

Prueba de Baljet: para realizar esta prueba se agregaron 0.5 mL

de reactivo de Baljet a 0.5 mL de extracto. (56)

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida fueron realizados en un aparato de

cromatografia liquida Agilent serie 1200. La columna usada fue una

Zorbax Eclipse XDB-C18 tamaro de particula 5um de 4.6 x 250mm vy
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pre columna usada fue una Zorbax Eclipse XDB-C18 tamafo de
particula 5um de 4.6d x 12.5mm, usando 21.6mM de fosfato de sodio
(Na3P0O4) como solvente A y acetonitrilo (CH3CN) como solvente B; el
gradiente de elucion comenzd con solvente B de 0% hasta 100%,
siendo isocratico durante 30 min.; los flavonoides se examinaron con
un detector de UV para obtener los espectros de UV de varios

compuestos fendlicos; el cromatdégrama fue registrado en 370nm. (56)

Figura 11: HPLC Agilent serie 1200.

Fuente: Garcia Alva R.;2020. (56)
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3.8.6. Ensayo de irritacion cutanea con extracto de flavonoides
(57)

Figura 12: Prueba de irritaciéon cutanea aguda

Seleccion de 9 ratones

l

Depilacion en 1a espalda, con un area de contacto de al menos 8

cmz2

GRUPD 1 GRUPO 2 GRUPO 3

Aplicacian Aplicacian Aplicacian CDHS&
de 1grde de 2 grde de 3 grde ; s
extracto de extracto de extracto de T HNEZETI
flavonoides flavoncides flavonoides columna
disueltos en disueltos en disueltos en SLIENITEE

tween 30 tween 80 tween 30 raten

S~

Aplicacion del extracto de
flavonoides en el area inferior de
la espalda del ratén

l

Encubrir con gasa guirdrgica de Quitar
2 x 2cm?2 y pegar el aposito con —»
cinta adhesiva no irritante

l

Valorar la formacion de eritema, edema a los 30
minutos.

l

Valorara T: 1, 2448 y 72 horas, vy los dias 7
v 14

l

Determinar el grado de irritacion v clasificar
sustancia.

aposito alas 4
horas

Fuente: Elaboracién propia

Los animales utilizados para este tipo de ensayos fueron ratones
albinos, divididos en 3 grupos, cada grupo de 3 ratones. Extracto de
flavonoides de las hojas de masasamba (Annona muricata L.)la 1, 2,y
3%. Se utilizaron los tres ratones albinos de cada grupo para la prueba

de la sustancia problema. (57)

86



Cada lugar de aplicacion se tratd con 500 uL de la sustancia disuelta
en Tween 80. En cada animal de prueba hubo una porcién de piel
intacta que se utilizé6 como control y otra region contigua como sitio de
aplicacion del extracto. La sustancia probada se mantuvo en contacto

con la piel con un aposito durante 4 horas. (57)

Se realizaron las observaciones a los 30 minutos, 1, 24, 48 y 72 horas,

7 y 14 dias después de remover el aposito.
Material biolégico
o Animales para experimentacion:
o Especies y razas: Ratones (Mus musculus) albinos BALB/c

o Cantidad y sexo: 18 ratones Mus musculus entre machos y

hembras.

o Identificacion de los animales: Se colorea la parte de la cola

con diferente color.
o Peso corporal: 20-25 gr.
Cria y mantenimiento
o Tipo de jaula: Jaula de malla metalica especial para ratones.

o Agua y alimento: El agua y el alimento se administraron “ad
libitum”.

o El tiempo de aclimatacion antes del procedimiento de prueba
fue de 15 dias.

a. Meétodo de la evaluacion de irritacion cutanea:

Las escalas utilizadas para la evaluacion de la irritacion cutanea
aguda se muestran en la tabla 13. Para cada animal, sume los
valores de eritema y edema durante los 14 dias del periodo de

observacion y divida este total entre 7 (el numero de
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observaciones realizadas) para obtener los valores individuales

del indice de irritacion primaria (IVP). (58)

Este indicador se determina calculando el promedio de los valores
de irritacion de todos los animales y se utiliza para obtener el valor

del IIP de la sustancia que se esta probando. (58)

Sobre la base de las observaciones que se realizaran durante los
14 dias, se le asignara a la sustancia a ensayar, un valor de

acuerdo a la escala que se muestra en el cuadro N°3.

Ecuacioén para determinar los VIP e IIP para (n) animales de

experimentacion:

VIP1= 3% (valores de eritema + valores de edema) /n
VIP2= 3 (valores de eritema + valores de edema) /n

VIP3= 3% (valores de eritema + valores de edema) /n

VIPr = ¥ (valores de eritema + valores de edema) /n

Dande:
VIP = valor individual del indice de irritacion primaria.
n= Numero de observaciones realizadas.

IIP =% (VIP1+VIP2+VIP3+VIP(n)) /(n)

Daénde:
IIP = indice de irritacién primaria.

(n) = Nuimero de animales de experimentacion

Tabla 12: Irritaciéon dérmica aguda en ratones

Escala de valorizacion de la irritacion dérmica primaria
Formacion de eritema Valor
Ausencia de eritema 0
Eritema muy leve (casi imperceptible) 1
Eritema bien definido 2

3

Eritema de moderado a severo
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Eritema muy severo (rojo remolacha) / (lesiones 4

profundas)

Maximo posible 4
Formacién de edema Valor
Sin edema 0
Edema muy leve (casi imperceptible) 1
Edema ligero (bordes del area y levantamiento bien 2
definidos)

Edema moderado (levantamiento aproximado 1mm)
Edema severo (extendiéndose mas alla del area de
exposicion)

Maximo posible 4

Fuente: Técnica de Draize 1944 (58)

Tabla 13: Clasificacion de la sustancia a ensayar

Tasa descriptiva indice de irritacion Criterio de
primaria (lIP) aceptacion
No irritante 0,0 Se aprueba (no
Ligeramente irritante 0,1-1,9 irritante)
Moderadamente 2,0-5,0 Se rechaza (irritante)
irritante
Severa irritacion 51-8,0

Fuente: Técnica de Draize (58)

El indice de irritacidon primaria se calculé usando observaciones
a 72h.

Tabla 14: Categorias toxicas en la irritacion dérmica

Categoria toxica Criterio
| Corrosivo

] Severa irritacion a los 14 dias
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]l Moderada irritacion a los 14 dias
v No irritante, mediana o ligera irritacion a

los 14 dias

Fuente: Manual de toxicidad. (58)

b. Administracién de la sustancia a ensayar

Se utilizé6 nueve ratones, cada uno se prepard un dia antes del
tratamiento depilandolos toda la superficie del lomo, el area de

contacto fue de al menos 8cm2, sin daiar la piel.

Se utilizé animales sin lesiones e irritaciones cutaneas; el area
depilada se dividi6 en dos partes iguales, una inferior donde se
aplicé la sustancia a ensayar y una superior adyacente que fue

utilizada como control.

Los animales se dividieron en 3 grupos, cada grupo de 3 ratones
cada uno, cada grupo se traté con concentraciones al 1 %, 2 % y
3% del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba
(Annona muricata L.) respectivamente, el extracto a las
concentraciones mencionadas fue aplicadas en el area inferior de
4 cm2 delimitada del lomo del animal, a la parte superior del lomo
de cada animal no se aplico ninguna sustancia y se usé como

control dicha zona.

Después de aplicar el extracto de flavonoides al 1 %, 2 % y 3% a
cada zona de ensayo, se procedid a cubrir con una gasa
quirurgica de 2 x 2 cm cada lugar de aplicacién, asi como también

el area control. Cada apdsito se fijé con cinta adhesiva no irritante.

En las primeras 4 horas de aplicacién del extracto se mantuvo a
los animales en cepo para evitar la remocién del apésito y el

contacto oral con la sustancia.
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c. Remocion de la sustancia a ensayar:

Los lugares de tratamiento se limpiaron cuidadosamente con
suero fisioldgico, se utilizé algodén estéril para remover todo el
material posible. Después de 4 horas de la aplicacion del extracto
de flavonoides al 1 %, 2% y 3%, posteriormente se procedid a

retirar el aposito.

Se observaron los sitios de prueba para evaluar la formacién de
eritema, edema o cualquier otro tipo de irritacion, estas
observaciones se realizaron a los 30 minutos, 1, 24,48 y 72 horas

y a los dias 7 y 14 después de la aplicacion del extracto.

3.8.7. Crema de extracto de flavonoides en las concentraciones de
1,2y 3%

Para incorporar el extracto de flavonoide seco, a la forma farmacéutica

elaborada (crema), se describieron en la literatura y se realizaron varios

controles adecuados para este tipo de forma de dosificacién para asi

determinar, cual de ellas incorporaba adecuadamente con el extracto

de flavonoide. Los controles realizados en la preparaciéon fueron los

siguientes:

Tabla 15: Formulacion de la crema fotoprotectora

Reactivos Cantidad
Cera lanette 33,75 gr
Twen 80 6.75 gr
Glicerina 6.75 gr
Metil parabeno 1.16 gr
Propil parabeno 1.16 gr
Agua destilada 375 ml
E.AM 6 gr

Fuente: Elaboracion propia

Donde:
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E.A.M: Extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona

muricata L.)

3.8.8. Determinacioén organoléptica de la crema

Una de las principales caracteristicas fue, que a primera vista se not6
una mezcla uniforme, color caracteristico (de acuerdo a la
concentracion de extracto), olor agradable, una buena textura y suave

al tacto.

Los tiempos a observar fueron desde las 2 horas, las 72 horas hasta
llegar a los 7 dias. A medida que se fueron analizando la uniformidad,

textura, consistencia, color y olor sobre las muestras.
3.8.9. Determinacion fisicoquimica de la crema medida de pH

Se diluyo 1g de crema en 10mL de agua destilada y la determinacion

del pH se realizé mediante el uso del electrodo de vidrio a 20°c.

Extensibilidad o esparcimiento. (31)

o Colocar la placa inferior de vidrio sobre una hoja de papel

milimetrado.

o Dibujar lineas diagonales.

o Coloque 1+ 0,1 g de emulsién en la interseccion

o Pese la placa de vidrio superior de 10 cm2

o Coloque la placa de vidrio de 10 cm2 sobre la formulacién

o Después de 1 minuto, mida el diametro (mm) de la

circunferencia o elipse formada (didmetro inicial)

o Comprimir con cada peso de 100gr,200 gr,300gr y 500gr

cada uno durante 1 minuto
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o Medir el diametro (mm) de la capacidad de expansién del

producto (diametro final).

El area de extensibilidad (AE) se calculé mediante la siguiente

expresion:
AE =1 (RP)2
Doénde:

Rp: Radio promedio de las 2 medidas (mm2).

3.8.10. Determinaciéon microbiolégica de la crema

a. Microorganismo aerébico

Se transfiridé asépticamente 10 mL de la mezcla, en un recipiente
que contenia peptona, tween, peptona o TAT (Triptona -
Azolectina- Tween) y se ajustd el volumen a 100 mL, se Mezclo
bien en un vortex mixer y posteriormente fue colocado en un bafo
a 40 — 45°C durante mas de 10 minutos. (31)

b. Conteo de bacterias

Se transfirid 1 mL de la mezcla de 100 mL a dos placas de Petri
separadas, luego se agregd aproximadamente 20 mL de TSA
(agar de soja tripticasa) a cada placa. Se removio la placa con un
movimiento rotatorio para obtener una buena mezcla de la
muestra con el agar. Posteriormente se dejé solidificar, se
invirtieron las placas y se dejaron incubarlas de 30 — 35 °C durante
7 dias. (31)

c. Conteo de hongos y levaduras

Se realiz6 como en el punto anterior, pero en lugar de usar TSA
se agrego SAB. (Sabourad dextrosa agar) y se incubd a 20 — 25°C

por 5 — 7 dias. Al final del periodo de incubacién se conté las
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colonias formadas y se reporto el promedio de bacterias y hongos

encontrados por gramo de muestra. (31)
3.8.11. Evaluacion in vitro del factor de proteccion solar (FPS)
a. Preparacion de la solucién

Se preparé tres formulaciones con concentraciones diferentes del
extracto de flavonoides de las hojas de masasamba (Annona
muricata L.), para el vehiculo seleccionado: 1.0, 2.0 y 3.0 gr de

extracto en la base cremosa.

Se peso6 un promedio de 0.5 gr de cada crema, se transfirieron
cuantitativamente a un balén volumétrico de 100 ml por separado,
conteniendo cada uno aproximadamente 30 ml de metanol para
disolver la sustancia de 1.0 ml de cada balén y se transfirieron a
otro balon volumeétrico de 25 mL cada uno, completandose al

volumen con metanol.
b. El analisis del FPS

Se sometieron las soluciones preparadas a base de las
formulaciones elaboradas con el extracto de flavonoides de las
hojas de masasamba (Annona muricata L.) y fueron analizadas
mediante espectrofotometro en la regién de la radiacion UVB (290
— 320 nm), principal responsable por los foto-dafios cutaneos.
Este analisis espectrofotométrico fue parte del método de
verificaciéon de FPS in vitro descrito por Sayre (1979) y utilizada
por Mansur. (1986). (59)

Las diluciones se analizaron mediante el espectrofotometro, los
resultados obtenidos se aplicaron en la ecuacion para calcular el
SPF.

94



Tabla 16: Funcién del producto normalizado que se utilizaran en el calculo
de FPS

Longitud de onda (A) EE (A) x I(A)

290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180

1.0000

Fuente: Elaboracién propia

Las diluciones se comprobaron con un espectrofotdmetro y los
resultados obtenidos se usaron en la ecuacion de calculo FPS:
(59)

FPS = FC.Z EE(1)2.1(1). Abs(2)

Donde:

FC: Factor de correccion (igual a 10) determinado en dos cremas
fotoprotectoras de FPS conocido, igual a una crema que contiene

8% de homosalato de FPS igual a 4.

EE (M): Efecto eritomogenico de la radiacion de longitud de onda
A.

I (A): Intensidad del sol en la longitud de onda.

Abs (A): Absorbancia de la solucion en la longitud de onda
(Borghetti y Knorst, 2006).

Se ha demostrado que el método desarrollado por Mansur y sus
colegas demostrd ser eficiente y rapido ademas de tener una
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buena correlacion con los resultados in vivo, utilizados también en
otros estudios (Barth, 2000 Santos et al 1999 Garcia et al 1990).
Medir las absorbancias de una disolucion en la formulaciéon con
multiples longitudes de onda (290, 295, 300, 305, 310, 315,

320nm) y las aplicaciones en la formula. (59)

El método desarrollado por Diffey (Diffey, 1997) utilizando un SPF
calcula la reflectancia del espectrofotdmetro. Se tiene un
aproximado de 30ml de etanol, que permite la disolucion de
contenido; luego para sonificar durante 5 minutos filtrarlo con un
filtro adecuado de calibre 0.22um, desechar los primeros 10 mL,
y pipetear una alicuota de 1.0mL transferir a una fiola de 50mL,
aforar con el reactivo etanol absoluto, mezclar, volver a pipetear
una alicuota de 1.0mL y trasferir a una fiola de 25mL enrasando
con el mismo solvente y sacar la muestra a la cubeta de cuarzo,
para realizar con las corridas respectivas con el espectrofotometro

previamente calibrado para longitudes de onda. (59)

Proceso de técnica in vitro del factor de proteccién solar (FPS):

Pesar 1 gr de
muestra

‘kl

1 gr de muestra Sonicamos Aforamos con
solubilizar con por 5 min metanol absoluto
metanol absoluto

I

]
]
¢—

Filtramos y descartamos
los 1ros 10 mL del filtrado

!
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Obtencion de
absorbancias para
calcular FPS.

Poner volumen Extraer volumen Extraer volumen
en cubeta alicuota 1ml y aforar alicuota 1ml y aforar
con etanol absoluto con etanol absoluto

Fuente: Elaboracién propia.

3.8.12. Determinacion en vivo de la capacidad fotoprotectora

a. Evaluacion de cambios inflamatorios cutaneos

En el estudio in vivo, se utilizaron ratones BALB/c (Mus
musculus), que son comunmente empleados en fotobiologia
debido a su sensibilidad a la luz ultravioleta, tanto aguda como
créonica, similar a la piel humana. Los mecanismos
desencadenantes en estos ratones son comparables a los de los

humanos. (24)

Las ventajas se resumen en: En cuanto al grosor de la piel, esta
permita que existe mejor transmisién de UV, ciclo de vida corto, y
pigmentacién. Otro aspecto es el de fotoenvejecimiento o la
otocarcinogenesis demora aun mas en la piel humana, en cuanto

a los experimentos es mas seguro que ocurra antes. (24)

Del mismo modo se utilizaron ratones hembras BALB/c, con peso

de 30 gr en promedio, y edades de 2 a 3 meses, para poder
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adecuarlos estuvieron en temperaturas de 20° a 25° en ciclos de

luz y oscuridad, por 15 dias

Seguidamente, el animal fue depilado 48 horas antes del
tratamiento, dejando un area de 8 cm? en el lomo del animal; en
cuanto al producto para el experimento, fue la crema con
extractos (de flavonoides) en porcentajes distintos; en los
animales fueron aplicados con la ayuda de los guantes en base
de latex, para ser absorbidos durante 30 minutos se tuvo que
asegurar una distribucién uniforme; la luz UVA/UVB utilizada fue
generada por la lampara Repti Glo 5.0 Compact; el espectro tuvo
medidas de 270 a 400nm., la salida de UVA/UVB se midio
utilizando sensores Nul 230 y Nul 232 (Neulog).

La lampara se colocoé a unos 15 cm del ratén; se irradié a los
animales de ensayo durante 1 hora con 30 minutos a una dosis
de 2.8 J/cm?.

b. Cambios en la inflamacion del pie

Eritema: Se realiz6 una evaluacion del grado de enrojecimiento
de las areas expuestas de los distintos animales presentados en
el sistema Draize que pudo evaluar visualmente y puede tomar

valores dentro del rango 0 a 4. (58)
Tabla 17: Formacién de eritema.

Formacién de eritema Valor
No hay eritema 0
Definido (rojo apreciable) 1
Moderado (rojo) 2
Intenso (rojo intenso) 3
4

Severo (muy enrojecido-granate)

Fuente: Técnica de Draize 1944 (58)
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Edema: Mediante el uso de sistema de anotacion Draize, que
trata de estimar valores de edemas en los animales irradiados;
donde se refiere a edemas a toda secrecién en base a liquidos y
proteinas; estos por lo general se mueven desde la sangre hacia
el tejido intersticial; es por ello que puede presentarse un excesivo
liquido que se le conoce también como hinchazén en la misma
zona. (58)

Tabla 18: Formacion de edema.

Formacién de edema Valor
No hay edema 0
Visible (desnivel definido)
Moderado (irregularidad de hasta 1 mm)

Severo (irregularidad mayor de 1 mm)

A WO N -

Severo (muy enrojecido-granate)

Fuente: Técnica de Draize, 1944 (58)

Se evaluaron dos parametros desde la aparicién del primer

eritema y edema, luego a los 30 minutos, 6, 24, 48 y 72 horas.

3.8.13. Determinacion de la capacidad fotoreparadora
a. Evaluacién de los cambios morfolégicos de la piel

Se tuvo que tener caracteristicas especiales para proceder
algunas acciones en los ratones, donde las hembras fueron
usadas para estudiar los aspectos morfolégicos para ello se
usaron hembras sanas de peso de 30gr, entre edades de 2 a 3

meses pertenecientes a la cepa de BALB/c. (57)

Para poder asegurar resultados se mantuvo a los animales en
temperaturas adecuadas de 22° hasta los 25°, para poder al final
realizar una adaptacion de los mismos a la luz y a la oscuridad en

tiempos de 12 horas por dia; el periodo de aclimatacion duro
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alrededor de 15 dias, para proceder a su depilacion antes de las
48 horas antes de iniciar con el tratamiento, dejando un area

aproximada de 8 cm? en el lomo del animal.

Un cierto grupo fue sometido a la irradiacion de la luz ultravioleta,
la cual fue realizada mediante (lampara Repti Glo 5.0), la distancia
de la lampara con el animal fue de 16 centimetros, ademas de
que las dosis fueron de 2,8 J/cm? en periodos de 1 hora y 30 min.
El periodo de tratamiento duré cinco dias, mediante el uso de las

respectivas cremas del 1%, 2%, y del 3%; sobre el area depilada.

Al final del proceso, los animales fueron sacrificados mediante la
dislocacion cervical, el area de la piel fue consiguientemente
colocada en formol en niveles de 10%; después fue conducido al
laboratorio para iniciar con los analisis histopatoldgicos

apropiados. (57)
b. Estudio histopatolégico

Para el examen histopatologico se observo al microscopio optico
la preparacion tefiida con hematoxilina-eosina; se evaluaron los
siguientes parametros; congestion, espongiosis, hiperqueratosis,
anexos, costra y Uulceras; la evaluacion fue realizada por
especialistas en el servicio de histopatologia del Hospital Regional

del Cusco.
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Figura 13: Evaluacion de cambios inflamatorios y cambios morfolégicos

cutaneos.

EVALUACION DE
CAMBIOS
INFLAMATORIOS

EVALUACION DE
CAMBIOS
MORFOLOGICOS

Fuente: Elaboracién propia

101



3.9. METODOS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

e Ficha de registro para la recopilacion de datos de la prueba de
solubilidad (Anexo 1).

e Ficha de registro para la recopilacion de datos de la formacion de
eritema y edema en el ensayo de irritacién dérmica primaria. (Anexo
2).

e Ficha de registro para la recopilacion de datos de la valoracion de

cambios inflamatorios cutaneos. (Anexo 3).

e Ficha de registro para la recoleccion de datos del analisis fisico de

las cremas con extractos. (Anexo 4).

3.10. METODOS Y ANALISIS DE PROCESAMIENTO DE DATOS
E procesamiento de los datos estadisticos se realizé en Microsoft Excel,

utilizando tablas de contingencia (cuadros cruzados) para el analisis de las

variables.
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CAPITULO IV — ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. SOBRE LA OBTENCION DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE LAS
HOJAS DE MASASAMBA (annona muricata L.) Y LA DESCRIPCION DEL
PORCENTAJE DE HUMEDAD

Tabla 19: Resultados del porcentaje de humedad de las hojas de

masasamba
Hojas Peso inicial Peso final Porcentaje de
secas (9) (9) humedad (%)
M1 10.00 9.0437 9.563
M2 10.00 9.0437 9.535
M3 10.00 9.0437 9.548
Promedio 9.548

Fuente: Elaboracion propia

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 19, se evaluo el porcentaje
de humedad en tres muestras (M1, M2 y M3) de hojas secas de masasamba,
partiendo de un peso inicial homogéneo de 10.00 g para cada muestra. Tras el
proceso de deshidratacion o secado, las tres muestras registraron un peso final
constante de 9.0437 g. A partir de la pérdida de masa (agua evaporada), se
determinaron los porcentajes de humedad individuales, los cuales oscilaron en
un rango muy estrecho: Desde un minimo de 9.535% (M2) hasta un maximo de
9.563% (M1). Por lo tanto, se obtuvo un porcentaje de humedad promedio del
9.548%. Estos resultados demuestran que las condiciones de tiempo y
temperatura empleadas en el secado de las hojas fueron las adecuadas,
logrando retirar el agua libre de manera uniforme y eficiente sin llegar a una
sobre-deshidratacion que pudiera calcinar o volatilizar compuestos organicos

termolabiles.
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En la ciencia de alimentos y productos naturales, se establece de manera
general que un contenido de humedad inferior al 10% - 12% en material vegetal
seco es 6ptimo. Al encontrarse el resultado por debajo de este umbral (9.548%),
se garantiza que la actividad de agua es lo suficientemente baja como para
inhibir el crecimiento de microorganismos (mohos, levaduras y bacterias) y
ralentizar las reacciones enzimaticas de degradacion. Esto asegura una

prolongada vida util del insumo sin riesgo de descomposicion. (59)

Un proceso de secado eficiente que logre estabilizar la humedad en torno al 9.5%
previene la hidrolisis y la oxidacion de los metabolitos secundarios (principios
activos) de las hojas de masasamba, preservando sus propiedades medicinales
0 agroindustriales intactas para su posterior procesamiento (como la obtencién

de extractos. (55)

Asi también el resultado en comparacion a otros estudios se mostré que se
encuentra dentro del rango de los resultados de 9.38%-9.59%, estudios segun

Diaz Marin y Carballo Castillo.
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4.2. SOBRE EL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO Y LAS PRUEBAS
DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE LAS HOJAS DE

MASASAMBA (annona muricata L.).

4.2.1. Respecto al analisis fitoquimico cualitativo

Tabla 20: Resultado del proceso fitoquimica de las hojas de masasamba

Componentes Reactivos

Flavonoides Shinoda

Vapores de NH3

Fenolicos FECI3 1%
Quinonas KOH 10%
Taninos FECI3
Alcaloides Dragendorf
Mayer
Azucares Fheling
reductores
Glicosidos Fheling
Esteroides Liebermann -
Burchard
Saponinas Espuma
Lactonas Baljet

sesquiterpenicos

Fuente: Datos experimentales.

LEYENDA

+++: Presente en abundancia
++: Presente en mediana cantidad
+: Presente en poca cantidad

-: Resultado negativo

Extracto

metanolico

+++

+++

+++

+++

+++

+

+

+++

++
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los efectos medicinales de las plantas resultan de la combinacion de varios
metabolitos secundarios presentes en ellas, que por actividades sinérgicas o
acciones aditivas pueden actuar en diferentes objetivos asociados a procesos
fisiologicos. De acuerdo a la Tabla 20, se determiné en abundancia lo que son
los flavonoides, compuestos fendlicos, quinonas, taninos, azucares reductores y
en mediana cantidad se encontro los glicésidos y en poca cantidad se encontrd
alcaloides, lactonas sesquiterpenicos y en resultado negativo se encontré

esteroides y saponinas

En funcién a estos resultados el extracto de flavonoides de las hojas de
masasamba (Annona muricata L.) presentan metabolitos secundarios bioactivos
que le confiere efectos antioxidantes, estos compuestos neutralizan los radicales

libres y protegen al cuerpo del dafo celular. (19)

4.2.2. Respecto a las pruebas de solubilidad

Tabla 21: Resultados de pruebas de solubilidad del extracto de

flavonoides de la especie vegetal.

Solventes Extracto de flavonoides
Agua +++
Metanol o alcohol metilico +++
Alcohol etilico 40% +++
Alcohol etilico 70% +++
Etanol absoluto +
Acetona +
Acetato de etilo o etanoato de etilo +
Eter +

Cloroformo o tricloruro de metilo -

n-Hexano -

Fuente: Elaboracién propia a partir de datos experimentales
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LEYENDA

+++: Presente en abundancia
++: Presente en mediana cantidad
+: Presente en poca cantidad

-: Resultado negativo

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La seleccion del solvente a utilizar para la extraccion de flavonoides a partir de
las bracteas de masasamba (Annona muricata L.) esta basada en criterios de
solubilidad y selectividad y al realizar el estudio de solubilidad de los extractos,

se utilizaron diferentes solventes como se muestra en la Tabla 21.

Los resultados obtenidos determinan el rendimiento de extraccion de flavonoides
en cada solvente por tanto se afirma que es totalmente soluble en H20, alcohol
metilico, alcohol etilico al 40% y alcohol etilico al 70%, poco soluble en etanol

absoluto, propanona, acetato de etilo y éter e insoluble en cloroformo y hexano

El solvente es capaz de cumplir con las condiciones de solubilidad y selectividad
y por tanto se cuenta con todos los que consideramos totalmente soluble, por el
cual se decidio utilizar como solvente el agua ya que esta es de menor costo y

por ser un buen solvente extractor de alcaloides a comparacion del resto.
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4.3. SOBRE LA PREPARACION DE UNA CREMA BASE E INCORPORACION
DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES
DE LAS HOJAS DE MASASAMBA (annona muricata L.)

Tabla 22: Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de las formas

farmacéuticas.

Analisis organoléptico

Concentraciones

Analisis Crema al 1% Crema al 2% Crema al 3%
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Textura Cremosa Cremosa Cremosa

Consistencia Ligera (poco densay Ligera (poco densa  Ligera (poco densay
de facil absorcion) y de facil absorcién) de facil absorcion)
Color Verde musgo suave  Amarillo-verdoso verde oliva oscuro
(PANTONE 17-0535 (PANTONE 18-0625 (PANTONE18-0521
TPG — Green Olive)  TCX — Martini Olive) TCX — Burnt olive)
Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Analisis fisicoquimico
pH 6.18 6.21 6.23
Extensibilidad 22.15 23.44 24.23

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos experimentales

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Segun la tabla 22 el Aspecto, Textura y Consistencia en las tres formulaciones
(1%, 2% y 3%) mostraron un aspecto homogéneo, textura cremosa y
consistencia ligera. Esto indica que el incremento en la concentracion del
principio activo o extracto no alterd la estructura fisica base de la emulsion,
manteniendo las propiedades mecanicas deseadas para una aplicacion tépica
confortable. Color, se observa una variacién gradual y directamente proporcional
a la concentracion: Verde claro (1%), verde (2%) y verde oscuro (3%). Este

comportamiento es esperado y confirma la presencia progresiva del componente
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activo. Olor en todos los casos el olor fue caracteristico, lo que demuestra la
estabilidad aromatica de la crema elaborada sin indicios de degradacién o

rancidez durante la mezcla.

A pesar del leve aumento del pH, los valores de las tres formulaciones se
mantienen en un rango ligeramente acido/neutro (6.18 - 6.23). Este rango es
altamente compatible con el pH fisiolégico de la piel humana (que oscila entre
4.5 y 6.5 segun la zona corporal). Esto garantiza que ninguna de las tres
variantes resultaria irritante o agresiva para la barrera cutanea, asegurando su

seguridad dermatoldgica preliminar. (60)

Con estos resultados observados se puede concluir que al momento de
incorporar los extractos a la crema base hubo una homogenizacion adecuada
entre la crema base y el extracto para seguir con los ensayos posteriores y el

cual sefala que las cremas estan en condiciones favorables para el uso.

44. SOBRE LA REALIZACION DEL CONTROL DE CALIDAD
ORGANOLEPTICO, FISICOQUIMICO Y MICROBIOLOGICO DE LA CREMA
ELABORADA A BASE DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE LAS HOJAS
DE MASASAMBA (Annona muricataL.)

Tabla 23: Resultados de tiempos de retencion de flavonoides del extracto.

Flavonoides Tiempo de retenciéon
(min)
17.28
17.58
18.12
19.03
19.18
20.22
20.78
21.61

o N o o0 AW DN -

Fuente: Elaboracion propia.
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Mediante HPLC se obtuvieron los valores de retencion como se muestra en el
Tabla 23 y picos maximos de absorcion para las fracciones de la muestra y los
estandares de flavonoides, al analizar los resultados se identifico la presencia de
flavonoides en el extracto de Annona muricata L.(masasamba). Los resultados
cualitativos obtenidos por HPLC para la detencién de flavonoides se basaron

utilizando la libreria de espectros ultravioleta de quercetina 3 glucosido.
Tabla 24: Resultados de la lectura microbiolégica

Crema Salmonella Microorganismos Hongosy Observaciones

spp aerobios (UFC/g) levaduras/g
1%  Ausencia <102 UFC <102UFC  Cumple LPM
2%  Ausencia <102 UFC <102UFC  Cumple LPM
3%  Ausencia <102 UFC <102UFC  Cumple LPM

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos experimentales
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Segun la Tabla 24, se determind la ausencia de Salmonella spp. en todas las
muestras, tanto el recuento de microorganismos aerobios como el de hongos y
levaduras se mantuvieron por debajo del limite permitido (<10*2 UFC/qg); también

en los tres casos se registro la observacion limite Permisible Maximo (LPM).

La ausencia de Salmonella spp. es el indicador mas critico de seguridad
alimentaria y cosmeética, ya que este patdgeno esta estrictamente restringido
debido a su potencial para causar infecciones graves. Los recuentos de aerobios,
hongos y levaduras inferiores a < 102 UFC/g reflejan una baja carga microbiana
inicial. Esto indica que las materias primas utilizadas contaban con una calidad
sanitaria optima y que los procesos de elaboracion, envasado y manipulacion se
realizaron bajo estrictas condiciones higiénico-sanitarias (Buenas Practicas de
Manufactura). Al cumplir con el limite permisible maximo “LPM" confirma que el
producto final se encuentra dentro de los rangos de tolerancia exigidos por las

normativas sanitarias vigentes. Por |o tanto, el producto es apto para la aplicacion
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segura, garantizando una vida util estable frente a la degradacion microbiana.

(61)

4.5. SOBRE LA DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE PROTECCION
SOLAR DE LA CREMA ELABORADA A PARTIR DEL EXTRACTO DE
FLAVONOIDES DE LAS HOJAS DE MASASAMBA (annona muricata L.) EN
DIFERENTES CONCENTRACIONES, UTILIZANDO EL METODO DE
IRRADIACION UVB SOBRE LA PIEL EN RATONES (Mus musculus) albinos
BALB/c

4.5.1. Valoracion de cambios inflamatorios cutaneos

Tabla 25: Resultado de la valoracion de los cambios inflamatorios

cutaneos.

Grupo No animal Eritema Edema
30min 6h 24h 48h 72h 30min 6h 24h 48h 72h
0 0 0 0 0 0 0 0

Control (-)

Control (+)

Patron

1%

2%

3%

W N = WODN =2 WODN =2 WODN =2 WON =2 WON -
=) A A A A A A A A O 2, W N W o o
O O -~ O =~ O O =~ =~ O =~ ON =~ N O o o
O =~ O O O O O O O o o o N =~ N O o
o O O O O O O O o o o o ~ o —»~ o o
O O O O O O O O O O o o o o o o o
O O =~ O =~ O = A A~ O O O W =~ N o o
O O O O O O =~ =~ O O OO N =~ ~ O o o
O O O O O O O O O o o o M o -~ o o
O O O O O O O O 0o o o o ~ o o o o
O O O O O O O O O O o o o o o o o

Fuente: Elaboracion propia de datos provenientes de la experimentacion

111



LEYENDA

Control (-): Conjunto de ratones sin ningun tratamiento, no sometidos

a radiacion.

Control (+): Conjunto de ratones sin ningun tratamiento, sometidos a
radiacion.
En base a crema con extracto de flavonoides de las hojas de

masasamba (Annona muricata L.)

e Patrén: Conjunto de ratones, con tratamiento de crema patrén.
e 1%: grupos de ratones tratados con crema de extracto a 1%.
e 2%: grupos de ratones tratados con crema de extracto a 2%.

e 3%: grupos de ratones tratados con crema de extracto a 3%.

Eritema

e 0: Sin eritema

e 1: Presencia de Eritema muy ligero (casi imperceptible — rojo
apreciable)

e 2: Presencia de Eritema bien definido (rojo)

e 3: Eritema moderado a severo (rojo intenso)

e 4: Eritema muy severo (muy enrojecido — granate)

: Sin edema
: Presencia de edema muy ligero (casi imperceptible)
: Presencia de edema ligero (desnivel definido)

: Edema moderado (levantamiento aproximado de 1 mm)

.
A W N =2 O

: Edema muy severo (desnivel mayor a 1 mm)

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Segun la tabla 25, el Control (-) mantuvo un valor de 0 en todo el ensayo,
garantizando que el manejo fisico de los animales no causé falsos positivos. El
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Control (+) genero respuestas severas inmediatas (eritema de grado 3 y edema
de grado 3 en algunos animales a los 30 min y 6 h), lo que demuestra la

sensibilidad del modelo bioldgico.

Comportamiento de las Concentraciones (1%,2% y 3%):

A los 30 minutos, las tres concentraciones muestran una respuesta leve y
homogénea de eritema (puntuacion constante de 1 en casi todos los animales).
El edema también se manifiesta de forma muy sutil (puntuaciones de 1 o0 0). Esto

indica un efecto irritante transitorio inmediato tras la aplicacion.

A las 6 horas, los signos empiezan a mostrarse visiblemente en todos los grupos

experimentales.

A partir de las 24 horas, la recuperacién es practicamente total. La unica
excepcion es un leve eritema remanente a las 24 horas en el grupo de 1%
(animal 1) y en el de 3% (animales 1 y 2), el cual desaparece por completo

(puntuacion 0) alas 48 y 72 horas.

Las tres concentraciones evaluadas (1%,2% y 3%) presentaron una excelente
tolerancia dérmica en el modelo animal. Aunque existié una reaccion bioldgica
muy leve durante las primeras horas post-aplicacion (enrojecimiento minimo),
esta fue de caracter reversible y transitorio, desapareciendo antes del umbral

critico del estudio.
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Tabla 26: Resultados de la valoracion de los cambios inflamatorios cutaneos como eritema

Eritema 30min Eritema 6h Eritema 24h Eritema 48h Eritema 72h
= -8 =) =
= = = = = =) = =)
= 5 s = « 5 = « 5 s = 5 <
Concentracién £ £ 5 s £ g £ g g £ o) g = g Total

= = ° g 2 £ = = &3] = ° = = b=

5 = s s 2 b = s b = s 5 = 5

e 2 £ £ « o) 2 E o) P E © 2 e

z ‘T 5;_: 8 z k= ‘E z k= ‘E z Z z
Control + | Recuento 0 0 1 2 0 1 2 0 1 2 1 2 3 3
% dentro de concentracion 0.0% 0.0% 33.3% 66.7% 0.0% 33.3% 66.7% 0.0% 33.3% 66.7% 33.3% 66.7% 100.0% 100.0%
Patron Recuento 1 2 0 0 2 1 0 3 0 0 3 0 3 3
% dentro de concentracion 33.3% 66.7% 0.0% 0.0% 66.7% 33.3% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0% 100.0%
1% Recuento 0 3 0 0 1 2 0 3 0 0 3 0 3 3
% dentro de concentracion 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 33.3% 66.7% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0% 100.0%
2% Recuento 0 3 0 0 2 1 0 3 0 0 3 0 3 3
% dentro de concentracion 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 66.7% 33.3% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0% 100.0%
3% Recuento 0 3 0 0 2 1 0 2 1 0 3 0 3 3
% dentro de concentracion 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 66.7% 33.3% 0.0% 66.7% 33.3% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0% 100.0%
Total Recuento 1 11 1 2 7 6 2 11 2 2 13 2 15 15
% dentro de concentracion 6.7% 73.3% 6.7% 13.3% | 46.7% 40.0% 13.3% 73.3% 13.3% 13.3% 86.7% 13.3% 100.0% 100.0%

Fuente: elaboracion propia a partir de datos experimentales
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

A los 30 minutos

El control positivo presenta un caso de eritema definido y 2 casos de
eritema moderado a severo

El patron presenta 1 caso sin eritema y 2 casos de eritema ligero

Los grupos del 1%, 2% y 3% presentan eritema ligero en todos sus
Casos.

De esto podemos deducir que el patron presenta una mayor
efectividad en comparacion con los extractos.

También podemos observar que el 73.3% del total de los casos

presenta eritema ligero.

A las 6 horas

El grupo control positivo tiene 1 caso de eritema ligero y 2 casos de
eritema definido, aqui podemos evidenciar como la piel de los ratones
empieza a recuperarse sin la necesidad de ningun tratamiento.

El patron presenta 2 casos sin eritema y 1 caso con eritema ligero,
vemos que el patron ejerce un mayor efecto en la recuperacion de la
piel de los ratones, lo cual se puede deber a la composicion que
contiene. (Evaluar la composicion del patrén y sugerir posibles causas
de este efecto)

Al 1% tenemos 1 caso sin eritema y 2 casos con eritema ligero.

Al 2% y al 3% tenemos 2 casos sin eritema y 1 caso con eritema ligero
en cada grupo, finalmente vemos que estas concentraciones ejercen
un efecto mayor en la recuperacion de la piel de los ratones en

comparacion con el extracto al 1%.

A las 24 horas

El grupo control positivo se mantiene igual que a las 6 horas.

El patrén, 1% y 2 % ya no poseen eritema en su totalidad

115



- Al 3% se tiene 2 casos sin eritema y 1 con eritema ligero.
e Alas 48 horas
- El grupo control presenta 1 caso sin eritema y 2 con eritema ligero,
siendo el que mas tarda en recuperarse.
- Elresto de grupos ya presenta recuperacion en su totalidad.

e Alas 72 horas

- Todos los grupos presentan recuperacion total.

Figura 14: Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patrén y

control positivo) observados a los 30 minutos.

Eritema a los 30 minutos

EH Mo eritzma
M Eritema ligero
M Eriterna definido
[ Eriterna moderado a severo
2 J‘
[u]
2% 3%

Control + Patrén 1%
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Casos

Tratamiento

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 14 se detalla la distribucion de los casos (numero de animales de
experimentacion) segun el grado de eritema observado a los 30 minutos de la

exposicion cutanea a los diferentes tratamientos.

El grupo Control positivo (Control +) manifesté la mayor severidad clinica en

este periodo inicial, registrando 1 animal con eritema definido y 2 animales con
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eritema moderado a severo, sumando la totalidad de su muestra con signos
evidentes de alteracion dérmica. Por su parte, el grupo Patrén exhibié una
respuesta atenuada, donde 1 animal no presentd eritema (no eritema) y los 2

restantes desarrollaron unicamente eritema ligero.

En lo que respecta a los grupos experimentales tratados con las cremas a
concentraciones del 1%, 2% y 3%, se evidencid6 un comportamiento
homogéneo entre si a los 30 minutos de la evaluacidn. En los tres grupos
evaluados, el 100% de los animales de experimentacion (n=3 para cada
concentracion) presentaron exclusivamente eritema ligero, sin registrarse
variaciones graduales ni casos de mayor severidad (definido o moderado a

severo) a pesar del incremento en la concentracion del principio activo.

La manifestacion uniforme de eritema ligero en las concentraciones del 1%, 2%
y 3% sugiere que el efecto biolégico primario de las formulaciones se establece
de manera rapida (dentro de la primera media hora), pero con un perfil de

seguridad o irritabilidad bajo y controlado en comparacion con el control positivo.

Figura 15: Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patrén y
control positivo) observados a las 6 horas.

Eritema a las 6 horas

20
15
10
05

00
Control + Patran 1% 2% 3%

Mo eritema
Wl Eritema ligera
M Eriterna definido

Casos

Tratamiento

Fuente: Elaboracién propia
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la figura 15 se observa lo siguiente: Control Positivo (Control +): Muestra
el mayor nivel de irritacion. Registra 2 animales con eritema definido (el grado
mas alto) y 1 animal con eritema ligero. Ningun animal quedé libre de eritema.
Patréon (Estandar de referencia): Registra 2 animales sin eritema y solo 1
animal con eritema ligero. Presenta un perfil seguro, con una respuesta irritante
minima. Crema al 1%: Registra 1 animal sin eritema y 2 animales con eritema
ligero. Es la concentracion de los tratamientos evaluados que muestra un mayor
indice de irritacion leve. Crema al 2%: Invierte el resultado de la concentracion
anterior, mostrando 2 animales sin eritema y 1 animal con eritema ligero. Crema
al 3%: Muestra exactamente el mismo comportamiento que el grupo Patron y la

crema al 2%, registrando 2 animales sin eritema y 1 animal con eritema ligero.

Todos los tratamientos evaluados (Patrén, 1%, 2% y 3%) demostraron ser
significativamente menos irritantes que el Control Positivo. La ausencia total de
"Eritema definido" (barras verdes) en las cremas experimentales y en el patron
confirma que las formulaciones no alcanzan niveles severos de irritacion cutanea
a las 6 horas de exposicion. La crema al 1% produce una irritacion leve en la
mayoria de los ratones (2 de 3 casos). Al aumentar la concentracion al 2% y 3%,
el perfil de seguridad mejora, ya que la mayoria de los animales (2 de 3 casos)

no presentaron ningun tipo de eritema.
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Figura 16: Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patréon y

control positivo) observados a las 24 horas.

Eritema a las 24 horas

3
E o eritema
Ml Eritema ligero
W Eritera definido
2% 3%

Control + Patron 1%

()

Casos

o

Tratamiento
Fuente: Elaboracién propia

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la figura 16 se observa lo siguiente: Control Positivo (Control +): Muestra
la mayor reaccion adversa. De los 3 animales evaluados, 1 presentd eritema
ligero y 2 presentaron eritema definido. No hubo ningun animal libre de eritema
(0% en azul). Esto valida el ensayo, demostrando que el modelo es sensible a
agentes irritantes. Patrén: Los 3 animales presentaron una ausencia total de
eritema ("No eritema"). Esto indica que el estandar de referencia utilizado es
completamente inocuo para la piel en las condiciones evaluadas a las 24 horas.
Crema al 1%: Los 3 animales se mantuvieron sin eritema. A esta concentracién
baja, el producto no genera ninguna reaccion adversa visible a las 24 horas.
Crema al 2%: Al igual que en los dos grupos anteriores, los 3 animales
presentaron "No eritema". La duplicacion de la concentracion no alteré el perfil
de seguridad inmediata. Crema al 3%: A la concentracién mas alta evaluada, se
observa la aparicién de reactividad. 2 animales no presentaron eritema, pero 1

de ellos desarroll eritema ligero.

Los resultados sugieren un excelente perfil de tolerabilidad cutanea para las

concentraciones mas bajas. Las formulaciones al 1% y 2% igualan el
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comportamiento del grupo "Patrén", lo que significa que a las 24 horas son

completamente seguras y no irritantes en el modelo animal utilizado.

Figura 17: Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patréon y
control positivo) observados a las 48 horas.

Eritema a las 48 horas

3
E No eritema
Ml Eritema ligero
2% 3%

Control + Fatran 1%
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3]

Casos

-

o

Tratamiento

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 17 se observa lo siguiente: La muestra consta de 3 animales por
grupo de tratamiento, evaluando un total de 5 grupos. Control Positivo:
Presenta 1 caso de "No eritema" (azul) y 2 casos de "Eritema ligero" (rojo). Es el
unico grupo que muestra una reaccion adversa en la piel. Los grupos patron,
crema al (1%, 2% y 3%) todos ellos presentan 3 casos de "No eritema” (100%

de la muestra sin reaccion).

Por lo tanto, las cremas evaluadas en sus tres concentraciones diferentes (1%,
2% y 3%), al igual que el tratamiento "Patron", demostraron ser completamente
inocuas respecto a la induccion de eritema a las 48 horas de la exposicion.
Ninguno de los animales en estos grupos desarrollé enrojecimiento, ni siquiera

de nivel ligero. El incremento en la concentracion de la crema (del 1% al 3%) no
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generd ningun tipo de irritacion acumulativa o tardia a las 48 horas, lo que
sugiere un excelente perfil de tolerabilidad cutanea para los componentes de la

férmula en el rango testeado.
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Tabla 27: Cambios de aspecto inflamatorio cutaneos- valoracion de aspectos cutaneos como edema.

Edema 30 min Edema 6 h Edema 24 h Edema 48 h Edema 72 h
o 2 | % o 5 o 5 -

C ., = 5 ‘= & « 5 = s 5 = s b =

oncentracion £ o = < 8 g ) = £ ) = g b g

[} = %} S 5 [} - %} ) = 1%} [} = )

= ] = E » = « = =1 ] = = < =

) g < £ ) £ < ) g = ) = 5

= 5 g S o © S g °© S g = 5 =)

z = 2 E z E 2 r4 i 2 zZ E z

= = E = =

Control + Recuento 0 1 1 1 0 2 1 1 1 1 2 1 3
% dentro de Concentracion 0.0% 33.3% 33.3% 33.3% 0.0% 66.7% 33.3% 33.3% 33.3% 33.3% 66.7% 33.3% 100.0%
Patrén Recuento 3 0 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 3
% dentro de Concentracion 100.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
1% Recuento 0 3 0 0 1 2 0 3 0 0 3 0 3
% dentro de Concentracion 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 33.3% 66.7% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
2% Recuento 2 1 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 3
% dentro de Concentracion 66.7% 33.3% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
3% Recuento 2 1 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 3
% dentro de Concentracion 66.7% 33.3% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
Total Recuento 7 6 1 1 10 4 1 13 1 1 14 1 15
% dentro de Concentracion 46.7% 40.0% 6.7% 6.7% 66.7% 26.7% 6.7% 86.7% 6.7% 6.7% 93.3% 6.7% 100.0%

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos experimentales.
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
A los 30 min

- El control positivo presenta 1 caso de edema ligero, 1 caso de
edema definido y 1 caso de edema moderado a severo.

- El patrén no presenta edema.

- Al'1 % todos los casos presentan edema ligero.

- Al2yal 3%, 2 casos no presentan edema y 1 caso edema ligero
en cada grupo.

A las 6 horas

- El control positivo presenta 2 casos de edema ligero y solo 1
casos de edema definido.

- Al'1% tenemos 1 caso sin edema y 2 casos con edema ligero.

- Al 2% y 3%, ya no presentan edema.

A las 24 horas

- El grupo control positivo presenta 1 caso sin edema, 1 caso con
edema ligero y 1 caso con edema definido.

- Al'1% ya no presenta edema.

A las 48 horas

- El grupo control positivo presenta 2 casos sin edema y 1 caso
con edema ligero.

A las 72 horas

- Todos los grupos presentan recuperacion total.
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Figura 18: Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patrén y

control positivo) observados a los 30 minutos.

Edema a los 30 minutos

3
H Mo edema
M Edema ligero
B Edema definido
[H Edema moderado a severo
0 l l
2% 3%

Control + Patrén 1%

ra

Casos

Tratamiento

Fuente: Elaboracién propia

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la figura 18 se muestra lo siguiente: Control Positivo: Muestra el perfil de
mayor gravedad. De los 3 animales observados, ninguno esta libre de edema: 1
presenta Edema ligero (rojo), 1 presenta Edema definido (verde) y 1 presenta
Edema moderado a severo (naranja). Es el unico grupo que manifiesta los
grados mas altos de inflamacion. Patrén: Muestra una eficacia 6ptima a los 30
minutos. Los 3 animales evaluados se encuentran en la categoria de No edema
(azul). Crema al 1%: Los 3 animales presentan Edema ligero (rojo). Ninguno
logré la ausencia de edema, pero tampoco desarrollaron cuadros severos.
Crema al 2%: Muestra una mejoria respecto a la concentracion del 1%. De los
3 animales, 2 lograron revertir el sintoma (No edema) y solo 1 se mantuvo con
Edema ligero. Crema al 3%: Presenta exactamente el mismo comportamiento

que el grupo del 2% (2 animales con No edema y 1 con Edema ligero).

A los 30 minutos, el tratamiento "Patron" sigue siendo el mas efectivo, logrando
el 100% de efectividad (No edema en los 3 ratones). Existe una clara relacién
entre el incremento de la concentracién de la crema y la disminucion del edema.
Al pasar del 1% al 2%, el numero de ratones sanos (No edema) sube de 0 a 2.

Sin embargo, este efecto parece alcanzar una meseta al 2%, ya que duplicar o
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triplicar la dosis (pasar al 3%) no genera una mejoria adicional en este periodo

de tiempo.

Figura 19: Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patrén y

control positivo) observados a las 6 horas.

Edema alas 6 horas

3
Eho edema
M Edema ligero
W Edema definido
1 II
[
2% 3%

Control + Patran 1%
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

(5]

Casos

Tratamiento

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 19 se muestra lo siguiente: Control Positivo: Presenta la mayor
severidad de inflamacién. 2 animales desarrollaron Edema ligero (barra roja) y 1
animal desarroll6 Edema definido (barra verde). Ninguno quedd libre de edema.
Patrén: Mostré una efectividad total. Los 3 animales se mantuvieron en la
categoria No edema (barra azul). Crema al 1%: Presenta una respuesta
intermedia/baja. 1 animal no tuvo edema, pero 2 animales desarrollaron Edema
ligero. Crema al 2%: Mostré una efectividad total. Los 3 animales se registraron
en la categoria No edema. Crema al 3%: Al igual que el grupo anterior, mostro

maxima efectividad, con los 3 animales en la categoria No edema.

La concentracién mas baja (1%) no es suficiente para contrarrestar por completo
la inflamacidn, ya que la mayoria de los animales manifestaron edema ligero. Al
incrementar la concentracion al 2% y 3%, el efecto inflamatorio se inhibe por

completo (0% de edema), igualando la eficacia del tratamiento Patron.
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Por lo tanto, las cremas al 2% y 3% nos indica un perfil terapéutico 6ptimo a las
6 horas, igual de eficaz que el grupo patrén, logrando prevenir o revertir por
completo la formacion del edema en la totalidad de los animales en

experimentacion de prueba.

Figura 20. Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patron y

control positivo) observados a las 24 horas.

Edema alas 24 horas

3
E o edema
M Edema ligero
W Edema definido
1
o
1% 2% 3%

Control + Patran

(%]

Casos

Tratamiento

Fuente: Elaboracién propia

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la figura 20 se muestra lo siguiente: En el Grupo Control Positivo: 1 ratén
no presenta edema (barra azul), el otro ratéon presenta edema ligero (barra roja)
y el tercer ratdn presenta edema definido (barra verde). Grupo Patrén y Grupos
de Tratamiento (1%, 2% y 3%): Los cuatro grupos muestran un comportamiento
idéntico y uniforme. En cada uno de ellos: Los 3 animales evaluados entran en

la categoria de "No edema" (barra azul). Hay 0 casos de edema ligero o definido.

La total ausencia de edema ligero o definido en las concentraciones evaluadas
(1%, 2% y 3%) demuestra que las cremas experimentales son seguras para la
piel en las condiciones del ensayo a las 24 horas. No generan reacciones

adversas inflamatorias agudas perceptibles.

126



Figura 21. Grafico de casos (Nro. de animales de experimentacion)
respecto al tratamiento (cremas a diferentes concentraciones, patron y

control positivo) observados a las 48 horas.

Edema a las 48 horas
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W Edema ligero
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

(%]

Casos

Tratamiento

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 21 se muestra lo siguiente: Control Positivo: De un total de 3
animales, 2 casos no presentaron edema (azul) y 1 caso desarrollé un edema
ligero (rojo). Es el unico grupo del experimento donde se registré una reaccion
adversa cutdanea a las 48 horas. Patron: Los 3 animales evaluados se
mantuvieron completamente sanos, registrando la categoria de "No edema".
Cremas Experimentales (1%, 2% y 3%): En las tres concentraciones
evaluadas, el 100% de los animales (3 casos por cada grupo) se mantuvieron en
la categoria de "No edema". No se observo ninguna variacion ni dosis-respuesta

que indicara toxicidad o irritacién al aumentar la concentracién de la crema.

Por lo tanto, Las cremas evaluadas en las concentraciones del 1%, 2% y 3%
demuestran ser totalmente inocuas o seguras a las 48 horas bajo las condiciones

del ensayo. Su comportamiento es idéntico al del grupo Patrén.
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4.6. SOBRE LA DETERMINACION DEL FACTOR DE PROTECCION SOLAR
(FPS) MEDIANTE EL METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE LA CREMA
ELABORADA A PARTIR DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE LAS
HOJAS DE MASASAMBA (Annona muricata L.) EN VARIAS
CONCENTRACIONES DE UN PRODUCTO PATRON CON UN FPS
CONOCIDO.

4.6.1. Resultados del producto comercial (patréon) determinacién

in vitro del factor de proteccién solar (FPS)

Tabla 28: Resultado de las Absorbancias del Producto Comercial (Eucerin
al 30 FPS)

Longitud de EExI Absorbancias EExIxAbs

onda (A)

290 0.0150 2.637 0.040
295 0.0817 2.554 0.209
300 0.2874 2.545 0.731
305 0.3278 2.632 0.863
310 0.1864 3.562 0.664
315 0.0839 3.239 0.272
320 0.0180 3.256 0.059
Sumatoria 2.837

x10 28.368

FPS 30.000

Fuente: Datos experimentales

Formula para la determinacioén del factor de proteccion solar
320

FPS = FC.Z EE(D)2.1 (). Abs()
290

Donde:
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FC: Factor de correccion (igual a 10) determinado en dos cremas
fotoprotectoras de FPS conocido, semejante manera a una crema que

contiene 8% de homosalato de FPS igual a 4.
EE (M): Efecto eritomogenico de la radiacion de longitud de onda A.
I (A): Intensidad del sol en la longitud de onda.

Abs (A): Absorbancia de la solucién en la longitud de onda.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En tabla 28, la sumatoria de los productos individuales da un valor corregido de
2.837. Al aplicar el factor de correccion multiplicador (x 10), el resultado final
obtenido en el ensayo es un FPS de 30.000. Dado que el producto de referencia
evaluado es comercialmente etiquetado como Eucerin 30 FPS, el valor obtenido
en este analisis in vitro (30.000) coincide de manera exacta con el valor tedrico

esperado. (62)

Por lo tanto, demuestran una excelente precision técnica en la calibracion de los

equipos de medicion y en la preparacion de las diluciones de la muestra.

Tabla 29: Resultado del factor de proteccion solar del producto comercial
(Eucerin al 30 FPS)

Producto Composicion FPS FPS
comercial declarada declarada calculada
Eucerin crema Homosalato 30.000 28.368
Buitil

metoxidibenzoilmetano
Salicilato de etilhexilo

Octocrileno

Fuente: Elaboracién propia
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En el resultado obtenido (Tabla 29), nos indica que la metodologia in
vitro de Mansur empleada resulta altamente confiable para ser utilizada
como control de calidad o patrén de comparacion frente a otros
fotoprotectores formulados en desarrollo, ya que los resultados fueron

idénticos al del tedrico. (62)

4.6.2. Resultado de la determinacion in vitro del factor de
proteccion solar (FPS) de las cremas con el extracto de

flavonoides de la masasamba (Annona muricata L.)

Tabla 30: Resultado de las absorbancias en las formulaciones al 1%, 2% y
3%

Absorbancias
Longitud de onda A

1% 2% 3%

290 0.04 0.087 0.098
295 0.028 0.067 0.095
300 0.087 0.201 0.292
305 0.104 0.236 0.341
310 0.102 0.242 0.358
315 0.098 0.242 0.364
320 0.103 0.248 0.373

Fuente: Elaboracién propia

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La Tabla 30 nos muestra los valores de absorbancia medidos en un rango de
longitud de onda (A) de 290 nm a 320 nm (regidn espectral correspondiente
principalmente a la radiacién UVB, critica para el célculo del FPS in vitro
mediante el método de Mansur). (62)

Con estos resultados se observa un comportamiento directamente proporcional
entre la concentracion del extracto de masasamba y los niveles de absorbancia

en todo el espectro evaluado. A una longitud de onda de 310 nm, por ejemplo,
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la absorbancia se incrementa de 0.102 (crema al 1%) a 0.242 (crema al 2%) y
alcanza un maximo de 0.358 (crema al 3%). Independientemente de la
concentracion, las tres curvas muestran una tendencia similar. Existe una
disminucién leve en la absorbancia a los 295 nm (alcanzando el minimo de 0.028

para la formulacién al 1%), seguido de un incremento a partir de los 300 nm.

El incremento notable de la absorbancia a medida que aumenta el porcentaje del
extracto demuestra que los metabolitos secundarios presentes en la Annona
muricata L. (especificamente los flavonoides) poseen estructuras quimicas con
cromoforos capaces de absorber eficazmente la radiacion ultravioleta en el rango
analizado (290- 320 nm). (56)

Dado que el Factor de Proteccidén Solar (FPS) se calcula matematicamente de
forma integrada a partir de estos valores de absorbancia multiplicados por el
efecto eritematogénico y la intensidad solar (segun la ecuacién de Mansur), la
formulacion al 3% es la que ofrecera el mayor valor de FPS. Su capacidad de
absorcion supera en mas de tres veces a la formulacion del 1% en casi todas las
longitudes de onda. (por ejemplo, a 315 nm se observa 0.364 frente a 0.098).
(62)

Tabla 31: Resultado del factor de proteccion solar

Absorbancias EExIxAbs

(nm) EExl 1% 2% 3% 1% 2% 3%

290 0.015 0.040 0.087 0.098 0.001 0.001 0.001
295 0.082 0.028 0.067 0.095 0.002 0.005 0.008
300 0.287 0.087 0.201 0.292 0.025 0.058 0.084
305 0.328 0.104 0.236 0.341 0.034 0.077 0.112
310 0.186 0.102 0.242 0.358 0.019 0.045 0.067
315 0.084 0.098 0.242 0.364 0.008 0.020 0.031
320 0.018 0.103 0.248 0.373 0.002 0.004 0.007

Sumatoria 0.091 0.212 0.309
X 10 0.911 2.118 3.089
FPS 0.900 2.100 3.100

Fuente: Elaboracion propia
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla 31 se observa un comportamiento lineal y proporcional, directamente
relacionado con la concentracion del extracto de flavonoides de la masasamba
(Annona muricata L.: A medida que aumenta el porcentaje de la muestra (1%,
2% y 3%), la absorbancia se incrementa notablemente en practicamente todas

las longitudes de onda.

Figura 22: Factor de proteccion versus concentracion de las cremas

elaboradas a las distintas concentraciones.

Factor de Proteccion vs Concentracion de la crema

w
o

w

N
()]

Ty =1,1x - 0,1667
R? = 0,9973

Factor de Protecction
p “_\
(@)] - (é)] N

o

0 1 2 3 4
Concentracion crema

Fuente: Elaboracién propia
Donde: R? es el coeficiente de determinacion

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la grafica vemos que en el eje x tenemos a la variable independiente (crema
a distintas concentraciones) y en el eje y a la variable dependiente (FPS), al
realizar la regresion lineal simple obtenemos la ecuacion de regresion lineal y el

coeficiente de determinacion.
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En la Figura 22 también se evalua el comportamiento del factor de proteccion en
funcién de tres niveles de concentracion de la crema analizada (1%, 2% y 3%).
Los datos experimentales muestran una tendencia claramente ascendente,
donde los valores del factor de proteccion se incrementan de manera
proporcional al aumentar la concentracion del extracto de flavonoides de la

masasamba (Annona muricata L. en la formulacion.

Especificamente, a una concentracion de 1% el factor de proteccién se ubica
cercano a 0.9; al duplicar la concentracion a 2%, el factor asciende a un valor
aproximado de 2.1; y finalmente, a una concentracién de 3%, se alcanza el punto

maximo evaluado con un factor de proteccion de 3.1.

Aqui tenemos un valor de R? = 0.9973, el cual es cercano a 1, por lo tanto,
podemos decir que al aumentar la concentracion del extracto en la crema

también aumentara el Factor de Proteccion.

Finalmente, la regresion lineal simple, nos permite conocer la magnitud y

direccioén de la asociacion de las variables.

4.7. SOBRE LA EVALUACION DE LA IRRITACION CUTANEA AGUDA DE LA
CREMA ELABORADA A PARTIR DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE
LAS HOJAS DE MASASAMBA (annona muricata L.) A DIFERENTES
CONCENTRACIONES EN RATONES.

4.7.1. Resultados del ensayo de irritacion cutanea

Tabla 32. Resultados de ensayo de irritacion cutanea aguda al 1, 2 y 3%.

) E E
g . e | o
-] Ne Eritema Edema = — VIP
It . = g
% raton 3 ﬁ
© 30m | 1h | 24h | 48h | 72h | 7d | 14d | 30m | 1h | 24h | 48h | 72h | 7d | 14d
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 /7 0.00
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 /7 0.00
’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 /7 0.00
Indice de irritacion cutanea (ITP) = 0.0 Promedio
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0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 /7 0.00
20, 2 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 /7 0.43
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 /7 0.00

Indice de irritacion cutanea (IIP) = 0.1 Promedio
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 /7 0.00
30, 2 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 /7 0.43
3 0 0 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 8 /7 1.14

Indice de irritacion cutanea (IIP) = 0.5 Promedio

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda: d: dia, h: horas, min: minutos
- indice de irritacién primaria: No irritante (1%)
- Ligeramente irritante (2% y 3%)

- Categoria toxica: IV (No irritante, mediana o ligera irritacion a los
14 dias)

- Duracion del estudio: 14 dias.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla 32 el ensayo evalua el grado de Eritema (enrojecimiento) y Edema
(hinchazon) en la piel de ratones en diferentes periodos de tiempo (desde los 30
minutos hasta los 14 dias), utilizando tres concentraciones distintas del extracto

de flavonoides de las hojas de masasamba (annona muricata L. (1%, 2% y 3%).

Concentracion al 1%: Ninguno de los tres ratones evaluados presentd signos
de eritema ni de edema en ningun punto de control temporal. La suma total de
puntuaciones para todos los ratones fue de 0. El indice de Irritacién cutanea (IIP)

para esta concentracion es de 0.0.

Concentracion al 2%: Los ratones 1 y 3 no mostraron ninguna reaccion
observable (puntuacion 0). El raton 2 mostré una reaccion leve de eritema
(puntuacion de 1) detectable a las 24, 48 y 72 horas, la cual revirtié por completo

(puntuacion 0) al séptimo dia. No se observd edema en ningun raton. El
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promedio de Valor de Irritacion Primaria (VIP) del grupo dio como resultado un
[IP de 0.1.

Concentracion al 3%: El raton 1 no presenté alteraciones. El raton 2 repitio el
comportamiento observado en la dosis anterior, con un eritema leve (puntuacion
de 1) entre las 24 y 72 horas, completamente curado al dia 7. El ratén 3
experimenté una reaccién de eritema ligeramente mas moderada/persistente
(puntuacion de 2) detectada a las 24h, 48h, 72h y que aun se mantenia al dia 7,
revirtiendo totalmente al dia 14. Tampoco se registraron casos de edema. El
incremento en la concentracion se tradujo en una mayor puntuacién acumulada,

resultando en un IIP de 0.5.

Tabla 33: A través del test de Draize, para la determinacién del indice de

irritacion primaria (PII).

Concentracién indice de Criterio de aceptacién
del extracto irritaciéon primaria
(P1I)

1% 0 No irritante (Se aprueba)

2% 0.1 Ligeramente irritante (Se
aprueba)

3% 0.5 Ligeramente irritante (Se
aprueba)

Fuente: Elaboracién propia.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Existe una correlacién directa y positiva entre la concentracién del extracto y el
indice de Irritacion Primaria. A mayor concentracion, el valor del Pl aumenta de
forma gradual (0, 0.1 y 0.5). Esto demuestra que el potencial de reactividad
cutanea depende de la dosis administrada.

Aunque la concentracion se triplica (del 1% al 3%), el indice de irritacion se
mantiene en niveles sumamente bajos (maximo de 0.5). En los parametros
estandarizados del test de Draize, un Pll inferior a 2.0 suele considerarse seguro
o de baja reactividad. (58)
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Las tres concentraciones evaluadas son viables. Incluso al 3%, el extracto no
alcanza un umbral de irritacion moderada o severa que signifique un riesgo para
la salud, por lo que todas las dosis son aptas para su posterior formulacion o

aplicacion.

4.7.2. Resultado del estudio histopatolégico

Tabla 34: Resultados acerca de cambios morfolégicos cutaneos, es decir,

histopatolégicos.

Cambios Grupos

morfologicos Negativo Patron Positivo 1% 2% 3%
Hiperqueratosis Ausente | Grave Muy grave | Grave Moderado | Moderado
Espongiosis Ausente  Grave Moderado Leve Ausente Ausente
Ulceras Ausente | Ausente Ausente Grave Ausente Leve
Congestion Ausente  Grave Grave Moderado Moderado Moderado
Anexos Normal Normal Inconstante = Normal Normal Normal
Costras Ausente  Leve Moderado Grave Ausente Moderado
Inflamacién Ausente  Moderado @ Moderado Moderado = Ausente Leve
Hiperplasia Ausente  Muy grave Grave Moderado Moderado Moderado

Fuente: Elaboracién propia.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla 34 se observa lo siguiente: Grupo Negativo: Como era de esperarse
por ser un grupo de control sano o sin estimulo, todos los cambios morfoldgicos
patolégicos se encuentran ausentes. Grupo Patréon y Grupo Positivo: Ambos
muestran un dano tisular severo. El Grupo Patrén exhibe niveles graves de
hiperqueratosis, espongiosis y congestion, asi como una hiperplasia muy grave,
lo que indica una fuerte alteracion en la proliferacion celular y respuesta
inflamatoria local. El Grupo Positivo de igual forma alcanzo un grado muy grave

en hiperqueratosis y grave en congestion e hiperplasia.

Con respecto al analisis del Efecto de los Tratamientos (1%, 2% y 3%). El grupo
al 1% mantiene niveles preocupantes de Hiperqueratosis e Hiperplasia (Grave y
Moderado respectivamente). Sin embargo, al incrementar la concentracién al 2%

y 3%, ambos parametros logran estabilizarse en un nivel moderado.
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Mientras que en el caso de la Espongiosis es uno de los resultados mas claros
de recuperacion. Pasa de ser grave/moderado en los controles de dafio a leve
en la concentracion al 1%, y desaparece por completo (ausente) en las
concentraciones del 2% y 3%. Esto indica que el tratamiento a mayor

concentracion ayuda a recuperar los cambios morfologicos cutaneos.

Inflamacion: Muestra una mejoria notable en la concentracion mas alta. Mientras
que en el 1% es moderada, en el grupo del 2% esta ausente y en el 3% es leve.
Esto podria interpretarse como un rango de eficacia 6ptima cercana al 2% o 3%.
Costras: El grupo del 1% presenta un nivel grave (posiblemente por la evolucién
del dafio previo no contenido), pero en el 2% se reporta ausente, volviendo a

aparecer de forma moderada en el 3%.

4.7.3. Registro fotografico de los tejidos histopatologicos

Figura 23: Piel tratada con la crema patrén

Fuente: Registro fotografico propio

Se puede observar la presencia de: Costra, ulceras, inflamacion,
hiperqueratosis leve, congestion leve, edema leve y no hay presencia

de hiperplasia ni espongiosis.
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Figura 24: Piel tratada con crema al 1%

Fuente: Registro fotografico propio

Se puede observar la presencia de: Costra, hiperqueratosis,

espongiosis, ulcera, congestion, inflamacién, hiperplasia y eritema.

Figura 25: Piel tratada con la crema al 2%

Fuente: Registro fotografico propio

Se puede observar la presencia de: Hiperqueratosis, congestion,
eritema e hiperplasia y no presenta espongiosis, ulceras, costras ni

inflamacion.
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Figura 26: Piel tratada con la crema al 3%

Fuente: Registro fotografico propio

Se puede observar la presencia de: hiperqueratosis, ulceras,
congestién, eritema, costras, inflamacion e hiperplasia y no presenta

espongiosis.
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

A partir de los resultados histopatolégicos obtenidos, podemos decir:
Que la crema patrén utilizada no ofrece buena proteccion ya que existe
grandes cambios morfoldgicos como se observa en la Figura 23, en la
piel tratada con la crema al 1% se observa que la proteccion es minima
presentado cambios morfolégicos graves como se observa en la Figura
24, en la piel tratada con la crema al 2% se observa que la proteccion
es buena presentado cambios morfolégicos moderados y ausentes
como se observa en la Figura 25 y por ultimo en la piel tratada con la
crema al 3% se observa que la proteccién es medianamente baja
presentado cambios morfoldgicos leves y moderados como se observa

en la Figura 26.
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CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos se concluye:

1. Se evalud con éxito la capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVB
de la crema formulada a base del extracto rico en flavonoides de las hojas
de masasamba (Annona muricata L.) mediante un modelo integrado in vitro
e in vivo en ratones de la raza Mus musculus var. BALB/c, y se logré

determinar su factor de proteccién solar in vitro

2. Se obtuvo el extracto de las hojas de Annona muricata L. y se determiné
que el material vegetal seco presenta un porcentaje de humedad promedio
del 9.548%. Este resultado certifica un proceso de secado eficiente y
seguro, 6ptimo para evitar la degradacién de los metabolitos secundarios y

garantizar la calidad del extracto obtenido.

3. El andlisis fitoquimico de las hojas de Annona muricata L. reveld
abundancia de flavonoides, fenoles, quinonas, taninos y azucares
reductores, presencia moderada de glicosidos, baja de alcaloides vy
lactonas, y ausencia de esteroides y saponinas. En consecuencia, el
extracto demostro ser soluble en solventes polares (agua, metanol y etanol
al 40% y 70%), poco soluble en solventes de polaridad intermedia e

insoluble en solventes apolares.

4. Se elaboro una crema incorporando el extracto de flavonoides de las hojas

de masasamba (Annona muricata L.) en concentraciones del 1%, 2% y 3%.

5. Al realizar el control de calidad de las cremas al 1%, 2% y 3% demostraron
Optima estabilidad, homogeneidad, pH dermocompatible (6.18-6.23) e
inocuidad microbioldgica, presentando caracteristicas organolépticas
estables con wuna variacion gradual de color verde directamente

proporcional a la concentracion del extracto vegetal.
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El analisis espectrofotométrico (290-320 nm) confirmd que la absorbancia
incrementa de forma directamente proporcional a la concentracion del
principio activo. La formulacion al 3% alcanzé la mayor capacidad de
absorciéon de radiacion, con picos maximos a 315 nm (0.364) y 320 nm
(0.373), demostrando que el aumento del extracto optimiza

significativamente la propiedad fotoprotectora del producto.

El ensayo de irritacion cutanea aguda in vivo demostré que las
formulaciones topicas al 1%, 2% y 3% poseen un excelente perfil de
seguridad y una alta tolerabilidad bioldgica, clasificandose como no

irritantes.

141



RECOMENDACIONES

. Se recomienda a los docentes promover la investigacion de las propiedades
quimicas de las plantas nativas para buscar nuevas alternativas en el

tratamiento de enfermedades comunes de la piel.

. Se recomienda a los estudiantes realizar mas estudios sobre los principios
activos con propiedades antioxidantes y fotoprotectoras en plantas

medicinales, debido a sus beneficios para la salud y otras aplicaciones.

. Se recomienda a la escuela profesional de Farmacia y Bioquimica desarrollar
eventos académicos sobre productos naturales, especialmente aquellos
relacionados con fotoprotectores elaborados a partir de insumos naturales

capaces de prevenir problemas de la piel.

. Se recomienda a los profesionales de la salud promover el uso de productos
a base de insumos naturales, destacando los principios activos sin

conservantes que pueden causar reacciones alérgicas en la piel.
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ANEXOS

ANEXO 1: CERTIFICADO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION
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Anexo 2: Constancia de analisis histopatolégico
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Anexo 3: Control microbiolégico de extracto
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Anexo 4: Control microbiolégico de las cremas
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Anexo 5: Identificacion taxonédmica de las hojas de masasamba
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Anexo 6: Ficha de registro para la recopilacion de datos

Determinacién del porcentaje de rendimiento

HOJAS SECAS

PESO INICIAL
MUESTRA (G)

PESO FINAL

EXTRACTO SECO (G)

PORCENTAJE DE
EXTRACCION (%)

Annona muricata L.

(masasamba)

Determinacion de las pruebas de solubilidad

SOLVENTES

EXTRACTO DE FLAVONOIDES

Agua

Metanol

Etanol 40%

Etanol 70%

Etanol

absoluto

Acetona

Acetato de

etilo

Eter

Cloroformo

Hexano

LEYENDA

- Totalmente soluble: +++

- Parcialmente soluble: ++

- Poco soluble: +

- Insoluble: -
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Determinacion de la marcha fitoquimica

Componentes | Reactivo Annona muricata L (Masasamba)
Extr. Extr.
metanolico hidroalcoholica
M1 M2
Flavonoides Shinoda
Vapores de
NH3
Fenolicos FECI3 1%
Quinonas KOH 10%
Taninos FECIs
Alcaloides Dragendorf
Mayer
Azucares Fheling
reductores
Glicosidos Fheling
Esteroides Liebermann -
Burchard
Saponinas Espuma
Lactonas Baljet

sesquiterpenicos

LEYENDA

+++: Presente en abundancia

++: Presente en mediana cantidad

+: Presente en poca cantidad

- Resultado negativo
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Analisis de estabilidad organolépticas de las cremas

Formulacion
Analisis
1% 2% 3%
Aspecto
Textura

Consistencia

Color

Olor

PH

Extensibilidad

Ensayo de irritacion dérmica aguda del extracto de flavonoides de las

hojas de masasamba (Annona muricata L.) al 1, 2 y 3% en ratones albinos.

£ g | O
o Ne° Eritema Edema « - VIP
@ g ]
=§3 raton a it
© 30m | 1h | 24h | 48h | 72h | 7d | 14d | 30m | 1h | 24h | 48h | 72h | 7d | 14d
1
2
1%
3
Indice de irritacion cutanea (ITP) = 0.0 Promedio
1
2
2%
3
Indice de irritacion cutanea (ITP) = 0.1 Promedio
1
2
3%
3
Indice de irritacion cutanea (IIP) = 0.5 Promedio
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Valoracion de cambios inflamatorios cutaneos

Grupo N° animal Eritema Edema
30min | 6h 24h 48h 72h 30min | 6h 24h 48h 72h
1
Control (-) 2
3
1
Control (+) 2
3
1
Patrén 2
3
1
1% 2
3
1
2% 2
3
1
3% 2
3

Valoraciéon de cambios morfolégicos cutaneos

3
-— [72]
© = c c ®
g |8 2 5 |2
. 13 |2|g 8|8 |8 |8 =
N o 5 o o 2 S S 5
. o |2 |8 5 o g | & o
Grupo |animales| £ | §i |5 |3 |& |3 |E | £
Control (-) |3
Control (+) | 3
Patron 3
1% 3
2% 3
3% 3
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Ficha de registro para la recolecciéon de datos para la obtencién de la

sumatoria de EE x | x Abs

CONCENTRACION

DE LA

FORMULACION

Longitud de onda
A(nm)

EE x |

Absorbancia

EE x | x Abs

290

295

300

305

310

315

320

2320
290
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ANEXO 7: GALERIA DE FOTOS

FOTOGRAFIA N° 01: HOJAS DE MASASAMBA (ANNONA MURICATA L.)

FOTOGRAFIA N° 02: OBTENCION DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE
LAS HOJAS DE MASASAMBA (Annona muricata L.)
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FOTOGRAFIA N° 03: LECTURA EN ESPECTROFOTOMETRO DEL
EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE LAS HOJAS DE MASASAMBA (Annona

muricata L.)
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ANEXO 8: IMAGENES DE LOS PROCESOS DE EXPERIMENTACION

FOTOGRAFIA N° 01
- Corte de pelo de los ratones albinos
- Aplicacién de crema depilatoria

- Ratones albinos depilados
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FOTOGRAFIA N° 02
- Crema al 1% del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba
(Annona muricata L.)
- Crema al 2% del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba
(Annona muricata L.)

- Crema al 3% del extracto de flavonoides de las hojas de masasamba

(Annona muricata L.)

FOTOGRAFIA N° 03: PROCESO DE ANESTESICO DEL RATON PREVIO A
LA APLICACION DE LAS CREMAS Y LA IRRADIACION.
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FOTOGRAFIA N° 04: APLICACION DE LAS CREMAS PARA LA PRUEBA
DE EVALUACION DE CAMBIOS INFLAMATORIOS CUTANEOS.

FOTOGRAFIA N° 05: ENSAYO DE IRRADIACION DE RATONES ALBINOS
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FOTOGRAFIA N° 06: RATONES DE CONTROL NEGATIVO, RATON
CONTROL POSITIVO, RATON TRATADO CON CREMA PATRON.

FOTOGRAFIA N° 07: RATONES TRATADOS CON LA CREMA AL 1%, 2% Y
3% DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES DE LAS HOJAS DE MASASAMBA

(annona muricata L.)
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ANEXO 9: IMAGENES DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

FOTOGRAFIA N° 01: TEJIDO EPIDERMICO DE RATONES PARA
REALIZAR EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

FOTOGRAFIA N° 02: TEJIDO EPIDERMICO DE RATONES ALBINOS EN
FORMOL AL 10% PARA SU CONSERVACION Y ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO.
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FOTOGRAFIA N°3: LAMINAS DE PIELES DE RATONES PARA LA
OBSERVACION PATOLOGICA

FOTOGRAFIA N° 04: OBSERVACION A MICROSCOPIO DE LAS PIELES.

Piel de raton con crema patrén
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Piel de ratdon con crema al 1%

Piel de raton con crema al 2%
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Piel de ratéon con crema al 3%
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