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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo general determinar
la capacidad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico de Camu
Camu y de la crema cosmética e in vivo la actividad regeneradora de la
crema cosmética. In vitro mediante el método espectrofotométrico
utilizando el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), cuantificacién de
compuestos fendlicos y cuantificacién de vitamina C e in vivo mediante
evaluacion histologica. Los resultados in vitro fueron de 45,248 mg &cido
ascérbico/g extracto y 2,717 mg acido ascérbico/g crema (VEAC) de
capacidad antioxidante equivalente de vitamina C. La concentracidén
inhibitoria media (IC50) fue de 75,9119 para el extracto y 1264,2603 para
la crema. La cuantificacion de compuestos fendlicos fue de 115,540 mg
acido galico/g extracto y 12,639 mg acido galico/g crema. La cuantificacién
de vitamina C fue de 25,166 acido ascérbico/g extracto y 4,614 mg acido
ascérbico/g crema. Lo que demostré que el extracto y la crema tienen
actividad antioxidante. La actividad regeneradora de la piel fotodanada de
los ratones se determind mediante evaluacion histologica, teniendo en
cuenta el estado de la piel (buena, regular o danada) y la inflamacién de la
piel (severa, moderada, leve y sin inflamacién). En donde de los 4 grupos
evaluados: Grupo | (ratones con lomo depilado- Blanco), Grupo Il (ratones
con lomo depilado e irradiado- Control negativo), Grupo Il (ratones con
lomo depilado e irradiado y con tratamiento de crema comercial de
referencia con propiedades antioxidantes-Control positivo), Grupo IV
(ratones con lomo depilado e irradiado y con tratamiento de crema sin
extracto-Placebo) y el Grupo V (ratones con lomo depilado e irradiado y
con tratamiento de crema con extracto de Camu Camu-Dosis 5,0% p/p); se
evidencié que el Grupo V mantuvé en el 100 % de los casos un buen
estado de la piel y un 100% de los casos una inflamacion leve de la piel.
Lo que nos reflejdé que la crema cosmética tiene actividad regeneradora.
Palabras clave: Myrciaria dubia , antioxidante, regeneradora.



SUMMARY

The present research work had as general objective to determine the in
vitro antioxidant capacity of the hydroalcoholic extract of Camu Camu and
of the cosmetic cream and in vivo the regenerative activity of the cosmetic
cream. In vitro by the spectrophotometric method using 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical (DPPH), quantification of phenolic compounds and
quantification of vitamin C and in vivo by histological evaluation. The in vitro
results were 45,248 mg ascorbic acid/g extract and 2.717 mg ascorbic
acid/g cream (VEAC) of vitamin C equivalent antioxidant capacity. The
mean inhibitory concentration (IC 50) was 75.9119 for the extract and 1264,
2603 for the cream. The quantification of phenolic compounds was 115,540
mg gallic acid/g extract and 12,639 mg gallic acid/g cream. The
quantification of vitamin C was 25,166 ascorbic acid / g extract and 4,614
mg ascorbic acid/g cream. Which proved that the extract and the cream
have antioxidant activity. The regenerative activity of the photodamaged
skin of the mice was determined by histological evaluation, taking into
account the condition of the skin (good, regular or damaged) and
inflammation of the skin (severe, moderate, mild and without inflammation).
In those of the 4 groups evaluated: Group | (mice with hair-back-White),
Group Il (mice with hair-back and irradiated-Negative control), Group I
(mice with hairy and irradiated loin and with commercial reference cream
treatment With antioxidant properties-Positive control), Group IV (mice with
hairy spine irradiated and cream treatment without extract-Placebo) and
Group V (mice with hairy spine irradiated and cream treated with extract of
Camu Camu-Dose 5.0% w / w); It was evidenced that Group V maintained
100% of the cases a good condition of the skin and 100% of the cases a
slight inflammation of the skin. Which reflected us that the
cosmetic cream has regenerative activity.

Key words: Myrciaria dubia, antioxidant, regenerative.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Situacion Problematica

A fines del siglo XIX los dermat6logos reconocieron con claridad las
consecuencias de la exposicion prolongada a la luz del sol,
comparando la piel de granjeros y marineros con la de los trabajadores
de interiores.

Entre los precursores, el investigador argentino Dr. Angel H. Roffo
sefalé en 1933 la vinculacién entre las radiaciones ultravioletas y el
cancer cutdneo en el hombre y los animales de experimentacién. En la
actualidad no existen dudas sobre el peligro de la sobre-exposicion
solar. Para quienes tienen la piel sensible, las quemaduras solares
son episodios frecuentes durante las temporadas primavera - verano.
Paradojicamente, el bronceado forma parte del "estilo de vida"
moderno y es considerado como "saludable".

Al hablar de fotoenvejecimiento nos referimos a los cambios
macroscopicos, microscopicos, celulares y moleculares cutaneos que
son consecuencia de la irradiacion solar crénica y acumulativa.
Existen evidencias convincentes que no es s6lo una aceleracion de las
alteraciones dependientes de la edad, sino que tiene caracteristicas
distintivas que lo diferencian del envejecimiento cronoldgico. Se afirma
que el tabaquismo y ciertos factores ambientales (rayos infrarrojos,
viento, frio, sequedad ambiental) exacerban este dafo. La
severidad del dano varia entre individuos. Afecta principalmente,
aunque no en forma exclusiva, a individuos de piel blanca (fototipo | a
[ll) con antecedentes de exposicién excesiva al sol en el pasado.
Ocurre también en personas de piel morena y aun negra (fototipo IV a
VI), aunque en forma mucho menos severa. Esto es debido a un
mayor contenido de melanina y un patron de dispersién de

melanosomas diferente en la epidermis, que generan una barrera mas



eficaz para la irradiacion ultravioleta (UV) Se demostré un aumento de
acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la metaloproteinasa-1 (MMP-
1) y la formacion de dimeros de timidina en personas de pieles
blancas, a diferencia de las personas de piel negra que presentaban
una menor induccion del ARNm de MMP-1 y dafo al &cido
desoxirribonucleico (ADN) luego de la exposicidén a rayos ultravioleta
B ( UVB) / rayos ultravioleta A (UVA). Se comprueba que la
pigmentacién propia de la piel negra atenta la penetracién de la

irradiacion UV dentro de la piel. (Consalvo, 2006).

Los cambios mas dramaticos resultantes de los rayos UV son
observados en los queratinocitos, melanocitos y fibroblastos. La
afeccion de estas células, seguida de una reparacion defectuosa,
ocurre en cada nueva exposicion al sol, conllevando a la acumulacién
de matriz alterada (cicatriz solar) y dermatoheliosis observable
(arrugas). Los mas afectados son los pacientes con antecedentes de
exposicién intensa al sol durante la juventud (antes de los 35 afnos).
Teniendo en cuenta esto, es necesario tomar una serie de medidas
para una buena proteccion contra el sol, que van desde evitar la
exposicion innecesaria al mismo, hasta la utilizacién de sustancias que
son capaces de prevenir su efecto dafnino cutaneo, ademas de la

proteccion fisica con sombreros, gorras y sombrillas. (Romero, 2006).

1.2. Formulacion del Problema

¢, Cuél es la capacidad antioxidante y regeneradora de la crema
cosmética con extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia (Kunth) Mc
Vaugh Camu Camu?



1.3. Justificacion Teorica

Los cosméticos que contienen antioxidantes son las sustancias
antiage mas populares. Los antioxidantes tépicos dan proteccion al
dafno que producen los radicales libres que se originan cuando la piel
esta expuesta a la luz ultravioleta o debido al envejecimiento
natural. Ha sido incorporada en una variedad de cosméticos que
protegen y rejuvenecen la piel fotodafada. Actualmente es
ampliamente aceptado que los antioxidantes topicos son efectivos
para el tratamiento de la piel fotodanada. Los ingredientes mas
populares utilizados con éste propdsito incluyen vitaminas y extractos
botanicos. (Farris, 2007)

Las plantas contienen numerosos activos hidratantes, nutrientes,
antioxidantes, suavizantes y estimulantes, ya sea en la corteza, en las
hojas, en la raiz, en los granos o frutos. Ofrecen un activo extracto
antiarrugas en todas sus partes: flor, hoja, fruto, raiz y tallo. Los
avances en materia de extraccion y evaluacién, han sido realmente
notables en la ultima década. Hoy en dia de una sencilla rosa, se
pueden extraer mas de 3000 compuestos. La familia de la
Fitocosmética contiene extractos, aceites, aceites esenciales vy
moléculas vegetales. Para obtener dichos preparados, se recurre a la
maceracion en alcohol o agua. Los Fitocosméticos penetran en la piel
gracias a las fitoestimulinas que producen los vegetales, y asi pueden
ejercer todos sus beneficios. (Quimica Cosmetoldgica, 2012).

El acido ascorbico o vitamina C desempefia un papel esencial en la
sintesis de colageno en nuestro cuerpo. Esto, aunado a sus
propiedades como agente antioxidante (que previene los dafnos a la
piel provocados por la radiacion solar o por la exposicion a ciertos

contaminantes atmosféricos), han marcado la pauta para incluir



también a la vitamina C o sus derivados en la formulacién de diversos

productos cosméticos. (Riveros, 2013).

La vitamina C es un potente antioxidante hidrosoluble sintetizado por
multiples plantas y animales. Funciona como factor esencial para las
dos enzimas, que se requieren en la sintesis de colageno, la
propilhidroxilasa (estabiliza la molécula) y la lisilhidroxilasa (fortalece
su estructura formando enlaces cruzados). Ademas estimula la
sintesis de procolageno tipo | en cultivos de fibroblastos humanos.
También parece influir en la sintesis de elastina, disminuyendo la
fabricacion de la misma por los fibroblastos. Tal efecto es beneficioso,
ya que reduce la acumulacion de elastina habitual en pieles fotos
expuestas. Existen tres formas de vitamina C incorporadas a
productos cosméticos en forma de cremas, serum y parches. La
primera es el L-acido ascoOrbico que actua como antioxidante,
eliminando radicales libres y regenerando la vitamina E. Otros
derivados mas estables son el ascorbil-6-palmitato y el fosfato
magnésico-ascorbico. En su aplicacion tépica ha demostrado multitud
de efectos antienvejecimiento, siendo el fundamental la mayor
formacion de colageno por parte de los fibroblastos. Tiene también
accién fotoprotectora y regeneradora de la vitamina E. Persiste en la
piel después de su aplicacion tépica, una vez saturada, hasta cuatro
dias. (Gonzales, 2013).

El fruto del Camu Camu Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh, es una
excelente fuente de vitamina C organica, ya que posee 2 780 mg por
100 g de producto fresco. Este valor es casi 40 veces mas alto que el
de la naranja (Citrus sinensis) que solo contiene 92,3 mg por 100 g. La
vitamina C se encuentra tanto en pulpa como en la cascara. (Calzada,
1980).

Se ha encontrado, ademas, que la cascara posee hasta 5 g de

vitamina C por 100 g. En un estudio realizado por Muioz (2007), se



encontro que el Camu Camu posee una alta actividad antioxidante,
siendo el de mayor contenido de compuestos fendlicos, entre otros
frutos, (2 394,72 mg/100 g de fruto). Los polifenoles pueden
neutralizar radicales libres, y pueden jugar un rol importante en la
modulacién de la detoxificacidbn enzimatica, estimulacién del sistema
inmune, disminucién de la agregacion plaquetaria y modulacién del

metabolismo hormonal. (Mufioz, 2007).

Ademas se evaluo su capacidad antioxidante por el método DPPH,
obteniéndose un valor de 98.09 % a una concentracion de 50 pg/mL,
comparado con el acido ascérbico, el cual presenté una actividad de
92,82 %. (Nemirovsky, 2010).

1.4. Justificacion Practica

La utilizacién de productos y materias primas de origen natural, cada vez
es mas frecuente en la industria cosmética, debido a su gran aceptaciéon
entre los consumidores, sin embargo no existen suficientes estudios
cientificos, sobre la aplicacion de las propiedades de éstos en productos
cosméticos. Unos de los productos mas comunes en cosmética son las
cremas. Las mismas son emulsiones, formadas por dos fases distintas y
no compatibles, una acuosa y una oleosa. Para ésta ultima fase es
necesaria la adicibn de antioxidantes para evitar procesos de
degradacion que generaria un cambio en la apariencia del producto, lo
cual afectaria la calidad del mismo, ademas de tener propiedades anti-
edad, que retardarian el envejecimiento de la piel. Se conoce que
muchas frutas poseen actividad antioxidante debido a su gran contenido
de polifenoles y otros compuestos que le confiere dicha propiedad. Poder
aplicar la capacidad antioxidante de extractos frutales en formulaciones
cosméticas tipo emulsion (cremas) seria de gran importancia para la
industria cosmética peruana. De esta forma se podrian explotar los frutos
disponibles en el pais, de los cuales se pueden obtener materias primas



1.5.

1.5.1.

1.5.2.

naturales, para ser utilizadas en la elaboracion de cosméticos. Es por
ello, que con este estudio se pretende demostrar la capacidad
antioxidante in vitro y la actividad regeneradora in vivo de una crema
cosmeética con extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia (Kunth) Mc

Vaugh Camu Camu en pieles fotoenvejecidas.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar la capacidad antioxidante in vitro del extracto
hidroalcohodlico de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu Camu y
de la crema cosmética e in vivo la actividad regeneradora de la crema

cosmeética sobre la piel fotodafiada de los ratones.

Objetivos Especificos

Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos y vitamina C en el
extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu
Camu y en la crema cosmeética.

Determinar la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de
Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu Camu y de la crema
cosmeética, utilizando el método espectrofotométrico con el radical 1,1
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

Determinar la actividad regeneradora del tratamiento, con la crema
cosmética con extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia (Kunth) Mc
Vaugh Camu Camu sobre la piel fotodafiada de ratones de
laboratorio, mediante evaluacion histologica.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.2. Antecedentes de Investigacion

Pacci-Salazar (2009), en Lima, al evaluar la eficacia topica de
Myrciaria dubia en la curacion de quemaduras de segundo grado en
ratas Holtzman, se comparoé el efecto de la crema a base de Myrciaria
dubia con el efecto antibiético de la crema de sulfadiazina argéntica
sobre quemadura de segundo grado que se realizé en la piel del dorso
de las ratas evaluandose la reduccion de la cicatriz, en el grupo Camu
Camu fue de 69,4 = 52,85, mientras que el grupo de sulfodiazina
argéntica fue de 69,26 + 53,66. Microscopicamente se observo similar
infiltracion leucocitaria en la dermis y en el estrato seroso en los
grupos de Camu Camu y sulfadiazina argéntica, y ambas fueron
menores al grupo control. Se observo por ANOVA que, a pesar de que
la cantidad de fibroblastos en el grupo de Camu Camu era ligeramente
mayor que la sulfadiazina argéntica, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. La presencia de epidermis en el grupo
de Camu Camu, a diferencia de los demas grupos, se pudd deber a
una mayor activacion de células basales o a una detencién de los

procesos oxidativos debido a la propiedad antioxidante de este fruto.

Sanchez (2010), en Lima, al realizar, la evaluacién de la
capacidad antioxidante, compuestos fendlicos y actividad
antimutagénica de los extractos de Camu Camu (Myrciaria dubia) y
yacon (Smollanthus sonchifolius), por el método de Acido 2,2'-
azinobis (3 etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS), el Camu Camu
presentd valores de capacidad antioxidante de 214,1 + 8,99 umol de
trolox equivalente (TE)/g de muestra fresca mayores que los
encontrados para frutas como la mora, frambuesa y fresa de 52,4;



47,6 y 35,4 umol de TE/g (b.h.); uva, guayaba, acerola, pifia, mango,
graviola y maracuya de 9,2; 8,2; 67, 6; 3,4; 13,2; 4,8 y 2,7 umol de
TE/g (b.h.); respectivamente. La capacidad antioxidante por DPPH
para el Camu Camu y Yacén fueron 219,7 y 1, 6 umol de TE/g, b.h.,
respectivamente, Muioz (2007), determind la capacidad antioxidante
de diversos vegetales por el método de DPPH, los resultados
indicaron que el Camu Camu y el tumbo serrano fueron los que
presentaron mayores capacidades antioxidantes (110,5y 41,2 umol de
TE/g, b.h.), seguidos por la guinda, el noni y el yacén (5,18; 3,48 y
2,22 pmol de TE/g, b.h). De acuerdo a estos resultados se tiene que
el valor de capacidad antioxidante DPPH obtenido es esta
investigaciéon resulta ser mayor para el Camu Camu y menor para el

yacén en comparacion a los reportados por (Mufioz, 2007).

Doroteo (2012), en Lima, realiz6 el estudio de compuestos
fendlicos, y actividades antioxidante, antielastasa, anticolagenasa y
fotoprotectora in vitro de Myrciaria dubia (Camu Camu) y Caesalpinia
spinosa (tara), para el desarrollo de bloqueadores solares naturales y
productos antiedad, en el presente trabajo se evaludé sus actividades
antioxidante, antielastasa, anticolagenasa y fotoprotectora in vitro. El
extracto hidroalcohdlico de tara mostr6 una buena actividad
antioxidante en diferentes ensayos in vitro (DPPH, capacidad
antioxidante de trolox equivalente (TEAC), radical hidroxilo, radical
superoéxido); asimismo, inhibe la enzima colagenasa con mayor
potencia que el control positivo epigalocatequina galato (EC50 =
162,78 y 321,41 pg/ml, respectivamente). El extracto hidroalcohdlico
de Camu Camu, a pesar de su alto contenido de acido ascérbico, no
mostré una actividad antioxidante relevante; pero en cambio, en un
cultivo de fibroblastos 3T3 se determind que ejerce un buen efecto
protector in vitro (43,6%) contra la radiacidn UV- B. Se recomienda
estudiar la asociacibn de ambos extractos como base para el



desarrollo de un producto antiedad o de un bloqueador solar con

mecanismo de accién dual.

Castro (2013), en Lima, realiz6 el estudio de variacion del
contenido de vitamina C y antocianinas en Myrciaria dubia “Camu
Camu”, Myrciaria dubia es un arbusto amazdnico que produce varios
compuestos nutritivos y bioactivos. Esta investigacion se realizé para
ampliar el conocimiento relacionado a la vitamina C y antocianinas.
Las muestras fueron obtenidas de la Coleccién de Germoplasma del
INIA. La vitamina C y las antocianinas se analizaron con técnicas
estandares. El contenido de vitamina C mostré una amplia variacion y
gradientes de concentracién con diferencias significativas en frutos
verdes (F = 36, gl = 3, p < 0,001) y maduros (F =42, gl =3, p < 0,001).
También, las antocianinas totales presentaron una amplia variacion y
gradientes de concentracion muy marcadas en los frutos maduros (F =
34, gl = 3, p < 0,001). Estas diferencias se debieron primariamente
entre el contenido de vitamina C y antocianinas de la cascara y las
demas partes del fruto (p < 0,01). Asimismo, se registré correlaciones
positivas en el contenido de vitamina C y antocianinas.
Adicionalmente, ambos compuestos se detectaron en diferentes
tejidos en los procesos de germinacion y crecimiento inicial. En
conclusion, M. dubia presenta una amplia variacién en el contenido de
vitamina C y antocianinas en sus frutos, principalmente por la
influencia de factores genéticos. También, ambos compuestos tienen
gradientes de concentracion desde la cascara hasta el centro de frutos
verdes (excepto las antocianinas) y maduros. Ademas, en los frutos
maduros existe correlacion positiva entre el contenido de vitamina C y
antocianinas de la cascara y la pulpa en contacto con ésta.
Adicionalmente, la vitamina C y las antocianinas, particularmente la
cianidina-3-glucésido, son sintetizadas en el proceso de germinacion y

crecimiento inicial.
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Inocente (2013), en Lima, realiz6 un estudio del efecto irritante
in vitro de formulaciones cosméticas con extracto de Camu Camu,
mediante el método Het Cam, se evalu6 el efecto irritante de
formulaciones cosméticas con extractos de Camu Camu,
proporcionadas por el Laboratorio de AYRU COSMETIC; utilizaron la
técnica alternativa in vitro, en membrana corioalantoidea en huevos
fértiles de gallina (HET CAM, hen’s egg test chorio allantoic
membrane). La implementacion de la técnica se realizd en el Centro
de Investigacién de Medicina Tradicional y Farmacologia del Instituto
de Investigaciéon de la Facultad de Medicina Humana de la USMP.
Ninguno de los cosméticos con extracto de Camu Camu, produjo
ruptura de la membrana corioalantoidea, evidenciado por ausencia del
colorante absorbido, azul de tripan, detectable a 595 nm. Los indices
de irritacion (l.I) obtenidos en todas las formulaciones cosméticas
permitié clasificarlas como NO IRRITANTES, y constituyé el soporte
de la inocuidad, de las mismas, para continuar con pruebas de eficacia

clinica.

Inocente (2014), en Lima, realiz6 un estudio de la actividad
antioxidante y fotoprotectora in vitro de una locion y gel elaborados
con extracto estabilizado de Camu Camu (Myrciaria dubia, Kunth),
esta investigacion tuvo como finalidad evaluar la capacidad
antioxidante y fotoprotectora de una locién y un gel elaborados con
extracto estabilizado de los frutos de Camu Camu (Myrciaria dubia
Kunth). Se realizd los controles de calidad fisicoquimica,
microbiolégica y estabilidad a condiciones normales y aceleradas, lo
cual permitié elaborar parametros iniciales para los protectores solares
con extracto de Camu Camu. Se determiné la actividad antioxidante
por el método de DPPH y ABTS, valores de 876,729 pmol Trolox/g
Camu Camu para el gel y 1389,650 umol Trolox/g Camu Camu para la
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locién (método DPPH) y valores de 15,330 mmol Trolox/g Camu Camu
para el gel y 23,384 mmol Trolox/g Camu Camu para la lociéon (método
ABTS). EI FPS de las formulaciones se determin6 mediante un
método in vitro desarrollado por Mansur. Se obtuvo valores de 10,897
+ 0,298 para el gel y 13,401 + 0,319 para la locién.

2.3 Bases Teoricas

2.3.1. Clasificacion taxonomica

Myrciaria  dubia (Kunth) Mc Vaugh fue identificada
taxondmicamente en el museo de Historia Natural de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos (Anexo 1)

2.3.2. Caracteristicas Botanicas

La especie de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh, del Género
Myrciaria, es un arbusto que alcanza 4 m de altura; se ramifica desde
la base formando varios tallos secundarios que a su vez se ramifican
en forma de vaso abierto. El tallo y las ramas son glabros, cilindricos,
lisos, de color marrén claro o rojizo y con corteza que se desprende de

forma natural. (Sotomayor, 2000).

Tiene hojas ovoides o elipticas hasta lanceoladas de 4,5 a 12,0
cmde largo y 1,5 a 4,5 cm de ancho, dpice acuminado, margen entero
y ligeramente ondulado. Inflorescencia axilar con cuatro flores
subsésiles dispuestas en dos pares con bracteas redondeadas y

cilidas. Pétalos blancos. (lllachica, 1996).
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Segun Villachica (1996), el fruto es globoso de superficie lisa y
brillante, de color rojo oscuro, hasta negro purpura al madurar, puede
tener de 2 a 4 cm de didmetro; con 1 a 4 semillas por fruto, siendo
lo mas comun 2 a 3 semillas. Peso promedio alrededor de 8,4 g por
fruto, las semillas son reniformes, aplanadas con 8 a 11 mm de
longitud y de 5,5 a 11 mm de ancho, conspicuamente aplanadas,
cubiertas por una vellosidad blanca rala de menos de 1 mm de

longitud.

Segun Calzada (1980), el Camu Camu al estado silvestre
vegeta en orilla de los rios, sumergido una parte de tronco en el agua,
hasta una altura de 30 a 40 % de su altura total, sin embargo merece
anotar que por trabajos en la Sub estacién Agricola de San Roque
(Iquitos), se deduce que no es indispensable que este frutal esté en la
orilla de los rios, pues se ha experimentado que puede habitar en
terrenos altos de la Amazonia. Faltaria todavia observar su desarrollo
en lugares del tropicos secos como por ejemplo Tumbes y Piura, a

base de riegos continuos. (Sotomayor, 2000).

2.2.3. Ubicacion Geografica

El Camu Camu crece de manera natural en la orilla de los
rios, cochas y cursos menores de las aguas en la Amazonia. Su
distribucion natural indica que la mayor concentracion de poblaciones

y diversidad se encuentra en la Amazonia peruana a lo largo de los
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rios Ucayali y Amazonas y sus afluentes, en el sector ubicado entre
las localidades de Pucallpa (sobre el rio Ucayali) y Pebas (sobre el rio
Amazonas). La recoleccion de germoplasma efectuada por el INIA-
Pert (Mendoza, 1989), concluye que la zonas donde se observa la
mayor concentracion de poblaciones, son la quebrada del Supay,
tributario del Bajo Ucayali, el rio Nanay y tributario del Alto Amazonas

(Sotomayor, 2000).

Pinedo et al. (2004), agrega que también se encuentra en el
departamento de Loreto, a lo largo de las cuencas de los rios Napo,
Maranén, Samiria, Pacaya, Tigre, Tapiche, Yarapa, Tahuayo,
Pintuyacu, ltaya, Ampiyacu, Maniti, Oroza, Putumayo, Yaravi, Curaray

y Apayacu. (Luque, 2009).

2.2.4. Recoleccion del Camu Camu

Los frutos se recolectan cuando comienzan a madurar, se
reconocen porque la piel o cdscara que es de color verde adquiere
algunas pintas color granate intenso. Tres a cuatro dias después de
colectados, los frutos toman un color granate intenso. Si la fruta va a
ser utilizada en la produccién de acido ascérbico, entonces la cosecha
puede ser verde, pero con fruto que ha completado su desarrollo. El
mejor estado para el aprovechamiento industrial de la fruta es el
semimaduro, ya que es cuando posee mayor contenido de &acido

ascorbico. En las zonas inundadas se recolectan los frutos que han



14

caido y se encuentran sobre la superficie del agua. La cosecha es
manual y el producto recolectado debe ser colocado en

empaquetamiento adecuados para transportarlo. (lllachica, 1996)

2.2.5. Composicion fisicoquimica del Camu Camu

La composicion fisicoquimica de la fruta en 100 g de pulpa de
Camu Camu, se presenta en el Cuadro 1. Como se observa, el
mayor componente es el acido ascorbico, del cual tiene 2 994 mg por
100 g de pulpa (2 780 mg como acido ascérbico reducido). El
contenido de proteinas esta en 0,5 mg/100 g, el de carbohidratos en
4,7 mg/ 100 g, mientras que los demas constituyentes se encuentran
en cantidades similares a los que se observan en otras frutas

tropicales. (Sotomayor, 2000).

Mufoz et al. (2007), encontré que el Camu Camu posee una
alta actividad antioxidante, siendo el de mayor contenido de

compuestos fendlicos, entre otros frutos (2 394,72 mg/100 g de fruto).

Ramos et al. (2008), evaluo su capacidad antioxidante por el
método DPPH, obteniéndose un valor de 98,09 % a una concentracion
de 50 pug/mL, comparado frente al acido ascérbico, el cual present6

una actividad de 92,82%. (Nemirovsky, 2010).
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Cuadro 1. Composicion fisicoquimica por 100g de

pulpa de Camu Camu

Componentes Unidades | Valor 1 Valor 2
Energia kcal 17 24
Agua g 94,4 93,3
Proteinas g 0,5 0,5
Grasa g 0,1
Carbohidratos g 4,7 5,9
Fibra g 0,6 0,4
Ceniza g 0,2 0,2
Calcio mg 27 28
Fosforo mg 17 15
Hierro mg 0,5 0,5
Tiamina mg 0,01 0,01
Riboflavina mg 0,04 0,04
Niacina mg 0,62 0,61
Acido ascérbico reducido mg 2780 2780
Acido ascérbico total mg 2994

Fuente. 1. Roca (1965)

2. Collazos et al. (1996)




16

2.2.6. Usos

La fruta del Camu Camu puede ser empleada para la
fabricacion de jugos, helados, concentrados, néctares, mermeladas y
para la obtencién de &cido ascérbico natural. El jugo y los helados de
Camu Camu, son producidos y consumidos de manera tradicional en
las poblaciones donde se encuentra esta fruta. Debido a su alto
contenido de acido ascérbico, la pulpa tiene que ser diluida
previamente a su consumo. Los concentrados no son preparados
todavia debido a la ausencia de materia prima, que no ha permitido
desarrollar extensivamente la tecnologia. Sin embargo algunas
empresas privadas estan efectuando ensayos para producir
concentrados tipo pasta diluida o “squash” diluido, en los cuales se
mantiene al maximo la vitamina C natural que posee el Camu Camu.
Probablemente uno de los principales usos que se le dé a la pulpa,
sera en la produccidén de refrescos, naturales o “healthy drinks” que
serian distribuidas por la industria de bebidas. Normalmente la
industria de bebidas absorbe el mayor porcentaje de las importaciones

de las frutas tropicales. Investigaciones efectuadas en Bélgica.

Zapata (1992), indican que el Camu Camu es una
excelente fuente de vitamina C natural, con mayores concentraciones
que los otros frutales tradicionales proveedores del acido citrico. Las
mermeladas son otra manera del uso de la fruta, sin embargo por las

cualidades 4&cidas, la pulpa debe ser diluida con otras frutas.
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Recientemente se ha reiniciado la produccién de tabletas de acido
ascoérbico natural en base a Camu Camu. Se producen tabletas de
polvo deshidratado que contiene 50 % de vitamina C, a las cuales se
les agrega algun otro producto naturista para hacerlo més atractivo,
como por ejemplo las ceras producidas por las abejas. Las capsulas
de vitamina C, se recomiendan en este caso para situaciones de
intensa actividad fisica y para convalecientes, entre otros. (Sotomayor,

2000).

Tanto los frutos como la corteza son usados para tenir fibras
vegetales, los vapores del raspado de la corteza hervida sirven contra
dolores musculares, las hojas trituradas sumergidas en agua, para
remojar la cabeza o como bebida contra la fiebre, el dolor de cabeza y

la calentura interna.

Otras propiedades medicinales:

- Como antigripal: frutos licuados con agua

- Como laxante: jugo de frutos mezclado con agua

- Para malestares gastro-intestinales: jugo fresco de frutos maduros

- Contra el reumatismo: el cocimiento de corteza y frutos verdes
macerado en aguardiente.

- Para las heridas: Emplasto de la corteza machacada

Algunas propiedades curativas: “Su corteza y su tallo consumidos en

infusion son un excelente remedio contra la diabetes; su cascara al
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estado maduro tiene buena concentracion de antocianinas, ideal para

la fabricacién de antioxidantes” (Luque, 2009).

2.2.7. Compuestos fendlicos

De acuerdo con Lock (1988), los compuestos fendlicos son
todos aquellos compuestos “que poseen en comun un anillo aromatico
con uno o mas sustituyentes hidroxilos y que suelen encontrarse
frecuentemente como glicésidos combinados con unidades de
azucar”. Valencia (1995), indica ademas que por lo general, estos
compuestos suelen alojarse en las vacuolas de las plantas. Ambos
autores mencionan entre los compuestos fendlicos a los flavonoides,

los taninos, las quinonas, cumarinas, entre otros (Luque, 2009).

Para Gimeno (2004), el término “compuestos fendlicos” engloba
a todas aquellas sustancias que poseen varias funciones fenol
(nombre popular del hidroxibenceno), unidas a estructuras aromaticas
o alifaticas. Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo
vegetal. Son unos de los principales metabolitos secundarios de las
plantas y su presencia en el reino animal se debe a la ingestion de

éstas.

Paladino (2006), los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan
en todas partes de las plantas y su concentracién es variable a lo largo

del ciclo vegetativo. Estos compuestos participan de diversas
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funciones, tales como la asimilacién de nutrientes, la sintesis proteica,
la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacién de componentes
estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores adversos del

ambiente.

Segun Munoz et al.(2007), los compuestos fendlicos son metabolitos
esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas y actuan
como agentes protectores frente a patégenos, siendo secretados
como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales como
infecciones, radiaciones UV, entre otros. Esta sintesis se da a partir de
fenilalanina por la via del shikimato. Juegan un rol vital en las plantas y
regulan el metabolismo y sintesis de la lignina, por lo que las plantas
presentan un gran numero de componentes fendlicos (flavanoles,
flavonoles, chalconas, flavonas, flavanomas, isoflavonas, taninos,
estilbenos, curcuminoides, acidos fendlicos, coumarinas, lignanos,
etc). (Tsimidou, 1998, citado en Martinez-Valverde et al., 2000), la
naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples como los
acidos fendlicos hasta compuestos altamente polimerizados, como los
taninos. Entre los compuestos fendlicos existentes en los alimentos, se
pueden distinguir dos grandes familias los: no flavonoides vy
flavonoides, constituidas cada una de ellas por diferentes subfamilias

de compuestos. (Sanchez, 2010), (Figura. 1).
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Compuestos
Fendlicos
No Flavonoides Flavonoides
Serie Benzoica Flavonoles
| Flavanoles
Serie Cinamica Monémeros
Oligébmeros
Estilbenos | Taninos
condensados
Taninos Antocianos
Hidrolizables Flavonas
Isoflavonas
Flavanonas

Figura 1. Clasificacién de los compuestos fendlicos

Fuente: Garcia, B. (2005)

2.2.7.1. Compuestos fendlicos del Camu Camu

La semilla y la cascara de los residuos de jugo de Camu-Camu
contienen significativamente mas abundantes fenoles, que otras frutas
tropicales (Myoda et al., 2010). Este fruto amazonico, presenta en su
composicién diversos compuestos fendlicos como flavonoides,
antocianinas, proantocianinas, elagitaninos y derivados del &acido
elagico y galico, el contenido fendlico en la pulpa es 8,66 mg/100 g, en
la cascara 10,50 mg/100 g, en la Pulpa en polvo 48,5 mg/100 g, en las
semillas 336,03 mg/100 g mientras que el mayor valor se presenta en
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la harina de Camu Camu con 672,49 mg/100g (Fracassetti et al.,
2013). (Arellano-Acuia, 2016).

Los taninos se clasifican como polifenoles ya que contienen
muchos grupos hidroxilo fendlicos en sus estructuras (Kaneshima et
al., 2016) y estan definidos segun la RAE como sustancias
astringentes que se encuentran en algunos tejidos vegetales y que se
emplea, entre otros usos, para curtir pieles (RAE, 2014). Los taninos,
se extraen de las plantas haciendo uso de agua o con una mezcla de
agua y alcohol luego se decantan y se dejan evaporar a baja
temperatura hasta obtener el producto final. En el 2013, se extrajeron
taninos del polvo de semilla, pulpa y piel del Camu Camu con una
solucion agua-metanol al 50% (Fracassetti et al., 2013). Aios mas
tarde Kaneshima et al. (2016) realizaron la experiencia en base a un
mezcla de agua cetona al 50% (V/V), extrayendo a partir de la semilla
y piel de Camu-Camu los taninos como: grandinina, vescalagin,
castalagina, methylvescalagin, stachyurin y casuarina, los cuales
demostrando tener una potencial actividad antioxidante a través de los
ensayos DPPH (1,1-difenil-2picrilhidrazil), ABTS (2,2'-azino-bis-
3etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y ORAC (capacidad de absorcién de
radicales de oxigeno). Actividades antioxidantes medidas por los
ensayos DPPH y ABTS, revelaron que el tanino stachyurin mostré la
actividad antioxidante mas fuerte entre los taninos (Kaneshima et al.,
2016). (Arellano-Acuia, 2016).

Estudios realizados en el 2013 muestra un bajo contenido de
antocianinas en la cascara de frutos verdes de Camu-Camu (0,85 a
2,42 mg/100g cascara), mientras que en frutos maduros el contenido
de antocianinas fue de 6 a 140 veces mayor que en frutos verdes. En
promedio se registr6 mas antocianinas en frutos maduros (55,17 *
24,30 mg/100g cascara) que en frutos verdes (1,64 + 0,44 mg/100 g
cascara) (Castro et al., 2013). En el 2015 se evidenciaron estudios
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sobre la evolucidén del contenido de antocianinas totales y flavonoides
(flavonas y flavonoles) en la pulpa y la cascara de Camu-Camu
(Myrciaria dubia), durante el desarrollo 53-102 DAA (DAA = days after
anthesis = dias después de la antesis), el contenido total de
antocianinas en la pulpa de Camu-Camu tuvo un descenso conforme
transcurre el tiempo de maduracién, mientras que en la piel sucede lo
contrario ya que los niveles de antocianinas se elevan. En el caso de
los flavonoides contenidos en la pulpa de Camu-Camu alcanzé su
mayor valor en el 81 DAA y en el caso de la piel presentdé un aumento
de hasta 60 mg de flavonoides/100 piel de Camu-Camu en el 102 DAA
(Neves et al., 2015b). (Arellano-Acuna, 2016).

2.2.8. Vitamina C

El acido ascoérbico o vitamina C es hidrosoluble, su capacidad
antioxidante se debe a su poder oxido reductor, cede electrones a los
radicales libres y los estabiliza; actia modificando las moléculas de
superoéxido y de otras formas reactivas de oxigeno, a los cuales cede
un electron para estabilizarlos, protegiendo de esta manera a los
lipidos del dafo oxidativo. (Chimenos, 2008).

Fennema (1993), reporta que la vitamina C es un compuesto
muy soluble que posee a la vez propiedades acidas y reductoras,
estas caracteristicas se deben a su estructura de enediol, que se halla
conjugada con el grupo carbonilo en el anillo lactona.

Kuon (1956), manifiesta que hay varias sustancias quimicas
relacionadas que poseen la actividad de la vitamina C, por lo menos
hasta cierto grado, pero la mas importante de tales sustancias es el
acido L-ascorbico. Asimismo indica que el acido D ascorbico, que es el
producto de la oxidacibn del &cido ascoérbico, se encuentra

frecuentemente relacionado a éste en los productos naturales. Tanto
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el acido L ascérbico como el acido D ascérbico poseen actividad
bioldgica.(Figura. 2)

CH;0H 0 i
HCOH e
0
=() OH OH
= HrT:uu
HO OH CH,OH

Acido L Ascérbico Acido D Ascorbico

Figura 2. Estructura de Vitamina C
Fuente. Serra (2007)

Segun Cheftel et al. (1976), el requerimiento promedio de
vitamina C en un nifio es de 30 a 50 mg por dia y en un adulto es de
40 a 60 mg por dia (Huapaya, 1995).

2.2.9. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la
oxidacién de otras moléculas mediante la inhibicion de la propagacion

de la reaccidon de oxidacion.

Veliogluet al. (1998), sefiala que los antioxidantes pueden
clasificarse en naturales y sintéticos, estando estos ultimos en desuso
debido a estudios que les atribuyen efectos carcinégenos. Este hecho
ha despertado un creciente interés en el estudio de los antioxidantes

naturales entre los que se encuentran distintos compuestos fendlicos.

Pokorny (2001), los antioxidantes de origen natural son aquellas
sustancias que se presentan o pueden ser extraidas de los tejidos de
las plantas y aquellas que se forman durante el cocinado o el
procesado de compuestos alimenticios de origen vegetal o animal.
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Existen numerosos estudios sobre la capacidad antioxidante de los
alimentos de consumo corriente en las diferentes culturas: las frutas,

las hierbas, el té, el cacao, las verduras, los cereales, etc.

Castafeda et al. (2008), indica que los antioxidantes naturales
se encuentran presentes en, practicamente, todas las plantas,
microorganismos, hongos e incluso en los tejidos animales. En las
frutas, las legumbres y algunos vegetales se encuentran muchas
sustancias capaces de atrapar radicales libres, mejorando nuestra
defensa antioxidante, reportdndose que son capaces de detener o
prevenir el desarrollo de tumores y los efectos bioquimicos asociados
con la progresibn de los mismos; este potencial se atribuye,
principalmente, a sus propiedades antioxidantes. (Sanchez, 2010).

2.2.10. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas inestables porque contienen
un electron no apareado. Para poder convertirse en moléculas
estables, los radicales libres buscan electrones de otras moléculas
tales como el ADN, lipidos en las membranas celulares y en las
proteinas de los tejidos corporales. Cuando estas moléculas son
atacadas por los radicales libres, su estructura molecular se altera.
Estas moléculas alteradas se convierten entonces en radicales libres
que buscan, atacan y danan moléculas aledanas, continuando asi una
reaccion en cadena que crea radicales libres y causa danos
moleculares. Los cientificos creen que los radicales libres también
podrian contribuir en muchas enfermedades y a la aceleracién de los

signos de envejecimiento.

La excesiva produccion y/o exposicibn de un organismo a
radicales libres induce en éste alteraciones bioldgicas potencialmente
conducentes a un dafo celular, denominado “estrés oxidativo”. Los

radicales libres mas comunes en el organismo son el radical
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superoxido, el radical hidroxilo y el peroxido de hidrégeno, que aunque
no cumple con el requisito de tener electrones desapareados tiene la
actividad necesaria para ser considerado dentro del grupo. El anion
radical superéxido, puede actuar como agente oxidante en un medio
hidrofébico, como son las membranas celulares y como agente
reductor en medio acuoso. A niveles intracelulares son reducidos por

dismutacion, lo que puede ocurrir espontaneamente. (Inocente, 2009).

2.2.11. La piel

Organo dindmico constantemente cambiante, se compone en
tres capas principales: epidermis, dermis y tejido subcutaneo, cada
una de las cuales esta formada por varias subcapas. Los anexos de la
piel, como foliculos y glandulas sebaceas y sudoriparas, también
desempenan diversos papeles en su funcién global, menciona que la
piel posee una gran capacidad de regeneracion, es decir, es capaz de
repararse a si misma después de haber sufrido lesiones leves.
(Yaringano, 2015)(Figura. 3).

Top30
subCAANe0

Figura 3. Capas de la piel

Fuente. Yaringaro (2015)
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2.2.12. Epidermis

La epidermis se compone de 4 o 5 capas (Figura. 4),
dependiendo de la regién de la piel. Las dos capas principales son el
estrato basal o germinativo y el estrato cérneo, la capa mas externa es
el estrato corneo la cual tiene contacto directo con el medio ambiente,
esta capa no es una simple coleccion de células muertes, sino un
complejo organismo que es parte del sistema homeostatico; todos los
fendmenos ocurren en esta capa, incluyendo el uso de cosméticos.
(Yaringano, 2015)

ESTRATOS DE LA EPIDERMIS
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Figura 4. Esquema de las capas de la epidermis
Fuente. Yaringano (2015)

2.2.13. La piel y el fotoenvejecimiento

La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los
organos mas importantes del mismo tanto por tamafno como por sus
funciones. La piel separa al organismo del medio ambiente externo vy,
al mismo tiempo, permite su comunicacion con él mismo. Es una

envoltura completa sin soluciones de continuidad, ya que en las
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regiones donde se encuentran los orificios naturales del organismo, la

piel se transforma paulatinamente en una mucosa.

La piel sana es una barrera contra agresiones mecanicas, quimicas,
toxicos, calor, frio, radiaciones ultravioleta y microorganismos
patbgenos. Ademas, la piel es esencial para el mantenimiento del
equilibrio de fluidos corporales actuando como barrera ante la posible
pérdida de agua (pérdida transcutanea de agua), el mantenimiento del
equilibrio térmico y la transmisiéon de una gran cantidad de informacién
externa que accede al organismo por el tacto, la presion, temperatura
y receptores del dolor. Es mas, prueba de que la piel juega un papel
muy importante en nuestra funcién de relacion es que exteriorizamos
nuestro estado emocional por la piel: nos sonrojamos, palidecemos,

nuestro pelo se eriza y emanamos olor (feromonas). (Merino, 2011).

El fotoenvejecimiento comprende los cambios clinicos y microscopicos
de la piel foto expuesta crénicamente. Tiene fendmenos propios,
clinicos e histolégicos que permiten diferenciarlo del envejecimiento
fisiolégico. Clinicamente se encuentran arrugas superficiales vy
profundas, surcos, piel engrosada, manchas pigmentarias, coloracion
amarillenta o cetrina, laxitud, telangiectasias. Histolégicamente, el sello
del fotoenvejecimiento esta dado por la elastosis de la dermis debido a
un proceso degenerativo de la fibra elastica propio del dafo por luz

UV. (Guevara, 2011).
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2.2.14. Cremas cosmeéticas

Son preparados que al aplicar en la piel con fines de embellecimiento
ejercen una accion determinante en cuanto a provocar un cambio en
ésta, posee ingredientes que ayudan a la piel a mantenerla y
protegerla. Esto hace posible incorporar en estos productos para el
cuidado de la piel un numero ilimitado de sustancias activas a partir de
fuentes naturales (extractos de plantas o algas, aceites, oleorresinas).

(Yaringafo, 2015)

CAPITULO IlIl: METODOLOGIA

3.1.Materiales y métodos

3.1.1. Tipo de Investigacion
Experimental, descriptivo y transversal

3.1.2. Muestra vegetal
Frutos de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu Camu

proveniente de la ciudad de Pucallpa, provincia Coronel Portillo,
departamento de Ucayali.

3.1.3. Animales de experimentacion
Ratones machos albinos (Mus musculus) cepa Swiss con peso
promedio de 24 *+ 2 g, procedentes del Instituto Nacional de
Salud ubicado en el distrito de Chorrillos de la ciudad de Lima,

con acondicionamiento previo a las 48 horas, con agua y
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alimento Ad libitum, ciclo luz — dia de 12 horas y temperatura de

22 a 26°C.

Materiales, reactivos y equipos
Material de laboratorio de vidrio diverso

Balanza analitica OHAUS (precisién:0.01 g)
Balanza METLER TOLEDO (precision: 0.1 g)
Balanza analitica 0.0001 g — 100.0000 g OHAUS
Espectrofotémetro UV visible Thermo Scientific
Estufa termostatica IMULSA

Agitador Hélice IKA

Refrigerador LG

Viscosimetro Brookfield modelo LVD
Potenciometro Metler Toledo

Lampara CAMAG (onda corta)

Microscopio Leica DM750 con cdmara

Vortex

Picnédmetro de cremas

Alcohol etilico 96° Grado analitico Merck
Formol al 10%

Reactivo Folin Ciocalteu Sigma

Carbonato de sodio Merck

Reactivo radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil Sigma
Acido Tricloroacético Merck

Estandar &cido gélico Sigma-Aldrich

Estandar acido ascorbico Sigma-Aldrich
Metanol grado analitico Merck

Agua destilada
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Otros

Insumos para la crema cosmeética con extracto de Camu Camu
(Proveedores: Drocersa S.A, Quimica Anders S.A., Croda):
Polisorbato 60, alcohol cetoestearilico, monoestearato de
glicerilo, cetil palmitato, miristato de isopropilo, propilenglicol,
dioxido de titanio, trietanolamina, fenoxietanol y caprilil glicol y
agua.

Crema cosmética antioxidante con extractos érganicos de noni,
acai y acerola. (comercial de referencia)

Potes de 100 g de PVC con tapa y contratapa

Crema depilatoria VEET

Jaulas con malla metélica

Hojas de bisturi

Jeringas de tuberculina

Pentobarbital sédico (Penta-hypnol)

Métodos

Los métodos que se describen también estan graficados en un
flujograma (Anexo. 12)

Recoleccion e identificacion del material botanico:

El fruto de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu Camu fue
recolectado en la ciudad de Pucallpa, provincia de Coronel
Portillo, departamento de Ucayali entre los 150 y 200 msnm en

el mes de abril del 2014. Identificada taxondémicamente
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posteriormente en el Museo de Historia Natural de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Anexo.1).

3.2.2. Elaboracion del extracto hidroalcohodlico de Camu

Camu

Se obtuvé un extracto hidroalcohdlico del fruto de Myrciaria

dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu Camu de la siguiente manera:

1.

Seleccibn y clasificacion de los frutos: Se
seleccionaron los frutos en buen estado, pintonas, sin
rajaduras y sin partes blandas.

Lavado y desinfeccion: Los frutos frescos (6 kg) fueron
lavados con agua potable circulante. Luego se
desinfectaron colocandolos por 30 minutos en agua
destilada con hipoclorito de sodio 0.5% (5 gotas de
hipoclorito de sodio por cada litro de agua).

Pulpeado del fruto: Se corté la fruta en dos mitades y
se despepd. Luego se licud la parte carnosa del fruto y
se mezcld con las pepas.

Maceracion del fruto: En un frasco de vidrio ambar con
boca ancha, se adicioné 6 L de alcohol etilico con el
pulpeado del fruto y las pepas, en proporcion 1:1 (6 kg

de fruta: 6 L de alcohol etilico), y se macer6 por 7 dias.
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5. Filtracion: Se realizaron dos filtraciones. La primera

filtracion del macerado se realizd6 por doble malla
organdi y la segunda filtracién se realiz6 por papel de
filtro.

Evaporacion: El filtrado se evapord a una temperatura
de 40°C hasta evaporacion del alcohol y formacién de
una melcocha.

Almacenamiento: La masa pastosa (melcocha) se
almacené en un frasco de vidrio &mbar de boca ancha

a una temperatura no mayor de 30°C. (Anexo.13)

3.2.3. Analisis fisicoquimico del extracto hidroalcohdlico de

Camu Camu
Se realizé el andlisis fisicoquimico del extracto, estableciéndose

especificaciones de calidad mediante un protocolo de analisis.

(Anexo. 2).Dentro de los ensayos realizados se encuentran:

1.

Descripcidén: Se coloc6 1 g de la muestra sobre una
placa petri, se observé el aspecto sobre un fondo
blanco. Por observacién directa.

El pH: se midié utilizando el potenciometro calibrado
con las soluciones buffer correspondientes, la muestra
se disolvié en agua destilada al 10 % (p/p). Luego se

realizd la medicion a una temperatura de 25°C, y se
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sumergio el electrodo dentro de la solucion preparada,
hasta que se estabilizé y se registré la lectura obtenida.
. Solubilidad: Se trabajé con 7 solventes de acuerdo a su
polaridad, se disolvi6 1 g de extracto en 10 mL de
solvente.

. Marcha fitoquimica: Con el extracto hidroalcohdlico y
reactivos se realizé la identificacibn de metabolitos
secundarios mediante reaccibn de caracterizacién

quimica de coloracién y precipitacion. (Lock de Ugaz,

1988).
Deteccion : Taninos
Reaccion : Gelatina- sal

Se preparan tres soluciones: A una solucién de 1g de
gelatina en 100 ml de agua se le agrega 10g de NaCl.
La precipitacién con éste reactivo es indicativo de la

presencia de taninos.

Deteccion : Flavonoides.

Reaccion Shinoda.

A una solucion alcohdlica del extracto se agrega

limaduras de magnesio seguidas por gotas de HCI
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concentrado. Las coloraciones rojas indican que es

positiva.
Deteccion : Aminoacidos.
Reacciéon Ninhidrina.

Una alicuota del extracto se mezcla con 2 ml de la
solucion al 0.25% de ninhidrina, se calienta por 5 a 10
minutos en bafo de agua, la reaccidn se considera

positiva cuando se desarrolla un color azul violaceo.

Deteccion : Quinonas.

Reaccién : Borntrager.

Al extracto se le agrega gotas de bencina el cual se
agita con solucion de acuosa de NaOH al 5%. La
produccién de una coloracion rosada a roja en la etapa

acuosa es indicativo de antraquinonas y naftoquinonas.

Deteccion : Alcaloides.

Reaccién : Mayer, Dragendorf.

Reaccién de Mayer: se prepara mezclando 1.36 g de
HgCI2 en 60 ml de agua con 5 g de Kl en 10 ml de
agua. Se acidifica el extracto con 1 ml de HCl al 1 %,

se anade 2 o 3 gotas del reactivo, la apariciéon de un
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precipitado blanco o crema indicard que la reaccion es

positiva.
Deteccion : Glicosidos.
Reacciéon Molish

Reaccion: se agrega a la muestra etandlica 3 gotas de

a-naftol y 05 gotas de acido sulfurico.

Deteccion : Compuestos fendlicos.

Reaccion Cloruro férrico.

Al extracto se le agrega gotas de cloruro férrico. La
produccion de una coloracién verdosa es indicativo de

compuestos fenodlicos. (Guevara, 2011) (Anexo. 14)

Solidos Totales: Se coloca 5 mL en una capsula de
porcelana limpia, seca y previamente tarada, la capsula
se coloco en bano de agua (bafo maria) y se evaporo
hasta que el residuo estuvo aparentemente seco,
posteriormente se pasé a estufa a una temperatura de
105°C + 2°C durante 3 horas. Se retir6 la capsula de la
estufa, se colocd en una desecadora hasta que
alcanz6 la temperatura ambiente y se pesé. Se repitid
el proceso anterior, pero empleando solo 60 minutos

de secado, las veces necesarias, hasta obtener una
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masa constante. Los soélidos totales (St)(g/100 mL) se
calcularon mediante la férmula siguiente. (Ochoa,

2013) St = (Pr-P) / V x 100

Donde:

Pr: masa de la capsula mas el residuo (Q)

P: masa de la capsula vacia (g)

V: volumen de la porcion del ensayo (mL)

100: factor matematico.
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3.2.4. Formulacion de una crema cosmeética con extracto de

Camu-Camu

Se preparé la crema cosmética con el extracto hidroalcohdlico

de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu Camu, mediante

una emulsién agua en aceite. (Figura. 5)

! S
FASE ACUOSA

| —

CALENTARY
MANTENER AT®
75°C+5°C

FORMACION DE
LAEMULSION

FASE OLEOSA

ADICIONAR LA FASE
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ACUOSA AGITACION HELICE
(800 RPM — 1000 RPM)

v

MIRISTATO SE
ISOPROPILO

CETIL PALMITATO
MONOESTEARATO
DE GLICERILO
ALCOHOL
CETOESTEARILICO
POLISORBATO 60

FUNDIRUNOAUNO Y
MANTENER A T® 75°C
+5°C

[ ADICION DELEXTRACTOT® 40°C ] —

DISPERSION DEL
EXTRACTO

[ ADICION DELNEUTRALIZANTE T° 40°C ] <::: TRIETANOLAMINA

[ ADICION DELPRESERVANTE T° 40°C ]

Figura 5. Flujograma de la fabricacion de la crema con extracto
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Hidroalcohélico de Camu Camu
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La formulacién se envasd en potes x 100 g bien cerrados de

PVC con tapa y contratapas de PVC.

Para la obtencién de una férmula robusta, se sometié la crema
envasada a un estudio de estabilidad preliminar llamado estrés
ciclico, donde se lleva a cambios bruscos de temperatura (45°C

+ 2°C y de 2°C a 8°C) cada 3 dias durante 15 dias.

Al finalizar este ciclo, se analizd la crema, comparandola con
una contramuestra (25°C + 2°C, 60 % + 5 % H.R.), para el
andlisis se considerd evaluar los cambios de la descripcién, pH
(10 % solucién acuosa), peso especifico y viscosidad de la

crema.

Se evaluaron estos parametros fisicoquimicos y también
microbiolégicos  para determinar la calidad de la crema
cosmeética con extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia
(Kunth) Mc Vaugh Camu Camu y se colocaron en un protocolo

de calidad. (Anexo. 3)

Los analisis fisicoquimicos (Anexo. 3) realizados fueron:

a. Descripcion: Se coloc6 1g de crema sobre una placa petri
extendiéndola con ayuda de una espatula y se observo el
aspecto, el color de la crema. Por observacién directa.

b. pH: Se midié utilizando un potenciémetro calibrado con las

soluciones buffer correspondientes, la crema se disperso6 en



39

agua destilada al 10 % (p/p). Luego se realiz6 la medicién a
una temperatura de 25°C, sumergiendo el electrodo dentro
de la dispersion preparada, hasta que se estabilice y se
registré la lectura obtenida.

c. Peso especifico: Se realizé a una temperatura de 25°C,
colocando la crema en el picnémetro de cremas y se registrd
el peso. Previamente se tomd el peso del picndmetro vacio y
con agua destilada. Se obtuvd el resultado, utilizando la

siguiente férmula.

Peso especifico = W picnémetro con crema — W picnémetro vacio

W picnémetro con agua — W picnémetro vacio

d. Viscosidad: Se realiz6 considerando las siguientes

condiciones:

Viscosimetro: Brookfield modelo LVD

Aguja N° 64

Velocidad: 5 RPM

Temperatura: 25°C + 1°C

Cantidad de muestra: 250 mL

Tiempo: 3 minutos

El recuento microbiano de la crema fue realizado por el Centro

de Control Analitico de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
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la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La técnica

utilizada fue segun la USP 38 (Anexo. 4)

Cuantificaciéon de los compuestos fendlicos totales en
el extracto y crema cosmética

La determinacion de polifenoles totales para el extracto y la
crema, se llevd a cabo utilizando el método empleado por

(Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventos, 1999)

Fundamento del método

El reactivo estd compuesto por una mezcla de acidos
fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico, los que
sufren reduccién al oxidar los compuestos fendlicos, originando
un complejo wolframio-molibdeno de color azul cuya
absorbancia es dependiente de la concentracion de los
polifenoles de la muestra y se midié en un espectrofotometro a
725 nm. Los resultados se expresan como mg equivalentes de
acido gdlico/100 g de muestra fresca. (Dewanto, Orthofer y

Lamuela-Raventos, 1999)(Kuskoski, 2005) (Kodama, 2010).

Procedimiento

Se diluyé 10 g de extracto hidroalcohdlico de Camu Camu en

100 mL de agua destilada.
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La crema con extracto también se dispersé en una solucién al

10 %.

En un tubo de ensayo se colocé 1,0 mL de reactivo Folin-
Ciocalteau, 0,02 mL de muestra y se dejé en reposo durante 5
minutos, luego de los cuales se agreg6 0,95 mL de solucién de
carbonato de sodio al 7,5%, se complet6 a 3 mL con agua
destilada; luego se llevé a bafo maria a 50°C durante
10minutos. Posteriormente se leyé en el espectrofotometro a
760nm. Se trabajé por triplicado, usando un blanco que no tenia

muestra.

Para elaborar la curva de calibracion se consider6 como
estandar el acido gélico a concentraciones de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0y
5,0 ppm (ug/L) a partir de una matriz de acido galico 25 ppm.
Se realizé el procedimiento anterior para cada concentracion.

(Figura. 6).
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y =0.0479x- 0.0051

- i
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Figura. 6 Curva de calibracion del acido gélico (ppm)

Los resultados para el extracto se expresan como mg acido
galico/ g extracto seco y para la crema como mg &cido gélico/g

crema. (Anexo. 5)

3.2.6. Cuantificacion de la Vitamina C en el extracto y crema

Cosmética

Fundamento del método

El fundamento de la determinacion de Vitamina C radica en el
poder reductor que ejerce esta vitamina sobre el reactivo Folin-
Ciocalteau en medio acido, tornandolo de color azul, cuya
intensidad guarda relacién con la concentracion de vitamina C.

(Oliveira, 2014).
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Procedimiento

Se diluyé 10 g de extracto hidroalcohdlico de Camu Camu en

100 mL de agua destilada.

La crema con extracto también se dispersé en una solucién al

10 %.

Se midié 0,2 mL de reactivo Folin-Ciocalteu al 10%, luego se
anadi6 0,5 mL de acido tricloroaceético (TCA) al 10% y se agitd
para homogenizar. Posteriormente, se anadié 0,02 mL de
muestra, se completdé a 3 mL con agua destilada; se dejé en
reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos y se ley¢ la
absorbancia en el espectrofotometro a 760 nm. Se trabajé por

triplicado, usando un blanco que no tenia muestra.

Para elaborar la curva de calibracién se consider6 como
estandar el acido ascorbico a concentraciones de 5,0; 10,0;
20,0; 40,0 y 50,0 ppm (ug/L) a partir de una matriz de acido
ascérbico 100 ppm. Se realizé el procedimiento anterior para

cada concentracion. (Figura. 7)
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y = 0.0107x+ 0.0073

ABSORBANCIA

Acido Ascérbico (ppm)

Figura. 7 Curva de calibracion del 4cido ascérbico (ppm)

Los resultados del extracto se expresan como mg acido
ascérbico/ g extracto seco y de la crema mg acido ascérbico / g

crema. (Anexo. 6)

Evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto y

la crema

Se realiz6 la determinacibn de la actividad antioxidante
mediante el método espectrofotométrico, utilizando el radical
1,1difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (Muedas, La Rosa, Robles.

2008).
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Fundamento del método

La reaccion de basa en que el radical libre estable DPPH* de un
color azul intenso, sustrae un atomo de hidrogeno proveniente
de una sustancia donadora de electrones, y como consecuencia
de ello se produce una disminucién del color del DPPH* hasta
tornarlo pardo claro. La medicidén de la absorbancia se realiza a

517 nm. (Muedas, La Rosa, Robles. 2008).

Procedimiento:

Se diluye 10 gramos de extracto hidroalcohdlico en 100 mL de
agua destilada. Luego se toma 1 mL de la solucidén anterior y se

diluye en 100 mL de agua destilada.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante del extracto
de Camu Camu, se utilizaron volimenes de muestra
comprendidos entre 0,03 y 0,15 mL a los cuales se anadi6 1,0
mL de metanol y 1,0 mL de solucién del radical libre estable
DPPH* 0,1 mm, completando un volumen total de 3 mL en cada
tubo con metanol. Luego se dej6 en reposo en la oscuridad
durante 30 minutos, a cuyo término se ley6 en el
espectrofotometro a 517 nm. Los resultados se expresan como
IC50 (mg/mL). Paralelamente se prepard un tubo blanco para
calibrar el equipo (metanol: agua 2:1), y un tubo control que no

contenia muestra.

Luego se realizaron los calculos para expresar los resultados
como Capacidad Antioxidante Equivalentes mg vitamina C
(VEAC)/ g extracto seco; con una curva de calibracién
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elaborada con estandar de 4cido ascorbico a concentraciones
de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 y 5,0 ppm (ug/L) a partir de una matriz de
acido ascérbico 20 ppm. Se realizd el procedimiento anterior
para cada concentracion. ( Figura. 8)

80.000
70.000 B
60.000 y =14.8849x- 1.1281 A
50.000 p i

40.000 V- o

30.000 »

% INHIBICION

20.000 'l
10.000 B 4
0.000 &~

0 1 2 3 - g
-10.000

Acido ascérbico (ug/mL)

Figura. 8 Curva de calibracién del % de inhibicion del acido
ascorbico (ug/mL) frente al radical DPPH

En el caso de la crema elaborada con el extracto
hidroalcohdlico de Camu Camu, se diluyeron 10 gramos de
crema en 100 mL de agua destilada. Luego se toman 2 mL de

la solucion anterior y se diluye en 10 mL de agua destilada.

La determinacion de la capacidad antioxidante de la crema se
realiz6 utilizando el método y la curva de calibracién

anteriormente descrito.

Los resultados se expresan como Capacidad Antioxidante
Equivalente mg Acido Ascérbico (VEAC)/ g extracto seco y
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Capacidad Antioxidante Equivalente mg Acido Ascérbico
(VEAC)/ g crema. (Anexo. 7)

3.2.8. Evaluacion de la actividad regeneradora por la crema

cosmeética

Método Operatorio

El trato que se di6 a los animales de experimentacién estuvo
basado en la Guia “Guide for care and use of laboratory
animals”, en el acta de bienestar animal (AWA) y en el
documento “Elementos esenciales para investigacién animal,
una guia para la investigacion personal del centro de
informacion del bienestar animal del departamento 63 de
agricultura de Estados Unidos de América y la guia de manejo y

cuidado de animales de laboratorio: raton. (Fuentes, 2008).

De esta manera se brindaron las condiciones adecuadas para
su mantenimiento y se evité el minimo dolor para la aplicacién
de los tratamientos y sustancias de experimentacion; ademas
de una muerte sin sufrimiento realizando la posterior extraccion

de la piel para la evaluacion histopatolégica (Anexo. 16)

e Se distribuy6 a los animales de experimentacion aleatoriamente
en cinco grupos de ocho animales cada uno.

Grupo I: Ratones con lomo depilado (Blanco)



48

Grupo Il:  Ratones con lomo depilado e irradiado (Control
negativo)
Grupo Ill:  Ratones con lomo depilado e irradiado, y con

tratamiento de crema cosmética antioxidante con
extractos de noni, acai y acerola - comercial de

referencia (Control positivo) (Zapaille, 2013).

Grupo IV:  Ratones con lomo depilado e irradiado y con

tratamiento de crema sin extracto (Placebo)

Grupo V: Ratones con lomo depilado e irradiado y con

tratamiento de crema con extracto de Camu

Camu (5,0% p/p)

El lomo de los animales fue depilado con crema depilatoria
marca VEET y dejado en reposo por 24 horas. Luego se les
sometid a una dosis de radiacion unica de UVC de 1,3 mW/cm?2,
por un intervalo de tiempo 30 minutos, a una distancia de 30
cm. (Hollands, Gémez-Berry y Miyares, 2003).

Los animales recibieron tratamiento, de acuerdo al grupo de
animales al cual pertenencian, durante 7 dias, dos veces al dia,

con intervalos de reposo de 12 horas.
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Se aplicaron la crema sin extracto, crema comercial y la crema
con el extracto hidroalcohdlico de Camu Camu sobre la regién
depilada e irradiada del lomo del ratén.

Para la aplicacion de la crema se delimité un area circular de un
diametro de 2 cm, en el lomo depilado del raton y se aplicd 0.05
mL de producto, empleando una jeringa de tuberculina para
medir esta cantidad de muestra.

Luego del tratamiento, los animales fueron sacrificados y los
cortes de la piel del lomo de éstos, se conservaron en formol al
10 % y luego fueron evaluadas histoldégicamente, coloreandolas
con H-E (Hematoxilina-Eosina) para ser observadas por
microscopia Optica. (Anexo.8) (Anexo.9). La evaluacion de los
cortes histologicos se realizaron en base a dos dimensiones:

o Estado de la Piel

o Inflamacién de la Piel

1. Estado de la Piel
Debido a que, los datos obtenidos para medir el estado de la
piel fueron cualitativos, se consideré dar puntajes para cada
una de las capas de la piel, tal como se muestra en el
siguiente Cuadro. 2
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Cuadro. 2 Valores asignados para la evaluacion del estado
de la piel por cada capa

Valor

o

Ausente

Discreta

Capa cérnea
Presente

Conservada o normal

Ausente

Membrana basal Presente

Conservada o normal

Ausente

Discontinua o dafada

Epidermis
Delgada

Conservada o normal

[91d e| ap opeis3

Ausente

Presente (dafiada)

Dermis
Delgada

Conservada o normal

Ausente

Tejido laxo
Presente

Ausente

Tejido compacto

= 1Ok, O|lW (N [k |O|lW (N |k |OIN |k |OlW N |-

Presente

Una vez obtenido los puntajes para cada capa de la piel, se
procedi6 a realizar una sumatoria de los mismos,
obteniéndose un puntaje final, el cual se evalué
considerando los rangos de valores segun los estados:
buena, regular y dafnada, como se observa: (Cuadro. 3)
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Cuadro. 3 Valores asignados segun el estado de la piel

Estado Rango de Valores
Buena Mayor a 8
Regular Deda 7
Danada De0Oa3

2. Nivel de la Inflamacién de la piel

Para medir el nivel de la inflamacion de la piel, se

consideraron dos aspectos: (Cuadro.4)

e ElI numero de macréfagos infiltrados en el

tejido

e FEltamano del edema.

Cuadro. 4 Valores de los indicadores de la inflamacion

Tamaiio del edema

Menor a 20
Numero de 20-40
Macrofagos (400x) |40 - 100
Mayor a 100
Ausente

Presente (+) pequefio

Presente (++)mediano

w N [R|O|lWw ([N |=»|O

Presente (+++)grande
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Con esta informacidon se clasificd el nivel de inflamacion

(Cuadro. 5) como:

¢ Sin inflamacién
e Inflamacién leve
e Inflamacién moderada

¢ Inflamacién severa

Los datos fueron procesados de acuerdo al siguiente

cuadro:

Cuadro. 5 Nivel de Inflamacion de la Piel

Inflamacién Rango de Valores
Sin Inflamacién 0
Inflamacion leve la2
Inflamaciéon moderada 3a4
Inflamacidn severa 5a6

Finalmente se determin6 el grado de regeneracién de la piel

fotodafiada por la accidén de la radiacion UVC, por accion

del tratamiento tépico para cada uno de los grupos de

animales de experimentacion bajo la asesoria y supervision

de un patélogo.
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3.3. Analisis estadistico

In Vitro, los datos fueron evaluados mediante estadisticas de promedio

y desviacion estandar

In vivo, los datos fueron evaluados mediante el programa estadistico
SPSS versién 23, de forma cualitativa, usando la prueba de Chi

cuadrado, considerando un nivel de significancia de p<0.05.



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

54

4.1.1. Resultados del analisis fisicoquimico del extracto
hidroalcohdélico Camu Camu

Cuadro. 6 Protocolo de andlisis del extracto hidroalcohdlico de Camu Camu

PROTOCOLO DE ANALISIS

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE CAMU CAMU (Myrciaria dubia (Kunth) Mc

Nombre:

Vaugh)

Norma Técnica: PROPIA

ENSAYOS

ESPECIFICACIONES

RESULTADOS

CARACTERISTICAS FISICAS

Masa pastosa de color ambar, con olor y

Masa pastosa de color ambar, con olor y sabor

DESCRIPCION sabor caracteristico. caracteristico.
SOLUBILIDAD
ETER DE PETROLEO Insoluble Insoluble
DICLOROMETANO Insoluble Insoluble
ACETONA Insoluble Insoluble
ACETATO DE ETILO Insoluble Insoluble
2-BUTANOL Insoluble Insoluble
PROPILENGLICOL Insoluble Insoluble
ETANOL Soluble Soluble
METANOL Soluble Soluble
AGUA Soluble Soluble
PRUEBAS ESPECIFICAS
pH (25 °C) 25 -40 3,44
MARCHA FITOQUIMICA
REACCION DE SHINODA Flavonoides Positivo
REACCION DE CLORURO . .
FERRICO Compuestos Fenolicos Positivo
REACCION DE DRAGENDORFF / . "
MAYER Alcaloides Positivo
REACCION DE LIEBERMAN — . . .
BURCHARD Esteroides y terpenoides Negativo
CLORURO DE GELATINA Taninos Negativo
PRUEBA DE ESPUMA Saponinas Positivo
REACCION DE NINHIDRINA Aminoécidos Negativo
REACCION DE MOLISH Glicésidos Positivo
REACCION DE BORNTRAGER Quinonas Positivo
SOLIDOS TOTALES 0,30 - 0,40 g/100 mL 0,3743g/100mL

Envasado y Almacenamiento: = ALMACENAR EN ENVASE HERMETICAMENTE CERRADO Y PROTEGER DE LA LUZ
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4.1.2. Resultados del analisis de la crema cosmética

Cuadro. 7 Protocolo de analisis de la Crema Cosmética

PROTOCOLO DE ANALISIS

CREMA CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE CAMU CAMU (Myrciaria

Nombre: dubia (Kunth) Mc Vaugh)
Norma Técnica: (1) USP (2) PROPIA
ENSAYOS | NT | ESPECIFICACIONES RESULTADOS

CARACTERISTICAS FISICAS

DESCRIPCION

PRUEBAS ESPECIFICAS
PESO

pH (25 °C)

PESO ESPECIFICO (25 °C)

VISCOSIDAD (25 °C) AGUJA 64
RPM 250 TIEMPO 3 MINUTOS

EXAMEN MICROBIOLOGICO

Recuento Total de Microorganismos
Aerobios

Microorganismo Especifico: E. coli

Microorganismo Especifico: P.
aeruginosa

Microorganismo Especifico: S. aureus

Crema homogénea, de color crema, con
olor caracteristico.

2 No menos de lo declarado 50 g/ Pote

2 55 -85

2 0,10-1,10

2 1000 - 2000 cps

1 No més de 5 000 UFC/g
1 Ausenciaen1g

1 Ausenciaen1g

1 Ausenciaen1g

Crema homogénea, de color crema, con olor
caracteristico.

50, 5 g/ Pote
6,79

1,015

1329 cps

<10 UFC/g

Ausenciaen1g

Ausenciaen1g

Ausenciaen1g
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4.1.3. Resultados del estudio de estabilidad preliminar “estrés
ciclico”

Cuadro. 8 Protocolo de analisis del “estrés ciclico”

PROTOCOLO DE ANALISIS

CREMA CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE CAMU CAMU (Myrciaria

Nombre: dubia (Kunth) Mc Vaugh)
Norma Técnica: (2) PROPIA
ENSAYOS NT ESPECIFICACIONES INICIAL FINAL
CARACTERISTICAS FISICAS
Crema homogénea, de color . Crema homogénea, de
DESCRIPCION 2 crema, con olor g;i?;a:;nm;grezzfégzr?;ligg color crema, con olor
caracteristico ’ caracteristico
PRUEBAS ESPECIFICAS
PESO 2 No menos de lo declarado 50,5 g/ Pote 50,5 g/ Pote
50 g/ Pote
pH (25 °C) 2 55 -75 6,79 6,55
PESO ESPECIFICO (25 °C) 2 0,10-1,10 1,015 0,9677
VISCOSIDAD (25 °C)
AGUJA 64 RPM 250 2 1000 - 2000 cps
TIEMPO 3 MINUTOS 1329¢cps 1552 cps

4.1.4. Resultados del Contenido de Compuestos fendlicos totales

del extracto hidroalcohdlico y crema de Camu Camu (Cuadro. 9)

Cuadro 9. Compuestos fendlicos totales

Compuestos fenolicos
totales

mg acido galico/g géli£?1gglg(;ruta mg acido
extracto fresca (*) galico/g crema
115,540 349,169 12,639

(*) El valor de los compuestos fendlicos en la fruta fresca fueron calculados
en base al rendimiento (Anexo. 17)
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4.1.5. Resultados de Contenido de Vitamina C del extracto

hidroalcohdlico y de la crema de Camu Camu (Cuadro. 10)

Cuadro. 10 Contenido de Vitamina C

Contenido de Vitamina C

. _ mg acido mg acido
m/g 1‘;:3,:;?50;:?0 ascorbico/ 100 g ascorbico/g
9 fruta fresca (*) crema
25,166 76,052 4,614

(*) El valor del contenido de Vitamina C en la fruta fresca fue calculado en

base al rendimiento (Anexo. 17)

4.1.6. Resultados de la capacidad antioxidante del extracto

hidroalcohdlico y de la crema de Camu Camu por el método

espectrofotométrico de DPPH (Cuadro. 11) (Cuadro. 12)

Cuadro. 11 Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohélico de los frutos de Camu Camu

Concentracion Absorbancia corregida 2 VEAC mg acido

(ug/mL) romedio g % INHIBICION ascorbico/ g

H p extracto
10,00 0,153 +0,0036 10,874
20,00 0,143 +0,0032 16,505
30,00 0,134 +0,0025 21,748 45,248
40,00 0,123 +0,0038 28,155
50,00 0,116 +0,0015 32,233

Ecuacion de la recta

Y =0,6236X + 2,6630

Coeficiente de correlacion

0,9885

Concentracion inhibitoria media (ICso)

75,9119

VEAC: Capacidad antioxidante equivalente de Vitamina C
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Cuadro. 12 Capacidad antioxidante de la crema elaborada con extracto hidroalcohdlico de los
frutos de Camu Camu

Concentracion Absorbancia corregida 4 YEACmsacido
orreg % INHIBICION ascorbico/ g
(ug/mL) promedio
crema
1250,00 0,098 + 0,0020 42,913
1500,00 0,073 +0,0020 57,476
1750,00 0,039 +0,0035 77,476 2,7 17
2250,00 0,013 +0,0021 92,233
2500,00 0,004 +0,0031 97,864

Ecuacion de la recta

Y =0,0408X - 1,6214

Coeficiente de correlacion

0,9911

Concentracion inhibitoria media (ICsp)

1264,2603

VEAC: Capacidad antioxidante equivalente de Vitamina C
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4.1.7. Resultados de la actividad regeneradora de la crema con
extracto hidroalcoholico de la crema de Camu Camu sobre
la piel fotodafiada del lomo de ratones

Estos datos se obtuvieron de un cuadro intermedio (Anexo.10) de
estado de la piel por capas segun grupo de estudio que di6 como

resultado el Cuadro. 13 (Figura. 9)

Cuadro. 13 Evaluacion histologica del estado de la piel

ESTADO DE GRUPOS
LA PIEL
GRUPO | GRUPO I GRUPO Il GRUPO IV GRUPO V Total p
- 8 0 0 0 8 0,000
DANADA
0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 0.0% 20.0%
0 6 7 0 13
REGULAR
0.0% 0.0% 75.0% 87.5% 0.0% 32.5%
8 0 2 1 8 19
BUENA
100.0% 0.0% 25.0% 12.5% 100.0% 47.5%
8 8 8 8 8 40
Total
100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Prueba de Chi cuadrado= 67,692; p<0,05
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GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il GRUPO IV GRUPO V

* DANADA = REGULAR ™ BUENA

Figura. 9 Actividad regeneradora de la crema cosmética, mediante
evaluacion histolégica del estado de la piel
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4.1.8. Resultados de la actividad regeneradora de la crema con
extracto hidroalcohoélico de Camu Camu sobre la
inflamacion de la piel fotodahada del lomo de ratones

Estos datos se obtuvieron de un cuadro intermedio (Anexo.11) de
indicadores de la inflamacion segun grupo de estudio, que dié como
resultado el Cuadro. 14 (Figura. 10)

Cuadro.14 Actividad regeneradora de la crema cosmética, mediante

evaluacioén histoldgica de la inflamacion de la piel

GRUPOS
INFLAMACION GRUPOI  GRUPOIl  GRUPOIl GRUPOIN GRUPOYV Total p
, 3 0 0 0 0 3 0,000
SIN INFLAMACION
37.5% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 7.5%
INFLAMACION 5 0 3 0 8 16
LEVE 62.5% 0.0% 37.5% 0.0% 100.0% 40.0%
INFLAMACION 0 0 2 8 0 10
MODERADA
0.0% 0.0% 25.0% 100.0% 0.0% 25.0%
INFLAMACION 0 8 3 0 0 11
SEVERA
0.0% 100.0% 37.5% 0.0% 0.0% 27.5%
Total 8 8 8 8 8 40
100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Prueba de Chi cuadrado=72,807; p<0,05
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GRUPO | GRUPO Il GRUPO IlI GRUPO IV GRUPO V

= SIN INFLAMACION = INFLAMACION LEVE = INFLAMACION MODERADA = INFLAMACION SEVERA

Figura. 10 Actividad regeneradora de la crema cosmética, mediante

evaluacion histolégica de la inflamacion de la piel
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4.2. Discusion:

El fruto de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu Camu, brinda una
excelente alternativa para ser utilizado en formulaciones cosmeéticas por
poseer en su composicidn compuestos con actividad bioldgica, resaltando
sustancias antioxidantes como compuestos fendlicos y vitamina C. (Inocente,
2014).

El extracto hidroalcohdlico de Camu Camu fue soluble en metanol, etanol y

agua.

Se extraj6 los metabolitos secundarios mediante extraccién por maceracion,
identificAndose por marcha fitoquimica: flavonoides, compuestos fendlicos,
alcaloides, saponinas, glicésidos y quinonas. (Cuadro. 6).

La crema cosmética con extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia (Kunth)
Mc Vaugh Camu Camu cumplié con las especificaciones de calidad segun el
protocolo de analisis (Cuadro. 7) y ensayos microbiolégicos para productos
no estériles di6 como resultado ausencia de microorganismos patégenos en
1g (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus), y
los resultados de microorganismos aerobios fueron conformes para el
producto terminado.

El estudio de estabilidad preliminar demostré que la crema cosmética con
extracto de Camu Camu, no varié significativamente con respecto al analisis
inicial, se mantuvé la descripcion, peso, el pH inicial fue de 6,79 y el final fue
de 6,55 dentro del rango de especificaciéon, no hubo mucha variacién. De
forma similar el peso especifico de 1,015 a 0,9677 dentro del rango, el
resultado con respecto a la viscosidad fue de 1329 cps a 1552 cps dentro del
rango, lo que determiné que la formulacion tiene robustez ya que soporté el

estrés ciclico con buenas caracteristicas.
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Con respecto a los compuestos fendlicos totales se observé que como fruto
fresco fue de 3,49169 mg &cido galico/ g fruto fresco siendo menor al del
extracto de Camu Camu y la crema cosmética que fueron de 115,540 mg
acido galico/ g extracto y 12,639 mg acido galico/ g crema respectivamente,
de lo que podemos destacar que la extraccion por maceracion dié buenos
resultados, al extraer los compuestos fendlicos que dieron la actividad

antioxidante in vitro.

De un estudio, se determin6 que el Camu Camu tuvd 349,169 mg acido
galico/ 100g fruta fresca mayor que el aguaymanto 100,89 mg acido galico/
100g fruta fresca, carambola 75,97 mg acido galico/ 100g fruta fresca, tomate
arbol 62,71 mg acido galico/ 100g fruta fresca, yacén 67,64 mg acido galico/
100g fruta fresca, tumbo costefio 2,16 mg &cido galico/ 100g fruta fresca,
noni 164,77 mg acido galico/ 100g fruta fresca y guinda 24,05 Eq mg acido
galico/ 100g fruta fresca. Por lo que se determiné mayor cantidad de
compuestos fendlicos en comparacion a las otras frutas. (Muioz, 2007).

Comparando el extracto del Camu Camu que tuv6 115,540 mg acido galico/g
extracto, con otras investigaciones se determind mayor cantidad de
compuestos fendlicos que los extractos de Achiote 14,9 mg &cido galico/g

extracto y Chupasangre 15,4 mg acido galico/g extracto. (Rojas, 2013).

El contenido de vitamina C del fruto fue de 0,76052 mg &cido ascérbico/g
fruto fresco al compararlo con el extracto este fue de 25,166 mg acido
ascérbico/g extracto seco y de la crema cosmética fue de 4,614 mg acido
ascoérbico/g crema, por lo que se determiné que tanto el extracto como la

crema tienen actividad antioxidante in vitro.

De los resultados de los estudios in vitro, se debe mencionar, que el extracto
hidroalcohdlico de Camu Camu (76,052 mg acido ascérbico/100 g fruta
fresca) tienen valores de vitamina C superiores al kiwi (60 mg/100 @), fresa
(60 mg/100 g), naranja (50 mg/100 g), limén (50 mg/100 @), pifa (12-25
mg/100 @), platano (10-30 mg/100 g), mora (15 mg/100 g), manzanas (2-10
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mg/100 g) y granada (6 mg/100 g), por lo que tiene mayor actividad
antioxidante. (Oliveira, 2014)

Al evaluar la capacidad antioxidante de la Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh
Camu Camu, con la técnica del DPPH* encontramos que el extracto
hidroalcohdlico de los frutos de Camu Camu presenta un IC50 (75,9119
pug/mL ), lo que demuestra que el extracto hidroalcohdlico tiene capacidad
antioxidante, esto podria explicarse por la concentracién de vitamina C
(25,166 mg &cido ascorbico/g extracto y polifenoles 115,5401 mg acido
galico/g extracto), como se ha observado en otros trabajos donde el efecto

antioxidante es ejercido por los polifenoles y vitamina C. (Inocente, 2014).

De un estudio, se determiné que el extracto de Corryocactus brevistylus
(Sanky) present6 actividad antioxidante expresado como IC50: 669,43
pg/mL, este resultado es inferior al compararlo con el extracto de Myrciaria
dubia (Kunth) Mc Vaugh (Camu Camu) IC50 (75,9119 pg/mL), lo que indicé
que el extracto de Camu Camu tuvé mayor capacidad antioxidante que el
extracto de Sanky. (Zapaille, 2013)

Los valores de polifenoles pueden verse modificados dependiendo de los
meétodos utilizados para la extraccion como lo sefalan en algunas
publicaciones (Garzén, 2009), al parecer los mejores solventes utilizados
para la extraccion de polifenoles son el agua y etanol, por su polaridad y su
capacidad de solubilizacién para dichos compuestos (Sohby, 2009). Por otro
lado, la concentracion de polifenoles también va a ser afectada por los suelos
de donde proceden y la estacion del afio en que se producen (Connor, 2005).

La crema cosmética con extracto hidroalcohdlico de frutos de Camu Camu
presenta un IC50 (1264,2603 pg/mL), lo cual demuestra que la crema con
extracto hidroalcohdlico tiene actividad antioxidante. Esta variacién con
respecto al extracto hidroalcohdlico de Camu Camu podria deberse a la
reaccion de los excipientes incorporados en la crema, con los compuestos

activos como son la vitamina C y compuestos fendlicos, el extracto
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hidroalcohdlico podria haber extraido compuestos medianamente polares, lo

cual pueden haber reaccionado lentamente con los excipientes de la crema.

En un estudio con diferentes muestras de frutas se presentaron los
siguientes valores de VEAC para: pifia 0,41 mg/g, maracuya 0,47mg/g, mora
0,83 mg/g, guayaba 1,00 mg/g, uva 1,05 mg/g, fresa 1,32 mg/g y mango 1,74
mg/g en comparacion al VEAC obtenido para el extracto de Camu Camu que
fue de 45 mg/g y para la crema cosmética que fue de 2,717 mg/g, se
demostro que el extracto y la crema de Camu Camu tienen mayor capacidad
antioxidante que las frutas mencionadas anteriormente.(Kuskoski, 2012).

En este trabajo, se presentd el efecto de la radiacién UV-C sobre la piel. La
radiacion de tipo UV-C ha sido poco estudiada debido a que no existen
problemas a nivel ambiental, ya que este tipo de longitud de onda no llega a
atravesar la superficie terrestre por encontrarse bloqueada por la capa de
ozono (Nole & Johnson, 2004). Sin embargo es ampliamente usado a nivel
ocupacional, por sus propiedades germicidas y poco se conoce sobre el
efecto que este tiene sobre la piel (Andersen, 2006). Al tener una menor
longitud de onda (290 — 200 nm), la energia que irradia es mucho mayor, por
lo que el dafno que puede ofrecer a la piel es peligroso si no se cuenta con la
debida proteccidén (Svobodova, 2006). Se tiene asi, entre los pocos estudios
realizados sobre radiacién UV-C, que este ocasiona una serie de danos, y
que estos llegan a aparecer a las pocas horas de exposicion. Se observa asi
que existe una inflamacién tanto de la piel como de la retina (Trevisan, 2006).

La actividad regeneradora de la crema cosmética fue evaluada en la piel
fotodafada de los ratones mediante cortes histologicos, de las diferentes
capas de la piel (Anexo0.10), los resultados fueron (Cuadro. 13), un estado de
la piel buena para el 100 % de los grupos | (ratones con lomo depilado —
blanco) y grupo V (ratones con lomo depilado e irradiado y con tratamiento
de crema con extracto de Camu Camu- 5,0% p/p), lo que comprobd que la

crema tiene actividad regeneradora.
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El grupo IV (ratones con lomo depilado e irradiado y con tratamiento de
crema sin extracto — placebo), dié un resultado de estado de la piel regular
para el 87,5% de la poblacion y un 12,5 % de estado de la piel buena, lo que
indic6 que la base de la crema cosmética tiene regular actividad

regeneradora.

El grupo Ill (ratones con lomo depilado e irradiado y con tratamiento de
crema cosmética antioxidante con extractos de noni, acai y acerola-
comercial de referencia-control positivo), que dié como resultado el 75 % de
la poblacion con estado de la piel regular y un 25 % con estado de la piel
buena, lo que indicé que la actividad regeneradora de la crema cosmética
con extracto de Camu Camu tuvé mejores resultados que la crema

comercial.

El grupo Il (ratones con lomo depilado e irradiado-control negativo), di6 como
resultado el 100 % de la poblaciéon con estado de la piel dafada, esto nos
indico que la radiacién UV-C caus6 un dafo severo en la piel de los ratones.

Para determinar la actividad regeneradora de la crema cosmética también se
evallo la piel fotodanada de los ratones mediante la inflamacion de la piel
por cortes histologicos, mediante la cantidad de macrofagos y la presencia
de edema, los resultados fueron para el 100 % una inflamacion leve para el
grupo V, 100 % inflamacién moderada para el grupo 1V, 100 % inflamacién
severa para el grupo Il, para el grupo |, la inflamacién leve fue de 62,5 % y
37,5% no presento6 inflamacion; para el grupo 1l la inflamacion leve fue de
37,5 %, inflamacién severa fue de 37,5% y la inflamacién moderada fue de
25,0 %, lo que demostr6 que la crema cosmética tiene actividad

regeneradora.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Se cuantificd el contenido de compuestos fendlicos y de vitamina C
del extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh
Camu Camu y de la crema cosmética, mediante el método de
Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos para compuestos fendlicos
y utilizando el poder reductor que ejerce la vitamina C sobre el
reactivo Folin-Ciocalteau, dando resultados favorables in vitro para
capacidad antioxidante.

El extracto hidroalcohdlico de Mpyrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh
Camu Camu y la crema cosmética tienen capacidad antioxidante in
vitro mediante el método espectrofotométrico DPPH, la cantidad de
compuestos fendlicos y la cantidad de vitamina C.

La crema cosmética con extracto hidroalcohdlico de Myrciaria dubia
(Kunth) Mc Vaugh Camu Camu tiene actividad regeneradora in vivo
sobre la piel fotodafiada de los ratones de laboratorio, mediante la
evaluacion histoldgica tanto en el estado de la piel como en el grado

de inflamacion.
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CAPITULO VIIIl. ANEXOS

Anexo 1. Clasificacién taxondmica de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh Camu

Camu
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Anexo 2. Protocolo de Andlisis Fisicoquimico del Extracto de Camu Camu

Cuadro. 15 Plantilla de Protocolo de andlisis del extracto hidroalcohdélico de Camu Camu

PROTOCOLO DE ANALISIS

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE CAMU CAMU (Myrciaria dubia (Kunth) Mc

Nombre: Vaugh)
Norma Técnica: PROPIA
ENSAYOS ESPECIFICACIONES RESULTADOS
CARACTERISTICAS FISICAS
Masa pastosa de color ambar, con olor y sabor
DESCRIPCION caracteristico.
SOLUBILIDAD

ETER DE PETROLEO
DICLOROMETANO
ACETONA

ACETATO DE ETILO
2-BUTANOL
PROPILENGLICOL

ETANOL
METANOL
AGUA

PRUEBAS ESPECIFICAS
pH (25 °C)

MARCHA FITOQUIMICA

REACCION DE SHINODA

REACCION DE CLORURO
FERRICO

REACCION DE DRAGENDORFF /

MAYER

REACCION DE LIEBERMAN —
BURCHARD

CLORURO DE GELATINA
PRUEBA DE ESPUMA
REACCION DE NINHIDRINA
REACCION DE MOLISH
REACCION DE BORNTRAGER

SOLIDOS TOTALES

Insoluble
Insoluble
Insoluble
Insoluble
Insoluble
Insoluble

Soluble
Soluble
Soluble

25 -40

Flavonoides

Compuestos Fendlicos

Alcaloides

Esteroides y terpenoides

Taninos
Saponinas
Aminoé&cidos
Glicésidos
Quinonas

0,30 —0,40 g/100 mL

Envasado y Almacenamiento:

ALMACENAR EN ENVASE HERMETICAMENTE CERRADO Y PROTEGER DE LA LUZ
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Anexo 3. Protocolo de Analisis de la Crema Cosmética

Cuadro. 16 Plantilla de Protocolo de analisis de la crema cosmética

PROTOCOLO DE ANALISIS

Nombre:

CREMA CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE CAMU CAMU (Myrciaria
dubia (Kunth) Mc Vaugh)

Norma Técnica:

(1) USP (2) PROPIA

ENSAYOS | T | ESPECIFICACIONES RESULTADOS

CARACTERISTICAS FISICAS

Crema homogénea, de color crema, con

DESCRIPCION 2 olor caracteristico.

PRUEBAS ESPECIFICAS
No menos de lo declarado 50 g/

PESO 2 Pote

pH (25 °C) 2 55 -85

PESO ESPECIFICO (25 °C) 2 0,10-1,10

VISCOSIDAD (25 °C) AGUJA 64 )

RPM 250 TIEMPO 3 MINUTOS 2 1000 - 2000 cps
EXAMEN MICROBIOLOGICO

Recue_nto Total de Microorganismos 1 No més de 5 000 UFC/g

Aerobios

Microorganismo Especifico: E. coli 1 Ausenciaen1g

Microorganismo Especifico: P. 1 Ausenciaen 1 g

aeruginosa

Microorganismo Especifico: S. aureus 1 Ausenciaen 1 g
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Anexo 4. Protocolo de Andlisis Microbiolégicode la crema cosmética
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Anexo 5. Resultados obtenidos de la cuantificacién de compuestos fendlicos

Cuadro. 17 Resultados obtenidos para elaborar la curva de calibracién de 4cido gilico

pv | ABS1 | ABS2 | Aps3 | ABSORBANCIA DESVIACION
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0000
1 0,043 0,044 0,042 0,043 0,0010
2 0,085 0,088 0,087 0,087 0,0015
3 0,134 0,131 0,133 0,133 0,0015
4 0,184 0,183 0,185 0,184 0,0010
5 0,241 0,242 0,241 0,241 0,0006

Cuadro.18 Resultados de la cuantificacion de compuestos fenélicos del extracto de Camu

Camu
ABS | ABS | ABS ABS DESVIACION | ABSORBANCIA
N 1 2 3 | BLANCO | ,pOMEDIO | ESTANDAR | CORREGIDA
HIDROALCOHOLICO | 3.689 | 3.693 | 3.684 | 0,006 3.689 0.0045 3.683

Cuadro. 19 Resultados de la cuantificacion de compuestos fenélicos de la crema elaborada
con extracto de Camu Camu

CREMA CON ABS | ABS | ABS BLANCO ABS DESVIACION | ABSORBANCIA
EXTRACTO 1 2 3 PROMEDIO | ESTANDAR CORREGIDA
HIDROALCOHOLICO | 2,789 | 2,796 | 2,788 0,779 2,791 0,0044 2,012
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Cuadro. 20 Resultados de la cuantificacion de compuestos fendlicos del extracto del fruto

de Camu Camu, expresado en mg acido gilico/g extracto

. El Luego 20 Equivalencia Equivalencia
Cantidad Py pes At o q
acido extracto uL se acido galico y acido galicoy | Comparativo
am seco fue disuelve extracto seco extracto seco acido galico
EXTRACTO galico en g A .
diluido en 3 mL (g (ug acido (mg acido mg/g
muestra G o
oo en 10% extracto galico/g galico/g extracto
(2 seco/mL) extracto seco) extracto seco)
Extracto
hidroalcohdlico de 77,027 0,002 0,001 115540,084 115,540 115,5401
Camu Camu

Cuadro. 21 Resultados de la cuantificacién de compuestos fendlicos de la crema

con extracto de Camu Camu, expresado en mg dcido

gélico/ g crema

Cantidad acido El extracto seco Luego 50 uL se disuelve Equivalencia AG y Equivalencia AG y extracto
CREMA galico en crema fue diluido en 8 extracto seco (ug AG/g seco (mg acido galico/g
en 3 mL (g crema/mL)
(ppm) 10% (g) crema) crema)
Crema con Extracto
o ire: 2 Camu Camu 42,131 0,010 0,003 12639,348 12,639




Anexo 6. Resultados obtenidos de la Cuantificacion de Vitamina C
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Cuadro. 22 Resultados obtenidos para elaborar la curva de calibracién de dcido ascorbico

PPM ABS 1 ABS 2 ABS 3 PROMEDIO DS
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,064 0,063 0,061 0,063 0,002
10 0,117 0,121 0,115 0,118 0,003
20 0,225 0,221 0,226 0,224 0,003
40 0,445 0,444 0,442 0,444 0,002
50 0,532 0,535 0,537 0,535 0,003

Cuadro. 23 Resultados de la cuantificacion de vitamina C del extracto de Camu Camu

ABS | ABS | ABS ABS DESVIACION | ABSORBANCIA
EXTRACTO 1 2 3 BLANCO PROMEDIO | ESTANDAR CORREGIDA
HIDROALCOHOLICO | 0,202 | 0,203 | 0,210 0,018 0,205 0,0044 0,187
Cuadro. 24 Resultados de la cuantificacion de vitamina C de la crema con
extracto de Camu Camu
CREMA CON ABS | ABS | ABS BLANCO ABS DESV}ACION ABSORBANCIA
EXTRACTQ 1 2 3 PROMEDIO | ESTANDAR CORREGIDA
HIDROALCOHOLICO | (361 | 0,364 | 0366 | 0,274 0,364 0,0025 0,090
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Cuadro. 25 Resultados de la cuantificacion de vitamina C del extracto de Camu

Camu, expresado en mg acido ascorbico/ g extracto

El Luego 20
extracto uL se Equivalencia Equivalencia Comparativo
Cantidad acido seco fue disuelve AAy AZ“ :ex tracto acido
EXTRACTO ascorbico en . en3mL | extracto seco y ascorbico
Y diluido ( (ug AA/ seco (mg AA/g ]
pp en 10% 8 ug g extracto seco) 8
(2 extracto extracto seco) extracto
g seco/mL)
etracto hidroalcohdlico de Camu 16,777 0,002 | 0,001 | 25165715 | 25,166 25,1657
Cuadro. 26 Resultados de la cuantificacién de vitamina C de la crema con
extracto de Camu Camu, expresado en mg acido
ascorbico/ g crema
Cantidad El extracto Luego 50 uLL Equivalencia Eq:;:::llil:sl:ecAoA
acido seco fue se disuelve en AA y extracto y 2.0
CREMA axq Ton (mg acido
ascorbico en diluido en 3mL (g seco (ug AA/g o
crema (ppm) 10% (g) crema/mL) crema) i)
Crema con Extracto
hidroalcohélico de Camu 7,690 0,005 0,002 4613,771 4,614
Camu
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Anexo 7. Resultados obtenidos de la Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

Cuadro. 27 Resultados obtenidos para elaborar la curva de calibracion de dcido ascorbico
para evaluar Capacidad Antioxidante

PPM ABS 1 ABS2 | ABS3 PR OI?VIISEDI o DS % INHIBICION

0 0,171 0,172 0,172 0,172 0,001 0,000

1 0,151 0,155 0,152 0,153 0,002 11,068

2 0,122 0,124 0,117 0,121 0,004 29,515

3 0,092 0,103 0,095 0,097 0,006 43,689

4 0,069 0,066 0,068 0,068 0,002 60,583

5 0,047 0,051 0,048 0,049 0,002 71,650
DPPH 0,171 0,172 0,172 0,1717 0,001

Cuadro. 28 Resultados de la evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto

hidroalchélico de frutos de Camu Camu

ug/ml | ABS1 | ABS2 | ABS3 | BLANCO PR Oﬁl?DI o DS C ORII?I;EE}ID A % INHIBICION
0 0,171 0,172 0,172 0,000 0,172 0,0006 0,172 0,000
10 0,153 0,151 0,158 0,001 0,154 0,0036 0,153 10,874
20 0,142 0,148 0,143 0,001 0,144 0,0032 0,143 16,505
30 0,136 0,139 0,134 0,002 0,136 0,0025 0,134 21,748
40 0,128 0,121 0,127 0,002 0,125 0,0038 0,123 28,155
50 0,121 0,119 0,118 0,003 0,119 0,0015 0,116 32,233
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Cuadro. 29 Resultados de la evaluacion de la capacidad antioxidante de la crema con

extracto hidroalcohdlico de frutos de Camu Camu

pg/ml | ABS1 | ABS2 | ABS3 | BLANCO PROﬁESDIO DS | OR?{]:ESGID A | % INHIBICION
0 0171 | 0,172 | 0,172 0,000 0,172 0,0006 0,172 0,000

1250 | 0255 | 0253 | 0,257 0,157 0,255 0,0020 0,098 42,913

1500 | 00242 | 0244 | 0246 0,171 0,244 0,0020 0,073 57,476

1750 | 0238 | 0231 | 0,235 0,196 0,235 0,0035 0,039 77,476

2250 | 0224 | 0228 | 0227 0,213 0,226 0,0021 0,013 92,233

2500 | 0231 | 0227 | 0,225 0,224 0,228 0,0031 0,004 97,864




Anexo 8.Diagnostico Microscépico por Analisis Histoldgico de la piel de los ratones
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Anexo 9: Cortes histolégicos de la piel de los ratones fotodafada segun los grupos

GRUPO I: Ratones con lomo depilado (Blanco)

VISTA MICROSCOPICA 10 X

VISTA MICROSCOPICA 40 X




GRUPO II: Ratones con lomo depilado e irradiado (Control Negativo)

VISTA MICROSCOPICA 10 X
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VISTA MICROSCOPICA 40 X
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GRUPO llI: Ratones con lomo depilado e irradiado y con tratamiento de crema comercial de
referencia con propiedades antioxidantes (Control positivo)

VISTA MICROSCOPICA 10 X

VISTA MICROSCOPICA 40 X
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GRUPO 1V: Ratones con lomo depilado € irradiado y con tratamiento de crema sin extracto

(

Placebo)

VISTA MICROSCOPICA 10 X

VISTA MICROSCOPICA 40 X
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GRUPOQ V: Ratones con lomo depilado e irradiado y con tratamiento de crema con extracto
de Camu Camu (Dosis 5.0 % p/p)

VISTA MICROSCOPICA 10 X




Anexo 10. Estado de la piel por capas segun grupo de estudio

Cuadro. 30 Estado de la piel por capas

93

GRUPOS
GRUPO| GRUPOIl GRUPOIII GRUPOIV GRUPOV
AUSENTE 3 4 0 3 0
37.5% 50.0% 0.0% 37.5% 0.0%
DISCRETA 2 4 8 5 0
CAPA 25.0% 50.0% 100.0% 62.5% 0.0%
CORNEA
PRESENTE 0 0 0 0 6
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 75.0%
CONSERVADA 3 0 0 0 2
O NORMAL 37.5% 0.0% 0.0% 0.0% 25.0%
AUSENTE 0 8 0 0 0
0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 0.0%
DISCONTINUA 3 0 3 0 4
O DANADA 0 0 o o o
EPIDERMIS 37.5% 0.0% 37.5% 0.0% 50.0%
DELGADA 3 0 5 2 0
37.5% 0.0% 62.5% 25.0% 0.0%
CONSERVADA 2 0 0 6 4
O NORMAL 25.0% 0.0% 0.0% 75.0% 50.0%
AUSENTE 0 8 8 0 0
0.0% 100.0% 37.5% 0.0% 0.0%
MEBI\/IABSI?AALNA PRESENTE 3 0 3 7 4
37.5% 0.0% 37.5% 87.5% 50.0%
CONSERVADA 5 0 2 1 4
O NORMAL 62.5% 0.0% 25.0% 12.5% 50.0%
AUSENTE 0 4 0 0 0
0.0% 50.0% 0.0% 0.0% 0.0%
PRESENTE 3 4 8 8 8
DERMIS (DANADA) 37.5% 50.0% 100.0% 100.0% 100.0%
2 0 0 0 0
DELGADA
25.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
CONSERVADA 3 0 0 0 0
O NORMAL 37.5% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
AUSENTE 0 8 8 0 0
TEJIDO 0.0% 100.0% 37.5% 0.0% 0.0%
LAXO
PRESENTE 8 0 5 8 8
100.0% 0.0% 62.5% 100.0% 100.0%
AUSENTE 0 8 0 2 0
TEJIDO 0.0% 100.0% 0.0% 25.0% 0.0%
COMPACTO
PRESENTE 8 0 8 6 8
100.0% 0.0% 100.0% 75.0% 100.0%




Anexo 11. Indicadores de la Inflamacién segun grupo de estudio

Cuadro. 31 Indicadores de la Inflamacién
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GRUPOS
INDICADORES
DE LA ]
INFLAMACION CONDICION GRUPOI GRUPOII GRUPO Il  GRUPOIV GRUPOV
3 0 3 0 4
Menor a 20
37.5% 0.0% 37.5% 0.0% 50.0%
5 0 2 4 4
20-40
62.5% 0.0% 25.0% 50.0% 50.0%
MACROFAGOS
0 8 3 4 0
40 - 100
0.0% 100.0% 37.5% 50.0% 0.0%
0 0 0 0 0
Mayor a 100
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
8 0 0 0 2
Ausente
100.0% 0.0% 0.0% 0.0% 25.0%
0 0 0 4 6
Presente (+)
0.0% 0.0% 0.0% 50.0% 75.0%
EDEMA
0 0 5 2 0
Presente (++)
0.0% 0.0% 62.5% 25.0% 0.0%
0 8 3 2 0
Presente (+++)
0.0% 100.0% 37.5% 25.0% 0.0%
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Anexo 12. Figura. 11 Flujograma de Investigacion
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Anexo 13. Extracto hidroalcohélico del Camu Camu

Figura. 14 Filtracién del Extracto de Camu Camu

Figura. 15 Evaporacioén del Extracto
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Anexo 14. Evaluacién Fisicoquimica del Extracto de Camu Camu

Figura.18 pH del Extracto

Figura.19 Determinacion Capacidad Antioxidante, Vitamina C y Compuestos Fendlicos
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Anexo 15. Evaluacién Fisicoquimica de la Crema de Camu Camu

Figura. 20 Preparacion de la Crema Figura. 21 pHdela Crema Figura. 22 Viscosidad de la Crema

Figura. 23 Peso especifico  Figura.24 Determinacion Actividad Antioxidante Vitamina C y Compuestos Fendlicos.
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Anexo 16. Evaluacion de efecto regenerador de la Crema cosmética in vivo

!

ML‘ {J : /' | h\

Figura. 27 Aplicacion de Tratamiento y Observacién de Cortes Histologicos




Anexo. 17 Célculos de Rendimiento

Cuadro. 32 Calculos de Contenido de Vitamina C

Contenido de Vitamina C

25,1657 mg &cido ascorbico/ g extracto seco etandlico

6, 0 kg fruta fresca 181, 3 g extracto seco
0,03309 kg 109
33,09 g fruta fresca 1,0 g extracto seco
25,1657 mg &cido ascérbico 33,09 g fruta fresca

X 100 g

X = 76,052 mg acido ascérbico/ 100 g fruta fresca

100



Cuadro. 33 Célculos de Contenido de Compuestos Fendlicos

Contenido de Compuestos Fenolicos

115,540 mg acido galico/ g extracto

6, 0 kg fruta fresca

0,03309 kg

33,09 g fruta fresca

115,540 mg acido galico

X

181, 3 g extracto seco

109

1,0 g extracto seco

33,09 g fruta fresca

100 g

X = 349,169 mg &cido gélico/ 100 g fruta fresca

101



