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RESUMEN

La “maca” es una especie que se cultiva en el piso bioclimatico llamado Puna
entre los 3850 a 4850 metros de altitud, usado en medicina tradicional por su
alto valor nutricional, las raices fueron recolectadas en Carhuamayo,
Departamento de Junin. El objetivo del presente estudio fue evaluar in vitro la
actividad fotoprotectora de una formulacién a base de extracto acuoso liofilizado
de Lepidium meyenii “maca”. Se preparé un extracto acuoso liofilizado y se
realizé el screening fitoquimico para determinar los grupos funcionales. Se
formularon las cremas fotoprotectoras a dos concentraciones 5 % y 15 %, a las
cuales se les realizé ensayos de control de calidad. Se evalu6 la actividad
fotoprotectora en el “Bioensayo” de las formulaciones (5 % y 15 %) en piel de
ratones expuestos a los rayos UVB. El Factor de Proteccion Solar (FPS) de las
formulaciones se determind aplicando un método in vitro desarrollado por
Mansur, usando un espectrofotémetro. El screening fitoquimico del extracto
acuoso liofilizado de las raices de maca report6 principalmente la presencia de
alcaloides. Los resultados de los ensayos de control de calidad fisico quimicos
fueron conformes. Respecto al Bioensayo, el grupo blanco y el grupo extracto
liofilizado mds crema 15 %, presentaron los menores grosores en micras en la
piel de los ratones, obteniendo un promedio de 12,8 £ 23 y 143 + 2.8
respectivamente. Se obtuvo valores de FPS de 5,480 + 0,020 para la formulacién
con extracto al 15%; 6,854 + 0,001 para BZF-4 al 1,5 % y 11,504 + 0,027 para
bloqueador solar del mercado. Se concluye que la formulacion a base de extracto
acuoso liofilizado de Lepidium meyenii tiene actividad fotoprotectora contra la

UVB.

Palabras clave: Lepidium meyenii (maca), capacidad fotoprotectora, extracto

liofilizado, bioensayo, eritema solar, radiacion ultravioleta.
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SUMMARY

The “maca” is a species that is grown in the bioclimatic floor called Puna
between 3850 to 4850 meters of altitude, used in traditional medicine for its
high nutritional value, the roots were collected in Carhuamayo, Department of
Junin. The objective of the present study was to evaluate in vitro the
photoprotective activity of a formulation based on a lyophilized aqueous
extract of Lepidium meyenii (maca). A lyophilized aqueous extract was
prepared and phytochemical screening was performed to determine the
functional groups. The photoprotective creams were formulated at two
concentrations, 5 % and 15 %, to which quality control tests were carried out.
The photoprotective activity (Bioassay) of the two formulations (5 % and 15
%) in the skin of mice exposed to UVB rays was evaluated. The Sun Protection
Factor (SPF) of the formulations was determined by applying an in vitro
method developed by Mansur, using a spectrophotometer. Phytochemical
screening of the lyophilized aqueous extract of maca roots mainly reported the
presence of alkaloids. The results of the chemical physical quality control tests
were in accordance. Regarding the Bioassay, the white group and the
lyophilized extract plus 15 % cream group had the smallest micron thickness
in the skin of the mice, obtaining an average of 12,81 + 2,28 and 14,27 + 2,84
respectively. FPS values of 5,480 + 0,020 were obtained for the formulation
with 15 % extract; 6,854 + 0,001 for BZF-4 at 1,5 % and 11,504 + 0,027 for
Sunscreen on the market. It is concluded that the formulation based on
lyophilized aqueous extract of Lepidium meyenii (maca) has photoprotective

activity against UVB radiation.

Key words: Lepidium meyenii (maca), photoprotector, freeze-dried extract

capacity. Bioassay, solar erythema, ultraviolet radiation.



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1.

Situacion problematica
La exposiciéon a la radiacion ultra violeta (RUV), es causa de numerosas
alteraciones cutdneas, incluido el cancer de piel. El progresivo aumento de este
tipo de cancer en las ultimas décadas ha suscitado una gran preocupacion sanitaria
y social por lo cual, todos los aspectos relacionados con la foto proteccién son
objeto de investigacion desde diversos puntos de vista: fisico, quimico, biolégico

y sanitario (Mulero, 2004: 8).

Las luz solar es importante para el ser humano, sin embargo, las radiaciones
solares en exceso sin fotoproteccion puede causar efectos dafiinos tanto a corto
como a largo plazo. Para prevenir estos efectos nocivos, Sabemos que la
fitoterapia nos puede proporcionar extractos vegetales con las propiedades
adecuadas para elaborar tanto productos fotoprotectores, como fitocosméticos

calmantes y antieritema para después del sol (Lopez, 2007: 67).

Serra, nos dice que el termino filtro o pantalla solar se puede definir como

cualquier producto capaz de disminuir la penetracion de los rayos solares en la
piel” (Serra, 1994: 58). Son formulaciones que se usan via tdpica y se presentan
forma de cremas, emulsiones, lociones, geles ldpices de labios o aerosol. Los
fitros solares se clasifican entre “Los filtros quimicos” que se caracterizan por
“absorver la zona del ultravioleta” Camacho (2001) y “los filtros fisicos en los
cuales su mecanismo de accidn se basa en la reflexion y dispersion de la luz

ultravioleta” (Serra 1994: 58).

Los metabolitos de cierto tipo de plantas que se pueden usar como filtros solares
poseen “la capacidad de absorber diferentes radiaciones y, normalmente, se

formulan asociadas a otros componentes de sintesis y/o de pigmentos minerales,



para asegurar la eficacia del filtro antisolar” (Lépez, 2007: 67). “La naturaleza
proporciona sustancias vegetales, asi tenemos a la acerola (Malpighia glabra L.)
y el propdleo verde, los cuales a partir de sus compuestos extraidos presentan la
capacidad de disminuir los dafios producidos por las radiacion ultravioleta de la
luz solar, previendo asi las quemaduras solares, fotoenvejecimiento y
fotocarcinogénesis” (Piovesana et al.,, 2013). “Estos extractos vegetales deben
cumplir las caracteristicas del filtro solar, es decir, han de presentar una absorcién
de la radiacion que oscile entre 290-400 nm, han de ser estables en las condiciones
normales de uso y fabricacién de cosméticos, deben ser compatibles con los
excipientes y el material de acondicionamiento de los productos utilizados en las

lineas solares. Ademads, deben ser atéxicos” (Lopez, 2007).

Yang (2006) menciona que “algunos organismos como las plantas han
desarrollado sistemas para adaptarse a este aumento de la radiacién”, el autor hace
referencia a lugares en la provincia de Qinghai en China, “se ha demostrado que
el contenido total de alcaloides de una planta cada vez mds a estas altitudes
(Meconopsis quintuplinervia) aumenté con la elevacién y no con la latitud”.
Ademads, Spitéler et al. (2006), evidencié “la variaciéon de altitud sobre el
contenido de metabolitos secundarios en las cabezas de floracién de Arnica
montana”. Ademas, el nivel de los derivados del acido cafeico también esta
relacionado con la altitud del sitio. Estos autores sugieren una proteccion a la

radiacion ultravioleta.

En el Peru, es posible encontrar plantas que crecen a mayor altura que se informé
anteriormente (Spitéler et al, 2006). “La maca, Lepidium meyenii, es una planta
crucifera que crece exclusivamente a 4000 - 4500 metros de altitud en los Andes
Centrales, caracterizado por ser lugares muy frios, con una alta intensidad solar,
alta RUV y fuertes vientos, que no permiten crecer otras plantas” (Valerio, 2005).
La Maca se usa tradicionalmente como un nutriente y para la fertilidad. “Ambas
propiedades de la maca han sido cientificamente demostradas en ratas y seres
humanos” (Canales et al., 2000). Sin embargo, no hay informe o informacién
tradicional que demuestre que la maca tiene un efecto sobre la radiacién ultra
violeta. Se sabe que la RUV se incrementa con el aumento de altitud (Godar,

2005). Entonces, es posible que los organismos que viven en estas partes altas



1.2.

1.3.

hayan desarrollado mecanismos de proteccion en contra de este alto RUV, y esto
podria ser util si se demuestra proteccién en otros organismos cuando se

administre tépicamente.

El presente estudio ha sido disefiado para determinar si la maca, debido a su
hébitat extremo, puede proteger la piel de la RUV. Para ello se prepara un extracto
y producto terminado via tdpica, se evalia si evita el dafio a la piel producido por

radiacion UVB en ratones.

Formulacion del problema

Molgo et al. (2005), nos dice que “La evidencia epidemioldgica sugiere que la
exposicion a radiacion ultravioleta y la sensibilidad del tipo de piel a esta, son
factores de riesgo comunes para desarrollar cancer de piel; el incremento en la
exposicién acumulativa se asocia a cdncer no-melanoma y el tipo de exposicion
aguda e intermitente (quemaduras solares) se vincula con el melanoma cutidneo”.
Sabemos que la luz solar tiene es importante para el ser humano por ejemplo en
la sintesis de vitamina D, los rayos ultravioleta también produce dafio en el ADN,
ARN, proteinas, lipidos de membranas y organelas celulares presentes en la
epidermis y la dermis incluyendo el sistema vascular (Romani, et al., 2005).

(Una formulacién a base de extracto acuoso liofilizado de Lepidium meyenii

(maca) tendrd actividad fotoprotectora in vitro y en vivo?

Justificacion tedrica
La radiacion ultravioleta (RUV) tiene tres diferentes bandas dependiendo de su
longitud de onda. UVA y UVB son conocidos para llegar a la superficie de la
tierra y producen varios tipos de efectos (Molgo et al., 2005). El tipo de dafio que
producen estas radiaciones sobre la piel dependera del tiempo de exposicidn, la
intensidad recibida y la longitud de onda (Romani et al., 2005). En un nivel
epidérmico, que se ha visto que la radiacion UV puede generar eritema,
queratinocitos apoptoticos, y la hiperplasia epidérmica y los dafios y perjuicios la
permeabilidad de la barrera epidérmica, (Camacho, 2001). Por las razones

expuestas, todos los intentos para encontrar los productos a los que prevengan los



efectos de estas radiaciones serdn de beneficio para la sociedad (Food and Drug
Administration, 2011). EI producto cosmético que se propone contribuird a que

la poblacién tenga acceso a un producto natural.

1.4. Justificacion practica
Con la presente investigacion se amplia el conocimiento sobre los beneficios de
Lepidium meyenii (maca), ahora en la elaboracién de productos cosméticos de
actividad fotoprotectora y asi contribuir a un mejor uso de esta especie, dado que
frecuentemente es empleada por los pobladores andinos debido a tener un alto
aporte nutricional, usado como energizante y con propiedades en la fertilidad. Al
haberse realizado el estudio como cosmético con actividad fotoprotectora a base
de extracto acuoso liofilizado, se comprueba su compatibilidad quimica con los
excipientes pudiendo ser usado como producto terminado con actividad

fotoprotectora.

1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general
Evaluar in vitro e in vivo la actividad fotoprotectora de una formulacion a base de
extracto acuoso liofilizado de Lepidium meyenii (maca)
1.5.2. Objetivos especificos
1. Realizar el estudio fitoquimico del extracto acuoso liofilizado Lepidium meyenii
(maca).
2. Formular una base cosmética compatible quimicamente, con el extracto acuoso
liofilizado de “Lepidium meyenii”.
3. Evaluar el efecto fotoprotector del producto formulado mediante irradiacién
UVB en ratones (in vivo).
4. Determinar el Factor de Proteccion Solar mediante ensayos fisicoquimicos (in

Vitro)



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

Esparza et al. (2015), dice que los efectos del proceso de secado en los niveles de las
macamidas bioactivas y de sus supuestos precursores metabdlicos (Figura 1) durante
las précticas de procesamiento poscosecha tradicionales e industriales, muestran que
las amidas son un producto intrinseco del proceso de secado que implica la liberacién
hidrolitica y la transformacion metabdlica de lipidos y glucosinolatos en sus

precursores de dcido graso libre y bencilamina.

Gonzales (2006), realiz6 un estudio con extracto hojas de maca negra, hojas amarillas
y hojas de maca roja, y ademds un protector solar; los cuales fueron colocados en el
dorso de ratones expuestos a radiaciéon UV-B. Los resultados mostraron que la
radiaciéon UV-B sin tratamiento genera destruccion de la epidermis, evidenciada por
necrosis de gran parte del tejido. Esta necrosis no se observa a pesar de la exposicion
a radiacion UV-B, en ninguno de los animales que fueron previamente tratados con
los extractos de maca, ni en los que fueron tratados con protector solar. La ausencia de
tratamiento previo a la irradiacion genera células de quemadura solar (sunburn cells)

y queratinocitos atipicos.

Se habia demostrado que extractos acuosos de tubérculos de maca amarilla tienen un
efecto protector contra la exposicién a radiacion UV-B (Gonzales—Castaneda &
Gonzales, 2008). La relacion al grosor epidérmico tanto los extractos de hojas de maca
amarilla como de maca roja provocaron una mayor reduccion de la altura epitelial que
los extractos de hoja de maca negra. Este efecto fue incluso superior al efecto del

protector solar. (Gonzales, 2009).



2.2. Bases tedricas

2.2.1. Lepidium meyenii “maca”

(1)  Clasificacion taxonémica (segin Arthur Cronquist, 1988)
Reino: Plantae
Divisiéon: Magnoliophyta
Clase:  Magnoliopsida
Subclase: Dillenidae
Orden:  Capparales
Familia: Brasicaceae
Género: Lepidium
Especie:  Lepidium meyenii Walp
Nombre Comun: “Maca”

Fuente: Museo de historia Natural UNMSM (ANEXO 1.)

2

3)

Descripcion morfoldogica

Lepidium meyenii es una crucifera, que crece en la region andina domesticada
por los pobladores de la zona, La maca es una planta anual, lefiosa y de aspecto
parecido a los arbustos. Presenta “ramas decumbentes 20 a 35 cm de longitud,
en forma de roseta de 40 a 70 cm de diametro y tallo principal reducido; su
inflorescencia terminal y axilar es de tipo racimo de 2,5 a 5 cm de longitud,
con 6 estambres, dos fértiles en el ciclo extremo con filamento de 0,3 a 0,5

mm de longitud”. (Castafieda et al., 2010).

Ubicacion geografica

Lepidium meyenii, es una especie que se cultiva en el piso bioclimético llamado
Puna entre los 3 850 a 4 850 metros de altitud. Sabemos que “hay cultivos en:
San Pedro de Cajas, Vico, Huayre, Junin, Carhuamayo, Ondores del
Departamento de Junin; y en Ninacaca, Huallay, Tingihuarco, Simén Bolivar
y otros caserios del Departamento de Pasco a una altitud de 3700 a 4500 metros

que corresponden a piso ecoldgico de la puna” (Bianchi, 2003).

La maca “cuyo hdbitat natural se encuentra por encima de los 3800 metros de
altitud, una altura tipica de la puna andina que pocas plantas pueden crecer

debido a los vientos constantes y a su gélido e inhdspito clima” (Quiroz, 1997).
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Usos en la medicina popular

Lepidium meyenii (maca), se us6 desde la época pre-Inca en la Meseta del
Bombdn, por su alto valor nutricional (Castafieda, et al., 2010). “A la maca se
le atribuyen muchas propiedades nutracéuticas, entre ellas el incremento de la
fertilidad, el aumento de la capacidad espermadtica, la mejora del rendimiento

sexual y la reduccidn del tamafio de prostata inflamada” (Wang et al., 2007).

Composicion quimica

Los metabolitos presentes en la maca son divididos en metabolitos primarios

y componentes fitoquimicos, a los que se le atribuye sus propiedades médicas.

Los contenidos nutricionales y funciones farmacoldgicas de la maca son

diferentes de acuerdo a los colores de los ecotipos (Marin, 2002 y McCollon et

al., 2005).

Metabolitos primarios
La maca reporta “un contenido de carbohidratos de 59 %, de lipidos de
2,2 % y de proteinas 10,2 %. De los acidos grasos presentes destacan
dos acidos grasos insaturados como el linoleico y el oleico. También se
han encontrado los 4cidos 7-tridecenoico, tridecanoico, 7-
pentadecenoico, pentadecanoico, 9-heptadecenoico, heptadecanoico,
11-nonadecenoico, nonadecanoico, 15-eicosenoico, eicosanoico,
docosanoico, 15-tetracosenoico, tetracosanoico, laurico, miristico,
palmitico, palmitoleico y estedrico. Muchos de estos dcidos grasos in
saturados, por estar presentes en la maca, también se les conoce como
macaenos. La maca contiene aminodcidos como leucina, arginina,
fenilalanina, lisina, glicina, alanina, valina, isoleucina, dcido glutdmico,
serina, dcido aspdrtico, en concentraciones entre 50 a 150 mg/g de
proteina; otros aminodcidos se encuentran en menor proporcion.
Contiene también minerales como hierro, calcio, cobre, zinc y potasio,

entre otros” (Lock, 2002: 27).

Componentes fitoquimicos
La maca, ha desarrollado armas de defensas quimicas y bioldgicas para

protegerse del duro ecosistema donde crece, como por ejemplo la
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formacion de alcaloides, amidas y oxilipinas (derivados oxidados de 4cidos
grasos C18, que en el caso de la maca se denominan macaenos), y la
liberacién de compuestos de raiz. “El sistema mirosinasa-glucosinolato, el
equivalente a un arma quimica binaria, en el cual la enzima (mirosinasa,
una tioglucosidasa) y el sustrato (glucosinolato) estdn localizados en
compartimentos separados en el interior de la célula (Figura 1). Cuando se
produce la ruptura celular, por el ataque de un herbivoro, por ejemplo, el
glucosinolato queda expuesto a la enzima y se produce la hidrélisis que
genera isotiocianatos, nitrilos o tiocianatos volatiles que son altamente
reactivos o toxicos. Estos compuestos son los responsables del sabor

amargo y picante en la maca fresca” (Esparza et al., 2015).

Glucosinolatos e isotiocianatos

Los glucosinolatos “son sales organicas sulfatadas relativamente estables,
presentes en las plantas en la forma potdsica, son moléculas altamente
cargadas, en la cual el grupo sulfato con un pKa - 9 es ionizado en casi
todas las circunstancias” (Fahey, 1999). Los glucosinolatos son metabolitos
secundarios presentes generalmente en la familia Brasicaceae, la cual
abarca las hortalizas como la Col, Coliflor, Brocoli. Coles de Brusela,
Nabo, Rabano Berro, etc. (Wuarton, et al., 2001). Los glucosinolatos
mayoritarios terminados en la maca son bencilglucosinolato, p-
metoxibencilglucosinolato, p-hidroxi bencil-glucosinolato. La maca fresca
contiene 1 % (peso/peso) de estos componentes expresados como bencil-
glucosinolato (Conoway, 2000). El isotiocianato determinado en la maca
seca por cromatografia gaseosa es el bencilisotiocianato. (Walker, 1998).
El bencilisotiocianato presente en la maca y su respectivo glucosinolato ha
sido reportado como un potente anticancerigeno de las glandulas mamarias
y del estomago (Gutiérrez & Montafno, 2002). En la muestra seca, los
glucosinolatos se encuentran en menor cantidad que en la muestra vegetal
fresca. Fahey & Talalay (1999), nos dice que para evitar la hidrolisis en las
muestras frescas, primero se debe inactivar la enzima mirosinasa bajo

corriente de hidrogeno a 100 grados centigrados por 3 minutos.



Conoway (2000), dice que al secar a temperatura mayor a 60 °C en el horno
se desnaturaliza la enzima mirosinasa y por lo tanto si se seca la muestra a
estas condiciones dard como resultado un mayor nivel de cantidad de
glucosinolatos que cuando se seca al ambiente. “A la temperatura ambiente,
cuando se almacena por periodos de tiempos largos estos pueden
hidrolizarse facilmente hacia sus aglicones” (Griffiths, ef al., 2001. La
diferencia en la composicion entre estos productos es, como se esperaba,
significativa y depende del grado de actividad que hayan tenido varias
enzimas hidroliticas, especialmente las tioglucosidasas enddgenas
(mirosinasas). Yébar et al. (2011) también describen una menor actividad
de mirosinasa durante un proceso de secado en el campo después de 90 dias
de secado (alrededor del 20 — 30 %), pero aun tienen actividad. Por lo tanto,
un criterio considerado importante para la calidad del producto seco son los
niveles de glucosinolatos, que se espera que se asemejen tanto como sea
posible a los valores originales (Xing-Hao, et al, 2014) y de sus
metabolitos hidroliticos, tales como isotiocianatos aromadticos y sus

aldehidos, nitrilos y alcoholes mds estables.

HSO,
HO A
o) H.0 R /»g_ / R—N=—C=—7S
B LB oH 1} Clicoss | 7 Isotiocianto
o OH \ ‘,.\ R—C=N
| h NJ Nitrilo
Tiocianato

Compuestos toxicos

Glucosinolatos
de defensa

Figura 1. Accién de la enzima mirosinasa sobre los glucosinolatos.- Para formar
compuestos volatiles téxicos como defensa frente a herbivoros e insectos. En el caso de la
maca R= CsH5 (bencilo).

b. Las macamidas
Son bencilalquilamidas secundarias bioactivas reportadas en tubérculos de
L. meyenii, la amidas benziladas encontradas son N-benzil-5-00-6E,
Eoctadecadienam-da y N-bencilhexa-decanamida, tiene también el acido
ketoaciclico 5-oxo-6E-octadeca-dienoico. (McCollom et al.; 2005; Zhao
et al., 2005; Muhammad et al., 2002). Aunque el material utilizado para el

andlisis en estas publicaciones consistia en tubérculos secos o productos
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comercialmente disponibles obtenidos a partir de ellos, se ha supuesto que
las macamidas estaban presentes también en tubérculos frescos, como es el
caso con otras especies que se informa que contienen alcamidas, (Clifford
et al., 2002). Debe observarse que la sintesis de macamida se sigue
produciendo hasta el punto final del proceso de secado con un 13 % de

contenido de agua en el tejido (Esparza et al., 2015).

Alcaloides

Los alcaloides son sustancias nitrogenadas (alcalino), por lo general
formando parte de un heterociclo (contienen un dtomo de Nitrogeno) y que
se presentan importantes propiedades fisioldgicas. (Reyna, 2014). Los
alcaloides forman parte principalmente en la naturaleza del reino vegetal
en hojas, semillas, raices y frutos (Sifuentes-Penagos 2015). “Los
alcaloides no son hormonas ni proteinas, €stos son sustancias nitrogenadas
complejas, principios activos de vegetales, gozan de propiedades bdésicas.
Los alcaloides de la maca se combinan con los dcidos formando de sales de
alcaloides, éstos son cristalizables y solubles en el agua” (Sifuentes-
Penagos, 2015).

Boaling et al., (2003) indica que han aislado tres tipos de alcaloides
provenientes de las raices de maca, de los cuales dos de los alcaloides
imidazolicos de la maca se denominan lepidilinas de las que se conocia A
y B: cloruro de 1,3-dibenzyl-4,5-dimetilimidazolio y cloruro de 1,3-
dibenzil- 2,4,5-trimetilimidazolio respectivamente (Chacén, 1961; Cui et
al., 2003). Recientemente ‘““se identificaron las fracciones lepidiline C y D
(cloruro de 3-benzil-1-(3- metoxibenzil)4,5-dimetilimidazolio y cloruro de
3-benzi-1-(3-metoxibenzil)-2,4,5 trimetilimidazolium respectivamente)”
(Jin et al., 2016). La maca también contiene el derivado benzilado de 1,2-
dihidro-N-hidroxipiridina, denominado “macaridina” (Muhammad et al.,

2002)

. Esteroles

Fitosteroles son metabolitos secundarios que “estin compuestos

generalmente de B-sitosterol, campesterol, brassicasterol, estigmasterol y
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el ergosterol, presentdndose en forma libre (aglicones), formando esteres o
como parte de un glicésido (saponinas). Estos compuestos derivan
biogenéticamente del escualeno, todos contienen el nicleo
ciclopentanoperhidrofenantreno, presentan un grupo -OH en el carbono C3,
poseen una cadena lateral de 8 a 10 carbonos y un doble enlace en el
carbono C5, por lo cual, se pueden representar con la estructura béasica del
colestanol, a la cual los grupos metilo y etilo se unen al carbono C24, El -
sitosterol es un andlogo del colesterol diferenciado por el grupo etilo
adicional en su cadena lateral. Se ha identificado componentes nuevos en
los extractos lipidicos en los tdltimos estudios realizados” (Gutiérrez &

Montano, 2002: 15).

Flavonoles

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos
de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico).
Los atomos de carbono en los anillos C y A se enumeran del 2 al 8, y los
del anillo B desde 2 al 6 (figura 9) (Martinez et al., 2002).

Segun sus caracteristicas estructurales se clasifican en: Antocianidinas,
Flavonas (ejemplo la Diosmetina), Flavonoles (como las Quercetina),

Flavanos (ejemplo: Catequina)

Gutiérrez & Montafio (2002) nos dice que a presencia de flavonoles en
maca determinada por HPLC, “tiene un bajo contenido de flavonoles
expresado como catequina en comparacion con el té verde (2,5 mg/g vs 145
mg/g). Se informa la deteccidn de 04 alcaloides denomindndolos macaina
1, 2, 3 y 4 determinados por cromatografia de papel, las cuales hasta la
actualidad no se han caracterizado”. Gonzalez & Gonzales (2007) sostienen
que la maca tiene polifenoles y con propiedades de proteccion contra los

rayos UV.
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2.2.2 Piel

1) Anatomia de la piel
La piel tiene una estructura compleja dividida en cuatro capas: “la epidermis,

la dermo-epidermis, la dermis y la hipodermis” (Rodriguez, 2004).

Epidermis——{;

Dermis

Hipodermis -

Figura 2. “Capas de la piel”.
(Fuente: https://medlineplus.gov/spanish/ency/esp_ima gepages/8912.htm)

» LaEpidermis: es un tejido estratificado y es la capa mas externa, Compuesta
de cinco capas celulares:
. Capa basal o germinativa: constituidas de células cilindricas
que estan dividiéndose en nuevas células regularmente. La capa
basal se compone de celular nuevas con citoplasma basofilo y
nicleo ovoide. Estas células, los “queratinocitos”, son unidas
entre si por desmosomas y a la membrana basal por pequeiias
protuberancias, los “hemidesmosomas”. La epidermis se
renueva en aproximadamente un mes.
. Capa espinosa: consta de células poliédricas “ en mosaico”

llamado asi por la presencia de dermosomas, estdn unidas por
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filamento parecido a pequeias espinas. Su citoplasme es rico en
tonofilamentos (precursores de la queratina)

. Capa granular: denominado asi por presentar una cantidad de
granulos largos de “queratohialina” en el citoplasma de estas
células, consta de 2 o 3 hiladas de células superpuestas varia en

ancho dependiendo de su ubicacion.

o Capa ldcida: solo se observa en piel muy gruesa y como una
capa clara.
. Capa cérnea: capa formada por células que contienen

“queratina” muertas, son células aplanadas y sin nicleo. Tiene
una funcién protectora importante. LLos microorganismos no
pueden penetrar en el cuerpo gracias a esta capa que cumple la

funcion de bloqueo. (Roseeuw, 2008 & Manzur, 2002)

Estrato Espmoso

Estrato Granuloso

Eatrato Bazal

Figura 3. “Estructura de la epidermis y divisién por estratos”. (Fuente:

https://medlineplus.gov/spanish/ency/esp_ima gepages/8912.htm)

La Dermo-epidermis: capa contituida por papilas dérmicas, unida a la
epidermis por los hemidesmosomas por un lado, y a la dermis por fibrillas.
La capa intermedia asegura una firmeza entre la dermis y la epidermis y
también regula ciertas interacciones entre estos dos componentes.

La Dermis: se consideran 2 porciones. La dermis papilar, se encuentra
debajo de la epidermis, presenta capilares y varias terminaciones nerviosas.
La dermis reticular es la més fina y més sélida; estd compuesta por coldgeno

y fibras de elastina. La dermis contiene células, fibras, sustancia intermedia,
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vasos sanguineos, vasos linféticos, nervios, fibras musculares y anexos de la

piel.

Fisiologia de la piel

La piel es una barrera importante, esencialmente de proteccion del organismo,

adaptable entre la parte interna y externa del organismo. Las funciones

importantes de la piel son las siguientes (Mansur, 2002):

a.

Proteccion. Entre estas existen:

Mecdnica:

La epidermis estd formada de células que forman la capa cOrnea,
(queratina) y actia como capa impermeable. La queratina es una
proteina compleja, forma una coraza dura y resistente.

La dermis participa en la proteccion mecdnica, posee la matriz,
sustancia viscosa que contiene coldgeno como paquetes que brinda una
especie de cojin y soporte a la piel.

La hipodermis posee 16bulos de grasa, que protege como un colchén
contra agresiones externas.

La radiacion UV :

Los rayos UV causan dafo al nucleo celular. El pigmento celular o
melanina se encuentran capa basal. Los melanoncitos, células que
protegen la piel contra las radiaciones actinicas, marcan con el
pigmento “melanina”, esta refleja o absorbe la luz. La epidermis posee
2 000 melanocitos por mm? de piel.
Estados de la piel al exponerse al sol:
La pigmentacion inmediata, tiene su pico después de las 6 a
8 horas después de la exposicion a RUV y desaparece después
de 24 horas. Se produce una estimulacién denominada “tatuaje
de queratinocitos”.
La pigmentacion atrasada, después de 48 horas de expuesta
la piel a la “radiaciéon UV", se incrementa la sintesis de la
“melanina” en el “melanocito” observandose un aumento del
“tatuaje” de los queratinocitos, los cuales absorberan los rayos

UV.



C.

15

Microbiologica y guimica:

La piel cumple la funcién de proteger al organismo contra los
microorganismos (bacterias y hongos) y sustancias quimicas, mediante
la capa hidrolipidica y cérnea.

La capa hidrolipidica, es “una secrecion oleosa de las glandulas
sebdceas y secrecion acuosa de las gldndulas sudoriparas que cubre a
la piel, se produce una emulsion de agua en aceite con un rango de pH
de 4,2 a 5,6” (Roseeuw, 2008).

La capa barrera o capa cornea, posee un grosor de 10 a 15 um, los
queratinocitos estan unidos mediante la capa hidrolipidica. Esta barrera

no es 100% impermeable.

Agresiones internas y externas

Las células de “Langerhans” y las células polinucleares “las asesinas”
y los macrofagos “los comensales” determinan donde se encuentran los

agresores de la piel para destruirlos o neutralizarlos.

Termorregulacion

Es una funcién relacionada con la temperatura y la transferencia de
calor en el cuerpo, los mecanismos implicados son vasoconstriccion —
vasodilatacion participando en ello las glandulas sudoriparas ecrinas,

los 16bulos de grasa y los vasos sanguineos de la piel.

Organo sensorial

Las fibras nerviosas de la piel dan sensaciones de tacto, presion, frio,
calor, y dolor y presentan terminaciones estin en contacto con las
c€lulas de Merkel de la epidermis. Las fibras nerviosas brindan
sensaciones de presion y vibracion, “corpuisculos de Vater-Pacini” y

sensacion de tacto, ““ corptsculos de Meissner” (Roseeuw, 2008).
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2.2.3 Radiacion Ultravioleta
El sol es importante para la vida y produce radiaciones llamadas radiaciones

actinicas. Las radiaciones ultravioletas se clasifican en : “UVA :315-400 nm;
UVB: 280 - 315 nm; UVC:100 - 280 nm; y radiacién visible hasta 515 nm”
(OMS, 2003 & Marie-Cloud, 2005)(Figura 2).

1010 10 1012 1010 10% 106 10 102 1 102 10¢
[ Rayos césmicos I I I
[ Rayos o
[ I Rayos X
B Ultravioleta
I visible
I Infrarrojo
Radar 1
Radiodifusion T
FMC]
Television]
Radio onda corta[]
Longitud de onda (nm) \J
100 200 300 400
uvC UVB UVA
(100 - 280 nm) (280 -315nm) (315 -400 nm)

Figura 4. Radiaciones ultravioleta emitida por el sol (Fuente: Algaba, 2004)

Penetracion de la radiacion solar en la piel

La radiacion solar penetra en los estratos de la piel y esto depende de la longitud
de onda, penetra mas profundamente en la piel cuanto mds grande sea la
longitud de onda. La piel posee un sistema de proteccién natural frente a las

radiaciones ultravioleta (Guevara, 2011:26).
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UVA p uve
(315 - 400 nm) 4 (280 - 315 nm)

Epidermis

Dermis

Il Tejido subcutaneo
Figura 5. Penetracion de la radiacién ultravioleta en la piel (Fuente:

Algaba, 2004)

Darno solar

“Son lesiones cutaneas producidas por las radiaciones que llegan a las
superficie terrestre UVB (290-320 nm) quemadura (eritema) solar,
inmunosupresion, cancer de piel, dermatosis actinica en pieles fotosensibles,
reacciones  fototoxicas y  fotoalérgicas. UVA  (320-400 nm):
fotoenvejecimiento cutdneo, inmunosupresidon, cdncer de piel, cataratas,
reacciones fototéxicas y fotoalérgicas, dermatosis actinicas en pieles

fotosensibles” (De los Santos, 2003: 82).

Inflamacion

La absorcién de las radiaciones solares por los cromoéforos cutdneos y la
melanina puede producir inflamacién aguda, y la exposicion repetida puede
producir inflamacion crénica. “Se conocen 3 mecanismos: liberacion de 6xido
nitrico, liberacién de neuropéptidos, proliferaciéon y queratinizacion”

(Honeyman, 2002: s.p.)

Alteraciones inmunolégicas

Manzur nos dice que “la interrelacién entre RUV y el sistema inmune humano
es una relacion compleja a través de diversos elementos celulares cutdneos, a
los cuales afecta y varios inmunomoduladores inducidos por la accién

fotosensibilizadora” (Manzur, 2002: 98) (Figura 3).
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Figura 6. Fotoenvejecimiento (Fuente: Guevara, 2011)

Fotoenvejecimiento (heliodermia)

Significa que la piel fotoexpuesta mostrara cambios clinicos y microscopicos.
Tiene patrones que hacen posible marcar la diferencia con la piel envejecida
fisiolégicamente. “Clinicamente se encuentran arrugas superficiales y
profundas, surcos, piel engrosada, manchas pigmentarias, coloracion
amarillenta o cetrina, laxitud, telangiectasias, histologicamente, el sello del
fotoenvejecimiento estd dado por la elastosis de la dermis debido a un proceso
degenerativo de la fibra eléstica propio del dafio por luz UV” (Barco et al.,

2006: 65).

Fotocarcinogénesis

“Estd relacionada con un efecto acumulativo dosis dependiente de luz UV y el
tipo de piel. La fotocarcinogénesis provocada por una exposicion solar
excesiva persiste por 10 - 20 afios (efectos acumulativos). La UVB y UVA
corta (320-340) provocan mutaciones del ADN (Figura 4) a lo cual se asocia a
un defecto de la inmunidad y alteracién de los mecanismos de reparacion de la

piel” (Guevara, 2011:30).
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Figura 7. Fotocarcinogénesis. (Fuente: Guevara, 2011:31)

Eritema solar
De los santos (2003) nos dice que “se entiende como el proceso inflamatorio
agudo producido por sobre exposicion al sol. La quemadura solar alcanza su

maximo a las 24 horas, siendo uno de los estindares de medida del SPF” (p,82).

Los signos y sintomas en la piel son: piel enrojecida, edema, formacion de

vesiculas, dolor, ampollas, necrosis, costras, pigmentacion desigual.

Las alteraciones microscopicas son:

“A nivel epidérmico: Edema intracelular, vacuolizacion e hinchamiento de los
melanocitos, queratinocitos disquertésicos, Migracion de células Langerhans);
A nivel dérmico (Edema intersticial, Hinchamiento de las células endoteliales,
Edema perivascular, Degranulacion y pérdida de mastocitos, Infiltracion de

polimorfonucleados y monolitos” (De los santos, 2003: 82).

Fotoproteccion
Es toda medida tomada para prevenir los efectos dafiinos producidos por la luz

solar, para lo cual se usaran ropas, accesorios y protectores solares a fin de
evitar  quemaduras solares, fotoalérgias, fotoenvejecimiento y

fotocarcinogénesis.
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Protectores solares

La Comisién Europeas define a los protectores solares a las sustancias que se
aplican en topicamente con la finalidad de absorber y filtrar, dispersar o reflejar
la radiacién UV. Evitando dafio a la epidermis y dermis, previniendo el de
céancer de piel y el fotoenvejecimiento. En la FDA son considerados farmacos,
mientras que la COLIPA, siguen la normatividad vigente para farmacos y

cosméticos (Cazorla 2013: 12).

Clases de protectores solares:

Filtros inorganicos o fisicos: (barrera fisica) son moléculas estables a la luz,

absorben y dispersan la radiacion UV. Los compuestos como filtros
inorganicos son: ‘el dioxido de titanio (TiO2) y el 6xido de zinc (ZnO), su
desventaja pueden dejar sensacion de mascara blanquecina” (Gilaberte &

Gonzalez, 2010), (Cabrera, 2005) (Tabla 1).

Filtros organicos o quimicos: son compuestos que absorben la radiacion UV

hacia su los anillos aromaticos conjugados. “Una vez que existe la exposicion
UV, los electrones de estos compuestos son energizados y saltan hacia un
excitado e inestable estado. A su tiempo, los electrones regresan a su estado
estable y liberan la energia en forma de calor” (Wang et al.,, 2010). Se
subdividen segun el espectro de absorcion UVA o UVB (Tabla 1).
Espectro UVB son:
e Los aminobenzoatos son derivados de 4cido paraaminobenzoico
(PABA) tienen uso restringido por producir reacciones adversas
cutdneas (Magliano et al., 2011).
e  Los salicilatos.
e Los cinamatos son el “octinoxato” (octylmethoxycinnamate) y el
“cinoxato” (2-ethoxyethylpmethoxycinnamate, se caracteriza por
brindar resistencia al agua y baja irritacion de la piel.

e “El octocrileno (2.ethylhexyl-2cyano- 3,3-diphenylarylate), tiene

muy buen perfil de seguridad y bajo potencial de irritacidn,
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fototoxicidad y fotoalergénico. Sin embargo no es eficaz en el agua

o sudor” (Reena et al., 2012).

Espectro UVA son:

e Las bezofenonas, pertenecen a las cetonas aromdticas como la
“oxybenzona” (benzophenone-3), “Este compuesto ha sido
considerado como uno de lo mds alérgenos que existen pues estd
implicado en diversos casos de dermatitis fotoalérgica” (Magliano,
2011).

e La avobenzona (butyl methoxydibenzoylmethane) es mas efectiva
para UVA, pero es “fotoinestable” pudiendo degradarse en
aproximadamente 60 minutos después de ser expuesto frente a la luz
solar.

e El 4cido tereftalideno dialcanfor sulfénico (meroxyl SX) es
fotoestable, resiste frente a medio acuosos y es de menor absorcion

sistémica (Reena et al., 2011)
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Tabla 1. Espectros de fotoprotectores comerciales.

FILTROS Rango (nm) ESPECTRO

Fisicos (Inorganicos)

Dio6xido de Titanio 315-340 UVB UVAII
Oxido de zinc 380 UVA

Quimicos (Organicos)

Aminobenzoatos:
Derivados del "PABA") 283 UVB
Octil dimetil PABA

311
Salicilatos:
Octisalato 290 - 315 UVB
Homosalato
Trolamina salicilato
Los cinamatos:
Octinoxato 270 - 328 UVB
Cinoxato
Octocrileno 290 - 360 UVB
Benzofenonas: 270 - 350 UVB UVA2
Oxybenzona (benzophenone-3)
Avobenzona 310 - 400 UVA
Acido tereftalideno dialcanfor 290 - 390 UVA

sulfénico (meroxyl SX)

Fuente: Propia (Buenaiio 2014, Alamo 2012)

La radiacién UV en elevadas cantidades dafian las moléculas bioldgicas, como
los nucleédtidos, acidos nucleicos y proteinas formandose radicales libres.

(Sociedade Brasileira de Dermatologia, 2006).

2.2.5 Formulaciones cosméticasy control de calidad
(1) Formulaciones dermocosméticas
Son formulaciones topicas que contiene activos que embellecen, protegen y

mantienen la piel (Yaringao, 2015:14). Se le puede agregar ingredientes activos
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de extractos de plantas (Soares et al., 2009). Se debe tener en cuenta las
interacciones, su eficacia y tolerancia, y algunos “factores como: el sinergismo
entre los componentes, estabilidad, caracteristicas reoldgicas y sensoriales del
vehiculo, facilidad de uso y costos del producto” (Yaringao, 2015: 15). Un
protector solar eficaz, estable, con Optimas caracteristicas organolépticas,
fisicoquimicas, que sea de fécil aplicacion, suave al tacto y que otorgue una
buena apariencia estética, es una tarea compleja para el formulador (Alamo,
Contreras y Sifonte, 2012).
¢ Cremas
Son sistemas semisolidos, “usualmente una emulsion aceite-en-agua que
contienen una o mas activos disueltos o dispersados en una base adecuada,
o una dispersioén microcristalina acuosa de dcidos grasos de cadena larga o
alcoholes que son lavables con agua y son aceptables en cosmética y
estética” (Gupta, 2002). “Las emulsiones son formulaciones mas complejas
que contienen agentes emulsificantes y se puede solubilizar sustancias

hidrosolubles y liposolubles” (Rodriguez, 2004).

Estabilidad de las formulaciones

La estabilidad de una emulsién nos indica la ausencia de cambios en un periodo
de tiempo a condiciones especificas. “El estudio de la estabilidad de productos
cosméticos proporciona informaciones que indican el grado de estabilidad
relativa de un producto en las variadas condiciones a las que pueda estar sujeto
desde su fabricacién hasta su expiraciéon” (Agencia Nacional de Vigilancia

Sanitaria, 2004: 11).

Los principales mecanismos que favorecen una desestabilizaciéon de una
emulsion son cuatro
a. Sedimentacion o “cremado”: Es la separacion de las gotitas dispersas en
la emulsidon causada la gravedad ya que pueden poseer una densidad més
baja que el medio en el que estan dispersas. “De acuerdo con la ley de
Stokes, la velocidad de sedimentacién es proporcional al cuadrado del
didmetro de particula, y el proceso de sedimentacion (creaming) es la
causa predominante de inestabilidad de la emulsién cuando el tamafio de

gota se encuentra alrededor de 2-5 um” (Rodriguez, 2004: 24):
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b. Floculacion: Es la adhesion de las gotitas entre si, formando una red sin
perder su identidad por lo tanto “la medida de las gotas no se modifica y
la emulsién original puede recuperarse mediante una agitacién suave
(proceso reversible). La velocidad de floculacion es proporcional al
volumen de fase dispersada” (Rodriguez, 2004: 24).

¢. Coalescencia: “Es el proceso en el cual dos gotas se fusionan y forman
una mds grande. La pelicula de liquido que separa las gotas llega a
alcanzar un espesor de 200 A, y es susceptible a romperse, llevando a una
separacion de fases en la emulsién. Este proceso es por lo tanto
irreversible” (Rodriguez, 2004: 24).

d. Maduracién de Ostwald: “Se trata del crecimiento de las gotas mds
grandes de la emulsion a expensas de las mas pequefias. La razon de este
proceso es que el potencial quimico del liquido en las gotas disminuye al
incrementar el radio de la misma. Controlando la tensién interfacial y el
coeficiente de difusién se puede retardar este proceso” (Nguyen et al.,

2001).

Parametros de control de calidad
Los pardmetros a seguir segun la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria en
su Guia de estabilidad de productos cosméticos (2004) se menciona lo
siguiente:
Caracteristicas organolépticas: son pruebas que evalian como se encuentra
la muestra por medio de los 6rganos de los sentidos y comparaciones (aspecto,
color, olor sabor tacto). Se realiza para identificar alteraciones como separacion
de fases, cambios de color (oxidacién), precipitacion, turbidez, grumos, puntos
etc. Se debe utilizar una muestra de referencia o patrén de comparacion,
(guardado a temperatura ambiente) para evitar modificaciones en las
caracteristicas organolépticas del mismo.
Caracteristicas fisicoquimicas: se realizan mediante ensayos fisico quimicos
y nos ayudan a evidenciar posibles errores en la formulacién como la
estabilidad y la calidad.

o pH de las cremas: El pH de las formulaciones tépicas debe

aproximarse al pH de la piel que se encuentra entre 4 a 6,5. Si

el pH de las formulaciones estan fuera del rango, puede producir
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irritaciones o cambios daiiinos a la piel, por tal motivo se debe
tomar en cuenta este pardmetro en el desarrollo y control de

calidad de la cremas (Yaringao, 2015: 16).

Caracteristicas microbioldgicas: Los productos cosméticos mas susceptibles
a la contaminacién “son los que presentan agua en su formulacién como
emulsiones, geles, suspensiones o soluciones. La utilizacién de sistemas
conservantes adecuados y validados (prueba de desafio del sistema conservante
- Challenge Test), asi como el cumplimiento de las Buenas Précticas de
Fabricacion son necesarios para la conservacion adecuada de las
formulaciones™ (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004: 13). Por lo
tanto a toda formulacion se le debe realizar el anélisis microbioldgico. Se debe
guardar una muestra patrén (muestra de referencia), almacenada a temperatura

y humedad controladas y protegidas de la luz. (Yaringao, 2015:18).

Factor de Proteccion Solar (FPS) in Vitro

Factor de Proteccion Solar

El valor de SPF puede definirse como la relacion de la cantidad de la energia
ultravioleta disponible para producir una dosis minima de eritema (MED) o
una quemadura solar minima a través de una pelicula de producto de proteccion
solar a una cantidad comparable de energia ultravioleta requerida para producir

el mismo efecto sin tratamiento.

FPS= dosis minima de eritema (MED) en la piel con proteccion
dosis minima de eritema (MED) en la piel sin proteccion

Espectrofotometria ultravioleta

La espectrofotometria ultravioleta “es el estudio de la interaccién entre la
radiacion y la materia como funcién de la longitud de onda. En el espectro
electromagnético las moléculas son sometidas a transiciones electrénicas. En
donde esta técnica es complementaria al espectro fluorescente que se basa en
las transiciones desde el estado basal al estado excitado” (Harris, 2008: 619).
La espectrometria UV visible “se utiliza para determinar iones metalicos de

transicion y determinar compuestos orgdnicos que se encuentran en las
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sustancias los mismos que se denominan dienos conjugados” (Buenaiio, 2014:
6). Respecto a los disolventes: “los apropiados son el agua, alcoholes,
cloroformo, hidrocarburos de cadena corta, éteres y soluciones diluidas de
dcidos y dlcalis fuertes. Se debe tener precauciones para utilizar disolventes
libres de contaminantes que absorban en la regién espectral que se utiliza”

(Farmacopea de los Estados Unidos 38, 2016)

La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) ha
propuesto un método in vivo para determinar un factor de proteccion solar
(SPF), que es una medida de la eficacia de la proteccién solar. (U.S. Food &
Drug Administration, 1978). Desarrollaron varias técnicas experimentales para
determinar el valor SPF para productos de proteccion solar en humanos,
conejillo de indias o piel de ratén sin pelo cuando los sujetos estdn expuestos a
la luz natural del sol o a una fuente de luz artificial, sin embargo, se ha
informado de que los valores de SPF asi determinados pueden variar
considerablemente como resultado del tipo de piel, la fuente de energia
utilizada la sustantividad del protector solar después del lavado, la composicién
del vehiculo, el espesor de la pelicula aplicada, humedad ambiental y
temperatura de la piel (Vogelman et al., 1984).
Los métodos in vitro son dos:
a. Métodos que miden de la absorcién o la transmision de radiaciéon UV
a través de pantallas o filtros de proteccion solar en placas de cuarzo o
biomembranas,
b. Métodos espectrofotométricos, en los que las capacidad de absorcion

de los filtros o pantallas solares se determinan con base en el anélisis

de soluciones diluidas (Mansur et al., 1986; Pissavini et al., 2003).

Mansur et al. (1986), desarroll6 una ecuacién matemdtica muy simple

que sustituye el método in vitro propuesto por Sayre et al. (1979),

utilizando espectrofotometria UV y la siguiente ecuacion:

320
FPS espectrofotométrico = I C.Z EE (A).1(2).Abs (4)
290
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Dénde:

FPS: Factor de Proteccién Solar

FC: 10 (factor de correccién)

EE (A): Efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda A
I(M): Intensidad del sol en la longitud de onda A

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

Ademads, también se han descrito varios métodos espectrofotométricos in vitro
con el fin de evaluar la eficacia de los filtros solares. En su mayor parte, éstos
consisten en peliculas delgadas y técnicas monocromadticas en las que la
absorbancia del filtro solar se determina en una o mds longitudes de onda
predeterminadas en la region ultravioleta de interés. Durante el curso de la
evaluacion de las propiedades espectrales de los filtros solares, se hizo evidente
que se necesitaba un nuevo método para proporcionar una indicacién del SPF
esperado antes de las pruebas cutaneas in vivo, particularmente cuando se
usaban combinaciones de absorbentes. El propdsito del presente informe es
describir un método espectrofotométrico simple que se puede usar para
determinar los valores relativos de SPF in vitro de las preparaciones de filtro

solar antes de las pruebas cutaneas in vivo (Vogelman, 1984).
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1. Tipo y diseiio de investigacion

El presente es un estudio de tipo analitico y experimental. Se evalu6 la “actividad

fotoprotectora” de una formulacién a base de extracto acuoso liofilizado de maca en

piel de ratones expuestos a la radiacion UVB. El Factor de Proteccion Solar (FPS) de

la formulacion se determiné aplicando un método in vitro desarrollado por Mansur

(Mansur, 1986) usando un método espectrofotométrico UV-VIS (Inocente, 2014).

3.2. Materiales

3.2.1 Material biologico

1. Raices de Lepidium meyenii “maca” procedentes de Junin.

2. Animales de experimentacién: ratones cepa Zeta Balb-C, de

aproximadamente 10 semanas de edad, sexo macho, se utilizaron para todos

los experimentos del presente estudio. Los ratones fueron obtenidos del

bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.2.2.- Equipos, material de laboratorio y reactivos.

Equipos de laboratorio

Espectrofotometro UV —VIS. Modelo V-650, marca: Jasco.
Potenciémetro Modelo 691, Marca METROHM

Viscosimetro - Reémetro. Modelo DV III Ultra, marca Brookfield
Microscopio Clinico. Marca Nikon eclipse Ci y accesorio Nikon
DS Camera Control Unit DS-L3,

Lampara emision Ultra Violeta (Spectroline, LongLife filtro
n0.1575586, NY, EE.UU

Radiémetro (UDT 371 Instrumentos Opticos Medidor de Potencia
Modelo # 268 UVC; Thorlabs, Newton, Nueva Jersey, EE.UU).



Balanza Analitica con precision minima de 0,1 mg METTLER
TOLEDO modelo XP 205

Agitador estdndar con indicador digital.

Estufa WI'B

Centrifuga velocidad variable marca HETTICH serie 94862

Materiales de laboratorio

Reactivos

Listado d

Tubos de ensayo de 15 x100 mm

Beaker 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
Fiolas de 10, 25, 50 y 100 mL

Pipetas volumétricas 0,5; 1; Sy 10 mL
Micro pipetas rango variable de 100-1000 pL.

Benzofenona-4

e materias primas utilizadas para formulacion de la crema:

PGG-100 estearato
Palmitato de isopropilo
Myristol

Carbomer

Simulgel

EDTA (Etilendiaminotetracético)
BHT (Butilhidrotolueno)
Ciclometicona,
Elastémero

Glicerina,
Trietanolamina

Agua desionizada.

Fenoxietanol y caprililglicol

29
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3.3.- Métodos

3.3.1. Estudio fitoquimico

2

ey

3

Recoleccion, secado e identificacion del material botanico.

Las raices de maca fueron recolectadas de cultivos en la zona alto
andinas de Pachacayo a 3600 metros de altitud, provincia de Jauja y
Distrito de Canchaylla en el Departamento Junin, durante los meses de

Mayo del 2014. Se us6 la variedad amarilla (Figura 5).
Las raices de maca fueron secadas bajo sol en Pachacayo.

La identificacion se realizd el museo de Historia Natural de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Anexo 1).
Preparacion de la muestra de maca.

Se selecciond y clasifico las raices y se elimind la colilla, luego se

cortaron en pequefios fragmentos.

La muestra se sometié a molienda artesanal, utilizando un molino

casero, hasta obtener una muestra pulverizada uniforme.

Figura 8. Raices de maca amarilla seca.

Preparacion del “extracto acuoso liofilizado de maca”.

Extraccion. Se utiliz6 el método de cocimiento, el cual consistié en
pesar 500 g de muestra seca (maca) se colocé con 7,5 litros de agua
desionizada y se dejo hervir durante 60 minutos. (Gonzales-Castafieda
C, 2008). El extracto acuoso recuperado después del hervido fue de

aproximadamente 3,5 litros. Se dejé enfriar aproximadamente media



31

hora y se procedi6 a filtrar con papel de filtro rdpido, guardandose el

filtrado a -20° C (Figura 6).

Figura 9. Extracto acuoso

Liofilizacion. Se llevé a cabo en la Universidad Cayetano Heredia
(Ver Figura 7). Se coloc6 la muestra en un frasco especial que soportd
grandes presiones. Se congel6 la muestra a una temperatura de — 70°
C. Luego se colocé en el equipo de Liofilizacién por un tiempo de 72
horas. Se retir6 y coloc6 la muestra en frascos herméticos
conserviandose refrigerado -20 C. El rendimiento del extracto fue

aproximadamente 10 % (Oré, 2008).

Figura 10. Extracto acuoso liofilizado

“) Screening fitoquimico del extracto liofilizado

Identificacion de metabolitos secundarios se realiz6 por reacciones de

coloracién y/o precipitacion, (tabla 2).



Tabla 2. Procedimiento para screening fitoquimico
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Metabolito Reactivo Ensayo Reacciones
TANINOS Gelatina-sal | ge adicioné solucién de gelatina 1g en 100 | Positivo cuando hay
mL de H20 y 10 g de NaCl. precipitacién
AMINOACIDOS | Ninhidrina 2 mL de solucién nlhldrlna a~1 0,25 ‘,%; se | Positiva cua-nd? se desarrolla un
calienta por 5 a 10 min. en bafio maria, color azul violdceo
Se agregd Acetato de sodio para P
FENOLES Fe Cl 111 neutralizar y 3 gotas de tricloruro férrico al Posm\./o si te torna de color
5% verde intenso o azul
. Positivo si hay; precipitado
Dragendorff |2 o 3 gotas de Reactivo de Dragendorff .
anaranjado marron
ALCALOIDE
Positivo:  cuando hay
Mayer Reactivo Mayer Precipitado blanco a crema,
Coloracién anaranjada o roja la
QUINONAS | Borntrager 1 mL de NaOH al 5%. intensidad del color sera
proporcional a la concentracién
ESTEROLES | Lichermann- ; mI_t, ({edangllltérédo acetlcoly adlcl(()jna}rdZIa }losa VIOIZCC(;- azul muy rapuijo;
/TRITERPENOS | Burchard gotas de H2SOa4 cc. por las paredes de uego verde claro y pasa a verde
tubo. oscuro rapido y negro al final.
AZUCARES Fehling Reactivo de Fehling Positivo si se colorea de rojo.
reductores
Positivo formacién de un anillo
GLICOSIDOS | Molish 3 gotas de a-naftol y 5 gotas de H2SO4 cc. | color violeta en la interfase.
Se agreg6 un trozo de cinta de magnesio y | Positivo cuando el alcohol
FLAVONOIDES | Shinoda gotas de HCl cc., dejar por 5 min, se amilico se colorea de amarillo,
adiciond 1 mL de alcohol amilico naranja o rojo

Fuente: adaptada de (Miranda, 2000)

3.3.2 Formulacion de la crema con actividad fotoprotectora

Elaboracion de la crema (emulsion)

En un vaso de precipitado (250 mL) previamente tarado, se pesé en balanza

analitica, los componentes de la fase grasa. En otro vaso de precipitado

(Beaker) de 250 mL previamente tarado, se pesé en balanza analitica, los

componentes de la fase acuosa, luego se fundi6 los componentes de fase grasa,

a temperatura de 80 °C +/- 3 °C, asimismo se calentd otro Beaker de 500mL

con los compuestos de la fase acuosa hasta llegar a una temperatura de 80 °C

+/- 3 °C. Se vertio la fase grasa sobre la acuosa, con agitacidn constante hasta
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que la emulsién alcanzé una temperatura aproximada de 40 °C. (Cabrera,

2006:12) (Figura 9).

Elaboracion de la crema con extracto liofilizado de maca
A la emulsién preparada a temperatura por debajo de 40° C, se incorpor? el
extracto liofilizado de maca a dos concentraciones 5 % y 15 % respectivamente

(Figura 8).

Figura 11. Crema con extracto acuoso liofilizado de maca
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A PEG-100 estearato de
gua FASE glicerilo
Carbomero OLEOSA Alcohol cetoestearilico
Glicerina - Palmitato de isopropilo
= Triglicéridos caprilico/
caprico
Calentary Fundir los ingredientes y
mantener a mantener a T" =80 °C 3
T°=80°C %3
FORMACION DE
LA EMULSION

Adicionar la fase oleosa
sobre la fase acuosa /

Adicion del
NEUTRALIZANTE - Trietanolamina
ag5°C
Adicion del agente Hidroxi etil acrilato/sodio
EMULSIFICANTE N acriloildimetil taurato
(a 60°C) copolimero & escualeno &
‘ polisorbato 60
Adicién del agente . .
SENSORIAL = Ciclometicona
(as0°C)
Adicion del
EXTRACTO - Extracto Liofilizado de
(a40°C) e
PRESERVANTE = Fenoxietanol y caprililglicol
(a40°C)

Figura 12. Flujograma de la formulacion con “extracto liofilizado de

maca’.
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3.3.3.- Bioensayo para evaluar el efecto fotoprotector de la formulacion.

(1) Preparacion de los animales de experimentacion: ratones
Los ratones de cepa Balb-C, de peso de experimentacion (de
aproximadamente 10 semanas de edad, sexo macho) fueron alojados
individualmente en jaulas acondicionadas a una temperatura de 20-22 °C
y una humedad de 60 - 70 % y con un ciclo de 12 horas de luz: 12 horas
de oscuridad. Se les administré a los ratones comida y agua ad libitum. En
el estudio se cumplio con las directrices descritas en la Guia OECD Guia
para la Atencion y El uso de animales de laboratorio (National Research

Council, 2011) y (INS, 2008).

2) Pruebas de irradiacion UV

Cuarenta y ocho horas antes de la irradiacion, los ratones fueron afeitados
en su superficie dorsal, minutos antes del experimento, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (30 mg/kg). Para hacer la irradiacion
localizada, cada animal tuvo una zona delimitada (un circulo
aproximadamente de 2 cm de didmetro) en su superficie dorsal, la cual se
expuso a los rayos UVB. Los animales se colocaron individualmente en la
jaula UVB. Cada rat6n fue colocado a unos 15 cm de distancia de la fuente
de luz durante 30 minutos (Choy, 2005). La irradiacion UV se llevo a cabo
una vez al dia durante 3 dias consecutivos (Spectroline, LongL.ife filtro no.:
1575586, NY, EE.UU.) El total de dosis de energia UVB recibidas fue de
3,3 mW/cm?. Esto fueron medidos por medio de un radiémetro (UDT 371
Instrumentos Opticos Medidor de Potencia Modelo # 268 UVC; Thorlabs,
Newton, Nueva Jersey, EE.UU).

(3) Evaluacion de Dosis-respuesta de la formulaciéon fotoprotectora con
extracto acuoso de maca contra la radiacion UV en ratones
Para observar el efecto del “extracto liofilizado de maca” en la formulacién
fotoprotectora contra la radiacion UVB, Se trabajé con 7 grupos de
animales, 5 ratones por grupo fueron tratados topicamente (Tabla 3). Se

delimito (un circulo aproximadamente de 2 cm de didmetro) en su superficie
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dorsal, las cantidad de aplicacion de cada tratamiento fue de 100 uL por

cada circulo (Figura 18), la cual se expuso a los rayos UVB.

Tabla 3. Método operatorio de la evaluacién de la irradiacién UVB en ratones

CANTUDAD Irradiacion
GRUPOS TRATAMIENTO APLICACION (por circulo UVB
de piel)
GRUPOI  BLANCO Ninguna - No recibi6
radiaciéon
GRUPO II CONTROL (-) Ninguna - Si
GRUPOIII  CONTROL (+) Protector solar comercial (100uL) Si
SPF 30
GRUPO IV  BASE CREMA Emulsion (sin extracto) (100uL) Si
EXTRACTO . per
GRUPOV  LIOFILIZADO + AGUA  LXtracto liofilizado (100uL.) Si
15% disuelto en agua al 15%
EXTRACTO Extracto acuoso
GRUPO VI  LIOFILIZADO + CREMA liofilizado de maca al 5% (100uL) Si
5% disuelto en crema (base)
Extracto acuoso
EXTRACTO liofilizado de maca al
GRUPO VII LIOFILIZADO + CREMA . (100uL) Si
15% 15% disuelto en crema

(base)

4

Fuente: Propia

Evaluacion histolégica

Dos horas después de la ultima exposicion UV, los animales fueron

sacrificados por inhalacién de cloroformo.

Se recorté una muestra de un centimetro de piel en las zonas de tratamiento;

se sujetd la piel en una placa de tecnopor y se fijé en formol al 10 % por un

tiempo de 24 a 48 horas. Los fragmentos de piel se procesaron por la técnica

de inclusién de parafina y coloracion con hematoxilina y eosina para su

estudio histopatolégico.
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Las observaciones se llevaron a cabo utilizando un microscopio 6ptico.
Treinta mediciones por secciones se llevaron a cabo entre el estrato

granulosum y la unién dermoepidérmica (Gonzales-Castafieda, 2008).

3.3.4. Analisis fisico quimico de la formulacion fotoprotectora.

@D

Determinacion de FPS in Vitro

El Factor de Proteccion Solar (FPS) de la formulacion fotoprotectora, se
determiné siguiendo un método espectrofotométrico in vitro descrito por
Mansur et al. (Mansur et al., 1986: 121). Este ensayo se realizé diluyendo la
formulacién en agua hasta obtener una concentracion de 0,2 mg/mL,
“condicion establecida por el autor para crear una correlacion con el método in
vivo. A través de la formula matematica desarrollada segin el método, se
relacionan los valores de absorbancia obtenidos de las muestras con el FPS de
la formulacion” (Inocente, 2014: 70). Este método solo determina el FPS en el

rango UVB (290 a 320 nm).

Se diluyeron las formulaciones hasta obtener una solucién de 0,2 mg/mL, para
ello se pes6 1,0 g de cada muestra en fiola aforada de 100 mL, se agregd 50
mL de agua, se agité por 5 minutos, a continuacion se diluyé con agua; se
homogenizd y luego se filtré (se descartd los primeros10 mililitros). Se tomd
5,0 mL del filtrado y se coloca en una fiola de 50 mL, se diluy6 a volumen con
agua, después se tomo6 nuevamente 5,0 mL de la dltima dilucién y se trasvaso
a una fiola de 25 mL y se llev6 a volumen con agua (Inocente et al. 2014: 70).
La medicién de las absorbancias se realiz6 por triplicado, empleando el
espectrofotémetro (rango de 290 a 320 nm, con intervalos de 5 nm) se us6 una
cubeta de cuarzo de 1 cm. Se midi6 asi la intensidad de la radiacién y la
longitud de onda de los compuestos cromoéforos (Buenafio, 2014: 31). El FPS

fue calculado de acuerdo con la ecuacion de Mansur et al.
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320

FPS espectrofotométrico = F' C.z EE (4).1(4). Abs (4)
290

“La relacion entre el efecto eritemogénico y la intensidad de la radiacién de

cada longitud de onda (EE (A) x I (1)) es una constante determinada por Sayre

et al. 1976 (Tabla 4).

Tabla 4. Constante determinada por Sayre et al. (EE (A) xI ().

Longitud de onda (nm) 290 295 300 305 310 315 320 TOTAL

EEM)xI(H) 0,0150 0,0817 02874 0,3278 0,1864 0,0839  0,0180 1,000
Fuente: Sayre R, Desrochers D, Marlow E., Datos tomados de Inocente (2014)

(I)  Ensayos de control de calidad: Métodos
a) Caracteristicas organolépticas
Se determino sensorialmente el aspecto, color y olor las cremas formuladas
evitando el contacto con la luz solar.
b) Determinacion de pH
El método de la Farmacopea Americana version 38 fue usado para este
ensayo en su capitulo <791> pH .
Se calibr6 el equipo usando las soluciones buffers (pH 4,00 y pH 7,00).
Luego se determiné del pH de cada formulacién en ensayo, se colocé el
electrodo en 10 g de muestra (formulacién) por 1 minuto.
b) Determinacion de la viscosidad
Se us6 el método de ensayo: MET-CNCC-034 Ejecuciéon de Ensayo de
Viscosidad. Edicion 02. Referencia USP 38 Capitulo General <912>
Viscosidad.
La viscosidad se determiné utilizando el viscosimetro Modelo DV-II
BROOKFIELD vy bafio maria termostatico.
Una vez homogénea la muestra y libre de burbujas de aire, se vertid
aproximadamente 600 mL en el vaso de precipitados de 750 mL de
capacidad a una temperatura de la muestra de 25 +/- 0,1 °C.

Se determino la viscosidad con el spin N° 6 a una velocidad de 50 rpm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1. Estudio fitoquimico: Screening del extracto acuoso liofilizado de

Lepidium meyenii (maca)

Tabla 5. Compuestos presentes en el extracto acuoso liofilizado de maca.

Grupo de metabolito

Reactivo utilizado

Extracto acuoso
liofilizado de

maca
Taninos Gelatina i
Proteinas (aminoacidos) Nihindrina i
Compuestos fendlicos Tricﬁ?(er:rrc)o bl *
Alcaloides o compuestos nitrogenados Dragendorff *
Alcaloides Mayer *
Quinonas Borntrager i
Esteroles Lieberman i
Azucares reductores Fehling -
Glicosidos Molish +
Flavonoides Shinoda i

Nota: (-) ausencia; (+) poca cantidad; (++) regular cantidad; (+++) abundante

cantidad.

Se observa la evaluacién cualitativa, de acuerdo a reaccién de color o precipitado.

Fuente. Propia;
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Tabla 6. Resultados de andlisis fisicoquimico de formulacion fotoprotectora con

extracto acuoso liofilizado de maca al 15 %.

PARAMETRO ESPECIFICACIONES O RESULTADOS
3 Homogéneo (Ausencia de
Crema homogénea
Aspecto grumos)
Color Amarillo pardo Amarillo pardo
Olor Caracteristico Sui generis
pH (25°C) 4,5 -7,00 4,96
Viscosidad cps 800 - 1200 cps 1059 cps
(25°C)

(" Referencia “ANVISA (2004), Guia de Estabilidad de Productos

Cosméticos”.

Tabla 7. Valores de FPS (Método espectrofotométrico de Mansur et al.

(filtro solar

Extracto acuoso 2.0
quimico)

FPS

Bloqueador solar del

liofilizado al 15 % BZF-4 al 1.5% mercado
FPS
PROMEDIO 5,480 6,854 11,504
SD 0,020 0,001 0,027
FPS FINAL 5,480 + 0,020 6,854 + 0,001 11,504 £ 0,027

Fuente. Propia. Ver Anexo 3.

Espectro de absorcion UV

En el espectro de absorcion UV se observa las formulaciones fotoprotectoras son

capaces de absorber la radiacion UVB del espectro, desde el rango de 290-320

nm. Asimismo, el espectro de absorcién muestra que el “extracto liofilizado de

maca al 15 %” presenta mayor absorcion que el “extracto liofilizado de maca al

5 %”. La linea inferior es el placebo, el cual muestra la menor absorcion

(ANEXO 4).
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4.1.3 Bioensayo

Efecto de la radiacion UVB en piel de raton del extracto acuoso liofilizado
de la maca.- El estudio histolégico demuestra que la radiaciéon UVB dafia la
epidermis del ratén, produciendo una hiperproliferacion de las células
epiteliales. Esto se evidencia por un aumento del grosor epitelial en el grupo

control irradiado y en el grupo crema base.

La actividad fotoprotectora se evalu6 estadisticamente midiendo el grosor en
micras de la piel de ratén, los indicadores de la inflamacion, el estado de la piel

de ratén y la determinacién FPS in vitro (Tabla 8).

Tabla 8. Evaluacion del grosor la piel de ratén (micras) irradiada con UVB.

GROSOR DE LA
GRUPOS TRATAMIENTO L o DE
(micras)
BLANCO 12,8 23
GRUPO I
CONTROL (-) 28,0 4.4
GRUPO II
CONTROL (+) 18,3 0,1
GRUPO III
BASE CREMA 26,3 3,5
GRUPO IV
EXTRACTO
LIOFILIZADO + AGUA 212 53
GRUPO V 15%
EXTRACTO
LIOFILIZADO + CREMA 18,4 3.0
GRUPOVI 5%
EXTRACTO
LIOFILIZADO + CREMA 143 2.8

GRUPO VII 15%
DE: Desviacion Estdndar
* Prueba de ANOVA = 14.796 p<0,05
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Efecto de la Irradiacion UVB en piel de ratones
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Figura 13. Comparacion del grosor en micras entre los grupos.
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Figura 14. Grafica de caja del grosor de la piel en micras por grupos



