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La pobreza no es una desgracia; la desgracia esta en

la pobreza sin ambicién.

La vejez no es causa de tristeza; la tristeza es para aquel que
ha vivido una vida en vano.

La muerte no es causa de pena; es pena para el que muere sin
haber dejado al mundo beneficio alguno.

PROVERVIO CHINO
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RESUMEN

= presente trabajo de tesis se realizo en el Instituto de Investigaciones
Quimicas, el Departamento de Analisis Quimico — Ambiental y el Instituto de
Investigaciones Biologicas Clemente Estable, (Montevideo — Uruguay).

El progresivo deterioro de la capa de ozono ha ido originando cambios sobre
muchos organismos debido al incremento de la radiacion ultravioleta que
conduce a la sobre produccion de EROs (Especies Reactivas de Oxigeno), que
actian sobre la piel provocando un dafio en las biomoléculas de los tejidos.

Para contrarrestar los efectos deletéreos de las EROs, existen mecanismos
antioxidantes enddgenos que actuan capturando las EROs.

Sin embargo, en ciertos estados patoldgicos estos mecanismos se ven
sobrepasados. Una de las estrategias para disminuir el impacto negativo de las
EROs ha sido reforzar los mecanismos antioxidantes enddégenos mediante la
suplementacién de compuestos fendlicos antioxidantes, como los contenidos en
extractos de especies vegetales de A. spinosissima Meyen ex Vogel y S.
ramulosum Rausch.

El objetivo del presente estudio fue determinar si la elaboracion de los
preparados galénicos a partir de estas especies vegetales, poseen efectos
antioxidantes in vitro, contra la decoloracion del radical catiénico ABTS" vy
efectos fotoprotectores in vivo, contra la radiacion ultravioleta producido por una
lampara de luz ultravioleta sobre la piel de conejos y determinar su posible
dependencia respecto a su concentracion.

Los resultados sugieren que los preparados galénicos elaborados a partir de
estas especies vegetales a una concentracion de 5%, mostraron efectos
fotoprotectores, sobre la piel de conejos sometidos a un modelo fisiologico de
dafio por EROs inducido por una lampara de luz ultravioleta. Si bien ha sido
demostrado la accion antioxidante / fotoprotectora de flavonoides y dépsidos en
diversos modelos fisico — quimicos in vitro, se sugiere ensayar su potencial
farmacoldgico de proteccion contra la radiacion ultravioleta y las EROs en otros
modelos fisioldgicos.

PALABRAS CLAVE: A. spinosissima, S. ramulosum, Flavonoides, EROs,
Antioxidantes.



SUMMARY

The present work was carried out at The Chemical Reserches, The Department

of Chemical — Environmental Analisis and The Institute of Biological Reserches
Clemente Estable (Montevideo — Uruguay).

The progressive deterioration in the ozone layer has originated changes over
many organisms due to the increase of the ultraviolet radiation that leads to
EROs (Reactive Oxigen Species) over production that acts over the skin
causing damage in the biomolecules of tissues.

To counteract the EROs deleterious effects, there are endogenous antioxidants
mechanisms that act capturing them.

However, these mechanisms are supressed in certain pathological states. And
one of the strategies to decrease the EROs negative impact has been to
reinforce  the endogenous antioxidants = mechanisms through the
supplementation of phendlic antioxidants compounds, as the ones that are in
vegetable species of A. spinosissima Meyen ex Vogel and S. ramulosum
Rausch.

The objetive of this study was to determanate if the elaborations of galenic —
prepared samples obtained from vegetable species have antioxidants effects in
vitro, against the ABTS" catiénico radical fading and photoprotectors in vivo
against the ultraviolet radiation taken place by a ultraviolet light lamp over the
rabbit skins and to determine its possible dependence related to its
concentration.

The results suggest that the galenic — prepared samples elaborated obtained
from these species vegetable to a concentration of 5% showed photoprotector
effects over the rabbit skins after the damage by a ultraviolet light lamp. Even
though, the antioxidant and photoprotective action of flavonoids and depsides
has been demonstrated in vitro in different kinds of physical and chemical
models, it is suggested to rehearse its protective pharmacological potential
against the ultraviolet radiation and EROs in other physiologic models.

WORDS KEY: A. spinosissima, S. ramulosum, Flavonoids, EROs, Antioxidant.



ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ABTS: Acido — 2,2’ — azinobis — 3 — etilbenzotiazolina — 6 — sulfdrico.

ABTS": Radical catidnico del acido — 2,2’ — azinobis — 3 — etilbenzotiazolina — 6
— sulfarico.

ADN: Acido desoxi ribonucleico.

AE: Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel.
ATP: Adenosin trifosfato.

CoA: Coenzima A.

DHBA: Acido dihidri Benzoico.

DMSO: Dimetil sulfoxido.

DPPH: Radical 2,2 — Difenil — 1 — Picrilhidrazilo.
e”: Electrén.

EDTA: Etilen diamino tetraacético.

EROs : Especies reactivas del oxigeno.

FS: Fotosistema.

FSP: Factor de Proteccion Solar.

GSH: Glutation reducido.

GMP: Good Manufacturing Practice.

H*: Proton.

H: Hidrogeno.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.
HO,: Radical hidroperoxido.

H.O,: Peroxido de Hidrégeno.

[1Q: Instituto de Investigaciones Quimicas.
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ABREVIATURAS

IIBCE: Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable.
LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad.

NADPH: Fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina reducida.
NADP*: Fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina oxidada.
OH: Oxhidrilo.

OH-: Radical hidroxilo.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

O,: Oxigeno.

O : Anion superoxido.

'0,: Oxigeno singlete.

PABA: Acido para amino Benzoico.

PBS: Solucion Buffer Fosfato.

Rf: Razon de Frente.

SOS: Octil sulfato de sodio.

TROLOX: Acido (+/-) — 6 — hidroxi — 2, 5, 7,8 — tetrametil — croman — 2 —
Carboxilico.

TLC: Cromatografia en Capa Delgada.
UMSA: Universidad Mayor de San Andrés.
UV: Ultravioleta.

VLC: Cromatografia en Columna Cerrada.
(H): Hoja.

(T): Tallo.

(uy): Uruguay.
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INTRODUCCION 1

1. INTRODUCCION

Desde los afios 70 se observo un incremento importante de casos de cancer de
piel. La organizacion mundial de la salud (OMS), utiliza el término de “Epidemia”
para calificar el significativo incremento en nimero de nuevos casos de cancer
cutaneo. En los ultimos diez afios el cancer de piel crecio 8,3%, principalmente
por la sobre exposicién al Sol. ®Y

Esta situacion se debe en gran parte, a un cambio en los hébitos relacionados
con la exposicion al sol, y en concreto a la radiacion ultravioleta. Por otro lado,
el lento pero continuo deterioro de la capa de ozono registrado en latitudes
medias y altas viene a agravar la situacion, dado que es ampliamente conocido,
gue el ozono estratosférico es un filtro natural de la radiacién U. V.

Este problema aflige a nuestra sociedad, por la incidencia cada vez mayor de
alteraciones de la piel, que se relaciona estrechamente con la exposicién a
estas radiaciones solares, en el sentido sobre los efectos adversos que provoca
la radiacion ultravioleta, contenida en ellas. Entre los principales efectos
inducidos por la radiacién ultravioleta, se destaca el incremento en la formacién
de especies reactivas del oxigeno y una disminuciébn de la capacidad
antio(>2<i1§jante de la piel, que conduce al aumento en la incidencia de cancer de
piel.

Las plantas han sido utilizadas como fuente primaria de medicina desde hace
milenios, los antecedentes mas antiguos de plantas con usos terapéuticos se
remontan a Babilonia en el afio de 1.770 a. c., en el cdédigo de Hammurabi. En
numerosas ocasiones, la medicina tradicional de diferentes culturas ha
proporcionado plantas lideres por sus propiedades medicinales. 9

Como consecuencia del resurgimiento del interés por todo lo natural, hoy gozan
de creciente popularidad muchas plantas que han sido estudiadas durante los
ultimos 40 afios. En el transcurso de estos estudios se han alcanzado avances
significativos con respecto de la elucidacién estructural, configuracional y
sintesis de metabolitos secundarios aislados, muchos de los cuales han sido
sometidos a estudios bioldgicos. ©

Se estima que existen entre 500.000 y 700.000 especies vegetales en el mundo
y en la actualidad se conocen alrededor de 350.000. Aproximadamente 250.000
de las especies conocidas, poseen propiedades medicinales, como ser
scavengers de radicales libres. Pero menos del 15% han sido sometidos a
estudios fitoquimicos y farmacoldgicos.

Los estudios dirigidos sobre las especies vegetales, hoy en dia se encuentran
en boga, de todo el mundo. Aproximadamente se desarrollan estudios de un
4% en Australia, un 12% en Europa, el 20% en Africa y el 23% en Asia,
mientras que en América se desarrolla el 42%, lo cual no es sorprendente dada
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la diversidad bioldgica, cultural y étnica de cada region. Se estima que solo
entre 5% — 19% de cada 250. 000 especies vegetales se han estudiado por su
contenido en productos bioactivos, dada la alarmante velocidad con la que
muchas especies estan desapareciendo, es muy importante apoyar e incentivar
el estudio de las plantas medicinales. (%

Bolivia se encuentra ubicado en el centro de Sur América, y presenta una
topografia variable, debido a que se sitla en una region de transicion climatica
originando zonas diferentes que contribuyen a que posea una gran variedad de
especies vegetales.

En todas y cada una de las regiones, se cuenta con un vasto conocimiento de
medicina natural, tomando como fuente la flora propia, siendo la zona
Altiplanica ubicada en la region Andina, nuestro punto de partida porque
presenta caracteristicas particulares como una elevada radiacion U. V, sin
embargo la biodiversidad vegetal que se encuentra en esta zona nos demuestra
gue especies vegetales han logrado adaptarse a estas condiciones a través de
mecanismos de autodefensa utilizando medios fisicos y quimicos como la
produccion de principios activos con actividad antioxidante / fotoprotectora,
relacionados a la morfologia misma de estas especies vegetales de acuerdo a
sus requerimientos y mecanismos de autodefensa.®

La blsqueda de especies vegetales con propiedades antioxidantes /
fotoprotectoras y su papel para prevenir algunos tipos de cancer de piel,
producidos probablemente por la radiacion ultravioleta, son la base para la
busqueda de productos naturales como agentes preventivos de los procesos
oxidativos provocados por el exceso de radiacion U. V.

No cabe duda que existe un renovado interés en el mundo de la industria
farmacéutica y la medicina por este tipo de especies vegetales con actividad
fotoprotectora. La razén fundamental es que existe la conciencia que
aproximadamente el 80% de los 5200 millones de habitantes del mundo viven
en paises poco desarrollados. ¢”

Por lo tanto el presente trabajo de tesis, tiene como objetivo principal, elaborar
un producto natural boliviano, que pueda ser accesible a la poblacion que no
puede costearse los medicamentos existentes en el mercado. Constituyendo un
impacto de caracter social acorde con la formacion del quimico farmacéutico,
promoviendo asi nuestros recursos naturales.
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2. MARCO TEORICO

2. 1. ANTECEDENTES

El progresivo deterioro de la capa de ozono en las tres ultimas décadas ha
originado cambios sobre muchos organismos debido al incremento de la
radiacion ultravioleta B (En el rango de 280 — 320 nm, denominada UV — B.)
que era atenuada por la capa de ozono. La radiacion UV — B, tiene una
energia suficiente para producir una serie de dafios en los sistemas
biolégicos existentes. ¢?

La elevada radiacion UV — B, conduce a la sobre produccién de especies
reactivas del oxigeno que actian sobre la piel, de diversas formas: alterando
la bicapa fosfolipidica (especialmente vulnerable a la oxidacion) que
constituye las membranas celulares; interfiriendo el funcionamiento de las
enzimas y sobre el ADN de los fibroblastos (células) del tejido conjuntivo. 9

Las especies reactivas del oxigeno, no son moléculas extrafias para la piel,
ya que son producidos habitualmente en los procesos de respiracion celular.
Existen diversos neutralizadores enddgenos de radicales libres (enzimas y
antioxidantes) que permiten reducir su concentracibn a niveles no
perjudiciales para la piel, pero muchas veces estos mecanismos no son
suficientes, ya que su produccion excede al proceso de neutralizacion.

El tema de la biodiversidad vegetal ha cobrado vital importancia como fuente
de recursos medicinales, teniendo en cuenta que 3/4 partes de la poblacién
mundial no tiene acceso a una atencion primaria de salud. Paradéjicamente
los paises que no cuentan con ese acceso, son los mas ricos en
biodiversidad vegetal.

Dentro de las 250.000 plantas existentes en el planeta, casi 3/4 partes
crecen en zonas correspondientes a las selvas y bosques tropicales. Por
ejemplo, en el area amazonica crece una de cada 4 plantas existentes en el
mundo. Se ha calculado que 90.000 especies vegetales se ubican en la
region neotropical que va desde México hasta el norte de Argentina. Con
menor cantidad de ejemplares las zonas tropicales de Africa y Asia que
concentran entre 30.000 y 45.000 especies vegetales. @

El pais que mayor biodiversidad tiene en el mundo es Brasil (55.000
especies), sin embargo sélo un 5% de su flora ha sido investigada desde el
punto de vista medicinal. Los paises de Colombia con 45.000 especies y
Bolivia con 30.000 especies continban en la lista de paises con mayor
biodiversidad vegetal. Esto muestra la importancia que reviste la actual
franja Ecuatorial donde asienta el 90% de la investigaciéon mundial actual. %
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Cada uno de estos paises presenta una cultura diferente respecto a su
propia medicina tradicional que pervive, sobre todo cuando las condiciones
sociales son de exclusion y supervivencia, como en Bolivia. ©

Hoy en dia cientificos realizan a través de técnicas de screening, entre 50 y
100 ensayos biolégicos sobre todo tipo de plantas que presenten alguna
actividad farmacologica, estos estudios estan basados en diferentes
propésitos como:

& Fijar una mayor atencion en el cultivo de especies autéctonas con
aplicacion medicinal, que podrian ser utilizados como posibles recursos
sostenibles.

& Muchas de las actividades farmacolégicas estan vinculadas al control de
la produccion excesiva de EROs. Tales como procesos de inflamacion,
cancerigenos y otros anteriormente mencionados. L0oS compuestos
fendlicos han demostrado particularmente ser muy efectivos en el control
sobre la produccion de agentes oxidantes (EROSs).

& Son recursos constitutivos del patrimonio cultural y econémico de cada
pais, existiendo importantes investigaciones en Universidades vy
Facultades con productos herbarios y por la falta de posibilidades de
obtener una patente, los laboratorios no apoyan los estudios clinicos con
pacientes que deberian seguir a continuacion.

Por esta razon muchos estudios se enfocan al estudio de plantas que
presentan en su composicion compuestos fendlicos con accidén antioxidante
denominados scavengers, que se basan en la neutralizacién de particulas
conocidas como especies reactivas de oxigeno.

Estas moléculas con capacidad de controlar el exceso de EROs, pueden
actuar a través de diferentes mecanismos, pero siempre con el mismo fin, el
de reaccionar facilmente para poder prevenir o retardar el dafio oxidativo a
las macromoléculas bioldgicas. “?

La elaboracion de protectores solares en base a moléculas con actividad
antioxidante y que ademas tengan la capacidad de absorber la luz en el
rango del UV — B, podrian ayudar a proteger el cuerpo humano, contra la
radiacion UV — B, y ayudar a reducir el riesgo de dafios a la piel.
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2. 2. RADIACION ULTRAVIOLETA

En la actualidad existe un cimulo de evidencias y resultados, que vinculan
la excesiva produccidon de especies reactivas del oxigeno, por la exposicion
a la radiacion UV, como agente causal principal en la creciente incidencia
(aproximadamente 6 % anual) de afecciones malignas de la piel.

Estos antecedentes constituyen una base que justifica el desarrollo de
investigaciones, en relacion a las alteraciones que provoca la exposicién
prolongada de los seres vivos a la radiacion UV, en la busqueda de vias
para prevenir, atenuar o eliminar las afecciones, que se puedan producir por
esa causa.®®

La exposicion de células a la radiacion UV induce la expresion de
numerosos genes, razon por la cual se consideran como el principal
iniciador y promotor de procesos malignos en la piel.

Del espectro de la radiacion UV, emitidas por el sol, que alcanzan la
superficie terrestre, la radiacion UV — B (comprendida entre los 280 a 320
nm.) es considerada como la mas dafiina, Ya que la radiacién UV — A (de
315 a 400 nm.) es de menor energia aunque dafina en sobre exposicion y la
radiacion UV — C (200 — 290 nm) es de mucha mayor energia, que es
controlada por la capa de ozono estratosférico. ©°

2.2. 1. TIPOS DE RADIACION SOLAR

Penetracion de la radiacion ulb-avioleta en la piel

[T b e ]

4 RAYOS UV — C: (200 — 290 nm). También conocidos como rayos
germicidas, responsables de la eliminaciéon de los microorganismos
patdégenos, bacterias, virus de aguas y virus de suelos, etc.).

s

y P'hl
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i g

RAYOS UV - B: (290 — 320 nm). 0,1% del total de energia
electromagnética que alcanza la tierra. Producen intenso foto
deterioro fisiopatoldgico, no penetran profundamente las capas de la
piel, son mayormente absorbidos justo encima de la dermis, siendo
los causantes de la pigmentacion dilatada de la piel (20 — 35 mL /
cm).

4 RAYOS UV - A: (320 — 400 nm). 4,9% del total de energia
electromagnética que alcanza la tierra. Presentan efectos foto
biolégicos acumulativos (efecto largo — proceso). Penetran
profundamente dentro de la dermis y mas alla (50 — 60 mL / cm).

L g

LUZ VISIBLE: (400 — 700 nm). 40% del total de energia
electromagnética que alcanza la tierra. Se ha demostrado que
presentan efectos de fotoenvejecimiento de poca importancia.

L g

INFRARROJO: (700 — 3000 nm). El calor prolongado por estos rayos,
ocasiona efectos adversos serios para la piel humana.

2. 2. 2. EFECTO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA — B EN LOS
SERES HUMANOS

Una exposicién prolongada a la luz solar, representa el principal factor
ambiental dafino para la piel del hombre. Entre las alteraciones que
induce la exposicion a la radiacion UV — B se puede mencionar la
dermatoheliosis, causada por la generacion de EROs (Especies
Reactivas del Oxigeno), que pueden ocasionar dafios sobre el DNA y las
membranas celulares, provocando carcinogénesis y cambios asociados
al fotoenvejecimiento. V)

Fuertes evidencias epidemiologicas relacionan la exposicibn a la
radiacion UV — B solar con la aparicion de melanomas cutaneos,
existiendo una estrecha correlacion entre determinados fenotipos y la
aparicion de melanomas por exposicion a esta radiacion UV — B solar.

Las exposiciones intermitentes y continuadas, y sobre todo, las
exposiciones en periodos tempranos de la vida (particularmente en la

infancia), se relacionan con mayor riesgo en la aparicion de melanomas.
(22)

2. 2. 3. TIPOS DE PIEL SEGUN SU REACCION FRENTE A LA
EXPOSICION A LA RADIACION ULTRAVIOLETA — B, SOLAR

El color de la piel es un factor importante, ya que determina la facilidad
con la que esta se irrita ante el sol. Mientras que una piel clara requiere
desde 15 a 30 minutos de exposiciéon al sol del mediodia del verano, las
personas que tienen una piel moderadamente pigmentada requieren de 1
a 2 horas de exposicion.
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Otros factores que influyen en la exposicion de la radiaciéon UV — B solar,
de la piel humana son: color de cabello, pecas y el color de ojos. En la
siguiente tabla se presentan los 6 grupos de piel determinados por sus
reacciones ante la luz solar y sus componentes, dando el nivel de
proteccién que se requiere. &%

Fototipo | Piel de individuos que presenta | Individuos de piel muy clara, Ultra
I intensas irritaciones solares, | 0jos azules, con pecas en la | proteccion
practicamente no se pigmenta | piel. Su piel, habitualmente
nunca y se descama de forma | no expuesta al Sol, es
ostensible. blanco — lechosa.
Fototipo | Piel de individuos que se irrita | Individuos de piel clara, pelo Ultra
Il facii e intensamente, se | rubio o pelirrojo, ojos azules | Maxima
pigmenta ligeramente y se |y pecas, cuya piel no
descama de forma notoria. expuesta habitualmente al
Sol, es blanca.
Fototipo | Piel de individuos que se irrita | Razas caucasicas (euro), | Maxima
[l moderadamente y se | piel blanca no expuesta Extra
pigmenta. habitualmente al Sol.
Fototipo | Piel de individuos que se irrita | Individuos de piel blanca o Extra
v moderada o minimamente, se | ligeramente  amarronada, | Moderada
pigmenta con bastante | pelo y ojos oscuros (razas
facilidad y de forma inmediata | mediterraneas, mongodlicas,
al ponerse al Sol. orientales). Piel algo
amarronada 0
habitualmente morena.
Fototipo | Piel de individuos que se irrita | Individuos de piel | Moderada
\% raras veces y se pigmenta con | amarronada  (amerindios, | Minima
facilidad e intensidad; siempre | indostanicos, hispanos).
presentan reaccion de
pigmentacion inmediata.
Fototipo | No se irrita nunca Yy se | Razas negras. Minima
VI pigmenta intensamente. No

Siempre presentan reaccion de
pigmentacion inmediata.

También existen diferencias anatomicas en cuanto a la exposicion, ya
que la cara, tronco y cuello reciben aproximadamente el 75% de la
radiacion UV — B, mas que las piernas o los brazos. La sensibilidad a la
radiacion UV — B, no parece estar influida por el sexo, pero si por la

edad, siendo los ancianos y los nifios los mas susceptibles. %
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2. 2. 4. FACTORES QUE RIGEN LA INTENSIDAD DE RADIACION
ULTRAVIOLETA - B
Los principales factores influyen en la intensidad y composicién de la
radiacion UV — B, son:

2.2.4.1. ELEVACION SOLAR

Para elevaciones solares altas la radiacion UV — B, es mas intensa
debido a que los rayos solares atraviesan un camino menor a través
de la atmdsfera, pasando por lo tanto por una menor cantidad de
absorbentes. 2

2.2.4.2. LATITUD

La latitud tiene una influencia directa en la intensidad y composicion
de la radiaciéon UV — B. Por ejemplo, un incremento de altitud de
1.000 m, causa un aumento de 15% de UV — B, y el resto de UV — A,
es constante. Mientras que a nivel del mar Muerto (400 m. b. n. m.), el
UV — B, esta ausente. )

2.2.4.3. ESTACION

A latitudes de 50° para arriba, poca o0 ninguna radiacion UV — B, es
detectable durante los meses de invierno. La radiacion UV — A, por
otro lado menos afectada por el angulo del sol, esta presente
alrededor de todo el afio y puede producir eritemas en gente de piel
con tez blanca. Por ejemplo en Copenhagiie (55° latitud norte), en
invierno, las intensidades de UV — A directa y UV — B son 10% y 1%
respectivamente de los valores de verano. "

2.2.4.4. HORA DEL DIA

La irradiacion espectral solar para longitudes de onda por debajo de
330 nm., decrece mas rapidamente que lo que el angulo de apogeo
solar se incrementa por longitudes de onda por encima de 330 nm.
Entonces, las longitudes de onda UV — B, solares que alcanzan la
tierra son mas fuertes dependiendo del angulo de apogeo solar que
los UV — A, o longitudes de onda en visibles.

Por lo tanto se interpreta que a medida que el sol llega al zenith
(mediodia), los rayos UV — A, decrecen entre las 11:00 a. m. y 14:00
p. m., y los rayos UV — B, se encuentran en su valor mas alto. {’®

2.2.4.5. NUBES

La radiacion UV — B es mayor, generalmente para cielos totalmente
despejados. Las nubes normalmente reducen la cantidad de radiacién
UV — B, pero la atenuacion depende del espesor y tipo de estas. En
ciertas condiciones, y por periodos cortos de tiempo, una pequefa
cantidad de nubes finas o dispersas pueden hacer aumentar la
cantidad de radiacion UV — B, esto sucede normalmente en
condiciones de cielos parcialmente cubiertos y con el sol visible. 2



MARCO TEORICO 9

2. 3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (EROs)

Los radicales libres son especies quimicas con existencia propia que
contienen electrones desapareados en los orbitales que participan de las
uniones quimicas. Las EROs son especies reactivas derivadas del oxigeno
gue incluyen moléculas quimicas radicalarias y no radicalarias, siendo estas
tltimas, agentes oxidantes. ®%

Una de las principales fuentes de origen de las EROs es el proceso de
respiracion, ya que entre un 1y un 5% del oxigeno restante, del 100% de la
vida habitual del organismo consumido, se reduce a agua por la llamada via
univalente en el cual se generan diversos compuestos intermedios. *°

Las especies radicalarias, son moléculas intermediarias con una vida muy
corta (milésimas de segundos) que cumplen dos caracteristicas:

& GRAN INESTABILIDAD, su estructura atdbmica presenta un electrén
desapareado en su orbital externo, dando una configuracion espacial
altamente inestable.

& ALTA REACTIVIDAD, por su o sus electrones desapareados.

Ambas caracteristicas vienen determinadas por la presencia de electrones
desapareados en sus atomos y explican la agresividad con que actuan, ya
que para lograr su "equilibrio" tienden a unirse con atomos vecinos, dando
lugar a reacciones en cadena. ¢¥

Sin embargo, las EROs se pueden generar tanto a partir de fuentes
exdgenas como enddgenas. En el primer grupo en las fuentes exégenas, se
encuentra la radiacion ultravioleta que incrementa la concentracion de las
EROs, sometiendo al organismo a condiciones de estrés oxidativo.

Dentro de las fuentes endodgenas, estan la NADPH oxidasa, tanto la
fagocitica como la no fagocitica, algunos organelos subcelulares como la
mitocondria, reticulo endoplasmico, peroxisomas, asi como los metabolitos
del 4cido araquidonico y la xantin oxidasa.®®

Las EROs pueden ser formados tanto por la pérdida como por la ganancia
de un electron. En el primer caso se trata de una oxidacion y en el segundo
de una reduccion. Los radicales libres también se forman a partir de la
ruptura homélitica entre atomos en una molécula. ¢

2.3. 1. ESTRES OXIDATIVO

Cuando el equilibrio entre radicales libres y antioxidantes se pierde a
favor de los primeros, se desencadenan procesos dafinos que se
asocian al desarrollo de numerosas enfermedades, lo que se denomina
estrés oxidativo. Esto puede deberse a una disminucion de los sistemas
antioxidantes, y un aumento de las especies prooxidantes o ambas.
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En las plantas, el exceso de radiaciéon UV — B, desencadena un estrés
oxidativo por la inhibicibn de enzimas como ser. SOD (Superoxido
Dismutasa), MDAR (monodehidroascorbato reductasa), DHAR
(dehidroascorbato reductasa), GR (glutation reductasa), Asc (ascorbato),
MDAsc (monodehidroascorbato), GSSG (glutation oxidado), GSH
(glutation reducido) en el ciclo de Calvin. ®©

2. 3. 2. PRODUCCION DE EROs

Las EROs pueden provenir de distintas fuentes. Durante el metabolismo
aerbbico las células generan energia reduciendo al oxigeno molecular
hasta la formacion de agua.

Esta reaccion ocurre en la mitocondria, catalizada por la citocromo C
oxidasa, que involucra la transferencia de cuatro electrones al oxigeno
sin formacion de intermediarios. Una pequefia proporcion del oxigeno, de
2 a 5%, puede aceptar un menor niumero de electrones, donde en vez de
producirse agua se forman radicales como el -OH y el O..

En el plasma sanguineo se genera H,O, continuamente a partir de la
oxidacion del GSH y del ascorbato.

Los macréfagos y neutrdfilos activados liberan EROs para destruir
organismos patégenos dentro del proceso de fagocitosis,

Los lugares de maxima produccion de sustancias oxidantes, son donde
el oxigeno tenga una mayor actividad:

& Membrana Plasmatica, Por accion de la lipooxigenasa y la
prostaglandina sintetasa dentro de las reacciones inflamatorias
mediadas por el acido araquidonico.

& Mitocondrias, La ubiquinona y la NADH — deshidrogenasa pueden
autoxidarse dando aumento de radicales libres O,, H, O, y OH'.

L g

Peroxisomas Citoplasmicos.

L g

Reticulo Endoplasmatico, Los citocromos sufren reacciones de
autooxidacion con formacion de radicales libres O, y H, Oo.

El oxigeno posee una alta biodisponibilidad para participar en reacciones
que supongan sucesivos circuitos de reduccidn y dismutacion,
generando un variado repertorio de especies activas.

Es importante tener en cuenta que la produccién de EROs es una
consecuencia inevitable de la vida aerdbica y un aspecto negativo de las
enormes ventajas energéticas que ofrece la utilizacién de O, respecto a
los metabolismos fermentativos de los organismos anaerobicos.
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Auln bajo condiciones éptimas de funcionamiento, no menos de un 5 %
de los electrones transferidos durante la fotosintesis y la respiracion van
a parar al O, y producen EROs. Normalmente, los mecanismos
protectores de las células pueden eliminar estos compuestos sin
mayores dificultades. *?

2. 3. 3. REACCIONES EN CADENA DE LAS EROs
Las reacciones en cadena producidas por las EROs, dependen de los
siguientes factores:

L g

Actividad intrinseca de las EROs.

Concentracion de las EROs.

Concentracion de los substratos susceptibles de ser atacados.
Temperatura (a menor temperatura, menor actividad).

L 2l 2 2

2. 3. 4. SISTEMAS ANTIOXIDANTES
El organismo atenta los efectos deletéreos de la produccion de EROs
por medio de la accion de sistemas antioxidantes. ?®

Existen diferentes sistemas de defensa antioxidante en el organismo.
Uno de ellos estd conformado por sistemas enzimaticos como la
superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, siendo éstas la
primera defensa contra los radicales libres que actian neutralizando a
estas e(%pecies altamente reactivas en moléculas menos dafiinas para la
célula.

Otros sistemas, no enzimaticos, estan conformado por compuestos como
caroteniodes, proantocianinas, polifenoles, y las vitaminas C y E, que
estabilizan las EROs o también que provocan la quelacién de iones
metalicos de elementos de transicion como hierro y cobre, que al estar
en estado reducido potencian su autoxidacion y generacion de anion
superéxido. ©

Estos antioxidantes pueden ser hidrosolubles o liposolubles, operando en
consecuencia a diferentes niveles. Entre los primeros se destacan el
ascorbato y el glutatibn, que reaccionan directamente con O, y OH
generados in situ.

Los antioxidantes liposolubles mas abundantes son los carotenos,
xantéfilas y tocoferoles, que son capaces de eliminar H,O,, O, 'O,y
OH', e inhiben la peroxidacion de lipidos, interrumpiendo la propagacion
de ciclos oxidativos entre radicales organicos.®®

Cuando la intensidad del estrés es tal que la acumulacién de EROs no
puede ser contenida por la accion de los componentes de las dos
primeras barreras, el resultado neto es un estrés oxidativo, provocando
dafio en los organismos.
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2. 4. COMPUESTOS FENOLICOS
Son compuestos organicos que estructuralmente presentan un grupo -OH
unido a un anillo aromatico, que se conocen como compuestos fendlicos.

Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, siendo
detectados por el intenso color verde, purpura, azul o negro que producen

cuando se agrega una solucién acuosa o alcohdlica al 1% de cloruro férrico.
(54)

Segun su naturaleza aromatica, estos compuestos fenélicos, muestran una
intensa absorcion en la region del UV del espectro, siendo este un método
espectral especialmente importante para su identificacion y analisis
cuantitativo.

Los compuestos de esta familia presentan variados efectos beneficiosos
para la salud: prevencion contra cancer, propiedades antiinflamatorias,

antialérgicas, antitumorales, antimicrobianas, vasorelajantes y antioxidantes.
(47)

Entre sus acciones antioxidantes encontramos la inhibicion de la formacion
de EROs por medio de la inhibicion de enzimas productoras de EROs como
la xantin oxidasa, o la quelacion de los elementos traza involucrados en la
produccion de EROs; el scavengers directo de EROs y el up — regulation de
los sistemas antioxidantes enddgenos.

Los compuestos fendlicos estabilizan las EROs al capturarlas formando el
radical aroxilo, para luego reaccionar con un segundo radical, con lo cual
adquieren una estructura quinona estable.

Los compuestos fendlicos méas estudiados son flavonas, antocianinas,
proantocianidinas, dépsidos entre otros, los cuales son sustancias
bioactivas. Estos actian atrapando los radicales libres para luego
transformarlos en especies no radicalarias, por inhibicion de la accion
enzimatica de elastasa e hialuronidasa.

Las estructuras polifenolicas pueden proceder de las rutas:

& Acido Skiquimico; fenoles simples, o — Pironas, y — Pironas, Lignoides.

L g

Malonil — CoA; Quinonas, Dépsidos, Otros policétidos aromaticos.

L g

Combinacion de Acido Skiquimico y Malonil — CoA; Flavonoides,
Isoflavonoides, Xantonas.®"
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2.4. 1. CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

N N N N 1N N

N

.4.1.1. COMPUESTOS FENOLICOS SIMPLES
Ce: derivados de fenoles simples
CesC1: derivados del acido benzoico
CeC,: derivados de la acetofenona
CsCs3: derivados del acido cinamico

.4.1. 2. FLAVONOIDES
chalconas y auronas
flavonas y flavonoles
flavanonas y flavononoles
flavonoles
antocianinas

.4.1. 3. ISOFLAVONOIDES
isoflavonas
isoflavanonas
isoflavanos e isoflavenos
rotenoides

.4.1. 4. QUINONAS
benzoquinona
naftoquinona
antraquinona
bis — antraquinona

.4.1.5. a- PIRONAS
cumarinas
isocumarinas
aflatoxinas

.4.1. 6. y- PIRONAS
cromanos y cromonas
canabinoides

.4.1. 7. XANTONAS

.4.1. 8. LIGNOIDES

.4.1. 9. DEPSIDOS

.4.1.10. OTROS POLICETIDOS AROMATICOS

13
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2.4.2. FLAVONOIDES

Estos compuestos fueron descubiertos por el Szent — Gydrgy, quien en
1.930 aisl6 de la cascara del limon la citrina, que regula la permeabilidad
de los capilares.

Identificados hasta ahora mas de 5.000 flavonoides se denominaron en
un principio vitamina P (permeabilidad) y también vitamina C;
(propiedades similares a la vitamina C). Sin embargo, el hecho de que
los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas
denominaciones se abandonaron alrededor de 1.950. V)

Las estructuras de los principales grupos flavonoides (flavonol, flavanol,
flavona, flavanona, dihidroflavanol, y antocianidina), se diferencian por:

L g

Grado de aromaticidad.

& Extension.

4 Numero de hidroxilos sustituidos.

& Ordenamiento.

& Tipo de glicosilacion de estos grupos. El sitio de glicosilacion

preferida es en la posicion 3 y la glucosa constituye el residuo mas
usual. Existiendo otros residuos como ser; galactosa, xilosa, etc.

Las propiedades bioldgicas, farmacologicas y médicas de los flavonoides
han sido extensamente revisadas. El amplio rango de efectos atribuidos
a los flavonoides constituye una expresion de su grupo quimico
funcional, y expone sus propiedades en traduccion de sefiales celulares,
sistemas  inmunomoduladores, anticarcinogénicas, mutag;énicas,
procesos inflamatorios, y su actividad antioxidante / prooxidante.

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable
de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, confiriéndoles una gran capacidad
antioxidante.

Sus propiedades scavenger se dirigen fundamentalmente hacia los
radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas implicadas
en el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica, describiéndose su
capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti —
prostanoide y anti — inflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria
(efectos antitrombdticos) y de proteger a las lipoproteinas de baja
densidad de la oxidacién (prevencion de la placa de ateroma).®?

Los flavonoides presentan otras propiedades que incluyen Ila
estimulaciéon de las comunicaciones a través de las uniones en
hendidura, el impacto sobre la regulacién del crecimiento celular y la
inducciéon de enzimas de destoxificacion tales como las monooxigenasas
dependientes de citocromo P — 450, entre otras."?
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2.4.2.1. DISTRIBUCION

Los flavonoides estan distribuidos en todas las plantas superiores,
sobre todo en partes aéreas; hojas, flores y frutos. Una excepcion son
los tubérculos de la cebolla, que contienen quercitina 4' — D —
glucosidos. Las principales familias que contienen flavonoides son;
Compuestas, Poligonaceas, Rutaceas y Umbeliferas.

2.4.2.2. FUNCION DE LOS FLAVONOIDES EN LAS PLANTAS
Los flavonoides actian como antioxidantes por mecanismos
diferentes como: inhibidores enzimaticos, quelacion de metales,
scavenger, y actuarian como pantalla contra la radiaciéon UV — B.

Se comprob6 que los flavonoides acumulados en las vacuolas de las
células epidermidicas absorben un 90% de la radiacibn UV — B
administrada, protegiendo la maquinaria fotosintética como el proceso
de floracion y de crecimiento. ?¥

Ecol6gicamente estos pigmentos son responsables de la coloracion
de las flores, y serian una “guia del néctar” visible para muchos
insectos polinizadores favoreciendo la reproduccion vegetal. ©”

2.4.2.3. CATABOLISMO

Los flavonoides estan en rapido intercambio en las plantas, las
variaciones en su concentracion o cambio del tipo de compuesto se
dan con la edad del tejido, estadio del ciclo vital o época del afio.

El primer paso en el catabolismo de los flavonoides es la eliminacion
de los azucares glicosidicos, habiéndose aislado las enzimas que
efectlan este trabajo a partir de muchas plantas. Estudios efectuados
con suspensiones celulares demostraron que el anillo A es degradado
completamente a CO,, mientras que el anillo B es convertido en
derivados del 4cido benzoico. ©*

2. 4. 2. 4. METABOLISMO LOS FLAVONOIDES EN EL
ORGANISMO HUMANO

La transformacion de los flavonoides tiene Ilugar en dos
localizaciones:

& Higado, Por medio de reacciones de biotransformacion de fase |
en las que se introducen o exponen grupos polares.’

& Colon, Mediante reacciones de biotransformacion de fase I,
donde los microorganismos degradan los flavonoides no
absorbidos. La conjugaciéon con el acido glucurénico, sulfatos, o
glicina, parecen tener lugar tanto para los flavonoides como para
sus metabolitos procedentes del colon. Los conjugados, solubles
en agua, pueden excretarse por la orina.("®



MARCO TEORICO 16

2.4.2.5. PROPIEDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad de los compuestos fendlicos de origen natural para
actuar como antioxidantes en los sistemas biologicos fue ya
reconocida en los afos treinta; sin embargo, el mecanismo
antioxidante fue ignorado en gran medida hasta hace poco tiempo.

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su
amplia actividad farmacolégica.

Pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como enzimas,
transportadores de hormonas, y DNA, quelar iones metalicos
transitorios, tales como Fe?*, Cu®*, Zn*', catalizar el transporte de
electrones, y depurar radicales libres.®

Se pueden determinar tres tipos de mecanismos de defensas
antioxidantes:

& La transferencia de electrones que determina que el antioxidante
se transforme en una molécula radical activa.

L g

La transferencia de electrones que determina la formacion de una
molécula radical antioxidante inactiva o estable.

& Pequefias moléculas que actian como enzimas antioxidantes.

El concepto basico de la actividad antioxidante, comprende una
transicion redox mediante la cual la molécula antioxidante dona un
electrén (o atomo de hidrégeno, equivalente a la donacién de un
electrén y un H* al radical libre. ©

Durante el transcurso de esta transferencia de electrones, el caracter
radical (inestabilidad), es transferido al antioxidante, formandose un
antioxidante radical — derivado.

Flavonoide + Radical =———= Radical Flavonoide + RH
(OH) (O)

Todo flavonoide para ser antioxidante debe reunir dos requisitos
basicos:

& Aun a bajas concentraciones debe proteger los compuestos contra
la oxidacion o el dafio por radicales libres.

& EIl radical flavonoide aroxil, radical asi formado debe ser lo
suficientemente estable para que la funcidon antioxidante sea
efectiva. La falta de estabilidad que pueda tener el radical aroxilo
esta en base al efecto prooxidante de algunos flavonoides.
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El radical aroxilo puede ser recuperado por otros antioxidantes, como
el ascorbato.

Radical + Acido ascérbico —s Flavonoide + Radical
flavonoide (OH) Ascorbato
O)

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de
los flavonoides, son:

& Doble ligadura, en conjuncion con la funcién 4 — oxo del anillo C.

& Grupos 3 - y 5 — OH con funcion 4 — oxo en los anillos Ay C
necesarios para ejercer el maximo potencial antioxidante.

& Presencia de estructura O — dihidroxi en el anillo B; que confiere
una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la
deslocalizacion de los electrones.

Los resultados reportados a cerca de la quercetina como
antioxidante, nos permiten usar esta molécula como patrén para
investigaciones de futuros compuestos fendlicos vegetales. %

Su capacidad antioxidante medida a través del parametro TEAC y
comparando su actividad con Trolox (Acido (+/-) — 6 — hidroxi — 2, 5,
7,8 — tetrametil — croman — 2 — carboxilico, 97%), una molécula de
vitamina E modificada para ser hidrosoluble, es de 4,7 mM.

La funcién antioxidante de la quercetina muestra efectos sinérgicos
con la vitamina C. El acido ascorbico reduce la oxidacion de la
quercetina, de manera tal que combinado con ella permite al
flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo.

Por otra parte, la quercetina protege a la vitamina E, de la oxidacion,
presentando efectos sinergizantes. ©®

Las propiedades antioxidantes de los flavonoides dependen en parte
de su combinacién con el hierro o el cobre, que aceleran o catalizan
las reacciones quimicas (Fenton), generadoras de radicales libres.

Por lo tanto al combinarse con el cobre o el hierro, los flavonoides los
sustraen de las reacciones formadoras de radicales libres. ®

Flavonoide + Fe =———= Flavonoide (OH)
(OH) Fe
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Los flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos
de peroxidacién lipidica del &cido linoleico, LDL, fosfolipidos de las
membranas, peroxidacién de los glébulos rojos y la autooxidacion de
los homogeneizados de cerebro.

Los flavonoides protoantocianidicos pueden ser absorbidos por las
membranas celulares y protegerlas de la accién de los radicales
libres. Tienen la ventaja de ser liposolubles e hidrosolubles: es decir,
se disuelven en lipidos o en agua.

En contraste con otros antioxidantes que no poseen esa doble
cualidad, son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y
pueden proteger a las células cerebrales, que son muy sensibles a
las lesiones producidas por los radicales libres. %

Ademas los flavonoides protoantocianidicos combaten la inflamacion
y las alergias y aumentan la efectividad de las células natural killer del
sistema inmunolégico. ©%

Muchos de estos efectos antiinflamatorios y antialérgicos podrian
explicarse a través de su accion inhibidora sobre el factor de
transcripcion nuclear kappa f, activador de muchas citocinas
proinflamatorias.

También ejercerian su accion antiinflamatoria al inhibir las actividades
enzimaticas del metabolismo del acido araquidénico por la viade la 5
— lipooxigenasa, asi como por actividad antiproteolitica al inhibir
algunas proteasas de la matriz. "

2.4.2.6. PROPIEDAD PROOXIDANTE

Los flavonoides no constituyen un grupo homogéneo de compuestos
y las mismas propiedades que caracterizan su actividad antioxidante,
determinan sus efectos prooxidantes.

Los mecanismos moleculares que determinan la actividad
prooxidante de los flavonoides, se basa en la formacién de un radical
aroxilo 1abil o de un complejo flavonoide hierro redox labil. ¢

En el primer caso, la autooxidacion del radical aroxilo genera anion
superoéxido (O,-), que genera el radical hidroxilo (HO)

02- —— = Hzoz—-—-I HO

Estos mecanismos pueden constituir la base de algunas acciones
mutagénicas y citotoxicas de los flavonoides. Las propiedades
prooxidantes y mutagénicas de los flavonoides se hallan unidas a las
acciones scavengers que tienen estos compuestos.
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El caracter antioxidante o prooxidante esta determinada por la
estabilidad / labilidad redox del compuesto radical formado a partir del
flavonoide original. ?

La auto oxidacion del radical aroxilo o la formacién de compuestos
ternarios entre el DNA, el cobre y los flavonoides, son posibles
explicaciones de la mutagenicidad mediada por los flavonoides.

Se requieren altas concentraciones de flavonoides para desarrollar
mutagenicidad, ya que es en tales concentraciones que se genera el
radical hidroxilo (HO") ©°

2. 4. 3. METABOLITOS LIQUENICOS

Los metabolitos liquénicos son sustancias organicas, acumuladas por
liquenes, y que han venido siendo estudiadas, por muchos quimicos
organicos desde mediados del siglo XIX, como en los trabajos de los
alemanes Zopf, Hesse y Brieger. Conociéndose mas de 500 metabolitos
secundarios producidos por los liguenes. Un importante avance
constituyeron los trabajos de los japoneses Asahina y Shibata, que
clasificaron los metabolitos secundarios liquénicos en base a su
estructura quimica. ¥

2.4.3.1. PROPIEDADES

Las primeras referencias sobre la aplicacion farmacoldgica de los
liguenes se remontan a los siglos XVII y XVI a. c., en Egipto.
Hipdcrates recomendaba la Usnea barbata para problemas uterinos y
los chinos empleaban la infusion de Usnea longissima como
expectorante y el polvo de su corteza para el tratamiento de Ulceras.
Los malayos emplean aun las especies de Usnea para los resfrios y
como tonico.

Mezclas de liquenes islandeses se han usado para el tratamiento de
hemoptisis catarrales y tuberculosis pulmonar. En la medicina
autoctona de Finlandia se encuentran multiples aplicaciones de los
liguenes. Asi los liquenes amarillos han sido recomendados para el
tratamiento de ictericia, la Lobaria pulmonaria ha sido utilizada contra
la tuberculosis pulmonar y la tos, la Peltigera aphtosa como farmaco
para el afta infantil. Pero los liguenes de mas amplio uso medicinal en
Finlandia son las especies barbudas (géneros Alectoria y Usnea). %

Investigaciones posteriores han comprobado la certeza de estas
aplicaciones al demostrar la presencia en los liquenes de compuestos
con potente accién antibiética. Entre estos, el Acido Usnico, presente
en muchas especies, sobre todo del género Usnea, demostrado ser
incluso mas eficaz que la penicilina en algunos casos.
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Sin embargo, los compuestos liquénicos no han sido explotados
ampliamente como farmacos, a pesar del éxito obtenido por Lazarev
en la Unién Soviética con el empleo de la sal sédica del Acido Usnico
como antibiético. ")

En Bolivia, por lo menos una decena de liquenes son empleados en
la medicina nativa desde épocas precolombinas para el tratamiento
de diversas afecciones, principalmente de tipo infeccioso o
inflamatorio.

La distribucidon de porcentaje de sustancias liquénicas con diferente
tipo de actividad farmacolégica se expresa en: 2% actian como
antiinflamatorios, 13% son antitumorales, un 28% son antimicoticos y
un 57 % han sido probados como antibidticos, todas estas
propiedades fundamentalmente son debidas a los Dépsidos,
Depsidonas y Dibenzofuranos.
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2. 5. ESPECIES VEGETALES
2.5. 1. Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

2.5.1. 1. CLASIFICACION

Familia: Fabaceae

Genero: Adesmia

Especie: Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

Nombre comun: “Loma afiawaya”, “Aflaguaya", “Afiawiya”, “Aflawa”.

La interpretacion etimoldgica de la palabra Aflawaya loma, es mata o
arbusto espinoso.

2.5.1. 2. PARTE UTILIZADA
Las hojas y tallos principalmente, aunque toda la planta tiene
propiedades.

2.5.1. 3. HABITAT

Se encuentra a 3.200 y 4.000 m. s. n. m., en la region de la Cuenca
del Lago Poopo en el departamento de Oruro, en laderas y quebradas
pedregosas o rocosas y secas. ©?

2.5. 1. 4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Es una planta arbustiva erecta espinosa de 0.30 — 1.50 m de altura.
Presenta las siguientes caracteristicas:

& Hojas muy cortas paripinadas de color verde plateado.

& Flores pequeiias zigomorfas en racimo de color amarillo. Presenta
dos épocas de floracion: noviembre a diciembre y de marzo a
abril.

4 Tallos semilefiosos — lefilosos ramificados perennes.

& Raiz pivotante y ramificada.

2.5.1. 5. COMPOSICION QUIMICA
Los productos de la especie Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel,
estan aun en proceso de elucidacién. ©V

2.5.1.6. RECOLECCION
El arbusto se corta bastante bien en horas de la mafnana mientras
gue en la tarde es muy duro por la pérdida de agua en los tallos.

2.5.1. 7. PROPIEDADES

La Loma aflawaya es una de las especies vegetales que con
frecuencia se usa en la medicina como antitusigeno, y empleado
contra el sarampion. ©®
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2.5. 2. Stereocaulon ramulosum Rausch

2.5.2.1. CLASIFICACION

Familia: Stereocaulaceae

Genero: Stereocaulon

Especie: Stereocaulon ramulosum Rausch
Nombre comun: Sin referencia

2.5.2.2. PARTE UTILIZADA
Los talos principalmente, aunque todo el liquen tiene propiedades.

2.5.2.3. HABITAT

Los liquenes del genero Stereocaulon abarcan 97 especies,
subespecies y variedades distribuidas por todo el mundo, crecen muy
lentamente y se adaptan a condiciones de habitat muy variadas, por
ello colonizan todas las zonas climéticas de la tierra. ®°

2.5.2. 4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Los liguenes del genero Stereocaulon presentan un talo dimorfico,
con algas verdes como ficobionte de morfologia arbustiva pequefia,
se fijan al sustrato mediante un disco de fijacion. El talo primario es
crustoso granuloso y suelen desaparecer pronto. El talo secundario
es fruticuloso, erecto, escamoso, solido, con pseudopodecios,
compuesto por Iobulos cilindricos, frecuentemente ramificados,
crecen casi siempre aislados.

Las ramas del talo estan cubiertas de excrecencias granulosas, o
escuamiformes (filocladios) y no presentan cavidad ni hilo central. Los
talos son de colores grises o pardos grisaceos, suelen formar densas
almohadillas y con espacios que permiten la aireacion. ©”

2.5.2.5. FISIOLOGIA
Los liquenes del genero Stereocaulon, al igual que sus semejantes
tienen una alta tolerancia a circunstancias ambientales desfavorables.

En momentos de desecacién ya sea por el sol o por el viento
suspenden su actividad, la cual inician nuevamente al recobrar el
agua por medio de la lluvia o del rocio que absorben, ya que no
poseen un érgano especializado para esta funcién."

2.5.2.6. PROPAGACION

Los liguenes pueden colonizar los mas diversos sustratos,
aproximadamente el 8% del total de la superficie terrestre esta
ocupada por liquenes, como vegetacion dominante. De acuerdo al
sustrato donde se encuentran los liquenes del género Stereocaulon
se denominan:
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& Saxicolas: Que crecen sobre rocas. Considerando aqui las
especies Endoliticas. Pueden ser:

# Ligquenicolas: hallados sobre otros liquenes, en este caso se
denominan parasimbiontes.

& Terricolas: ubicados directamente sobre la tierra.
2.5.2. 7. COMPOSICION QUIMICA
Entre los productos detectados en la especie del liquen del género

Stereocaulon se encuentran:

+ Acidos Carboxilicos, Acido norrangiférmico, Acido rangiférmico y
Acido ventésico.

& Acidos Usnicos, Acido Usnico.

& Antraquinonas, Parietina.

« Derivados de tipo R — Orcinol, Acido constictico, Acido
escuamatico, Acido fumarprotocetrarico, Acido norstictico, Acido

protocetrarico, Acido salazinico, Acido stictico, Acido tamnolico y
Atranorina.

L g

Derivados de tipo Orcinol, Acido anziaico, Acido didimico, Acido
divaricatico, Acido glomélico, Acido glomelliferico, Acido
lecanérico, Acido lobarico, Acido miriquidico, Acido perlatdlico, y
Acido porfirilico.

& Esteroles y Terpenos, [ — sitosterol, Ergosterol, Friedelina y
Zeorina.

2.5. 2. 8. PROPIEDADES

Han sido utilizados en la medicina popular preparando pomadas para
evitar infecciones en heridas superficiales, quemaduras y por sus
propiedades antibidticas, sobre todo aquellos liguenes que producen
acido Usnico, como los representantes del género Usnea. &%


http://www.biologia.edu.ar/fungi/liquenes.htm#Sax�cola
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2. 6. FARMACIA GALENICA

Ciencia que estudia la transformacion de los principios activos y productos
auxiliares en preparados galénicos eficaces, seguros y estables. Se ocupa
de estudiar la disposicién adecuada de las sustancias medicamentosas y los
farmacos para su administracion a los seres vivos; que permite seleccionar
las formas farmacéuticas mas adecuadas para la accién terapéutica. ©

2. 6. 1. PREFORMULACION

Se llama preformular a la etapa primaria en el desarrollo racional de un
preparado galénico y puede definirse como la investigacién sistematica
de las propiedades fisicas y quimicas de un solo principio activo o en
combinacion. Comprende los siguientes pasos:

& Seleccion de la forma de dosificacion y via de administracion.

« Estudio de la compatibilidad del principio activo, con los excipientes y
auxiliares de la formulacion.

L g

Tipo de descomposicion (hidrolisis, oxidacion, reduccion,
racemizacion, etc.)

& Catalizadores de descomposicion del principio activo
(termoestabilidad, fotolabilidad).

L g

Efecto de pH, e interacciones moleculares.
« Efecto del medio ambiente (humedad, temperatura, luz).
& Estudios forzados de degradacion en diferentes formas.

Durante el estudio de la preformulacion es imprescindible mantener
cierto grado de flexibilidad y detectar los aspectos que pueden causar
problemas e identificarlos en forma temprana. Solucionados los
problemas, se pasa a la etapa de formulacion. “°

La integracion de los datos farmacoldgicos, y los bioquimicos, proveen al
formulador la informacion necesaria para elegir la forma posologica
Optima que contenga los componentes deseables para usar en el
desarrollo del producto.

2.6.2. FORMULACION

Es el disefio del preparado galénico, para obtener formulaciones
prototipo, e iniciar o continuar ensayos farmacologicos. Comprende las
siguientes actividades:
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Evaluacion de los estudios de preformulacion.

& Seleccion del sistema de entrega del principio activo.

& Seleccion de los auxiliares de formulacion.

& Seleccion del método de fabricacion.

& Desarrollo de los estudios finales de estabilidad, para determinar la

vida util probable y condiciones de almacenamiento.
Desarrollo de la formula muestra tipo.

i g

Los factores fundamentales a considerarse en el disefio y formulacion del
preparado galénico son:

Caracteristicas del principio activo.
Caracteristicas de los auxiliares de formulacion.
Caracteristicas de la forma de presentacion.
Caracteristicas de la estabilidad.
Caracteristicas de la biodisponibilidad.
Caracteristicas del paciente.

L 2 N 2

Ll 2

2. 6. 3. ASPECTOS GENERALES DE LAS CREMAS

Las cremas cosméticas son preparados emulsionados de constitucion
pastosa destinada al cuidado y embellecimiento de la piel. Quimicamente
estan constituidas por una base que contiene cuerpos grasos, agua,
agentes emulsionantes, humectantes y aditivos de diferente naturaleza.

Las cremas cosméticas de manera general estan destinadas a ser
aplicadas, ya sea directamente al organismo cutdneo o a servir de
vehiculo a diferentes principios activos que van ha producir efectos
especiales. EI método seguro para preparar las cremas, consiste en
producir emulsiones, afiadiendo la fase interna a la fase externa. “¥

2. 6. 4. FUNCIONES Y PROPIEDADES DE LOS COMPONENTES DE
LAS BASES DE LAS CREMAS

Las propiedades (emoliente, viscosidad, tension superficial, indice de
refraccidon, actividad optica, solubilidad y actividad dieléctrica), de los
componentes basicos de las cremas, depende en gran parte no solo de
las caracteristicas quimicas y fisicas, sino también de las bioldgicas
inmediatas, de estos cosméticos, destinados al tratamiento de la piel. ®®

Los constituyentes fundamentales o ingredientes de las cremas, son:

2.6.4.1. AGUA
El agua a utilizar es destilada, exenta por lo tanto de sales minerales,
productos orgénicos y bacteriolégicamente pura (agua estéril). €®

2.6.4. 2. HUMECTANTES
Son sustancias higroscopicas, tienen la propiedad de retener el agua
en la masa de las cremas, satisfaciendo diversas exigencias como:
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Disminuyen la perdida de agua en los productos acabados.

& Impiden la rotura de la emulsién, su desecacion y formacion de
costra.

Estabilizan la emulsion.

Facilitan la distribucion y la accion lubricante de las cremas sobre
la epidermis, causando en ella una sensacion agradable.

En algunas cremas facilita la adherencia de los polvos a la
epidermis.

L 2
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Los humectantes mas usados en la preparacidon de cremas, son
productos organicos como el propilenglicol, glicerina y sorbitol
porgue presentan:

Bajo indice de viscosidad.

Bajo punto de congelacion.

Compatibilidad con un gran numero de sustancias.
Elevada higroscopocidad.

Inocuidad.

Pequefio intervalo de humectacion.

L A N 2
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2.6.4. 3. EMULSIFICANTES

Son los productos tenso — activos, aptos para convertir y hacer
estables las emulsiones. En las cremas cosméticas existen dos fases
no miscibles, una esta representada por el agua, y algunas veces
también por el aire; la otra por los componentes grasos.

Las grasas concretas (acumulacion de particulas grasas para formar
una masa soélida), pueden incorporar establemente una minima
cantidad de agua y solo algunas grasas especiales forman
emulsiones estables pudiendo incorporar hasta el 30% de agua, esto
debido a los alcoholes alifaticos, esteroles y alcoholes triterpenicos
como la lanolina que puede absorber una gran cantidad de agua, tal
caracteristica es debida a los componentes particulares y naturales
de las cremas, como por ejemplo a los esteroles, fosfatidos y
carbohidratos.

Las grasas liquidas y concretas absolutamente exentas de dichos
componentes, son incapaces de incorporar agua en forma estable, y
forman emulsiones solamente mientras se encuentran en presencia
de productos tenso — activos. ®

Los emulsionantes son quimicamente compuestos que contienen
grupos, ya sean polares o apolares; los primeros muestran especial
afinidad por la fase acuosa y los segundos por la fase oleosa en la
cual se disuelven.
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La solubilidad de la parte hidrofilica y de la lipofilica de la molécula de
los emulsionantes en las respectivas fases opuestas, exige una
disposicion especial del tenso — activo en la interfase Agua — Aceite,
que toma el nombre de adsorcion orientada. (Refiriéndose
estrictamente a la existencia de una concentracibn mas elevada de
cualquier componente en la superficie de una fase liquida o sdélida
que la que hay en el interior de la misma, distinguiéndose claramente
de la absorcion, ya que esta se refiere a una penetracion mas o
menos uniforme). Se establece asi en la superficie — limite entre las
fases no miscibles, una pelicula interfacial condensada de
emulsionantes; cuyos grupos hidrofilos estan inmergidos en la fase
acuosa Yy los lipdfilos en la fase oleosa, de modo que resulta un
enlace mas o menos estable de la emulsion.®

Son numerosos los parametros que hacen posible el mecanismo de
accion de los emulsionantes y dependen no solo de su naturaleza
quimica, sino también de los constituyentes que intervienen.

Los fendmenos interfaciales estan condicionados a la formacion y
estabilidad de la emulsion, por la solubilidad de los emulsionantes de
las fases, por la tension superficial, por la orientacion molecular, por
los fendmenos eléctricos, por alteraciones microbianas, y por los
otros parametros fisico — quimicos, que se consideran interesantes
respecto a la estabilidad de la emulsién.

Las emulsiones se producen en los cuerpos en estado liquido, que
constituyen las fases; dispersa y continua, cuando un cuerpo se
distribuye en peguefas gotas dentro de otro cuerpo, el primero toma
el nombre de fase dispersa, mientras que el segundo constituye la
fase continia.

En las cremas, la fase dispersa puede estar formada por el agua y
por los productos hidrosolubles, o bien por las grasas y productos
similares liposolubles. Las emulsiones tipo agua en aceite A/O o
aceite en agua O/A se atribuyen a los términos de “Agua” y “Aceite”
un significado generalizado de productos solubles en agua y
productos solubles en las grasas.

Las gotas de la fase dispersa toman en la fase continua una forma
esférica y las fases resultan netamente separadas, incluso en un alto
grado de dispersion, porque entre ellas existen las fuerzas inherentes
a la superficie — limite entre las fases o interfaciales.

La superficie — limite, representa regiones en las cuales las fuerzas
moleculares provocan la aparicion de propiedades particulares. Son
importantes en las emulsiones cosméticas la tension superficial y la
absorcion.
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La tension superficial se explica como una fuerza de contraccion que
actla sobre la superficie de los liquidos y tiende siempre a reducir
esta a su minimo; como consecuencia de ella, las diminutas gotas de
la fase dispersa toman la forma esférica. La existencia de la tensién
superficial se comprende por la accion de la presion interna,
(equilibrio entre las fuerzas atractivas y repulsivas en el interior del
liquido).

Las substancias que influyen en gran manera sobre el valor de la
tensién  superficial de wun liquido y que la disminuyen
considerablemente estan dotadas de actividad superficial. Tales son
los emulsionantes usados en las emulsiones cosméticas.

La magnitud de la tension superficial depende de la concentracién de
las moléculas dispuestas en la superficie y, puesto que el liquido
puede considerarse como un sistema de volumen constante, que
tiende siempre al estado de energia libre minima (energia que
acompafia a muchas reacciones quimicas; a medida que avanza la
reaccion, se produce una energia eléctrica mensurable, esta energia
eléctrica representa el maximo trabajo Gtil que se puede obtener de la
energia desprendida durante la reaccion) enviara a la superficie
especialmente aquel tipo de moléculas que necesitan energia
superficial minima. Las substancias que disminuyen la tension
superficial, en nuestro caso los emulsionantes de las cremas se
encuentran hacia la superficie, por lo cual son positivamente
absorbidas y el fenémeno toma el nombre de adsorcion. “®

La intensidad del fenémeno de adsorcion depende de la superficie, en
las emulsiones, es importante que las superficies de contacto sean
muy grandes con relacién al volumen.

Los emulsionantes utilizados en la preparacion de cremas son:
Emulsionantes naturales representados por el colesterol y la lecitina;
Emulsionantes anionicos; Emulsionantes no iénicos; Tenso — activos.

2.6.4.3. 1. EMULSIONANTES NATURALES

& El colesterol o colesterina, alcohol secundario monovalente no
saturado, de estructura ciclica, perteneciente al grupo de los
lipidos no fosforados. Desde un punto de vista biolégico la
colesterina es necesaria para la integridad celular y factor de
importancia en el mecanismo de hidratacién de los tejidos.®®
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La lecitina, fosfatido compuesto por acido fosfoglicerico
esterificado con la colina, un oxidrilo fosforico y con acidos
grasos (palmitico, estearico y oleico) y los oxidrilos alcohdlicos
residuales de la ?Iicerina. El acido fosforico puede unirse al
radical glicérico.®®
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2.6.4.3.2. EMULSIONANTES NO IONICOS

Caracterizados por la propiedad de no sufrir disociacion al
disolverse, son esteres de los acidos grasos superiores con
glicoles, alcoholes o alcoholes éteres polioxidrilicos. Como esteres
tienen una estructura mixta — polar — apolar. La parte apolar de la
molécula esta representada por radicales de los acidos estearico,
laurico, oleico y ricinoleico y la fraccion polar por los radicales
alcohélicos polioxidrilicos. &

2. 6. 4. 3. 3. EMULSIONANTES ANIONICOS

Tienen la propiedad de disociarse al disolverse, estan
representados por sales de amonio y de sodio de los acidos
grasos superiores o0 por sus derivados aminicos. Son jabones que
se forman en el momento de la preparacién de las cremas, por
reaccion entre determinados acidos grasos Yy apropiadas
substancias saponificantes (Hidroxido de sodio, Hidréxido de
potasio, Amoniaco y diversas aminas). ¢°

2.6.4.3.4. TENSO - ACTIVOS

También son emulsionantes, dotados de propiedades detergentes
tenso — activas y espumantes muy acentuadas y, aunque sus
aplicaciones cosméticas en higiene cutanea sean algo reducidas,
existen ya en el mercado diversos preparados que los contienen,
siendo previsible que la continua evolucion quimica en este
campo, contribuya al descubrimiento de muchos productos tenso
— activos cada vez mas exentos de defectos.

Para usos cosméticos se prefieren en general, los derivados de
los alcoholes grasos superiores, puesto que son menos irritantes
para la epidermis y las mucosas. Porque estos productos se
pueden limitar a un punto isolectrico igual al de la epidermis v,
ademas presentan facil solubilidad y buena espumacion incluso
con aguas duras, contrariamente a los jabones.

Para poder clasificar a los tenso — activos se toma en cuenta la
carga eléctrica del grupo lipofilico, de manera que existen dos
clases: Tenso — activos anionicos, cuyo grupo lipofilico lleva carga
negativa — anion — que corresponden a los jabones y los Tenso —
activos cationicos, cuyo grupo lipofilico lleva carga positiva —
cation — que son compuestos de amonio cuaternario. “®

& TENSO - ACTIVOS ANIONICOS
Llamados asi porque forman iones negativos debido a la
descomposicion quimica, que se produce por el paso de la
corriente eléctrica a traves de electrolitos disueltos en el agua
o fundidos por la accion del calor. Se encuentran los
alkilsulfatos, como ser: Lauril sulfato Sodico, que
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corresponde a la formula: (CH;z — (CH2)11 — O — SO, — ONa),
los alkilsulfatos de trietanolamina, de monoetanolamina, de
magnesio. ©?

& TENSO - ACTIVOS CATIONICOS
Entre los tenso — activos catidnicos estan las sales de amonio
cuaternario, cuyo anién es el cloruro. Los principales son:
Cloruro de Benzalconio (Zephiran, Tersotyl), Cloruro de
Benzetonio (Parraféenlo), con una compleja cadena lateral
alquilarilica, Cloruro de decualinio (Dequadin) compuesto
bicuaternario derivado del quinaldinio. ©%

2.6.4. 4. BASES GRASAS

Los otros ingredientes fundamentales, son las bases grasas que
hacen la piel suave y aterciopelada. Al extenderse sobre la epidermis,
penetran mas o menos profundamente en los estratos cutaneos,
mezclandose con la secrecion sebacea normal o emulsionandose con
ella dando turgencia a los tejidos.

Las bases grasas comprenden: Glicéridos animales y vegetales
concretos, Ceras, Alcoholes grasos superiores, Productos de
esterificaciéon entre alcoholes y acidos grasos superiores, Vaselinas y
los productos afines que tengan consistencia blanda, pastosa o sélida
a temperatura normal.

Las bases grasas comprenden un numero variadisimo de productos
dotados de caracteristicas heterogéneas y constituyen no solo los
excipientes para las cremas, sino el cuerpo y los aditivos de muchos
otros articulos, como las pomadas cosméticas o liparolitos, ungientos
(cuando con la base grasa se emplean ceras), pastas (pomadas
semiduras), leches de tocador (emulsiones liquidas), etc.®®

Las acciones inmediatas de las bases grasas sobre la epidermis, no
son muy diferentes de los aceites, asi como tampoco las
caracteristicas fisico — quimicas. Las grasas estan dotadas de ligeras
propiedades disolventes sobre la epidermis, desarrollando acciones
emolientes y protectoras mas o menos sobresalientes, segin su
naturaleza quimica.

La aplicacion tecnolégica de las bases grasas, presenta el
inconveniente de que se manifieste la acantosis, que es el
espesamiento del estrato malpighiano o germinativo de la epidermis y
puede producir la destruccibn de los complicados procesos
intercelulares (como respiracion y absorcion) y el desprendimiento de
las células epidermidicas. “*
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Numerosas investigaciones quimicas y bioldgicas efectuadas en lItalia
y otros paises han puesto en evidencia el poder acantolitico de las
bases grasas que se emplean en los preparados farmacéuticos y
productos cosméticos.

Dicho poder pueden poseer, substancias que se utilizan normalmente
en la composicion de cremas para el tratamiento de la piel,
considerandose; alcoholes, acetona, grasas minerales, aceite
vegetales y animales, acidos grasos saturados y no saturados,
alcoholes grasos superiores, esteres de estos y sus mezclas,
siliconas, glicoles y diversos ungtientos.®®

Investigaciones realizadas sobre el: alcohol etilico, propilenglicol,
glicerina, alcohol esteérico, alcohol cetilico, lanolina, cera de abeja,
espermaceti, siliconas, glicoles polietilenicos, carbomeros, aceite de
sésamo Yy el aceite de ricino, han demostrado ser poco acantosicos.

En funcion como excipientes, las bases grasas deben comportarse
como cuerpos biolégicamente inertes respecto a la epidermis, en el
sentido de que no deben provocan reacciones mas O Menos
marcadas sobre la piel, siendo apropiadas para favorecer la
penetracién en profundidad de las sustancias vehiculadas.“?

Con relacion a su origen, las bases grasas se dividen en:

2.6.4.4.1. BASES GRASAS NATURALES
Comprendiendo productos extractivos de:

& Procedencia Animal: lanolina, espermaceti, cera de abejas,
cera blanca virgen, cera amarilla, cera lanete y manteca de
cerdo benzoinada.
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Procedencia Vegetal: manteca de cacao y diversas ceras
vegetales.

& Procedencia Mineral: Constituidas de hidrocarburos
superiores. Comprenden la vaselina pastosa filante, parafina,
osoquerita y ceresina.

2.6.4.4. 2. BASES GRASAS SINTETICAS

Son mezclas de glicéridos solidos con diversos hidrocarburos,
aceites vegetales y animales. Los mas importantes son:. Aceites
endurecidos, escualeno (hidrocarburo saturado limpido, insipido e
incoloro, existe en el higado de algunos animales marinos),
lanolina hidrogenada, siliconas (siendo quimicamente inertes, no
sufren enranciamiento y han conquistado una importancia
considerable como base para cremas y ungiientos). ®
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2. 6. 5. DETERMINACION DE LA ORIENTACION DE LAS BASES

2.6.5.1. PRUEBA DE DILUCION

Este método depende del hecho de que una base O/A puede diluirse
con agua y una base A/O con aceite. Cuando se agrega aceite a una
base O/A o agua a una base A/O el aditivo no se incorpora a la base
y la separacion es visible. La prueba mejora mucho si la adicion de
agua o aceite se observa microscépicamente.

El método de la dilucion se realiza echando una gota de la base en
agua, esta se distribuye rapidamente (agitando ligeramente el
recipiente en caso necesario) si se trata de una base O/A. Bajo las
mismas circunstancias, una gota de base A/O habria permanecido en
la superficie del agua. ®?

2.6.5. 2. PRUEBA DEL COLORANTE

El conocimiento de que un colorante hidrosoluble se disuelve en la
fase acuosa de una base y de que un colorante soluble en aceite es
captado por la fase oleosa sirve como método para determinar el tipo
de base.

Algunas gotas de una soluciobn acuosa de un colorante (Azul de
metileno) se afladen a una muestra de la base. Si la base total se tifie
uniformemente, se trata de una base O/A pues la fase externa seria
agua.

La contraprueba se hace con un colorante liposoluble (solucion
oleosa de Sudan Ill). La coloracion homogénea solo tendré lugar en
el caso de bases A/O pues el colorante liposoluble solo se difunde en
una fase oleosa continua.

Si el examen microscopico muestra que un colorante hidrosoluble ha
sido captado por la fase continua, se repite la prueba usando una
pequefia cantidad de un colorante soluble en aceite. La coloracion de
la fase continua confirma que la base es de tipo A/O.®?
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2.6.6. FOTOPROTECTORES

Los fotoprotectores tépicos o productos antisolares son preparados
farmacéuticos de aplicacion topica que tienen la propiedad de reflejar,
absorber o refractar la radiacion ultravioleta de origen solar, atenuando la
accion perjudicial de los rayos solares. Y

2.6.6.1. PRINCIPIOS DE FOTOPROTECCION
Las sustancias que se ponen sobre la piel con el fin de prevenir el
dafio solar, presentan los siguientes principios generales:

L]
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Absorcion y Disminucion de la Transmision de UV; Se realiza
en el estrato cérneo, mediante el uso de sustancias quimicas
absorbentes de UV — By UV — A.®Y

Aumento de Dispersion UV; Se produce en el estrato corneo y
epidermis viva, mediante el uso tépico de particulas micronizadas
de di6xido de titanio, 6xido de zinc o melanina.®

Aumento de Reflexion de UV y Visible; Se realiza en el estrato
cérneo, por el uso de particulas micronizadas de diéxido de titanio
y oxido Zinc.®V

Inactivacion de las Especies Reactivas de Oxigeno; Se
producen en las células viables de la epidermis y la dermis. Son
inhibidos por antioxidantes de efectividad variable.®?

2. 6.6.2. CLASIFICACION
No existe una clasificacion que contemple los diferentes aspectos de
las sustancias fotoprotectoras. Se puede clasificar en:

L3
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DE ACUERDO A SU MECANISMO DE ACCION

& Protectores Quimicos, Compuestos aromaticos conjugados
con un grupo carbonilo. Absorben los rayos UV de alta energia
(Longitud de onda corta) con excitacion a un estado de energia
superior. Al retornar al estado basal, la energia liberada es de
menor magnitud (Longitud de onda mas larga).®”

M

Pantallas o Filtros Fisicos, Llamados también micronizados
actuan mediante reflexion, dispersion y absorcion, bloqueando
la accién deletérea de la radiacion UV. %

DE ACUERDO A SUS CARACTERISTICAS
& PROTECTORES QUIMICOS
<+ FILTROS UV -B
e PABA Y Derivados, El acido para amino benzoico es
hidrosoluble y potente absorbente UV — B, se lo utiliza
en vehiculos alcohdlicos.
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Los inconvenientes que presenta son; mancha la ropa y

se lo asocia a abundantes reacciones adversas. Los
éster derivados del PABA en especial el octildimetil
PABA o Padimato O, son compatibles con diversas
sustancias y vehiculos, y registran menor incidencia de
reacciones adversas.

Cinamatos, Los segundos absorbentes UV — B, mas
potentes. El octilcinamato es el usado con mayor
frecuencia.®

Salicilatos, Absorbentes UV — B, mas débiles. Se
utiizan para incrementar la potencia de otros
absorbentes UV — B. Se usan con frecuencia el
octisalicilato, seguido por el homosalicilato. Presentan
gran perfil de seguridad y pueden solubilizar otros
ingredientes.®”

Octocrileno, Relacionado quimicamente con los
cinamatos. Se utiliza para reforzar el FPS y mejorar la
resistencia al agua en una determinada formulacion. Es
muy fotoestable pudiendo mejorar esta propiedad en
otros productos.®

Ensilizol, Absorbente UV — B hidrosoluble, utilizable en
la fase acuosa de los sistemas de emulsion permitiendo
una formulacién menos grasa, y mas estética. También
se puede usar en geles transparentes.

% FILTROS UV - A

Benzofenonas, La oxibenzona se usa con mayor
frecuencia. Absorbe con mayor eficacia los UV — B pero
su espectro se extiende a los UV — A — II. Se utiliza
como absorbente UV — A.®?

Antranilatos, Son absorbentes UV - B, débiles y
principalmente absorbentes UV — A — Il, pero menos
eficaces que las benzofenonas.®”

Avobenzona, Nombre comercial Parsol 1789. Aprobada
por la FDA para su uso como protector solar OTC.
Absorbe intensamente el espectro UV — A — [. Los
cuadros alérgicos son infrecuentes.
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e Dialcanfor de Tetraftalidina Acido Sulfénico, Su
nombre comercial es Mexoryl SX. Absorbente UV — A
amplio, de eficacia similar a la avobenzona.®”

& PROTECTORES FiSICOS O PANTALLAS

Incluyen compuestos quimicos inorganicos como el 6xido de
zinc y el diéxido de titanio, elegidos por su alto indice de
Refraccion. La tecnologia ha permitido su elaboracion con un
tamafio submicroscépico o micronizado (20 — 150 nm)
imperceptible al ser aplicado sobre la piel. Como son particulas
su tamafo impide que atraviesen la epidermis. El tamafio y la
uniformidad de las particulas son la clave de su eficacia
fotoprotectora, siendo fotoestables y seguros. Actian mediante
atenuacion de la radiacion UV, resultado de la combinacion de
los mecanismos reflexion, dispersion y absorcion.

% Oxido de Zinc, Es un oxido metalico con historia de uso
topico como protector de la piel. Aprobado por la FDA con
categoria I, es seguro para la aplicacion en piel inflamada y
con afectacion de la barrera cutéanea, por lo que se le utiliza
el manejo del eritema del pafial. De todos los ingredientes
disponibles solo el oxido de zinc, protege de UV — B, UV —
A — Il y parcialmente de UV — A — 1.V

+ Dio6xido de Titanio, Es un 6xido metalico, quimicamente
casi inerte. Se ha demostrado una ligera fotosensibilidad de
los cristales de superficie lo que da lugar a la formacién de
radicales libres. Esto se puede eliminar mediante técnicas
de recubrimiento de los cristales con silice o dimeticona.
Debido a su mayor indice refractivo tiende a ser blanco y de
dificil incorporacion en productos invisibles. Presenta una
proteccion frente a UV — By UV — A — [1.%V

+ DE ACUERDO SU ESPECTRO UV DE PROTECCION
& U/-B
& UV-A
& AMPLIO (UV-B yUV-A)

& DE ACUERDO A SU UTILIZACION
# PRIMARIOS (uso en la playa)
& SECUNDARIOS (uso en cosmeéticos y a diario)

o DE ACUERDO A SU ACCION FUNDAMENTAL
& Bronceadores, Producen pigmentacién con un minimo de
gquemadura. Filtran los rayos UV — B que tienen accion
eritematdégena y permiten el paso de los rayos UV — A que
tienen accioén bronceadora.®?
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& Pantallas, Bloguean completamente la radiacion UV sin
producir bronceado ni eritema.®

2.6.6.3. TIPOS DE FOTOPROTECTORES

Las formulaciones comerciales estan conformadas por mas de un
ingrediente, tratando asi de obtener un producto de mayor espectro
protector, mas cosmético y quimicamente mas estable.

Un buen protector solar debe asociar filtros quimicos para absorber
UV — Ay UV — B, pigmentos reflectantes como el didxido de titanio y
oxido de zinc, y otros aditivos que mejoran la accion de los primeros.

Existen cinco tipos de fotoprotectores, que protegen la piel contra la
radiacién UV — B, UV — A o0 ambos.

& Tipo 1, Fotoprotectores para UV — B. Su FPS esta entre 2 — 15.
Contiene so6lo absorbentes UV — B como amino benzoatos,
cinamatos, salicilatos y benzofenonas. Absorben entre 290 — 320
nm.
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Tipo 2, Fotoprotectores para UV — B y UV — A. Su FPS esta entre
12 — 15. Parcialmente eficaz frente a UV — A, porque incluye
benzofenonas. Absorben 290 — 360 nm.
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Tipo 3, Fotoprotectores para UV — B y UV — A. Su FPS esta entre
15 — 20, porque estan afadidos de benzofenonas de amplio
espectro. Absorben 290 — 400 nm.
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Tipo 4, Fotoprotectores para UV — By UV — A. Su FPS esta entre
15 - 30 o més de 30. Afiadidos de avobenzona, dioxido de titanio
y oOxido de zinc. Recomendable para fototipos | a Ill y en
fotodermatosis.

& Tipo 5, Blogueadores fisicos (sustancias pantalla). Su FPS es de
15 — 30. Contiene o6xido de zinc y didéxido de titanio micronizado.
No son sensibilizantes.

2. 6. 6. 4. ESPECTRO DE ABSORCION DE LOS
FOTOPROTECTORES

Los fotoprotectores tienen un indice de proteccién solar (FPS) que se
obtiene a través de complicados calculos a partir de la dosis
eritematégena minima (tiempo de exposicibn minima necesaria,
segun el fototipo cutaneo, para obtener un eritema cutaneo).
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FOTOPROTECTOR ESPECTRO DE ABSORCION
UV-A YUV-B (nm)
PABA 260 — 313
Avobenzona(parsol 1789) 320 — 400
Cinamato 280 — 310
Dioxibenzona (benzofenona — 8) 260 — 355
Homosalicilato 290 — 320
Metilantranilato 280 — 340
Octocrilato 290 — 360
Octilmetoxicinamato 280 — 320
Octilsalicilato 280 — 320
Oxibenzona (benzofenona — 3) 320 — 360
Padimato O 264 — 320
Acido sulfonico (fenilbenzimidazol) 290 — 320
Sulibenzona (benzofenona — 4) 260 — 360
Salicilato de trolamina 260 — 355
Oxido de cinc 300 — 400
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2. 6. 6. 5. FACTORES QUE INFLUENCIAN LA EFICACIA DE LOS
FOTOPROTECTORES

L3

L g

L g

Espectro de Absorcion, Son mas eficaces aquellos con valores
de extincion molar altos, como los cinamatos. No sélo cuenta el
pico de mayor absorcién sino también las longitudes de onda
adyacentes.“®

Cantidad y Método de Aplicacién, Segun la FDA hay que aplicar
2 mg / cm?. Si se pone menos cantidad habra menor proteccién y
mayor riesgo de quemadura. Se debe aplicar uniformemente en
toda la superficie a exponer y 15 — 30 minutos antes de exponerse
al sol.“®

Sustantividad, Es la capacidad de permanecer en la piel, de
adherirse y protegerla. Las sustancias lipofilicas insolubles en
agua penetran hasta la capa cornea evitando las pérdidas por
sudor o por el agua.“?

Fotoestabilidad, Las sustancias fotoestables retienen el FPS y
protegen la piel de exposiciones prolongadas al sol. Los fotolabiles
pierden el FPS, pudiendo producir fotoalergia.“®

Solubilidad en los Vehiculos, La mayoria de los fotoprotectores
llevan de 2 a 6 sustancias quimicas de solubilidad variable para
lograr una concentracion de 20 mg / ml sin que precipite y proteja
con un FPS mayor o igual a 15 — 30. La composicion del
excipiente es muy importante, asi las de mayor uso son las
emulsiones que no se van con el agua ni con el sudor.

e
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2.6.7. ESTABILIDAD DEL PRODUCTO GALENICO

La estabilidad de un producto galénico se define como la capacidad de
una formulacidbn en particular, para mantenerse dentro de sus
especificaciones fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas y
toxicoldgicas. La seguridad de que el producto conserve su estabilidad,
debe provenir de la acumulacion de datos valederos sobre el principio
activo.

La estabilidad del principio activo se puede definir como el tiempo
transcurrido desde la elaboracién, hasta que su actividad quimica y
bioldégica no descienda por debajo de un nivel de potencia determinado
de antemano y sus caracteristicas fisicas no se hayan modificado de
manera apreciable ni nociva. Se reconoce como el nivel de potencia
minimo aceptable, de 90% de la potencia declarada. “°

Los requisitos para los estudios de la estabilidad estan descritos en el
GOOD MANUFACTURING PRACTICE (GMP) de la USP, que
comprende un programa documentado de las pruebas encaminadas a
establecer las caracteristicas de estabilidad, para determinar las
condiciones apropiadas de almacenamiento y las fechas de vencimiento,
de manera que el producto este asegurado, satisfaciendo las normas de
identidad, potencia, calidad y pureza en el momento de usarlo. Estas
disposiciones se rigen para drogas humanas y veterinarias, se actualizan
periédicamente de acuerdo con la tecnologia y conocimientos mas
recientes. ®®

Los factores que pueden incidir sobre la estabilidad del producto son:
inactividad de los componentes activos, interaccion potencial entre los
componentes activos e inactivos, proceso de elaboracion, forma
posologica, sistema de recipiente, condiciones de almacenamiento,
manipulacion, y el tiempo transcurrido desde la elaboracion hasta su
aplicacion.

Se ha separado las evaluaciones de estabilidad en; fisicas, quimicas e
incluso bioquimicas de la formula, pero en realidad no existe linea
divisoria absoluta entre estos aspectos.

Los factores fisicos (calor, humedad, luz) pueden desencadenar
reacciones quimicas o acelerarlas, en tanto que siempre que se hace
una medicién en un compuesto quimico, se incluye el estudio fisico.

El conocimiento de la estabilidad fisica es importante por tres razones:

& El producto galénico debe tener un aspecto fresco, elegante y
profesional, todo el tiempo, toda alteracion del aspecto fisico como
perdida de color o turbiedad, puede hacer que el paciente pierda la
confianza en él.
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Al expenderse el producto en recipientes de dosis multiples, hay que
asegurar la uniformidad del contenido, (principio activo) en funcion del
tiempo, una emulsion cortada tiene una posologia dispareja.

L g

El paciente debe recibir el componente activo durante toda la vida de
almacenamiento prevista para el preparado. Toda alteracion puede
hacer que el preparado pierda su disponibilidad para el paciente.

Las causas quimicas de deterioro de los principios activos han sido
clasificadas como: Incompatibilidad, oxidacion, reduccion, hidrdlisis,
racemizacion, y otras (descarboxilacion, formacion de peroxidos,
formacion de hipocloritos y la formacion de precipitados). Otras causas a
observar son las modificaciones de pH, olor, estabilidad a la luz,
redispersabilidad, suspensibilidad, fluidez, viscosidad, isotonicidad,
estabilidad microbiana, densidad, tensién superficial. 2

2.6.7.1. INCOMPATIBILIDAD
Entre los diversos componentes de la formula, puede ocasionar
incompatibilidad de tipo fisico, quimico o terapéutico.

& La interaccion Fisica, origina alteracion reconocible a simple vista
(precipitado, turbiedad o alteracién de color).

& La interaccion Quimica no produce ningun cambio visible, su
determinacion es compleja y delicada, y debe ser reconocida por
el personal experimentado.

& La interaccion Terapéutica es de tipo farmacolégico y comprende;
la potencializacion del efecto terapéutico, ineficacia de uno o mas
componentes de la formula, y manifestacion toxica en el paciente.

2.6.7.2. CAUSAS DE INESTABILIDAD DEL PRODUCTO

2.6.7.2.1. RACEMIZACION

Es el proceso o accibn de pasar un compuesto Optimamente
activo a uno inactivo (mezcla racemica) respecto a sus dos formas
dextrogiras (d) o levagiras (I), en farmacia muchas veces la forma
(I) posee mayor actividad farmacoldgica que la (d). Este tipo de
inestabilidad depende de: la temperatura del disolvente, del
catalizador y la presencia o no de luz. ©®

2.6.7.2.2. FOTOLISIS

Tiene importancia en la estabilidad de productos galénicos por
gue los principios activos pueden ser afectados quimicamente por
la radiacion de una determinada longitud de onda, si absorbe esta
radiacion, o si la misma excede el nivel energético (UV), ocasiona
degradacion.
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Si la molécula que absorbe radiacion, reacciona, se dice que es
una reaccion de fotolisis, si transfiere su energia y otra molécula
reacciona, se dice que la molécula es fotosensibilizante. ©°

2.6.7.2.3. OXIDO — REDUCCION

La oxidacion o perdida de electrones de un atomo, dando lugar a
la formacion de radicales libres que originan una reaccién en
cadena, en la practica se puede retirar gran parte del oxigeno que
hay en el recipiente desplazando el espacio aéreo, pero es dificil
extraerlo por completo.

En muchas de las reacciones de oxidacion, la velocidad de
reaccion es influida por la temperatura (aumento que acelera la
reaccion), la radiacion o un catalizador (trazas de metales, como
iones cuprico, ferroso o ferrico). ¢

2.6.7.2.4. HIDROLISIS

Depende de la temperatura y el pH de la solucién, existe una regla
empirica que dice: “por cada diez grados que sube la temperatura
de almacenamiento, la reaccion de hidrdlisis se duplica o triplica”,
disminuyendo la concentracion del principio activo.

Muchas reacciones hidroliticas son catalizadas por los iones
hidronio e hidroxilo, los factores importantes en la velocidad de
reaccion son el pH y la cantidad de agua. ©®?

2. 6. 7. 3. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DEL
PREPARADO GALENICO

Se considera estable un preparado galénico cuando es sometido a
variaciones de temperatura y no sufre modificaciones quimicas, ni
fisicas.

Son tres los principales puntos de vista a determinarse en un
preparado galénico: Estabilidad quimica, fisica y bioldgica. Para
determinarlos, se realizan procedimientos principales; Variacion de la
temperatura, Centrifugacion y Accion de la Luz.

2.6.7.3.1. POR VARIACION DE TEMPERATURA

Mide la estabilidad quimica (propiedades de la parte activa) y la
estabilidad biolégica (posible contaminacion). Ademas, es un
indicador indirecto de la estabilidad fisica, si se encuentra en el
envase final, Se subdivide en tres:

« TEMPERATURA AMBIENTE ILUMINADO, En condiciones
normales de temperatura, la termostatizacion entre 28 a 32 °C
posibilita la observacion de la contaminacién y su desarrollo,
gue seran como las condiciones de almacenamiento.
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TEMPERATURA ELEVADA, Método acelerado que utiliza la
temperatura mas alta anual registrada en la region,
incrementada en 10 °C. La elevacion de la temperatura acelera
las reacciones quimicas, con lo cual podria desestabilizarse el
sistema.

 TEMPERATURA BAJA @) DE REFRIGERACION,
Comprendida entre 4 y 0 °C (para el trépico entre 1y 15 °C) lo
que podria producir turbiedad por cristalizacion.

El periodo de observacion, en el método acelerado sera de
quince dias, y el de temperatura ambiental hasta un mes, para
considerarse validos.

2.6.7.3.2. CENTRIFUGACION

Determina solo la estabilidad fisica del preparado, en especial si
este es polifasico. 30 minutos de centrifugacion, a 3.000 r. p. m.,
a temperatura entre 20 °C y 40 °C, es suficiente para comprobar la
estabilidad del preparado, donde la presencia de precipitado
debera ser nula.

2. 6. 7. 4. DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA MINIMO DEL
PREPARADO GALENICO TERMINADO

Dentro de las directrices sobre calidad, seguridad y eficacia de los
preparados galénicos de uso humano, que propone la comision de las
comunidades europeas, en 1.989, dentro del acépite de estabilidad,
menciona la necesidad de esta, y de la influencia de una serie de
factores medio ambientales.®”

El tiempo en el cual se presenta la caducidad de un preparado
galénico, determina el efecto del calor y la humedad sobre el
preparado o sobre el principio activo mismo; también es indicador de
la forma de almacenamiento.

La experimentacion de envejecimiento acelerado consiste en someter
el preparado a temperaturas altas y humedad, simulando condiciones
extremas, para acelerar la posible descomposicion del principio activo
o de alguno de los componentes de la formula. Luego los datos son
analizados y comparados por equivalencias, por ejemplo, una
solucion, sometida a 40 °C y 65% de humedad relativa por espacio de
un mes, equivale a un afio en condiciones de 20 °C y 45% de
humedad relativa.®®
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3. JUSTIFICACION

La basqueda de nuevos farmacos de origen vegetal, ha ocupado el interés de
farmacognostas y fitoquimicos por muchas décadas. Exploraciones para
recolectar especies vegetales y estudios fitoquimicos realizados, se han
enfocado en la busqueda de probadas actividades farmacolégicas sobre
trastornos cardiacos, digestivos, artritis, psicosis, infecciones, cancer, etc.

El uso de estas especies vegetales para el tratamiento de algun tipo de
trastorno, sigue aun vigente y mediante estudios estadisticos realizados
recientemente, muestran que alrededor de las dos terceras partes de la
poblacién latinoamericana se medica con drogas crudas, denominadas
comunmente “Yerbas Curativas”.

Sin embargo, cuando se habla de plantas medicinales, muchos sonrien
maliciosamente visionando al brujo provinciano supersticioso, sin detenerse a
pensar que la medicacion naturista ha dado origen al estudio cientifico de las
plantas medicinales. Siendo la naturaleza la que proporciona el punto de partida
para los futuros medicamentos.

La préactica del expendio de medicamentos en base a la prescripcion médica ha
cambiado sensiblemente, hasta hace pocos afos los recipientes con jarabes,
lociones, geles, cremas, etc., expedidos por parte del farmacéutico requerian de
continuas manipulaciones para su elaboracién. Esta practica ha ido decreciendo
y los medicamentos se han ido expendiendo en envases originales, elaborados
en laboratorios farmacéuticos industriales, denominandose productos
farmacéuticos, comiunmente patentados.

Antes, el farmacéutico enfocaba su estudio e interés por la anatomia,
organografia e histologia vegetal, hoy lo hace hacia la fitoquimica, tratando de
aislar, purificar, determinar la estructura molecular y analizar la actividad
farmacoldgica de las sustancias contenidas en los 6rganos vegetales. De tal
manera que el farmacéutico moderno, al conocer los principios
terapéuticamente activos y también las sustancias inertes que las acompafan
en los tejidos vegetales, logra un mayor rendimiento en el proceso de extraccion
y purificacion, asi como también en la elaboracién del producto galénico, el cual
contendra la actividad farmacodinamica esperada del principio activo aislado del
vegetal.?

Un incremento importante en los casos de cancer de piel se viene observando,
principalmente por la sobre exposiciéon al Sol, y en concreto a la radiacion
ultravioleta, y los efectos adversos que provoca. Entre los principales efectos
inducidos por la radiacién ultravioleta, se destaca el incremento en la formacién
de especies reactivas del oxigeno y una disminucion de la capacidad
antioxidante de la piel, que conduce al aumento en la incidencia de lesiones pre
— malignas y malignas. ©%
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En nuestro pais, se da muy poca importancia al cuidado de la piel, pese a que
factores como:

& Altitud (La Paz, se encuentra aproximadamente a 3.600 m. s. n. m.).

& Hora del dia (La mayoria de las personas por cuestiones laborales estan
expuestos durante bastante tiempo a los rayos solares o las personas que
salen del trabajo a mediodia, hora en que el sol esta en el zenith).

Llegan a ser de cuidado, ya que estamos mas expuestos a que los rayos
solares nos afecten, prueba de ello es que la mayoria de la poblacion que
habita en las regiones altiplanicas presenta en el rostro manchas que
comunmente llamamos “pecas” o decoloraciones de la piel.

En América Latina, y particularmente en Bolivia en la region altiplanica ubicada
de 3.000 a 4.000 m. s. n. m., se encuentran especies vegetales que han logrado
adaptarse a estas condiciones elevadas de radiacion UV, a través de
mecanismos de autodefensa utilizando medios fisicos y quimicos (principios
con actividad antioxidante / fotoprotectora), que les ayudan a protegerse contra
las agresiones medioambientales. &

El campo de los fotoprotectores naturales ha sido muy poco estudiado, por
tanto la investigacion y elaboracion de un producto galénico, en cuya formula
contenga substancias naturales con una actividad fotoprotectora nos daria la
posibilidad de prevenir en futuras generaciones estas alteraciones que sufre la
piel, en nuestro caso no es cuestion de estética, ni de estatus, sino simplemente
de prevenir ciertas anomalias que causa la radiacion UV — B.

A la vez promover el estudio de nuestros recursos naturales, mediante una
industrializacion de una forma diferente, de manera que la comunidad o los
productores se beneficien econémica y laboralmente al usar materia prima
natural y renovable, cuyo procesamiento no requiera de técnicas sofisticadas, ni
costos elevados, que sea accesible a la mayoria.

La investigacion elaborada sobre los trabajos realizados por parte del Instituto
de Investigaciones Quimicas, a cargo de la Licenciada Mollinedo © vy el
Licenciado Vila®®, tiene importancia por tres aspectos:

& Abrir y continuar una linea de investigacion quimico farmacéutica, dentro del
estudio de productos naturales y su beneficio a la salud.

« Verificar la actividad antioxidante / fotoprotectora de especies vegetales
bolivianas, contra la radiacion UV — B, y los efectos inducidos por esta, como
son las especies reactivas del oxigeno.

& Presentar un producto galénico de uso sencillo, y eficaz que podria ser
producido a mayor escala para el beneficio de la poblacion boliviana.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GENERALES

L3

Elaborar, evaluar y medir la capacidad antioxidante / fotoprotectora de
una forma galénica de uso tépico, elaborado a partir de metabolitos
secundarios de las especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen ex
Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch, que se empleen como filtros
de la radiacion ultravioleta.

4. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

L3
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Recolectar las especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen ex
Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch, de la region altiplanica de
Bolivia ubicada entre 3000 y 4000 m. s. n. m., para extraer, aislar y
purificar metabolitos secundarios con propiedades antioxidantes /
fotoprotectoras, in vitro probadas.

Estandarizar un método de obtencion de principios activos de las
especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel vy
Stereocaulon ramulosum Rausch, con propiedades antioxidantes /
fotoprotectoras, in vitro probadas.

Determinar la actividad antioxidante, por el método de decoloracién del
radical cationico ABTS®, de las moléculas que se encuentran en las
especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel vy
Stereocaulon ramulosum Rausch.

Preformular una base, aplicable a los principios activos de las especies
vegetales Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y Stereocaulon
ramulosum Rausch, sobre los antecedentes de sus propiedades
antioxidante / fotoprotectora in vitro.

Elaborar formas galénicas de uso topico, de las moléculas con mayor
actividad antioxidante de las especies vegetales Adesmia spinosissima
Meyen ex Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch.

Determinar el tiempo de vida minimo para las formas galénicas
elaboradas a partir de especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen
ex Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch.

Determinar y medir la capacidad fotoprotectora por el método de estudio
de actividad fotoprotectora en piel de conejo, de las formas galénicas
elaboradas a partir de especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen
ex Vogel y Stereocaulon ramulosu sum Rausch.
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HIPOTESIS

Ho: El tiempo de vida minimo de un preparado galénico de origen vegetal no
es dependiente de la concentracion.

H,: El tiempo de vida minimo de un preparado galénico de origen vegetal es
dependiente de la concentracion.

Ho: La elaboracion de un preparado galénico de origen vegetal no posee un
efecto fotoprotector para la piel, contra la radiacion UV.

H,: La elaboracion de un preparado galénico de origen vegetal posee un
efecto fotoprotector para la piel, contra la radiacion UV.

5.1. VARIABLES

5. 1. 1. VARIABLE INDEPENDIENTE
Concentracion de los principios activos de los extractos de Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch.

Definicion Conceptual: Concentracion a la cual los preparados
galénicos presentan un tiempo de vida minimo manteniendo su
estabilidad.

Definicion Operacional: 2%, 5% y 10% de los preparados galénicos.

5.1. 2. VARIABLE DEPENDIENTE
Capacidad de penetracion a través de la piel de un preparado
galénico a una determinada concentracion.

Definicion Conceptual: Determinacion del tiempo de vida minimo de
un preparado galénico a una determinada concentracién, lo cual
implica la capacidad de poder penetrar a través de la piel y protegerla
de la radiacién UV, inducida.

Definicion Operacional: Efecto fotoprotector del preparado galénico
a una determinada concentracion, determinada por la medicién de un
indicador que se ve incrementado por la radiacion UV, inducida en la
piel del animal de experimentacion.
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6. DISENO DE INVESTIGACION

Experimental.
6. 1. TIPO DE ESTUDIO
Correlacional.
6. 2. CRITERIOS DE INCLUSION / EXCLUSION
6.2. 1. INCLUSION

& Eleccion de los componentes necesarios para la elaboracion de
una base neutra tipo cold — cream.

& Eleccion de bases ideales, en funcién a las pruebas de estabilidad,
para la elaboracion de los preparados galénicos.

& Elaboracion de los preparados galénicos en base a la actividad
antioxidante de los principios activos inducidos por el ensayo de
decoloracién del radical cationico ABTS" (test quimico).

& Todos los preparados galénicos elaborados que cumplan con el
tiempo de vida minimo.

6.2. 2. EXCLUSION
& Todo principio activo aislado de las especies vegetales Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch,

gue no cumpla con la actividad antioxidante.

4 Todo preparado galénico que no cumpla con la pruebas de
estabilidad.

& Todo animal de experimentacion (Conejo) que no haya sido
criado en las mismas condiciones.
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7. DISENO METODOLOGICO

ACTIVIDAD FITOQUIMICA

Revision
Bibliografica

\ A

Recoleccion
de
Muestras

\4

Extraccion
de
Principios Activos

A

Proceso de Concentracion
de
Principios Activos

A

Separacion e ldentificacion
de los
Principios Activos

y

Evaluacion de la Capacidad Antioxidante
de los
Principios Activos

A

~ Ensayo de la Decoloracion del Radical Cationico ABTS
(Acido — 2,2’ — azinobis — 3 — etilbenzotiazolina — 6 — sulfarico)
(Test Quimico)
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ACTIVIDAD GALENICA

Revision
Bibliografica

A
Preformulacion de la Base

v

Formulacién de la Base

A
Determinaciéon de la Orientacion de las Bases

A
Determinacion del pH de las Bases

A
Determinacion de la Estabilidad de las Bases

h4

Incorporacioén de los Principios Activos a diferentes
Concentraciones en las Bases Estables

4
Determinacion del pH de los Preparados Galénicos

Y.
Determinacion de la Estabilidad de los Preparados Galénicos

A

Determinacion del Tiempo de Vida Minimo de los Preparados Galénicos
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ACTIVIDAD BIOLOGICA

Revision
Bibliografica

A

Determinacion de la Capacidad
Fotoprotectora de los Preparados Galénicos

A

Modelo Experimental en Piel de Conejos
(in vivo)

49
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8. MATERIAL

8. 1.
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MATERIAL FITOQUIMICO

.1.1. MATERIAL FUNGIBLE

Bolsas de Nylon

Cromatoplacas de Silicagel 60 F — 254. (RIEDEL HAEN)
Filtros Membrana 0,2 um

Frascos de Vidrio (1.000 mL, 2.000 mL)
Gasa

Guantes de Goma

Goteros

Gradilla para Tubos de Ensayo

Papel Aluminio

Papel Filtro 0,2 nominal

Parafilm

Tubos Capilares

Viales (5 mL)

. 1. 2. MATERIAL NO FUNGIBLE

Aros y Pinzas

Balones de Fondo Redondo (50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL,
1.000 mL)

Columnas Abiertas, Cerradas, Sephadex (10 x 60 cm.)
Embudos Corriente de Vastago Corto

Embudos Corriente con Fritas

Espatulas

Kitasatos (50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL)

Matraces Erlenmeyer (50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL)
Morteros

Pizetas

Pinzas

Pipetas (0,1 mL, 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL)

Pipetas Pasteur

Probetas (50 mL, 100 mL, 500 mL)

Propipetas

Termdmetros (0 °C — 200 °C)

Tubos de Ensayo (10 x 200 mm)

Vasos de Precipitado (25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL,
1.000 mL)

Varillas de Vidrio (25 cm.)

8. 1. 3. REACTIVOS

L
L]
o

e

Acetato de etilo p. a. (E. Merck) y Comercial
Acetona p. a. (E. Merck)
Acido Acético (g. p.)
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Acido Perlatolico Patrén (1. I. Q.)
Acido Sulfarico Concentrado p. a. (FLUKA AG)
Agua Destilada

PAE — 03 Patron (1. 1. Q.)

PAE — 17 Patron (1. 1. Q.)
Amoniaco (g. p.)

Atranorina Patron (1. 1. Q.)
Butanol (E. Merck)
Diclorometano (q. p)

Etanol al 95% Comercial

Eter de Petroleo (g. p.)

Gel de Silice (RIEDEL DE HAEN)
Metanol (g. p.)

Tetracloruro de Carbono (q. p.)

. 1.4, SOLU,CIONES DE TRABAJO
Mezcla 1: Eter de Petréleo (20 — 40 / 40 — 60)
Mezcla 2: Etanol y Agua (70 / 30)
Mezcla 3: Acetato de etilo Destilado
1" Sistema Solventes: Acetato de etilo / Metanol (3:2)
2% Sistema Solventes: Acetato de etilo ]
3" Sistema Solventes: Agua / Butanol / Acido Acético (1:3:1)
4" Sistema Solventes: Acetato de etilo / Eter de Petréleo (1:1)
5° Sistema Solventes: Acetato de etilo / Diclorometano (7:3)
REVELADOR A: Acido Sulfurico al 5% v / v
REVELADOR B: Vainillina / Acido Clorhidrico al 2,5 %
REVELADOR C: DPPH al 0,2 %

.1.5. EQUIPOS
Balanza Analitica, Modelo Metler H
Bomba de Vacié, Modelo Vacuum bland de membrana teflébn (Rv
0,5 st)
Camaras para el Desarrollo Cromatografico
Estufa de Secado, PRECISION SCIENTIFIC Co. Modelo 16
Hornillas con rejillas de amiento
Lampara de Luz Ultravioleta, Modelo Spectroline®, Longlife TM,
Filter the 254 — 365 nm
Liofilizador
Refrigerador, Modelo Forma Scientific, Enviro — Scan ™
Rotaevaporador, Modelo Buche RE 111
Trituradora / Moledora, Modelo Nacional
Ultrasonido, Modelo Gole — Parmer Instrument Co, Ultrasonic
Homogenizer, Serie 4.710
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8. 2. MATERIAL GALENICO

.2.1. MATERIAL FUNGIBLE
Guantes de Goma
Gotero
Gradilla para Tubos
Papel Aluminio
Parafilm
Recipientes de plastico

1 00

L L 2

> 1> 1

.2.2. MATERIAL NO FUNGIBLE
Espatula
Termometro (0 °C — 200 °C)
Tubos de Ensayo (10 x 100 mm)
Varilla de Vidrio (25 cm.)
Vasos de Precipitado (25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL)
Vidrios de Reloj (e =5 cm.)

1 00

L L 2

> 1> 1

. 2. 3. REACTIVOS
Agua Destilada
Alcohol Cetilico (F. D.)
Cera Blanca (F. D.)
Nipagin (F. D.)
Nipasol (F. D.)
Propilenglicol (F. D.)
Texapén (F. D.)

LA L S . gee]

L L 2

* (F. D.)= Excipientes y Auxiliares de formulacién proporcionados por
el Dr. Freddy Salazar.

8. 2.4. SOLUCIONES DE TRABAJO

& Solucion de Azul de metileno al 2 %
Solucién Saturada de Cloruro de Sodio
Sudan I, en propilenglicol al 2%

Ll 2

. 2.5. EQUIPOS
Balanza Analitica, Modelo Metler H
Bafio Maria
Estufa, Modelo Nicht drehen
Hornillas con rejillas de amiento
Microcentrifugadora, Modelo ecys, Modelo UVIO, Serie 4.823.
Microscopio
Peachimetro, Modelo Beckman, pH Meter ¢ 31
Refrigerador, Modelo Forma Scientific, Enviro — Scan ™

L N 2 2 giee]

Ll 2

> >
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8. 3. MATERIAL BIOLOGICO
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.3.1. MATERIAL FUNGIBLE
Algodon
Ependorfs
Filtro 0,2 um
Gradilla para Ependorfs
Guantes de Goma
Jeringas (1 mL, 5 mL)
Papel Aluminio
Parafilm

. 3. 2. MATERIAL NO FUNGIBLE
Embudo Buchner
Equipo de Diseccion
Kitasato de 1.000 mL
Micropipetas (20 mL, 50 mL, 200 mL,1.000 mL)
Pipeta (5 mL)
Pizeta
Placas de Lectura para Espectrofotometria
Probeta de (500 mL, 1.000 mL)
Propipeta
Vasos de Precipitado (50 mL, 100 mL, 1.000 mL)

. 3. 3. REACTIVO BIOLOGICO
4 Conejos machos, de la raza Neozelandes, Exocriados,
Convencionales. Con un peso promedio de 3 kilos.

. 3. 4. REACTIVOS
ABTS (SIGMA® ALDRICH)
Acetato de Sodio Trihidratado (J. T. BAKER ANALYZED® A. C. S.
Reagent)
Acetonitrilo (HPLC)
Acido Acético Glacial (Mallinckrodt AR® Analytical Reagent)
Acido Citrico Monohidratado (J. T. BAKER ANALYZED® A. C. S.
Reagent)
Acido 2, 3 — Dihidroxi Benzoico (SIGMA® ALDRICH)
Agua Destilada y Desionizada
DMSO (J. T. BAKER ANALYZED® A.C.S. Reagent)
EDTA Disddico Dihidratado (J. T. BAKER ANALYZED® A. C. S.
Reagent)
Lidocaina Clorhidrato 4% (Spray — XYLO — EFA)
Octil Sulfato de Sodio (SIGMA® ALDRICH)
p — cloro — m — xilenol (Espadol)
Persulfato de Amonio (Pro andlisis Merck)
Salicilato de Sodio (Pro analisis Merck)
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. 3. 5. SOLUCIONES DE TRABAJO

Solucién de Acido Perclorico (1 M)
Solucién Buffer de Fosfato, (PBS: 5mM, pH = 7,4)

. 3. 6. EQUIPOS

Agitador Magnético, Modelo 15, Arthur. H. Thomas Co,
Philadelphia, P A., USA

Balanza Analitica, Modelo BP — 210S Sartorius

Bomba de Vacié, Modelo WP — 45, Handy Aspirator, Yamato k 724
Bortex, Modelo Heidolph Top — Mix 94.323 Bioblock Scientific
Germany

Centrifugadora, Modelo Sigma 2K15, D — 37520 Osterode am
Harz, Germany

Equipo de HPLC, con detector Electroquimico, Modelo BAS liquid
Chromatography CC — 4; Amperometric Detector LC — 4C; Solvent
Delivery System PM — 80; Columna C-18 column (Biophase; 22
cm. X 4,6 mm; 5 um)

Equipo Generador de Agua Destilada, Modelo Prima 90, USF —
Elga, Max 6,2 / 90

Espectrofotometro de Celdas, Modelo DYNEX, Technologies. Inc.
14.340. Sullyfield. Circle Chantilly VA: 20.151

Lampara de Luz Ultravioleta, Modelo Spectroline®, Longlife TM,
Filter the 254 — 365 nm

Peachimetro, Modelo Beckman, pH Meter ¢ 31

Sonicador, Modelo Gole — Parmer Instrument Co, Ultrasonic
Homogenizer, Serie 4.710
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9. METODOS

9. 1. INVESTIGACION FITOQUIMICA
9.1.1. RECOLECCION DE MUESTRAS

9.1.1. 1. RECOLECCION DE LA PLANTA Adesmia spinosissima
Meyen ex Vogel

El material vegetal fue colectado en la region de la Cuenca del Lago
Poopo en el departamento de Oruro. La época del afio en que se
realizo la recoleccién fue en invierno. ¢

9.1.1. 2. RECOLECCION DEL LIQUEN Stereocaulon ramulosum
Rausch

La recoleccion del material vegetal se realizo en la localidad Pongo,
cerca al lugar llamado (La Cumbre), a 35 Km, sobre la carretera de la
ciudad de La Paz hacia los Yungas. El sitio de recoleccion se halla a
una altitud aproximada de 4.200 m. s. n. m. La recoleccién de la
muestra fue durante la época de invierno. ®%

9. 1. 2. EXTRACCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS

9. 1. 2. 1. MACERACION DE LA PLANTA Adesmia spinosissima
Meyen ex Vogel

El material vegetal fue secado a temperatura ambiente y molido,
posteriormente se separo los tallos de las hojas, Pesandose una
cantidad seca de 500 g de tallos [AE — (T)] y 500 g de hojas [AE —
(H)], para someterlas a una extraccion con 1. 5 L de la mezcla 1, por
un lapso de tres dias cambiando el solvente cada 24 Hrs.

Posteriormente los residuos de los materiales vegetales, se
sometieron a una segunda extraccién con 1. 5 L de la mezcla 2, por
un lapso de tres dias cambiando el solvente cada 24 Hrs. %

9. 1. 2. 2. MACERACION DEL LIQUEN Stereocaulon ramulosum
Rausch

Se peso una cantidad de 500 g de la muestra vegetal seca y molida,
para someterla a una extraccion con 1. 5 L de la mezcla 3, por un
lapso de tres dias cambiando el solvente cada 24 Hrs. &9
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9. 1. 3. PROCESO DE CONCENTRACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS

9. 1. 3. 1. PROCESO DE CONCENTRACION DE LOS PRINCIPIOS
ACTIVOS DE Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

Los extractos de AE — (T) y AE — (H) obtenidos con la mezcla 2, se
filtraron y concentraron en un rotavapor a presion reducida hasta
semisequedad, realizandose al vacié y temperatura controlada. ¢

9. 1. 3. 2. PROCESO DE CONCENTRACION DE LOS PRINCIPIOS
ACTIVOS DE Stereocaulon ramulosum Rausch
El sobrenadante de la maceracion del extracto de la muestra obtenido
con la mezcla 3, se procedio¢ a filtrarlo y posteriormente concentrarlo
en un rotavapor a presion reducida hasta semisequedad,
realizandose al vacié y temperatura controlada.

9. 1. 4. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPIOS
ACTIVOS

9. 1. 4. 1. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPIOS
ACTIVOS DE Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

Los extractos de AE — (T) y AE — (H) de la mezcla 1, y los extractos
de AE — (T) y AE — (H) de la mezcla 2 fueron analizadas usando una
TLC con el 1* sistema de solventes y comparadas con los patrones
PAE — 03, PAE — 17. Para su revelado se utilizo una lampara de luz
UV (254 nm), de igual manera fueron visualizadas con los
reveladores A, B, C.

Mediante la Informacion que nos muestran las placas cromatograficas
realizadas, los extractos de AE — (T) y AE — (H) de la mezcla 2 y los
patrones PAE — 03, PAE — 17, presentan el mismo razon de frente,
indicAndonos que contienen principios antioxidantes / fotoprotectores,
similares.

La prueba de DPPH, mostro que los extractos de AE — (T) y AE — (H)
de la mezcla 2, contienen los mismos principios antioxidantes /
fotoprotectores que los patrones PAE — 03y PAE — 17.

Los concentrados de AE — (T) y AE — (H) de la mezcla 2, se dejaron
reposar a temperatura de refrigeracion durante un dia, obteniéndose
dos fases que se separaron por filtracion:

& Soluciones de AE — (T)'y AE — (H).

& Precipitados de AE — (T)>y AE — (H)?, que se resuspendieron en
una solucion de Acetato de Etilo.
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Se preparo el 1% sistema de solventes en la camara cromatografica
para las siguientes muestras:

PATRON PAE—-03 AE—(T) AE—(T)* AE-(T)?
PATRON PAE—-17 AE—-(H) AE—-(H)} AE-(H)?

Las muestras fueron comparadas con los patrones: PAE — 03, PAE —
17. Para su revelado, se utilizo una ldmpara de luz UV (254 nm), de
igual manera fueron visualizadas con los reveladores A, B, C.
Mediante la placa cromatografica realizada, las muestras AE — (T)? y
AE — (H)? presentaron el mismo Razén de frente, con respecto a los
patrones PAE — 03 y PAE — 17.

La prueba de DPPH, mostré que los extractos AE — (T)? y AE — (H)?,
contienen los mismos principios antioxidantes que los patrones PAE —
03y PAE - 17.

Los extractos AE — (T)> y AE — (H)?, se unen por la informacién
presentada por los Rf de las muestras con respecto a los patrones y
por la prueba de DPPH realizada.

La mezcla de las fracciones AE — (T)? y AE — (H)? fue separada
usando una columna VLC, utilizando como fase movil mezclas de éter
de petrdleo / acetato de etilo / metanol, en orden creciente de
polaridad. Obteniéndose 28 fracciones.

Las fracciones de este proceso de cromatografia fueron analizadas
usando una TLC, con el 2% sistema de solventes para las fracciones
de F—1a F-13 y el 3* sistema de solventes para las fracciones F
— 14 a F - 28, todas las fracciones fueron comparadas con los
patrones PAE — 03, PAE — 17. Como reveladores se utilizaron B, C.

La razén de frente que nos muestran las placas cromatograficas y la
prueba de DPPH, realizadas se unieron las siguientes fracciones:

, 7=13.

8 =14,15.

9=16,17.

10 =18,19.

11 = 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27.
0, 11, 12. 12 = 28.

Nan

O WNE
BO®oONE

En las fracciones F — 1 a F — 12, después de 24 hrs., se formaron
precipitados, que fueron separados por filtracion. Obteniéndose las
siguientes muestras.
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& Soluciones de 12, 28, 32 42 52 62 72 82 92 10? 11% 122

« Precipitados de 1°, 2°, 3°, 4°, 5° 6° 7°, 8°, 9° 10° 11° 12° que se
resuspendieron en una solucién de Acetato de Etilo.

Todas las muestras fueron cromatografiadas utilizando el 4% sistema
de solventes y comparadas con los patrones PAE — 03, PAE — 17.
Utilizandose como reveladores A, B, C.

El andlisis de la placa cromatografica considera que las fracciones 8°
y 9° presentan el mismo Razén de frente que los patrones PAE — 03,
PAE - 17.

La prueba de DPPH, mostré que las fracciones 8° y 9° contienen los
mismos principios antioxidantes / fotoprotectores, que los patrones
PAE — 03y PAE — 17.

Las fracciones 8° y 9°, se unen por la informacién que presento por
los Rf de ambas con respecto a los patrones y por la prueba de
DPPH realizada.

La mezcla AE — 5 (fraccion 8° y fraccion 9°) fue fraccionada usando
una columna de exclusion molecular con Sephadex LH - 20,
utilizando metanol como eluente. Obteniéndose 5 fracciones.

Las fracciones de este proceso de cromatografia fueron analizadas
usando una TLC con el 4° sistema de solventes, todas las fracciones
fueron comparadas con los patrones PAE — 03, PAE — 17. Para su
revelado se utilizaron B, C.

Mediante la informacidén que nos muestran las placas cromatograficas
realizadas, las fracciones 3 y 4 presentan el mismo Razo6n de frente
que los patrones PAE — 03, PAE - 17.

La prueba de DPPH, mostré que las fracciones 3 y 4, contienen los
mismos principios antioxidantes que los patrones PAE — 03 y PAE —
17.

Las fracciones 3y 4, se unieron por la informacion presentada por los
Rf de ambas con respecto a los patrones y por la prueba de DPPH
realizada.

La mezcla AEF — 8 (fraccion 3 y fraccion 4), fue fraccionada
mediante una columna abierta usando mezclas de acetato de etilo /
metanol, en orden creciente de polaridad obteniéndose 5 fracciones.
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Se preparo el 2%° sistema de solventes en la camara cromatografica
para las fracciones obtenidas por la columna abierta. Todas las
muestras fueron comparadas con los patrones PAE — 03, PAE — 17.
Para su revelado, se utilizo una lampara de luz UV (254 nm), como
también los reveladores B, C.

Mediante la informacidén que nos muestran las placas cromatograficas
realizadas, las fracciones 2 y 3 presentaron el mismo Razon de frente
que los patrones PAE — 03, PAE - 17.

La prueba de DPPH, mostré que las fracciones 2 y 3, contenian los
mismos principios antioxidantes que los patrones PAE — 03 y PAE —
17.

Las fracciones 2 y 3, son las que nos interesan por la informacion
presentada por los Rf de ambas con respecto a los patrones y por la
prueba de DPPH realizada.

Las fracciones se dejaron reposar durante un dia, obteniéndose dos
fases en la fraccidon 2, que se llegaron a separar por centrifugacion,
obteniéndose;

& Soluciéon de 2% (AE - 3), que se procedi6 a concentrarlo, a
semisequedad.

& Precipitado de 2° (AE - 2).

éa) fraccion 3 (AE — 1), se procedidé a concentrarlo, a semisequedad.
1

9. 1. 4. 2. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPIOS
ACTIVOS DE Stereocaulon ramulosum Rausch

La solucidn concentrada, se dejo reposar a temperatura de
refrigeracion por el lapso de un dia. Observandose dos fases que se
separaron por filtracién obteniéndose:

& Residuo (SR —-1).
& Solucion.

La solucién se calentd ligeramente a Bafio Maria, y se dejo enfriar a
medio ambiente, observandose la presencia de cristales que se
separaron por filtracién, obteniéndose:

& Residuo (SR - 2).
& Solucion.
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La solucion, se procedido a concentrarla en un rotavapor a presion
reducida hasta semisequedad, esto se realizo al vacio y temperatura
controlada.

Posteriormente se resuspendid en Metanol y se llevo a concentrarlo
mediante un rotavapor a presion reducida hasta semisequedad, esto
se realizo al vaci6 y temperatura controlada.

La muestra, se procedio a fraccionarla por medio de una columna
Cerrada utilizandose los siguientes solventes como fase movil:

& Fase inicial: Diclorometano, el cual separo 2 fracciones de la
muestra.

L g

Segunda fase: Diclorometano / Acetato de Etilo (7:3), que llego a
separar 2 fracciones de la muestra.

& Tercera fase: Acetato de Etilo, el cual separo 1 fraccion de la
muestra.

Las fracciones fueron cromatografiadas usando el 5° sistema de
solventes y comparadas con los patrones de Atranorina y Acido
Perlatolico. Todas las muestras fueron visualizadas con el revelador
con A.

Mediante la informacién de la placa cromatografica realizada, las
fracciones 3y 4 revelaron la presencia del mismo producto (SR — 3),
con respecto al patron de Acido Perlatolico.

La prueba de DPPH, mostré que las fracciones 3 y 4 contenian los
mismos principios antioxidantes / fotoprotectores, que el patrén de
Acido Perlatolico.

Las fracciones 3 y 4, se unieron por la informacion presentada por los
Rf de ambas con respecto al patrén y por la prueba de DPPH
realizada.

La mezcla SR — 3 (fracciones 3 y fraccion 4), se llevo a bafio de
Agua, resuspendiéndolo posteriormente en Acetona / Etanol (1:1), y
enfriarlo a medio ambiente para luego filtrarlo por gravedad,
obteniéndose:

+ Residuo (Acido Perlatolico)
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9. 1. 5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

9. 1. 5. 1. ENSAYO DE LA DECOLORACION DEL RADICAL
CATIONICO ABTS (Acido — 2,2’ — azinobis — 3 — etilbenzotiazolina
— 6 — sulfurico) (TEST QUIMICO)

Método que permiti6 evaluar la capacidad antioxidante de las
moléculas que se encontraban en las distintas fracciones separadas
de las especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y
Stereocaulon ramulosum Rausch.

El radical monocationico ABTS* generado por la reaccion de
oxidacion del ABTS con persulfato de amonio.

El radical monocatiénico ABTS™ es reducido a ABTS — H*, por la
presencia de metabolitos en las fracciones separadas de las especies
vegetales, que presentan la capacidad scavengers. ('®

A 5ml de una solucién de ABTS (7 mM) se le agrego 88 uL de una
solucién de persulfato de amonio (140 mM), la preparacion se dejo en
un lugar oscuro a temperatura ambiente durante 12 — 16 hrs., tiempo
necesario para la formacion estable del radical. Pasado este tiempo la
mezcla se filtra.

La solucion de trabajo se preparo diluyendo 1 mL de la mezcla
anterior en 40 mL de buffer PBS (Solucion Buffer Fosfato). A 1ml de
una solucion de ABTS" se le agrego 10 uL de la muestra a analizar
diluido en DMSO (Dimetil sulféxido), a una determinada
concentracion por triplicado, teniendo como control DMSO.

Se espera un lapso de 4 minutos, para que la reaccion termine. Se
procedié a colocar en cada una de las celdas 200 uL de las
soluciones anteriores, teniendo como blanco PBS. Para luego leer en
el Espectrofotdmetro de Celdas a una longitud de 750 nm.

Este procedimiento se realizo con cada una de las fracciones de las
muestras y a diferentes concentraciones. Los resultados son
expresados como Porcentaje de Inhibicién.
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9. 2. INVESTIGACION GALENICA

9. 2. 1. PREFORMULACION DE LA BASE

La preformulacion de la base fue planteada a raiz de la investigacion
sistematica de las propiedades fisicas y quimicas de los principios
activos solos y en combinacion con los auxiliares de formulacion.

En la etapa primaria el desarrollo de la base comprendio los siguientes
aspectos:

& Estudio de los auxiliares de formulacion de cremas existentes en el
mercado: Sundown FSP — 30, Crema de Marcela, Emulsién de Nivea.
Como referencia para estandarizar los componentes esenciales para
una base.

L g

Estudio de la compatibilidad del principio, con los auxiliares de la
formulacion elegidos.

& Tipo de descomposicion (hidrolisis, oxidacion, reduccion,
racemizacion, etc.)

L g

Efecto de pH, e interacciones moleculares.

+ Efecto del medio ambiente (humedad, temperatura, luz).

& Estudios forzados de degradacion en diferentes formas.

La base que se empleo es una crema fria, (cold — cream), una de las
cremas mas antiguas. El cold — cream, es una emulsion de agua en
aceite A/O, cuya estabilidad esta garantizada por el porcentaje

relativamente alto de la fase oleosa, con relaciéon a la fase acuosa.

Los componentes necesarios para la elaboracién de una base tipo cold —
cream, se dividen en tres fases.

FASE | Componentes Lipofilicos
FASE Il Componentes Hidrofilicos
FASE Il Conservadores

9. 2. 2. FORMULACION DE LA BASE

Se procedio a elaborar un stock de 13 bases neutras tipo cold — cream,
variando las proporciones de cada uno de los componentes, de una base
neutra, para proceder a las diferentes pruebas.
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Las preparaciones se efectuaron del siguiente modo:

L g

Se peso por separado y en vasos tarados las fases | y Il.

En bafio maria se fundié a una temperatura de 70 — 80 °C, la fase |II.
La fase | se calenté a una temperatura de 75 — 85 °C y se afadio la
fase Ill para que se disuelvan los conservadores.

Una vez preparadas ambas fases se procedi6 a afiadir la fase Il a la
fase | y se agito hasta su enfriamiento.

L L 2
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Las bases elaboradas se conservaron en recipientes, que cierren
herméticamente, para sus posteriores pruebas.

9. 2. 3. DETERMINACION DE LA ORIENTACION DE LAS BASES

9.2.3. 1. PRUEBA DE DILUCION

Se coloco en un vaso de precipitado aproximadamente 50 mL de
agua destilada y se afiadio una gota de la base, procediéndose a
agitar, de ser solubles se indica que son O/A, caso contrario seran
A/O.

Esta prueba se realizo con cada una de las bases elaboradas.

9. 2. 3. 2. PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE UN COLORANTE

Se coloco en un tubo de ensayo una pequefia cantidad de la base y
se afadié unas gotas de una solucion de Azul de metileno al 2%. Si el
colorante es captado por la fase continua, se indica que es O/A, de no
ser asi sera A/O.

Para la contraprueba en un tubo de ensayo se coloco una pequefia
cantidad de la base y se aflade unas gotas de una solucion oleosa de
Sudan 1l al 2%. Si el colorante es captado por la fase continua, se
indica que es A/O, de no ser asi sera O/A.

Ambas pruebas se realizaron con cada una de las bases elaboradas.

9. 2. 4. DETERMINACION DEL pH DE LAS BASES

El control de pH, es esencial para asegurar la estabilidad después de la
preparacion de la base neutra tipo cold — cream, como también de
productos medicinales naturales terminados.

Se coloco en un vaso de precipitado aproximadamente 10 g de la base y
se procedié a medir su pH, que debia estar dentro de un rango promedio
de 5,50 que es el pH fisiolégico cercano de la piel.

Esta prueba se realizo por triplicado con cada una de las bases
elaboradas.
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9. 2. 5. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS BASES
Se procedié a verificar la estabilidad de la misma por los siguientes
métodos:

9.2.5. 1. VARIACION DE TEMPERATURA
La base preparada se procedi6 a dividirlo, en tres partes iguales, y se
vaciaron en recipientes de vidrio.

9.2.5.1. 1. TEMPERATURA AMBIENTE ILUMINADO

El primer recipiente que contiene la base se coloco, en un lugar
hamedo y con exposicion al sol, por espacio de 10 dias. Para
luego observar a trasluz algun precipitado o variacion de color u
olor.

Posteriormente se centrifugo por espacio de 30 minutos a 3.000 r.
p. m., buscando la presencia de precipitacion (De existirlo, se
tomo una pequeia fraccion y se observo en el microscopio para
determinar si era de naturaleza quimica o microbiana).

Esta prueba se realizo con cada una de las bases elaboradas.

9.2.5. 1. 2. TEMPERATURA ELEVADA

En una estufa programada a 42 °C; se coloco el segundo
recipiente que contenia la base, y cada 24 horas se observo la
formacion de algun precipitado o variacion de color, olor. En caso
de existir sedimento se toma una fraccibn y se observa al
microscopio. Realizando este seguimiento un lapso de 10 dias.

Posteriormente se centrifugd por espacio de 30 minutos a 3.000 r.
p. m., buscando la presencia de algun tipo de precipitado.

Esta prueba se realizd con cada una de las bases elaboradas.

9.2.5.1. 3. TEMPERATURA DE REFRIGERACION DE 0 A 4 °C
Se procedié de igual forma que los dos anteriores; con el tercer
recipiente, realizando el seguimiento por espacio de 10 dias, con
cada una de las bases elaboradas.

9.2.5.2. METODO DE CENTRIFUGACION

La base elaborada se centrifugo por espacio de 30 minutos a 3.000 r.
p. m., a una temperatura entre 20 °C y 40 °C, al finalizar se observo a
trasluz la formacion de algun precipitado o variacion de color u olor.
En caso de existir sedimento se tomo una fraccibn para ser
observado en el microscopio.

Este método se realizo para cada una de las bases estables.
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9. 2. 6. INCORPORACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES EN LAS BASES ESTABLES

Se coloco en recipientes de vidrio 10 g de la base estable, y se adiciono
a cada uno de ellos el principio activo de AE — 2 en las concentraciones
de 2%, 5%, y 10%, de igual manera se procedio con el principio activo de
Acido Perlatolico. Se dejaron en reposo por un espacio de 10 dias.
Luego de los cuales se observo a trasluz algan precipitado o variacion de
color u olor.

Posteriormente se centrifugaron por espacio de 30 minutos a 3.000 r. p.
m., buscando algun tipo de precipitacion (De existirlo, se tomo una
pequefia fraccion y se observo en el microscopio para determinar si era
de naturaleza quimica o microbiana).

Este método se realizé para cada una de las bases estables.

9. 2. 7. DETERMINACION DEL pH DE LOS PREPARADOS
GALENICOS

Se coloco en un vaso de precipitado aproximadamente 10 g del
preparado galénico y se procede a medir su pH, que debera estar dentro
de un rango de 5,50 aproximadamente que es el pH fisioldgico de la piel.

Esta prueba se realizo por triplicado con cada uno de los preparados
galénicos elaborados.

9. 2. 8 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS
PREPARADOS GALENICOS

Se procedio a verificar la estabilidad de la misma por los siguientes
métodos:

9.2.8.1. VARIACION DE TEMPERATURA
El preparado galénico se procedio a dividirlo, en tres partes iguales, y
se vaciaron en recipientes de vidrio.

9.2.8.1. 1. TEMPERATURA AMBIENTE ILUMINADO

Se coloco el primer recipiente que contiene el preparado, en un
lugar humedo y con exposicion al sol, por espacio de 10 dias.
Luego de los cuales se observo a trasluz algun precipitado o
variacion de color u olor.

Posteriormente se centrifugo por espacio de 30 minutos a 3.000 r.
p. m., buscando la presencia de precipitacion (De existirlo, se
tomo una pequeiia fraccion y se observo en el microscopio para
determinar si era de naturaleza quimica o microbiana).

Esta prueba se realizo con cada uno de los preparados de
elaborados.
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9.2.8.1. 2. TEMPERATURA ELEVADA

En una estufa programada a 42 °C; se coloco el segundo
recipiente que contiene el preparado, y cada 24 horas se observo
a trasluz la formacion de algun precipitado o variacién de color u
olor.

En caso de existir sedimento se tomo una fraccion y se observo al
microscopio. Realizadndose este seguimiento por el lapso de 10
dias.

Posteriormente se centrifugo por espacio de 30 minutos a 3.000 r.
p. m., buscando la presencia de algun tipo de precipitado.

Esta prueba se realizo con cada una de los preparados
elaborados.

9.2.8.1.3. TEMPERATURA DE REFRIGERACION DE 0 A 4 °C
Se procedié de igual forma que los dos anteriores; con el tercer
recipiente, realizando el seguimiento por espacio de 10 dias, con
cada uno de los preparados elaborados.

9.2.8.2. METODO DE CENTRIFUGACION

El preparado elaborado se centrifugo por espacio de 30 minutos a
3.000 r. p. m., a una temperatura entre 20 °C y 40 °C, al finalizar se
observo a trasluz la formacion de algun precipitado o variacion de
color u olor. En caso de existir sedimento se tomo una fraccion para
ser observado en el microscopio.

Este método se realizo para cada uno de los preparados elaborados.

9. 2. 9. DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA MINIMO DE LOS
PREPARADOS GALENICOS TERMINADOS

Es una prueba que propone el tiempo en el cual se presenta la
caducidad del preparado galénico, asi se determino el efecto del calor y
la humedad sobre el preparado o sobre el principio activo mismo.
También es un indicador de la forma de almacenamiento.

Se coloco la muestra en tres viales (5 g) en una estufa de 40 °C; junto
con un frasco de 1.000 mL de solucién acuosa saturada de cloruro de
sodio que proporciono un porcentaje de humedad relativa del aire por
encima de la solucibn de 76% de cloruro de sodio, simulando
condiciones de una zona geografica muy caliente y humeda (tropico) por
espacio de un mes.

Se realizaron observaciones diarias en este tiempo, en especial las
caracteristicas organolépticas, o fisicas.
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9. 3. INVESTIGACION BIOLOGICA

9. 3. 1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 4 conejos machos Neozelandes de un promedio de 3 kilos
de peso corporal, obtenidos del bioterio del Instituto de Higiene de la
Facultad de Medicina de La Republica Oriental de Uruguay, mantenidos
de acuerdo a las normas internacionales dadas por el Nacional Institute
of Health (publicaciébn 85 — 23, revision 1985) con agua y alimento
(Champion Nutricion Animal, Santiago, Chile) proporcionados ad libitum.

9. 3. 2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD FOTOPROTECTORA
DE LOS PREPARADOS GALENICOS

9. 3. 2. 1. MODELO EXPERIMENTAL EN PIEL DE CONEJOS (IN
VIVO)

Se ha descrito que la radiacion UV induce la formacién de radicales
OH en la piel expuesta. La vida media de estos radicales es muy
corta lo que dificulta su medida. Para resolver este problema se utilizd
el método de hidroxilacion del salicilato determinandose la cantidad
de acido 2,3 dihidroxi Benzoico por HPLC.

Se procedio a elaborar 4 cuadrantes simétricos de 5 x 5 cm., a nivel
del dorso del conejo utilizando una maquina de afeitar. El tratamiento
para cada uno de ellos fue respectivamente; Control (sin UV), UV,
UV/base, UV/crema, una vez elaborados los cuadrantes en el conejo,
se espero un lapso de 24 horas, para que la piel se recupere de la
agresion mecanica.

Pasado el tiempo se procedid a aplicar de manera homogénea 1g de
la crema al 5%, 1g de la base (B¥) en los cuadrantes
correspondientes.

Realizado la aplicacion se procedio a colocar Lidocaina Clorhidrato al
4% en spray, para posteriormente inyectar 0,7 mL de una solucion de
Salicilato de Sodio (1mg / mL), via subcutanea. Inmediatamente se
procedid a irradiar los 3 cuadrantes con luz ultravioleta a una longitud
de onda de 254 — 365 nm, por el lapso de una hora.

Terminado la exposicion de radiacion se procede a tomar 3 muestras
de piel de cada cuadrante con ayuda de un equipo de diseccion,
previa realizacion de la anestesia en cada uno de los cuadrantes con
Lidocaina Clorhidrato al 4% en spray, las muestras tomadas fueron
almacenadas a una temperatura de — 70 °C por el lapso de un dia.

Las muestras se descongelaron y resuspendieron en 500 pL de una
solucién de Acido Perclérico 1M, y 20 uL de una soluciéon de DMSO,
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para luego ser sonicadas y centrifugadas por 15 minutos a (4 °C:
15.000 r. p. m.). Una vez centrifugadas las muestras, se procedi6 a
inyectar el sobrenadante al equipo de HPLC, en una cantidad de 50

ul.

La fase movil que se utilizo en el equipo de HPLC para este
experimento fue: Agua destilada 480 mL, Acetato de Sodio
Trihidratado 50 mM, Acido Citrico Monohidratado 10 mM, EDTA
Disodico Dihidratado 0,15 mM, Octil Sulfato de Sodio 0,44 mM,
ajustando el pH a 3,4, con Acido Acético Glacial, para luego ser
filtrada y llevada a volumen de 500 mL con Acetonitrilo. ¢®

Este experimento se elaboro por duplicado con cada uno de los
preparados galénicos formulados.
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9. 4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la capacidad antioxidante de los principios activos de las
especies vegetales, se expresaron como media * error patréon de los
promedios y la significancia relativamente al control de quercetina fue
evaluado por el método de analisis de varianza ANOVA seguido por el test de
comparaciones multiples de Tukey — Kramer, considerando p<0,05 como
diferencia estadisticamente significativa.

Las diferencias entre los grupos dentro de los preparados galénicos respecto
al promedio de las disminuciones de produccion de 2,3 DHBA, se
determinaron estadisticamente mediante un analisis de varianza seguido por
el test de comparaciones mdultiples de Tukey — Kramer, con un nivel de
significacion establecido en p < 0.05.
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10. RESULTADOS

10.1. INVESTIGACION FITOQUIMICA

10. 1. 1. SEPARACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS DE Adesmia

\

4

1™ Maceracion de 500 g de
Tallos con 1. 5 L de la mezcla 1

1™ Maceracion de 500 g de
Hoias con 1. 5 L de la mezcla 1

4

4

2% Maceracion de 500 g de
Tallos con 1. 5 L de la mezcla 2

2% Maceracion de 500 g de
Hoias con 1. 5 L de la mezcla 2

4

Y

Concentracion de los extractos
obtenidos con la mezcla 2, por
rotaevaporacion

\4

Concentracion de los extractos
obtenidos con la mezcla 2, por
rotaevaporacion

A4

El concentrado de AE — (T), se
dejo reposar a temperatura de

El concentrado de AE — (H), se
dejo reposar a temperatura de

refrigeracion, obteniéndose dos (""" """ 77777777 refrigeracion, obteniéndose dos
fases, que se separan fases, que se separan
I [
v . 4 _ v v
La Solucién de ‘i Precipitado EEE r--< Precipitado La Solucién de
AE - (M | | de AE—(TY de AE - (H)? AE -  (H)Y
presento un i presento un

residuo que se
separo

4

residuo que se
separo

El Residuo, resuspendido en

acetona.

4

acetona.

El Residuo, resuspendido en
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<.__________________--
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4

v v
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Las muestras fueron cromatografiadas utilizando el 1°
sistema de solventes, teniendo como patrones PAE — 03,
PAE — 17. Donde las muestras AE — (T)> y AE — (H)?
presentan el mismo Rf, con respecto a los patrones.

d- - -

4

Mediante el ensayo de DPPH, se observo que las
muestras AE — (T)2 y AE — (H)Z, son iguales respecto a los
patrones.

4

Por la informacién obtenida por la placa cromatografica y
por la prueba de DPPH, se mezcla las fracciones AE — (T)2
(50 9) y AE — (H)2 (70 g), y se procede a concéntrala
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La mezcla de las fracciones AE — (T)° y AE — (H)* se

separo usando una columna VLC, utilizando como fase

movil mezclas de éter de petroleo / acetato de etilo /

metanol, en orden creciente de polaridad. Obteniéndose

28 fracciones
v

Las fracciones de F — 1 a F — 13 fueron cromatografiadas

utiizando el 2% sistema de solventes. Mientras las
fracciones de F — 15 a F — 28 fueron cromatografiadas :
1 utilizando el 3* sistema de solventes. Teniendo como 12
1409 i« patrones PAE - 03, PAE-17. _ _ 28509 |
2:4.2g Mediante las placas cromatograficas realizadas se unieron >
3:43¢g las siguientes fracciones, por su Rf semejante
............................. :
1
2 - > 1 ;
4449 201469 !
5:4.19 < » 10 21419 |
6:4.3Q | g 18:4.7¢9 22:40g9 |
----------- o 7419 4 9 19:49¢g 23449 '
' 84.2¢ 16:5.0g 4. '
. ' < > 17:48¢g " H
! | | !
- ! - - ! !
1 | 1 ] ' 1
1 | 1 1 ' 1
! ' i 8 ' 1 ) H
' X ! 9439 15:49¢ ! X ! !
i | : N " ! : .
h | 0 ' | | f
- ! e el ! A
1 ) ! 1 ! ! 1 : ,
| \ ! | ! ! 1 1 :
' ' i : 6 7 I , ' ' \
! | ' 10:43¢g 1343g |+ ! | : :
| ! r1 11439 & 14459 1 ! ! !
. : : ' 12429 ] ! : ! !
E I i : ! Lo I ! !
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1
v v N Y \ A 2 v \ A

En las fracciones F — 1 a F — 12, después de 24
hrs., se presenta la formacion de precipitados, que
se separan por decantacién. Obteniéndose las
i siguientes fracciones

A Y.

Precipitados de 1°, 2°, 3°, 4°, 5°, 6°, 7°, 8°,
9°, 10° 11°, 12° que se resuspenden en
una solucién de Acetato de Etilo

9% 107 11° 12°

Soluciones de 1%, 22, 3%, 42 5% 6° 72, 8%,

| |
Y.

Todas las muestras fueron cromatografiadas utilizando el 4* sistema de
solventes y comparadas con los patrones PAE — 03, PAE — 17.
Utilizandose como reveladores A, B, C

El analisis de los Rf de la placa cromatografica considera que las
fracciones 8° y o°, presentan el mismo Rf que los patrones.

4

La prueba de DPPH, mostré que las fracciones 8° y 9° contienen
los mismos principios, que los patrones PAE — 03 y PAE - 17.

4

Por la informacion obtenida por la placa cromatografica y por la prueba de
DPPH, se mezcla las fracciones 8° 9y o° (5 g) y se procede a concéntrala
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i La mezcla AE - 5 (fraccion 8° y fraccion 9°) se
i separo usando una columna de exclusién molecular
{ con Sephadex LH — 20, utilizando metanol como
i eluente. Obteniéndose 5 fracciones

Las fracciones fueron cromatografiadas utilizando el 4° sistema de
solventes y comparadas con los patrones PAE — 03, PAE — 17.
Para el revelado se utilizaron B, C

Mediante la informacion del Rf de las placas cromatograficas
realizadas, las fracciones 3 y 4 resultan ser iguales

Y

La prueba de DPPH, mostré que las fracciones 3 y 4 contienen los
mismos principios, que los patrones PAE — 03 y PAE — 17.

4

Por la informacion obtenida de la placa cromatografica y por la
prueba de DPPH se procedié a mezclar las fracciones 3y 4.

La mezcla AEF — 8 (fraccion 3 y fraccion 4), se separo mediante
una columna abierta usando mezclas de acetato de etilo / metanol,
en orden creciente de polaridad obteniéndose 5 fracciones

Las fracciones fueron cromatografiadas utilizando el 2% sistema de solventes y
comparadas con los patrones PAE — 03, PAE — 17. Para el revelado se utilizaron B, C.

El andlisis de los Rf de la placa cromatografica considera que las fracciones 2 y 3,
presentan el mismo Rf que los patrones

\ 4

La prueba de DPPH, mostr6 que las fracciones 2 y 3, contienen los

mismos principios que los patrones PAE — 03 y PAE — 17.

Y

Las fracciones 2 y 3, son las que nos interesan por la informacion
presentada por los Rf de ambas con respecto a los patrones y por la

prueba de DPPH realizada.

|
\4 4

Fraccion 2, se dejo reposar a temperatura ambiente,
obteniéndose dos fases, que se separaron

La Fraccion 3 (0.5 g)

7
Solucién de 2%, se procede a : Y
concentrarlo, a semisequedad. Precipitado de 2°, es el principio
El residuo obtenido es el principio : activo de AE -2 (0.2 )
activo AE -3 (0.3 g)
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10. 1. 1. 1. PLACAS CROMATOGRAFICAS DE LA SEPARACION DE
PRINCIPIOS ACTIVOS DE Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

A continuacion se muestran las placas cromatograficas realizadas, de
la especie vegetal Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel, durante
todo el proceso de separacion de principios activos.

PLACAS CROMATOGRAFICAS DE LOS EXTRACTOS DE
Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

Foto 1. Muestras cromatografiadas utilizando el 1% sistema de solventes, teniendo como
patrones PAE — 03, PAE — 17. Utilizandose como revelador A.

PAE—03 / PAE-17 / AE—(H) / AE—(H)*/ AE—(T)/ AE—(T)

PLACAS CROMATOGRAFICAS DE LAS FRACCIONES DE
Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

Foto 2. Fracciones F — 1 / F — 13, fraccionadas por una columna VLC y cromatografiadas
utilizando el 2%° sistema de solventes, teniendo como patréon PAE — 03. Utilizandose como
revelador A.

PAE-03/ F1/ F2 |/ F3 / F4/ F5 [/ F6 [ F7 [/ F8/ F9 [/ F10/ F11/ F12 / F13

.
1 o,
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Foto 3. Fracciones F — 14 /| F — 28, fraccionadas por una columna VLC y cromatografiadas
utilizando el 3% sistema de solventes, teniendo como patrén PAE — 03. Utilizandose como
revelador A.
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PAE-3/F14/F15/F16/F17/F18 /F19 /F20/F21/F22 | F23/F24 | F25/F26 | F27 | F28

Foto 4. Fracciones F — 1* "®/ F — 12 " ® cromatografiadas utilizando el 4% sistema de
solventes, teniendo como patrén PAE — 3. Utilizandose como revelador A.

lil.i.l
|

in

. __q.____________________________________________‘__I__!_‘____i'__-'__"___

PAE-03 / F1% F1° F2% F2° F3%/ F3"/ F4*/ F5% | F5°/ F6°% F6°/ F7%/ F7°/ F8%/ F8"/ F9%F9°/F10%/F10°/F11%/F11
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Foto 5. Fracciones F — 1 / F — 5, fraccionadas por columna de exclusién molecular con
Sephadex LH — 20 y cromatografiadas utilizando el 4° sistema de solventes, teniendo como
patron PAE — 03, PAE — 17 . Utillizandose como revelador A.

. T

PAE-03 / PAE-17/F1/ F2/ F3/F4/ F5

PLACAS CROMATOGRAFICAS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
DE Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel
Foto 6. Fracciones F — 1 / F — 5, fraccionadas por columna abierta y cromatografiadas

utilizando el 4 sistema de solventes, teniendo como patron PAE - 03, PAE — 17 .
Utilizandose como revelador A.

PAE-03/PAE-17/ F1/ F2 /1 F3 |/ F4 | F5
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10. 1. 2. SEPARACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE
Stereocaulon ramulosum Rausch

Maceracion de 500 g con 1. 5 L de la mezcla 3

\4

Concentracion de los extractos obtenidos con la mezcla 3, por rotaevaporacion

4

i La solucion concentrada, se la dejo reposar a
i temperatura de refrigeracion por el lapso de un dia

{ Observandose
i procediéndose a filtrar por gravedad obteniéndose

la  presencia de un residuo,

\4

4

La solucion, se calento ligeramente a Bafio Maria, y se Residuo pulverulento

dejo enfriar a medio ambiente

Observandose la presencia

procediéndose a filtrar por gravedad obteniéndose

Es el principio activo SR -1

de cristales,

\4

Y.

Residuo cristalino SR - 2,

Es el principio activo (ATRANORINA)

La solucidn, se procedi6 a concentrarlo., :
por rotaevaporacion. Posteriormente se
resuspendio6 Metanol y se llevo a :

Y

El principio SR - 1, fue

cromatografiado utilizando el

5° sistema de solventes y
comparado con el patron

concentrarlo al rotaevaporador a
sequedad ]

4

La fraccion se separo usando una columna Cerrada,
utilizando como fase moévil mezclas de diclorometano /

. acetato de etilo, en orden creciente de polaridad.

Atranorina. 5 J :
i Obteniéndose 5 fracciones
|
4 v v : v : v
1 2 3 4 5
11g 13g 11g 159 10g
v v 4 v v
\A

Las fracciones fueron cromatografiadas utilizando el 5° sistema de solventes y comparadas
con los patrones Atranorinay Acido Perlatolico. Para el revelado se utilizo A

Mediante los Rf de la placa cromatografica, las fracciones: 3 y 4 revelaron la presencia del
mismo producto, respecto al patrén de Acido Perlatolico

4

La prueba de DPPH, mostr6 que las fracciones 3 y 4 contienen los mismos principios, que el
patron de Acido Perlatolico.

4

Por la informacion obtenida por la placa cromatografica y por la prueba de DPPH, se mezcla
las fracciones 3y 4

La mezcla SR — 3 (fracciones 3 y fraccion 4), se llevo a bafio de Agua a semisequedad,
resuspendiéndolo en Acetona / Etanol, y enfriarlo a medio ambiente para luego filtrarlo por
gravedad. El residuo obtenido es el principio activo de Acido Perlatolico (20 g)
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10. 1. 2. 1. PLACAS CROMATOGRAFICAS DE LA SEPARACION
DE PRINCIPIOS ACTIVOS DE Stereocaulon ramulosum Rausch

A continuacion se muestran las placas cromatograficas realizadas, de
la especie vegetal Stereocaulon ramulosum Rausch, durante todo el
proceso de separacion de principios activos.

Foto 7. Muestras, cromatografiadas utilizando el 5° sistema de solventes, teniendo como
patréon ATRANORINA Y ACIDO PERLATOLICO. Utilizandose como revelador A.

P.A./ P.P./ P.A. /SR'/ SR’ | SR?

Foto 8. Fracciones F — 1 / F — 4, fraccionadas por métodos cromatograficos, y
cromatografiadas utilizando el 5° sistema de solventes, teniendo como patrén
ATRANORINA Y ACIDO PERLATOLICO. Utilizandose como revelador A.

P.A/PP/ F1/] F2 /| F3 | F4
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10. 1. 3. ENSAYO DE LA DECOLORACION DEL RADICAL
CATIONICO ABTS" (TEST QUIMICO)

10. 1. 3. 1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DE Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

Los metabolitos secundarios aislados de la especie vegetal Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel fueron evaluados a través del método
espectrofotocolorimetrico ABTS. EI método fue empleado para
determinar la potencia de cada compuesto mediante el porcentaje de
Inhibicion.

Todas las determinaciones fueron hechas por triplicado a diferentes
concentraciones y al menos por tres veces. Obteniéndose las curvas
de porcentaje de Inhibicion respecto a la concentracion.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS DE Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel

Los resultados de las curvas de porcentaje de inhibicion respecto a la
concentracion, de los extractos de tallos y hojas de Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel, se representan a continuacion en las
figuras 1y 2.

Figura 1. Actividad Antioxidante del Extracto Liofilizado AE — (T), expresado como porcentaje
de inhibicién mediante el ensayo de la decoloracion del radical catiénico ABTS"
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100 +
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O 80 -
O
@ 60 -
I
f 40 -
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R®=0,9998
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

CONCENTRACION EXTRACTO LIOFILIZADO AE - (T) (ug/mL)
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Figura 2. Actividad Antioxidante del Extracto Liofiizado AE — (H), expresado como
porcentaje de inhibicion mediante el ensayo de la decoloracién del radical catiénico ABTS"

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (ABTS)
100
—~ 80
©}
O 60 1
s}
L 40 3 p
Z y = -0,0204x’ - 0,0975x" + 11,478x + 1,4198
S 90 R?=1
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACION EXTRACTO LIOFILIZADO AE - (H) (ug/mL)

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS FRACCIONES DE Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel

Los resultados de las curvas de porcentaje de inhibicion respecto a la
concentracion, de las fracciones de Adesmia spinosissima Meyen ex
Vogel, se representan a continuacion en las figuras 3y 4.

Figura 3. Actividad Antioxidante de la mezcla AE — 5 (fraccion 8° y fraccién 9b), expresado
como porcentaje de inhibicion mediante el ensayo de la decoloracion del radical catidnico
ABTS".
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Figura 4. Actividad Antioxidante de la mezcla AEF- 8 (fraccion 3 y fraccion 4), expresado
como porcentaje de inhibicion mediante el ensayo de la decoloracion del radical cationico

ABTS".
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE
Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

Los resultados de las curvas de porcentaje de inhibicion respecto a la
concentracién, de los principios activos de Adesmia spinosissima

Meyen ex Vogel, se representan a continuacioén en las figuras 5, 6 y

7.

Figura 5. Actividad Antioxidante del principio activo AE — 1, expresado como porcentaje de
inhibicién mediante el ensayo de la decoloracién del radical catiénico ABTS".
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Figura 6. Actividad Antioxidante del principio activo AE — 2, expresado como porcentaje de
inhibicién mediante el ensayo de la decoloracién del radical catiénico ABTS".

% INHIBICION
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (ABTS)
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2 4 6 8 10 12
CONCENTRACION AE - 2 (ug/mL)

Figura 7. Actividad Antioxidante del principio activo AE — 3, expresado como porcentaje de
inhibicién mediante el ensayo de la decoloracién del radical catiénico ABTS".
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10. 1. 3. 2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DE Stereocaulon ramulosum Rausch

Los resultados de las curvas de porcentaje de inhibicion respecto a la
concentracion, de los principios activos de Stereocaulon ramulosum
Rausch, se representan a continuacion en la figura 8.

o

ri
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Figura 8. Actividad Antioxidante del principio activo ACIDO PERLATOLICO, expresado como
porcentaje de inhibicion mediante el ensayo de la decoloracién del radical catiénico ABTS™
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10. 1. 3. 3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DE LAS MUESTRAS DE Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel Y
Stereocaulon ramulosum Rausch.

Los resultados de la capacidad antioxidante de las especies
vegetales de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y Stereocaulon
ramulosum Rausch, fueron elaboradas en base a la actividad
antioxidante del patron de Quercetina que se representan a
continuacion en la figura 9.

En este caso se observa una diferencia significativa entre:

& Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel (AE — 2) con un p = 0,0159
respecto al patron de Quercetina.

& Stereocaulon ramulosum Rausch, (Acido perlatolico) con un p =
0,0541 respecto al patron de Quercetina.

Figura 9. Actividad antioxidante de cada una de las fracciones de las especies vegetales
comparadas respecto a la actividad antioxidante de la quercetina.

IC 50 (ug/mL)

A A
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10. 2. INVESTIGACION GALENICA

10. 2. 1. PREFORMULACION DE LA BASE

83

Se procedié a preformular una base, segun productos ya existentes en el
mercado, seleccionandose los componentes que se encontraban en
estos productos y que son necesarios para elaborar una base tipo Cold —

cream.

Tabla 1. Eleccion de los componentes para la elaboraciéon de
componentes de productos ya existentes en el mercado.

la base, en funcién a

los

SUNDOWN CREMA EMULSION BASE
MARCELA NIVEA PREFORMULADA
Agua Agua Agua Agua
PPG G — Dimeticona G - lanolato PPG
Ester de sorbitol Estearato de | Aceite de castor —
Glicerilo PEG - 40
Estearato PEG-100
Alcohol estearilico Alcohol cetilico Alcohol Alcohol cetilico

cetoestearilico

Alcohol dicloro
benzilico
Ester graso de | Sesquiolato de | Miristato de
isopropilo sorbitano Isopropilo
Ester Alquilico de Palmitato de
Ac Benzoico Isopropilo
Fosfato de cetilo Imidazolidinilurea Hidroxido de sodio | Texapon
Trietanolamina Trietanolamina
EDTA Disodico EDTA Tetrasodico
Acetato de Vit E Aceite de Mani Cera Cera de Abeja
microcristalizada
Quatium 15 Aceite de germen
de Trigo Aceite Mineral
Polimero de Acrilato
Palmitato de Retinilo | Carbomero
Carbomero Simeticona
Nipasol Nipasol Nipasol
Nipagin Nipagin

Fenoxietanol

L
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Se procedié a determinar la funcién que desempefan cada uno de los
componentes seleccionados de los productos comerciales

Tabla 2. Determinacion de la funcion de cada uno de los componentes de la base preformulada.

FASE | | Cera de Abeja Base grasa de procedencia animal
Alcohol Cetilico Emulsificante tipo detergente neutro
FASE Il | Texapon Emulsificante tipo detergente anidnico
FASE Ill | Propilenglicol Humectante
Agua Vehiculo
FASE IV | Nipagin Conservador de la fase acuosa
Nipasol Conservador de la fase oleosa

10. 2. 2. DETERMINACION DE LA ORIENTACION DE LAS BASES

Tabla 3. Determinacion de la Orientacion de las bases 13 elaboradas, en funcién a las pruebas
de dilucién y solubilidad del colorante con su respectiva contraprueba.

BASES | AGUA DESTILADA | AZUL DE METILENO SUDAN I
2% 2%
B! O/A O/A O/A
B? A/O A/O A/O
B® AIO A/IO AIO
B* O/A O/A O/A
B® A/O A/O A/O
B® OIA O/A O/A
B’ AIO A/O A/O
B® OIA O/A O/A
B’ A/O A/O A/O
B A/O A/O A/O
B! A/O A/O A/O
B O/A O/A O/A
B AIO A/O AIO

INTERPRETACION:
A/O: BASE TIPO AGUA EN ACEITE O/A: BASE TIPO ACEITE EN AGUA

Las bases preparadas: B, B* B®, B®, B, corresponden al tipo Aceite /
Agua. (O/A), son bases tipo vanishin — cream.

Las bases preparadas: B?, B®, B, B’, B®, B'?, B!, B3, corresponden al
tipo Agua / Aceite, (A/O) que son las de interés para la investigacion, ya
gue son tipo cold — cream.
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10. 2. 3. DETERMINACION DEL pH (5.50) DE LAS BASES

Tabla 4. Determinacion de pH, de las 8 bases tipo cold — cream.

BASES pH
1 2 3
B? 5,498 5,487 5,497
B3 5,501 5,499 5,501
B® 5,889 5,899 5,900
B’ 5,476 5,457 5,456
B® 5,451 5,450 5,448
B 5,455 5,478 5,488
Bt 5,467 5,466 5,478
B 5,507 5,511 5,500

85

La base preparada: B>, queda descartada al presentar un pH, superior al

deseado.

Las bases preparadas: B? B*, B’, B, B, B!, B'® presentan un pH,
ideal que se asemeja al de la piel.

10. 2. 4. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS BASES

Tabla 5. Determinacion de la estabilidad de las 7 bases tipo cold — cream, que presentan un pH,

fisiologico ideal.

PRU EBAS D E ESTAB ILIDAD
Temperatura Centrifugacion
BASES | Ambiente Elevada Baja 3000r. p. m.
28°C — 32°C 42°C 0°C — 4°C por 30 min.
B* ) () ) )
B’ () () () ()
B’ () () () ()
B () ) ) ()
B™ ) () ) ()
B &) ) ) &)
B~ =) ) ) &)

INTERPRETACION:

(-): ESTABLE / INALTERABLE

(+): INESTABILIDAD
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Los resultados reflejan que, las bases preparadas: B?, B, BY, llegan a
ser inestables (+), al presentar:

& Una separacion de las fases y precipitacion, al ser sometida a
temperaturas altas y centrifugacion (B?).

& Una separacion de las fases, al ser sometida a temperaturas altas
(B).

L g

Una cristalizacion de algunos componentes al ser sometida a
temperaturas bajas (B°).

Las bases: B® B’, B°, B, B'®, son estables (-), y mantienen su
consistencia en el tiempo establecido de un mes para condiciones
ambientales y de 15 dias para estabilidad forzada.

10. 2. 5. INCORPORACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN LAS
CONCENTRACIONES DE 2%, 5%, 10% A LAS BASES ESTABLES

Tabla 6. Incorporacion de los principios activos a las concentraciones de 2%, 5% y 10%, que
pueden ser soportadas por las 4 bases tipo cold — cream, que presentan un pH fisiolégico ideal y
gque se mantienen estables.

CONCENTRACION
BASES 2% 5% 10%
AE -2 Ac. AE -2 Ac. AE -2 Ac.
Perlatol Perlatol Perlatol
B® (-) (-) (+) (+) (+) (+)
B’ (-) (-) () (-) (-) (-)
B () (-) (+) (+) (+) (+)
B* ) -) ) -) -) )
INTERPRETACION:
(-): ESTABLE / INALTERABLE (+): INESTABILIDAD

Las bases B?, B, no llegan a soportar una carga de principio activo (AE
— 2/ Ac. Perlatolico) del 5% y 10%.

Las bases B*, B™, llegan a soportar una carga de principio activo (AE — 2
/ Ac. Perlatolico) del 2%.

Las bases B’, B, llegan a soportar cargas de principio activo (AE — 2 /
Ac. Perlatolico) del 2%, 5% y 10%.
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10. 2. 6. DETERMINACION DEL pH (5.50) DE LOS PREPARADOS
GALENICOS

Tabla 7. Determinacion de pH, de los preparados galénicos elaborados a las concentraciones de
2%, 5% y 10%, a partir de las 2 bases tipo cold — cream, que presentan un pH fisiol6gico ideal y
gque se mantienen estables.

pH
1 2 3
B’ (AE -2 al 2 %) 5,526 5,523 5,525
B’ (AE -2 al 5 %) 5,545 5,548 5,549
B’ (AE —2 al 10 %) 5,580 5,597 5,585
B’ (Ac. Perlatolico al 2 %) 5,525 5,529 5,527
B’ (Ac. Perlatolico al 5 %) 5,545 5,549 5,544
B’ (Ac. Perlatolico al10 %) 5,595 5,590 5,582
B (AE — 2 al 2 %) 5,510 5,512 5,511
B (AE — 2 al 5 %) 5,515 5,513 5,516
B™ (AE — 2 al 10 %) 5,525 5,523 5,522
B (Ac. Perlatolico al 2 %) 5,515 5,513 5,514
B™ (Ac. Perlatolico al 5 %) 5,517 5,517 5,516
B'® (Ac. Perlatolico al10 %) 5,522 5,520 5,518

Los preparados galénicos preparados a partir de las bases B’, B3,
elaborados a las concentraciones de 2%, 5% y 10%, no presentan una
variacion significativa del pH, por lo que todas se sometieron a las
pruebas de estabilidad.

10. 2. 7. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS
PREPARADOS GALENICOS

Tabla 8. Determinacion de la estabilidad de los preparados galénicos elaborados a las
concentraciones de 2%, 5% y 10%, a partir de la base B’.
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PRU EBAS D E ESTAB ILIDAD
B’ Temperatura Centrifugacion
Ambiente Alta Baja 3000 r. p. m.
28°C — 32°C 42°C 0°C — 4°C

AE -2 -) -) -) -)
2 %

AE -2 =) =) -) -)
5%

AE -2 -) (+) (+) (+)
10 %

Ac. Perlat ) =) ) =)
2 %

Ac. Perlat =) ) ) )
5 %

Ac. Perlat ) (+) (+) (+)
10 %

INTERPRETACION:

(-): ESTABLE / INALTERABLE

(+): INESTABILIDAD

Los preparados galénicos elaborados con la base B’, son estables a las
concentraciones de 2% y 5%. Pero a la concentracion de 10% presentan
una separacion de fases en las pruebas de estabilidad forzada.

Tabla 9. Determinacion de la estabilidad de los preparados galénicos elaborados a las
concentraciones de 2%, 5% y 10%, a partir de la base B**.

PRU EBAS D E ESTAB ILIDAD
B Temperatura Centrifugacion
Ambiente Elevada Baja 3000r. p. m.
28°C — 32°C 42°C 0°C — 4°C

AE -2 -) -) -) -)
2%

AE -2 -) -) -) -)
5%

AE -2 -) -) -) -)
10 %

Ac. Perlat =) =) ) )
2%

Ac. Perlat ) ) -) )
5%
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Ac. Perlat ) ) ) )
10 %

INTERPRETACION:

(-): ESTABLE / INALTERABLE (+): INESTABILIDAD

Los preparados galénicos elaborados con la base B3, son estables y
mantienen su consistencia en el tiempo establecido de un mes para
condiciones ambientales y de 15 dias para estabilidad forzada.

10. 2. 8. DETERM,INACIC')N DEL TIEMPO DE VIDA MINIMO DEL
PREPARADO GALENICO TERMINADO

Tabla 10. Determinacion del tiempo de vida minimo de los preparados galénicos elaborados a las
concentraciones de 2%, 5% y 10%, a partir de la base B*.

TIEMPO DE VIDA MINIMO

B Temperatura de  40°C  (UN MES)

1° 20 30

AE -2 ) (+) (+)
2%

AE -2 -) ) -)
5%

AE -2 (+) (+) (+)
10 %

Ac. Perlat (+) (+) )
2%

Ac. Perlat -) =) )
5%

Ac. Perlat (+) (+) (+)
10 %

INTERPRETACION:

(-): ESTABLE / INALTERABLE (+): INESTABILIDAD

Los preparados galénicos de AE — 2 y Acido Perlatolico, a la
concentracion de 2% presentan una separacion de fases.

Los preparados galénicos de AE — 2 y Acido Perlatolico, a la
concentracion de 10% presentan un cambio de color (amarillo intenso en
el caso de AE — 2, y café claro respecto al Acido Perlatolico).

Las preparaciones galénicas de AE — 2 y Acido Perlatolico a la
concentracion de 5%, no presentan ningun tipo de cambio organoléptico
ni fisico por las que se procedieron a realizar las pruebas bioldgicas.
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10. 3. INVESTIGACION BIOLOGICA

La elevada capacidad antioxidante comprobada por el test quimico de
ABTS, para los metabolitos aislados de la especie vegetal Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel, fueron probados en el test de
fotoproteccion en el modelo de piel de conejo para el compuesto AE — 2,
el resultado se muestra en la figura 10.

10. 3. 1. DETERMINACIQN DE LA CAPACIDAD FOTOPROTECTORA
DEL PREPARADO GALENICO DE Adesmia spinosissima Meyen ex
Vogel

Figura 10. Produccion 2, 3 — DHBA (ng / g), Control (tejido no expuesto a la luz Ultravioleta), U.
V. (Tejido después de 1 hora de exposicion a la luz ultravioleta), Base — 13 (Tejido después de 1
hora de exposicion a la luz ultravioleta con aplicacion de Base), Crema al 5% (Tejido después de
1 hora de exposicion a la luz ultravioleta con aplicacion de crema de AE — 2 al 5%)

0,16 -
0,14 -
0,12 -

0.1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 - ﬁ
0

CONTROL BASE -13 CREMA AL
5%

ng/g tejido

Los resultados reflejan una diferencia estadisticamente significativa
respecto a la disminucién de la produccién 2, 3 — DHBA, al obtener:

< Un p = 0,0559, entre el tejido control respecto al Tejido Irradiado
con luz ultravioleta.

s Un p = 0,0266 entre el tratamiento con la crema de AE — 2 al 5%
respecto al Tejido Irradiado con luz ultravioleta.
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10. 3. 2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD FOTOPROTECTORA
DEL PREPARADO GALENICO DE Stereocaulon ramulosum Rausch

El mismo modelo in vivo fue realizado para el metabolito aislado de la
especie vegetal Stereocaulon ramulosum Rausch usando como principio
activo el Acido perlatolico, que se representa en la figura 11.

Figura 11. Produccion 2, 3 — DHBA (ng / g), Control (tejido no expuesto a la luz Ultravioleta), U.
V. (Tejido después de 1 hora de exposicion a la luz ultravioleta), Base — 13 (Tejido después de 1
hora de exposicion a la luz ultravioleta con aplicacion de Base), Crema al 5% (Tejido después de
1 hora de exposicion a la luz ultravioleta con aplicacion de crema de Acido Perlatolico al 5%)

1,4
1,2

1 -
0,8

0,6 -

04 -

%27 - ﬁ
0

CONTROL . V. BASE -13 CREMA AL
5%

ng/g tejido

Los resultados reflejan una diferencia estadisticamente significativa

respecto a la disminucién de la producciéon 2, 3 — DHBA, al obtener:

< Un p = 0,0404 entre el tejido control respecto al Tejido Irradiado con
luz ultravioleta.

< Un p = 0,0314 entre el tratamiento con la crema de Acido Perlatolico
al 5% respecto al Tejido Irradiado con luz ultravioleta.

o
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11. DISCUSIONES

Los resultados esperados de los experimentos, eran que los preparados
galénicos que contienen en su composicion compuestos fendlicos con actividad
antioxidante / fotoprotectora, protegieran la piel de animales de experimentacion
de los efectos deletéreos de la exposiciéon a la radiacion UV — B, generadas
mediante, una lampara de luz ultravioleta segin el modelo experimental
empleado (Morquio y cols., 2.005)%,

Nuestras hipétesis se basaban en las cuantiosas referencias bibliogréficas que
mencionan la capacidad antioxidante de los flavonoides y dépsidos [(Bjerke y
cols., 2.002)'% (Desmarchelier y cols., 1.998)?%; (Mollinedo y cols., 2.001)%";
(Mufioz y cols., 2.005)%: (Vila y cols., 1.999)%°; (Rancan y cols., 2.002)" vy
otros].

La presente tesis se baso en un modelo experimental y no clinico. De esta
manera se tuvo un control limitado de todas las variables que intervinieron.

Durante la recoleccion de muestras vegetales, se evidencio que las especies
vegetales pasan desapercibidas por los pobladores de la region.

La razén de no dar la explotacion que merecen estos recursos naturales, es por
el desconocimiento de sus propiedades, siendo que estas han sido conocidas
desde antes, como remedios tradicionales y que esta informacion se fue
perdiendo con el tiempo.

Las especies vegetales superiores como Adesmia spinosissima Meyen ex
Vogel y especies liguénicas como Stereocaulon ramulosum Rausch, producen
metabolitos activos con actividad antioxidante / fotoprotectora, que estan
limitadas por las condiciones climaticas que se presenta en la region del
altiplano boliviano.

Los estudios realizados sugirieron recolectar las especies vegetales en la época
de invierno, por tener mayor contenido de principios activos.

Con respecto a la especie vegetal Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel se
utilizo las partes aéreas (hojas y tallos), por tener estas un mayor contenido de
principios activos segun un screening fitoquimico con respecto a los otros
organos vegetales de la planta.

De la especie vegetal Stereocaulon ramulosum Rausch se utilizo el cuerpo
vegetativo no diferenciado en raiz, tallo y hoja, donde se encuentra el principio
activo buscado.

Se procedido a la extraccion de los principios activos de ambas especies
vegetales en sus correspondientes solventes.
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El extracto de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel recolectado en la época
de verano, presentaba los principios activos buscados, determinado por la
realizacion de una placa cromatografica preliminar de estos, con respecto a los
patrones de PAE — 03 y PAE — 17, donde ambos presentaban el mismo Rf.

Pero el extracto de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel recolectado en la
época de verano, presentaba una menor capacidad de reduccion del radical
DPPH (2,2 — Difenil — 1 — Picrilhidrazilo), que los patrones PAE — 03 y PAE —
17, respecto a la intensidad del color que presentaban.

El extracto de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel recolectado en la época
de invierno, también presentaba los principios activos buscados, determinado
por la realizacion de una placa cromatografica preliminar de estos,
comparandolos con los patrones de PAE — 03 y PAE - 17, donde ambos
presentaban el mismo Rf.

La capacidad de reduccion del extracto de Adesmia spinosissima Meyen ex
Vogel recolectado en la época de invierno, sobre el radical DPPH, fue mucho
mayor que el extracto de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel recolectado
en la época de verano.

Respecto al extracto de Stereocaulon ramulosum Rausch, recolectado en la
época de verano, mediante la realizacion de una placa cromatografica
preliminar de este y de los patrones Atranorina, Acido Perlatolico, (principio
activo buscado), se concluyo que no existia el principio activo deseado por los
Rf diferentes, obtenidos de la placa cromatografica realizada.

Ademas el principio activo del extracto de Stereocaulon ramulosum Rausch,
recolectado en la época de verano, no presentaba la capacidad de reducir el
radical DPPH, prueba que indico que el extracto de Stereocaulon ramulosum
Rausch, recolectado en la época de verano no era de interés para nuestra
investigacion.

Por lo contrario el extracto de Stereocaulon ramulosum Rausch, recolectado en
la época de invierno, presentaba el principio activo buscado, esto por la
realizacion de una placa cromatografica preliminar, donde el Rf del extracto era
igual al Patrén de Acido Perlatolico.

Con respecto a la actividad de reducir el radical DPPH, el extracto de
Stereocaulon ramulosum Rausch, recolectado en la época de invierno,
presentaba una mayor capacidad antioxidante sobre el radical DPPH.

Los métodos de extraccion y aislamiento de principios activos que se emplearon
y se proponen, pueden ser mejorados y modificados, de acuerdo al
requerimiento, recursos y forma de trabajo del analista.
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Este trabajo se baso en el disefio metodolégico empleado por (Mollinedo y
cols., 2.001)%, para la extraccion y aislamiento de principios activos de la planta
Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y en la modificacion del disefio
metodolégico empleado por (Vila y cols., 1.999)%°, en la parte de aislamiento de
principios activos del liquen Stereocaulon ramulosum Rausch, lo que constituye
una contribucion a la investigacion fitoquimica.

La utilizacion de dos metodologias diferentes para separar los principios activos
de las especies vegetales de interés, como son la cromatografia y cristalizacién
/ recristalizacion, fueron elegidas para determinar que metodologia podria ser
atil para la investigacion y que metodologia podria ser util para la
industrializacion.

Para la separacién de los principios activos de la planta Adesmia spinosissima
Meyen ex Vogel, se eligi6 el método cromatografico, ya que los principios
activos (Flavonoides) de esta especie son termolabiles.

Se procedid primero por una extraccion de los principios activos de la planta
Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel, con un solvente apolar (éter de
petréleo), esto para eliminar la clorofila y otro tipo de principios activos apolares,
que entorpecerian en la extraccion de los principios activos deseados.

La extraccion de los principios activos polares de la planta Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel, de nuestro interés, se realizaron con la mezcla
de Agua / Etanol, por ser esta una mezcla eficiente en este tipo de principios
polares (flavonoides).

La realizacion de una placa cromatografica de los extractos polares de Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel, de tallos y hojas, muestran que nuestro principio
activo se encontraba en mayor proporciéon en las hojas.

La primera separacion de los principios activos de Adesmia spinosissima Meyen
ex Vogel de tallos y hojas, se realizo por filtracion, y el residuo obtenido del
extracto de tallo y hoja se resuspendié en Acetato de etilo, para evitar la
oxidacion temprana de los principios activos.

Al realizar una placa cromotografica con las muestras de Adesmia spinosissima
Meyen ex Vogel, de tallo y hoja en Agua / Etanol y las muestras Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel de tallo y hoja en Acetato de etilo, se observaron
que las muestras contenidas en el solvente de Acetato de etilo presentan el
mismo Rf que los patrones de PAE — 03 y PAE — 17. Y las muestras que
estaban en el solvente Agua / Etanol, presentaban un Rf diferente de los
patrones, indicandonos que los principios hallados en el extracto de Agua /
Etanol, serian otros o tal vez los principios que buscabamos, pero que habrian
sufrido algun tipo de modificacion ya sea oxido — reduccion, hidrolisis fotolisis.
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Por lo que se procedio a trabajar con los extractos de Adesmia spinosissima
Meyen ex Vogel de tallos y hojas contenidos en el solvente de Acetato de etilo,
procediéndose primeramente a juntarlos, por presentar el mismo Rf, y tener la
misma capacidad de scavengers del radical DPPH.

La utilizacién de métodos cromatograficos para la separacién de los principios
activos deseados, de la mezcla de los extractos de tallos y hojas de Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel fue guiado en todo momento por los patrones de
PAE — 03 y PAE — 17, ademas del ensayo de reduccién del radical DPPH.

Los principios activos de AE — 3, AE — 2, y AE — 1, de Adesmia spinosissima
Meyen ex Vogel, aislados por métodos cromatograficos, resultaron ser en poca
cantidad, esto por el bajo porcentaje de rendimiento obtenido al recolectarse la
especie en la época de invierno.

La extraccion y separacion del principio activo (Acido Perlatolico), de la especie
vegetal Stereocaulon ramulosum Rausch, se realizaron con Acetato de etilo
destilado. Esto por que presenta trazas de Acido Acético, lo cual favorecio en
un mejor rendimiento en la extraccion y separacion. A diferencia del Acetato de
etilo p. a.,, que no dio buen rendimiento en la extraccién y separacion del
principio activo.

Esto nos indico que el principio activo de Acido Perlatolico, es un metabolito
estable a pH acido, sin sufrir algin cambio de conformacion estructural que
afecte su actividad antioxidante / fotoprotectora.

Para la separacion del principio activo de Acido Perlatolico del extracto de
Stereocaulon ramulosum Rausch, se utilizo el método de cristalizacion /
recristalizacion, ya que el principio activo deseado (Dépsido) no es termolabil
por lo que pudo soportar elevadas temperaturas, sin sufrir cambios en su
estructura.

Este método, resulto ser excelente, para una posible industrializacion ya que se
puede extraer mayores cantidades del principio activo sin realizar muchas
manipulaciones sobre la muestra.

Los métodos empleados para la evaluacion de la actividad antioxidante de los
metabolitos activos de las especies vegetales fueron escogidos de acuerdo a
los mecanismos de accién en los cuales estan basados.

Los métodos espetrofotométricos como DPPH y ABTS, son métodos que nos
permitieron evaluar la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios
como scavenger de radicales libres.
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Ambos métodos se basaron en la decoloracion de una solucion del reactivo
DPPH o ABTS, respectivamente en su estado oxidado, la decoloracion de dicha
solucion nos permite cuantificar la actividad antioxidante a través de la
concentraciéon de dicho radical, midiendo su absorbancia a una longitud de onda
maxima, donde la absorbancia para el DPPH es 517 nm y para el ABTS es 750
nm.

El método de decoloracién de DPPH, es un método que nos permitié hacer
determinaciones cualitativas asi como determinaciones cuantitativas, ademas
de ser empleado como revelador durante el proceso de aislamiento de los
principios activos de las especies vegetales.

El método de ABTS, es un método que presenta un coeficiente de correlacion
elevado con respecto al método de DPPH lo cual es razonable, ya que siguen el
mismo mecanismo de accion.

Ambos métodos miden la capacidad antioxidante de moléculas como
scavenger, pero la ventaja del método ABTS, fue su estabilidad en funcién de
los solventes empleados para distintas moléculas con polaridades diferentes
haciéndolo un método accesible para el estudio de metabolitos secundarios
aislados de especies vegetales, cuyas moléculas son de polaridades distintas.

Para que un principio activo presente una actividad fotoprotectora, debe poseer
una actividad antioxidante, aunque no siempre es asi, ya que pueden existir
principios activos:

& Antioxidantes / Fotoprotectores

Antioxidantes / No Fotoprotectores

No Antioxidantes / Fotoprotectores

No Antioxidantes / No Fotoprotectores
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Para nuestro ensayo experimental en piel de conejos (in vivo), era necesario
gue nuestros principios activos presenten una actividad antioxidante.

Durante el experimento de la reaccion de decoloracion del radical
monocationico ABTS™", se evidencio que a medida que se van purificando las
muestras de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel, la capacidad antioxidante
de las mismas se incrementa, mostrando que cuanto mas se purifica el extracto
de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel, tienden a presentar mayor potencial
antioxidante. Segun la figura 9.

Pese a que la evidencia actual indica que el dépsido, que esta contenido en el
extracto y que esperdbamos seria responsable de los posibles efectos
antioxidantes / fotoprotectores. Se observa una tendencia antioxidante
disminuida, reflejada en la prueba de decoloracion del radical cationico ABTS™,
respecto al patron de quercetina. Segun la figura 9.
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Donde los datos obtenidos muestran diferencias estadisticamente significativas
entre el extracto de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y el extracto de
Stereocaulon ramulosum Rausch.

No se encontraron ningun tipo de referencia bibliografia, respecto a la
elaboraciéon de preparados galénicos que presenten compuestos fendlicos con
actividad antioxidante / fotoprotectora, lo que constituyo una contribucion a la
investigacion galénica y una aplicacion para la investigacion fitoquimica.

Debido a que en la mayoria de los fotoprotectores el factor determinante de su
actividad esta dada por el vehiculo en que esta incorporado, se recurrié a varios
tipos de vehiculos entre los cuales, se opto por la emulsion tipo A/O, por dar al
principio una mayor protecciéon y son recomendables para personas con pieles
secas y sensibles.

En cuanto a los demas tipos de base, se las descarto por que:

& Desaparecen rapidamente de la superficie cutanea, dando una proteccion
poco prolongada y escasa. Ademas de provocar una excesiva
deshidratacion. (Lociones hidroalcoholicas).

& Se evaporan con rapidez, siendo necesario aplicar frecuentemente el
preparado, debido a que la fina capa lipidica es insuficiente para la
proteccion. (Emulsiones O/A).

& Se adhieren con facilidad particulas extrafias como polvo. (Aceites).

La presencia en los preparados galénicos elaborados de ingredientes tenso —
activos, sustancias hidratantes, lipidos, hidréfilos, favorecieron la
permeabilizacion de la capa cornea y la penetracion intra cutanea de los
ingredientes activos.

Los ingredientes elegidos para la elaboracion de la base tipo Cold — cream, se

escogieron en base:

& Productos ya existentes en el mercado, con actividad fotoprotectora.
(Sundow)

& Producto ya existentes en el mercado, como base neutra sin principio activo
( Emulsion de Nivea)

& Productos recién elaborados con actividad fotoprotectora a partir de
especies vegetales. (Crema Marcela, producto Uruguayo)

Lo que se trato de hacer es elaborar una base econémica que cumpla con las
propiedades exigidas para una Cold — cream. Segun la tabla 1.

Segun la tabla 2, los ingredientes utilizados para la elaboracion de cremas tipo

Cold — cream fueron escogidas por poseer propiedades de:

« Cera de Abeja, que constituye parte de la fase grasa, es insoluble en agua,
parcialmente soluble en alcohol de 90 © GL, en éter etilico y muy soluble en
aceites fijos y esenciales. Presenta un intervalo de fusion entre 61 — 65 °C,
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con un indice de Acidez entre 17 — 24. Se utilizo este componente para

aumentar la consistencia del preparado galénico.

Alcohol cetilico, que constituye parte de la fase grasa, siendo un agente

emulsificante, fue utilizado para aumentar la viscosidad, por lo que retardo la

formacion de las cremas.

& Texapon, resulta ser un tenso activo anibénico, al ionizarse en el agua y
presentar un anién lipéfilo voluminoso. Se lo utilizo por ser un detergente y
agente humectante, efectivo en soluciones acidas, alcalinas y en aguas
duras.

« Propilenglicol, que constituye parte de la fase acuosa, es un liquido viscoso,
incoloro, casi inodoro y ligeramente mas denso que el agua. Es
higroscopico, miscible en agua, alcohol y cloroformo, y soluble en éter.
Disuelve numerosas esencias pero no los aceites.

Se lo empleo como disolvente de principios activos inestables en solucién
acuosa.

& Agua purificada, es un liquido limpido, incoloro, inodoro e insipido. Se
emplea para humerosas formas galénicas con algunas excepciones.

& Nipagin, polvo cristalino blanquecino que se utilizo como conservador de la
fase acuosa.

& Nipasol, polvo cristalino blanquecino que se utilizo como conservador de la
fase oleosa.

& Principios activos, pueden tener diferentes lugares de absorcién, a nivel de:

Superficie: repelentes, filtros y pantallas solares

Estrato cérneo: humectantes, queratoliticos

Epidermis: esteroides, anestésicos locales

Células béasales: citostéticos, estabilizantes de mastocitos

Tejido subcutaneo local: AINES

Circulacion sistémica: estroégenos, nitroglicerina, fentanilo, dinitrato de

isosorbide, nicotina

Siendo que los principios activos que se aislaron de las especies vegetales

Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch,

penetran a nivel de la superficie y estrato corneo.

i g
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Los ingredientes seleccionados tuvieron que prepararse en diferentes
proporciones, para poder obtener una serie de bases que puedan ser tipo cold —
cream, que fueron sometidas a diferentes pruebas.

La prueba de orientacion de las bases estables, nos mostraron que cualquier
componente de la base elaborada puede influir en la orientacion siendo O/A 'y
A/O, segun la cantidad en que este presente. Segun la tabla 3, tanto la prueba
de Agua destilada como la prueba de Azul de metileno y su contraprueba,
indicaron la direccién de las bases elaboradas.

Ambas pruebas de orientacion resultaron ser nuestro primer factor determinante
para poder excluir a aquellas bases que habian adoptado un comportamiento
O/A. Mas las bases que presentaron una orientacion A/O pasaron a las
siguientes pruebas.
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La determinacién del pH de las bases, como segundo factor determinante para
poder excluir a aquellas bases que no presentaban un rango de pH, cercano a
la piel, se presenta en la tabla 4.

Es muy importante ya que si presentaban un pH basico podrian provocar la
presencia de microorganismos, o0 si presentaban un pH muy acido llegarian a
irritar la piel. Ademas que al incorporar el principio activo a esta base, este
podria sufrir alguna reaccion que modificara su estructura y por tanto sus
propiedades antioxidantes / fotoprotectoras.

La realizacion de las pruebas de estabilidad observadas en la tabla 5, son un
factor determinante para poder excluir a aquellas bases que no son estables
pasado un determinado tiempo, que se puede reflejar mediante ensayos
acelerados de estabilidad utilizando como parametros la temperatura y la
centrifugacion.

Mediante la prueba de determinacion de estabilidad de las bases por
temperatura se observo una estabilidad quimica y biol6gica (como una posible
contaminacion).

A temperatura ambiente, casi todas las bases eran estables. Pero al determinar
la estabilidad de las bases variando la temperatura, estas fueron evidenciando
la presencia de precipitados al ser sometidas a bajas temperaturas y algunas
bases al ser sometidas a temperaturas relativamente altas presentaron la
separacion de sus fases.

Esta prueba de variacion de temperatura nos ayudo a poder discriminar las
bases que aparentemente eran estables a temperatura ambiente, pero cuando
se realiza las variaciones de temperatura, estas empiezan a sufrir cambios en
su estructura por lo que se las descartaron.

La determinacion de estabilidad de las bases elaboradas por centrifugacion se
centro mas a observar una estabilidad fisica, verificando la presencia de
precipitados.

La incorporacién de los principios AE — 2 y Acido Perlatolico aislados
respectivamente de las especies vegetales Adesmia spinosissima Meyen ex
Vogel y Stereocaulon ramulosum Rausch, en cantidades de 2%, 5% y 10% a
nuestras bases estables observadas en la tabla 6, mostraron que algunas
bases no llegaron a soportar una carga de principio activo del 10%,
presentando una sobresaturacion, y cambios de caracter organoléptico, por lo
gue estas bases fueron descartadas.

Las bases que pudieron soportar cargas de principios activos del 2%, 5% y
10%, se sometieron a la prueba determinacion de pH, para observar el efecto
del principio activo sobre la base, la tabla 7 muestra que las bases que
soportaron una carga de 10% presentaban un pH elevado, quedando
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descartadas por que ahora su pH total resultaba ser incompatible con el pH de
la piel, pudiendo provocar irritaciones sobre esta.

La determinacion de pruebas estabilidad de temperatura y centrifugacion,
realizados a las bases, se aplicaron a los preparados galénicos elaborados.

En las tablas 8 y 9 se determinaron las estabilidades quimicas, bioldgicas y
fisicas de los preparados galénicos elaborados con las dos bases diferentes,
gue pasaron por todas las pruebas realizadas.

Seguln la tabla 8, las pruebas realizadas sobre los preparados galénicos de AE
— 2 y Acido Perlatolico en concentraciones de 2%, 5% y 10%, elaborados con la
base (B), mostraron que a temperatura ambiente todos eran estables.

Pero al determinar su estabilidad variando la temperatura los preparados
galénicos elaborados a concentraciones de 2% y 5% presentaron una
estabilidad mejor que los preparados galénicos elaborados a una concentracion
del 10%, que presentaron una separacion de sus fases al ser sometidas a
temperaturas elevadas.

La determinacion de la estabilidad de los preparados galénicos por
centrifugacién, mostré que a la concentracion del 10% se observa la presencia
de precipitados, que indicaron la incompatibilidad entre la base y el principio
activo.

Al observar que estos preparados galénicos presentaban una inestabilidad a la
concentracion del 10%, queda la duda de que a concentraciones de 2% y 5%,
pasado un determinado tiempo puedan presentar inestabilidad, por lo que estas
preparaciones elaboradas con la base (B’), quedaron descartadas.

Segun la tabla 9, las pruebas realizadas sobre los preparados galénicos de AE
— 2 y Acido Perlatolico en concentraciones de 2%, 5% y 10%, elaborados con la
base (B'®), mostraron que estos, no presentan ningtn tipo de inestabilidad, por
lo que se procedid a realizarles las pruebas de tiempo de vida minimo.

La realizacion de la prueba del tiempo de vida minino de los preparados
galénicos de AE — 2 y Acido Perlatolico a las concentraciones del 2%, 5% y
10% elaborados con la base (B™), fue el parametro final para predecir que
preparados galénicos eran estables pasado un determinado periodo de tiempo.

Segun la tabla 10, la realizacion de la prueba de tiempo de vida minimo de los
preparados galénicos AE — 2 y Acido Perlatolico en concentraciones del 5%,
indican que estos eran estables por un periodo minimo de tres meses y un
maximo calculado aproximado de 1 afio.
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Mas los preparados galénicos AE — 2 y Acido Perlatolico en concentraciones del
2% y 10%, se descartaron por que presentaban cambios organolépticos y
fisicos.

Cabe hacer nota que estos preparados galénicos AE — 2 y Acido Perlatolico en
concentraciones del 5%, que se elaboraron a partir de la base (B*®), resultaron
ser estables a cambios de presion atmosférica y aumento del porcentaje de
humedad, ya que parte de la investigacion se realizo en Montevideo — Uruguay,
donde los preparados galénicos se mantuvieron estables.

La elaboracion de las formulas para los preparados galénicos de AE — 2 y Acido
Perlatolico finales fueron:

Principio activo 1,50 partes
Cera de abeja 3,00 partes
Alcohol cetilico 3,00 partes

Propilenglicol 3,00 partes
Texapdn 0,30 partes
Nipazol 0,12 partes
Nipagin 0,06 partes
Agua csp 30

En ambas formulaciones no se agrego vitamina E, por ser un antioxidante para
la fase oleosa, podria haber originado un sinergismo con nuestros principios
activos aislados.

Si nuestros principios presentaban una actividad antioxidante / fotoprotectora,
inferior o ninguna actividad, el ensayo del modelo biol6gico en piel de conejos
mediria la capacidad antioxidante / fotoprotectora de la vitamina E.

En todo caso realizado el experimento, se observo que nuestros preparados
galénicos poseian una actividad antioxidante / fotoprotectora considerable, que
podria aumentar con la incorporacion de vitamina E, por medio un mecanismo
de sinergismo.

Ahora bien para la aplicacion particular de los preparados galénicos con
actividad antioxidante / fotoprotectora a una determinada dosis, esta puede
variar segun:

& Naturaleza de la piel a tratar

& |Intensidad de accién tenida

& Modo de aplicacion

Los preparados galénicos se aplicaron mediante masaje lento, ligero y continto
por tres a cinco minutos, ya que esto permitié una buena penetracion en la capa
cutanea. Extendiéndose el preparado galénico sobre la zona a tratar
ligeramente con la mano, cuidando de no producir excesivo forzamiento para no
irritar mecanicamente la piel.
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Generalmente una dosis suficiente, después de la aplicacion, deja la piel
ligeramente untuosa, mérbida y lisa, de manera que la mano o el dedo se
deslizaban sobre la zona cutanea apenas tratada con relatividad.

Para la determinacién de la actividad fotoprotectora de los preparados galénicos
sobre la piel, se utilizo como animal de experimentacion al conejo, por ser este
segun la FDA, el animal de experimentacion utilizado para ensayos de
medicamentos sobre la piel, ya que presenta una similitud con la piel humana.

El modelo experimental in vivo empleado fue de (Morquio y cols, 2.005)%, que
se fundamenta en el incremento del marcador (2,3 — DHBA), por medio de una
radiacion UV — B, producida por una lampara de luz ultravioleta, que se ve
reflejado por el incremento de la curva del marcador (2,3 — DHBA), respecto
control de la piel del animal de experimentacion que produce el marcador (2,3 —
DHBA), normal.

La funcion de los principios activos contenidos dentro de los preparados
galénicos era el disminuir la cantidad del marcador (2,3 — DHBA) formado, al
someter la piel del animal de experimentaciéon a una radiacion UV — B, por
medio de una lampara de luz ultravioleta.

Con respecto a los dos grupos experimentales, ambos grupos mostraron un
efecto fotoprotector, tomando como referencia la accion deletérea provocada
por la radiacién UV — B.

Segun la figura 10, el grupo tratado con el preparado galénico de AE — 2,
mostro un efecto fotoprotector estadisticamente significativo con un p = 0,0266
contra la radiacion UV — B, inducida en la piel del conejo, por medio de la
lampara de luz ultravioleta.

Por otro lado el grupo tratado con el preparado galénico de Acido Perlatolico,
mostré una diferencia significativa con un p = 0,0314 contra la radiacion UV — B,
inducida.

La obtencién de una baja cantidad del principio activo de AE — 2, aislado de la
planta Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel, dificultd la elaboracion de
preparados galénicos a otras concentraciones, pudiendo ser que a las
concentraciones empleadas en los grupos experimentales no fueron suficientes
para que el efecto antioxidante / fotoprotector, se expresara en su totalidad.

Esto no implica que la concentracion elegida fuera inadecuada, ya que este
ensayo fue la primera prueba que se realizé con el principio activo de AE — 2,y
las concentraciones de los grupos de tratamiento fueron seleccionadas
tomando en cuenta rangos de concentraciones en los cuales, segun la literatura
los flavonoides exhiben actividad antioxidante en una variedad de modelos in
vitro [(Pefia y cols., 2.001)"% (Re y cols., 1.998)"%; (Romay y cols., 1.996)"® y
otros] e in vivo (Morquio y cols, 2.005)°.
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12. CONCLUSIONES

Efectuados los estudios en cada una de las muestras se ha podido llegar a las
siguientes conclusiones:

Las dos especies vegetales de la region Altiplanica de Bolivia ubicada entre
3.000 y 4.000 m. s. n. m., presentan una actividad antioxidante / fotoprotectora,
contra la radiacion UV — B, con diferencias en cuanto su potencia segun sea su
época de recoleccion.

Las partes aéreas de la especie vegetal Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel,
poseen mayor cantidad de principio activos segun pruebas cromatograficas y
reaccion de DPPH.

Dentro de la especie vegetal Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel, existe
mayor cantidad de principio activo en las hojas que en los tallos segun el
ensayo de ABTS.

El principio activo de Acido Perlatolico se encuentra en todo el cuerpo
vegetativo de la especie vegetal de Stereocaulon ramulosum Rausch.

El disefio metodolégico empleado por (Vila y cols., 1.999)%°, para aislar y
separar el principio activo (Acido Perlatolico), fue modificado variando la
temperatura y los solventes del proceso de cristalizacion / recristalizacion,
obteniéndose mayor cantidad del principio activo.

El ensayo de DPPH, es un método sencillo que permite realizar
determinaciones cualitativas asi como determinaciones cuantitativas, ademas
de poder ser empleado como revelador cromatografico.

El ensayo de ABTS, presenta la ventaja de ser estable en funcion de los
solventes empleados para diferentes moléculas con polaridades diferentes.

Segun el ensayo de ABTS, a medida que se van purificando las muestras de
Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel, la capacidad antioxidante de las
mismas se incrementa.

Por el ensayo de ABTS, se evidencia que el principio activo aislado de la
especie vegetal Stereocaulon ramulosum Rausch, presenta una capacidad
antioxidante menor respecto al patron de quercetina.

Los principios activos de AE — 2 y Acido Perlatolico, presentan una penetracion
a nivel de la superficie de la piel y el estrato cérneo.

La base elegida es de tipo Cold — cream, por ser un vehiculo para
medicamentos topicos y penetrantes.
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Los ingredientes usados en esta base, son liposolubles (Cera de abeja, Alcohol
cetilico), hidrosolubles (Agua, Propilenglicol), tenso — activos (Texapon), y
conservadores (Nipagin, Nipasol).

Los preparados galénicos, son estables sin la presencia de la vitamina E, ya
gue este es un antioxidante que estabiliza la fase oleosa de la base.

La base elaborada (B'°), fue sometida a todas las pruebas de estabilidad,
mostrando ser la base ideal para este tipo de principios activos.

Los preparados galénicos de AE — 2 y Acido Perlatolico preparados a una
concentracién del 5% y elaborados a partir de la base (B*®), superaron todas las
pruebas de estabilidad, mostrando ser estables.

Ademas los preparados galénicos de AE — 2 y Acido Perlatolico preparados a
una concentracion del 5%, resultaron ser estables a cambios depresion
atmosférica.

El tiempo de vida minimo determinado para los preparados galénicos AE — 2 y
Acido Perlatolico en concentraciones del 5%, es de un periodo minimo de tres
meses y un maximo calculado aproximado de 1 afio.

Los preparados galénicos de AE — 2 y Acido Perlatolico a concentraciones del
5% disminuyen la cantidad del marcador (2,3 — DHBA) formado, al someter la
piel del animal de experimentacion a una radiacion UV — B, por medio de una
lampara de luz ultravioleta.

El preparado galénico de AE — 2 elaborado a una concentracion del 5%, mostré
un efecto fotoprotector estadisticamente significativo con un p = 0,0266, contra
la radiacion UV — B, inducida en la piel del conejo.

Por otro lado el preparado galénico de Acido Perlatolico elaborado a una
concentracion del 5%, mostré una diferencia significativa con un p = 0,0314 de
efecto fotoprotector.

De acuerdo a todo lo expresado se acepta:
& Hipotesis alternativa H;, los preparados galénicos de AE — 2 y Acido

Perlatolico, a la concentracién del 5%, presentan un tiempo de vida minimo
aproximado de un afio, manteniéndose estables.

L g

Hipotesis alternativa H,, los preparados galénicos de AE — 2 y Acido
Perlatolico elaborados a una concentracion del 5%, poseen un efecto
fotoprotector, contra la radiacion ultravioleta.
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13. PROYECCIONES

Muchos estudios se han realizado sobre extractos de diferentes vegetales que
poseen compuestos fendlicos, entre ellos flavonoides y dépsidos, esto debido a
la constante busqueda de fitofarmacos para la prevencion y tratamiento de
diferentes tipos de cancer de piel producidos por la radiacion UV — B, no siendo
el estudio de la Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y Stereocaulon
ramulosum Rausch una excepcion.

La razdén de no dar la explotacion que merecen estas especies vegetales, es
por el desconocimiento de sus propiedades, que han sido conocidas desde
antes como remedios tradicionales, siendo un referente para su aplicacion en la
medicina.

El conocimiento de la composicion total de los componentes de los extractos
crudos de Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel y Stereocaulon ramulosum
Rausch, ayudarian a orientar a priori en los resultados:

& Segun la cantidad en que estén presentes, afinar la determinacion de las
concentraciones adecuadas para alcanzar los efectos esperados.

« Elaborar otras posibles formas galénicas para estos extractos crudos o los
principios activos aislados.

Es por ello que deben realizarse mas investigaciones que respalden los efectos
y que ayuden a precisar los mecanismos de accion y las concentraciones a las
cuales los flavonoides y los dépsidos, son terapéuticamente utiles.

Realizar estudios en modelos biolégicos respecto a la seguridad del uso de
estas cremas, destinadas al cuidado de la piel.

Todo ello para la produccion de fitofarmacos provenientes de estos extractos
gue sean mas econdmicos y con menores efectos colaterales en comparacion
de los medicamentos alopaticos.

Incentivando la realizacién de trabajos de investigacion que estén enmarcados
al estudio de productos naturales, siendo que la utilizacion de estos es una
practica social vigente en nuestros dias.
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ANEXO 1

GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
(ERO)
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FIGURA 1. Factores que influyen en la Generacién de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs).
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FIGURA 2. Generacién de EROs, a partir del mecanismo de accién del citocromo P — 450, en los seres
humanos.
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FIGURA 4. Mecanismo de Generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs).
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ANEXO 2
METABOLITOS TIPO FLAVONOIDES

BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES
Los flavonoides se forman en las plantas, a partir de la combinacion de las vias
biosintéticas, del acido shikimico y del malonil — CoA.

El compuesto obtenido por la via biosintetica del acido shikimico p. Ej. Acido
cindmico, es luego utilizado como compuesto de partida para la via del malonil
— CoA, en la cual se le adicionan tres acetatos. Con la posterior ciclacién se
obtiene la estructura clasica de los flavonoides, donde el anillo A se formé por la
via del malonil — CoA, mientras que el anillo B se formé por la via del acido
shikimico, y el puente de tres carbonos proviene de la adicion de
fosfoenolpiruvato. Con sucesivas hidroxilaciones y reducciones se forman los
diferentes flavonoides, con la opcién de una glicosidacion final.®>

ESTRUCTURA QUIMICA
El estado de oxidacion del anillo central es determinante para la formacion de
varios grupos estructurales.

La estructura base puede presentar hidroxilos, metoxilos, estar O — glicosidada
o estar C — glicosidada.

En general el anillo A presenta hidroxilos, y no metoxilos, los cuales se ubican
mayormente en 7y 5.

El anillo B en cambio presenta 1, 2 o 3 hidroxilos o metoxilos, los cuales se
ubican de la siguiente manera:

4 si hay un solo hidroxilo / metoxilo se ubica en la posicion 4.

# si hay dos hidroxilos / metoxilos se ubican en las posiciones 3’y 5'.

& si hay tres hidroxilos / metoxilos se ubican en las posiciones 3,4’y 5'.

ESTRUCTURAS TIPO DE LOS FLAVONOIDES CARACTERISTICOS
FLAVONAS

g



ANEXOS

ISOFLAVONAS

DIHIDROFLAVONOLES
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FLAVANONAS

CHALCONAS

ANTOCIANINA
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ANEXO 3
METABOLITOS LIQUENICOS

BIOGENESIS DE LOS METABOLITOS LIQUENICOS

Los metabolitos liquénicos se forman a partir de la ruta de la Malonil — CoA y
en sus etapas iniciales, la ruta biosintetica es similar para todos ellos,
formandose cadenas de policetidos de longitud variable, pero con por lo menos
cuatro unidades de acetato, con uniones cabeza — cola. *®

La biosintesis involucra una ciclizacién, que puede ser de dos tipos:

& CICLIZACION TIPO ACIDO ORSELLINICO
Conduce a la formacion de un derivado del acido orsellinico, el cual a su vez
se constituye en precursor para la biosintesis de dépsidos, tridépsidos,
tetradépsidos, depsidonas, depsonas, éteres diarilicos, esteres bencilicos y
dibenzofuranos.
En una dltima fase, el derivado del &cido orsellinico experimenta
condensaciones bi, tri y hasta tetramoleculares. Si el derivado del acido
orsellinico experimenta directamente estas reacciones, se obtienen
derivados de la serie del orcinol (p — dépsidos, m — dépsidos, tridépsidos,
tetradépsidos, depsidonas, depsonas, éteres diarilicos y dibenzofuranos).
Si el precursor es el propio acido orcellinico, constituido por cuatro unidades
de acetato, puede experimentar una sustitucién C; en la posicion 3, que da
lugar finalmente a derivados del 3 — orcinol (p — dépsidos, m — dépsidos,
depsidonas y esteres bencilicos).®®

& CICLIZACION TIPO FLOROGLUCINOL
A partir de un tetracetido, con una sustitucion C; en la posicién 3 del mismo,
dando lugar a la formacion de un derivado del floroglucinol, la 3 —
metilfloroacetofenona, que por posterior condensacion bimolecular origina
los 4cidos Usnicos.®®

CLASIFICACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS LIQUENICOS
Muchos de los metabolitos secundarios liquénicos manifiestan caracter acido,
aungue no necesariamente posean grupos funcionales tipicamente acidicos, de
ahi la denominacion vulgar de Acidos Liquénicos. La variedad estructural de los
metabolitos liquénicos presenta doce grandes grupos:

Acidos Carboxilicos.

Antraquinonas y Compuestos con relacion biogenética.

Compuestos Fendlicos Mononucleares.

Cromonas.

Depsidonas y Depsonas.

Dépsidos, Tridépsidos y Tetradépsidos.

Dibenzofuranos y Compuestos con relacién biogenética.

Esteres Bencilicos.

Eteres Diarilicos.

Xantonas.

LA N S i N . . 2
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Los metabolitos liquénicos se pueden clasificar también segun su relacion
biogenética. Siendo:
& Metabolitos Generados por la Ruta Malonil — CoA

LJ

I L N

M

M

M

L

Acidos Carboxilicos: Acidos alifaticos superiores (C1; — Cp3), como:
Acido liquesterinico, Acido rangiférmico y el Acido roccellico.

Acidos Usnicos: Derivados tipo floroglucinol, como el acido Usnico.
Antraquinonas: Emodina, y la Fragilina.

Compuestos Fenolicos Mononucleares: Derivados primarios del Acido
orsellinico, como el Orcinol y el Acido rizonico.

Cromonas: Sifulina y la Sordidona.

Depsidonas y Depsonas: Derivados de esteres ciclicos. Acido lobarico,
depsidona de tipo orcinol o el acido psorémico, depsidona de tipo 3 —
orcinol. como. El 4cido picroliquenico, depsona de la serie del orcinol.®”
Dépsidos, Tridépsidos, Tetradépsidos: Dépsidos, (p — dépsidos y m —
dépsidos) esteres diarilicos de tipo orcinol, como el acido lecanorico, o
de tipo B — orcinol, como el &cido tamnolico. Tridépsidos, esteres
triarilicos de tipo orcinol, como el acido umbilicarico.

Dibenzofuranos: Derivados de &cidos carboxilicos fendlicos de tipo
orcinol, como el acido porfirilico.

Esteres Bencilicos: Acido alectorialico y Acido barbatolico, de la serie
del 3 — orcinol.

Eteres Diarilicos: Acido epiforélico 1, tipo orcinol.

Xantonas: Acido tiofanico y el Liquexantona.

& Metabolitos Generados por la Ruta del Acido Mevalonico

L
&

=

LJ

i g

L
&»

o

Carotenoides: 3 — caroteno, y — caroteno, Violaxantina y Xantofila.
Esteroles: 3 — sitosterol, Ergosterol y Fungisterol.

Terpenos: Incluyen diterpenos, como el 16 — a — hidroxikaurano, y
triterpenos como el Acido leucotilico.

Metabolitos Generados por la Ruta del Acido Shiquimico

Derivados del Acido Pulvinico: Acido pulvinico.
Terfenilquinonas: Derivados de la p — benzoquinona, como el acido
poliporico.

ESTRUCTURAS TIPO DE LOS METABOLITOS LIQUENICOS
DEPSIDOS

g
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TRIDEPSIDOS

TETRADEPSIDOS
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DEPSONAS

ACIDOS USNICOS

DIBENZOFURANOS
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ANEXO 4

METABOLITOS ACTIVOS DE LA PLANTA Adesmia spinosissima Meyen
ex Vogel

\

FIGURA 5. Fotos de la Especie Vegetal Adesmia spinosissima Meyen ex Vogel

METABOLITOS AISLADOS DE LA ESPECIE VEGETAL Adesmia
spinosissima Meyen ex Vogel

O. O

FIGURA 6. Metabolito Activo (AE — 1)
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ANEXO 5

METABOLITOS ACTIVOS DELLIQUEN Stereocaulon ramulosum Rausch

F e

FIGURA 9. Fotos de la Especie Vegetal Stereocaulon ramulosum Rausch.

METABOLITOS AISLADOS DE LA ESPECIE VEGETAL Stereocaulon
ramulosum Rausch

FIGURA 11. Metabolito Activo (Acido Perlatolico).
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ANEXO 6

MECANISMO DE DEFENSA DE UN COMPUESTO ANTIOXIDANTE
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FIGURA 13. Mecanismo de Defensa Antioxidante contra las EROs.
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FIGURA 14. Mecanismo de Estabilizacion de EROs de los Flavonoides.

]

IH 0

4

| _OH \\ | /" J 0
7 9

FIGURA 15. Mecanismo de Estabilizacion de EROs de las Antocianinas.

FIGURA 12. Compuesto antioxidante previene o detiene una cadena de propagacion enzimatico mediante
la estabilizacion del radical generado (estabilizacion resonante).
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ANEXO 7

REGENERACION DEL COMPUESTO ANTIOXIDANTE RADICALARIO

FIGURA 16. Regeneracion del Antioxidante Radicalario.
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FIGURA 17. Se representa un ataque electrofilico monoelectronico (un solo electrén) de la valencia que
forma el oxhidrilo del alfa tocoferol hacia el radical hidroxilo, estabilizando su reactividad al formar el anién
hidréxido. La molécula de alfa — tocoferol al ceder un electrén se constituye en radical alfa — tocoperoxilo ,
el cual es estabilizado al aceptar un electron proveniente del ascorbato restituyendo la estructura de alfa —
tocoferol. Una reaccion similar se lleva al cabo con el radical lipo — peroxilo.
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FIGURA 18. Del lado izquierdo se presenta la reaccion monoelectrénica en que el acido L — ascérbico
reduce al radical anién superdxido en presencia de protones (H"), formando H,O,; a su vez, la vitamina C
forma el radical semideshidro — ascdrbico que, en presencia de O,  da lugar al 4cido deshidroascorbico, el
proceso inverso involucra la participacion de GSH formandose el radical tiillo. Se presenta en la parte
superior la reduccién de alfa — tocoferilo a vitamina E, y la reaccion prooxidante de la vitamina en la que
reduce el idn férrico a ferroso facilitando una posible reacciéon de Fentén en presencia de H,05.
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ANEXO 8

RUTAS DE PENETRACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

Poro Estrato corneo

Capilares sub-epiteliales | Epidermis

Conducto | o Glandula sebacea

Glandula sudoripara ecrina—

Plexo vascular el | Foliculo del pelo

Papila dermal

Dermis __|

PROCESO DE PENETRACION DE UNA DROGA POR ViA DERMICA

| Disolucién de la droga en el vehiculo |

| Disolucion de la droga a través del vehiculo hacia la piel |

< v
| Ruta a través del poro | | Ruta a través del E. C. | LRula_LLa.isLalm.llaL‘
v v
| Particion dentro del poro | Muan_danui_del_mmmmgo_‘ | Particion dentro del sebo |

\ 4 v

Difusion a través de Difusion a través de Difusion a través de

los lipidos del poro la matriz de proteinas-lipidos del E. C. los lipidos de los poros

/ sebaceos

| Particion dentro de la epidermis

| Difusion a través de la masa celular de la epidermis |

| Difusion a través de la masa fibrosa de la dermis superior |

| Absorcion capilar y dilucién sistémica |
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FOTOGRAFIAS

il A
FOTOGRAFIA 1. Procedimiento de pesaje de los auxiliares de formulacion para
la elaboracién de la crema.

FOTOGRAFIA 2. Procedimiento de pesaje de los vasos para la formulacién de
la crema.
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FOTOGRAFIA 4. Procedimiento de elaboraciéon de las cremas.
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FOTOGRAFIAS 133 A ?-r;:r

FOTOGRAFIA 5. Evaluauon de la estabilidad de las cremas, por medio del
método de variacion de temperatura (Temperatura Alta).

_—
FOTOGRAFIA 6. Evaluacion de la estabilidad de las cremas, por medio del
método de variacion de temperatura (Temperatura de Refrigeracion).
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FOTOGRAFIA 7. Acondicionamiento de los animales de experimentacion
(conejos) en el bioterio del 1.1.B.C.E.

FOTOGRAFIA 8. Pesaje de los animales de experimentacion (conejos).
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FOTOGRAFIA 9. Elaboraciéon de los cuatro cuadrantes éimétricos de 5 x5 cm,
a nivel del dorso del animal de experimentacién (conejo).

FOTOGRAFIA 10. Aplicacién de la base y crema al 5% en los cuadrantes
respectivos del dorso del animal de experimentacion (conejo).
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FOTOGRAFIA 11. Equipo Espectrofotdmetro de Celdas (Longitud de onda de
trabajo 750 nm).

FOTOGRAFIA 12. Equipo Sonicador de muestras.
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GLOSARIO

ABTS, reaccion de: (2, 2° — azinobis — (3 — etilbenzotiazolina — 6 — acido
sulfarico), Reaccién donde el radical monocationico ABTS™, es generado por la
oxidacion del ABTS, con persulfato de potasio (oxidante), y es reducido en
presencia de antioxidantes donantes de hidrogeno.

Acetilcolina: Agonista colinérgico y neurotransmisor en la placa de unién del
muasculo estriado, en las células efectoras parasimpaticas y sinapsis
preganglioares simpaticas y parasimpéaticas. Es uno de los principales agonistas
del 6xido nitrico.

Acetil coenzima A: (acetil Coa), Es un tioester de la coenzima A y acido
acético. Acetil Coa ingresa en el ciclo de Krebs y es usada para acetilar
nuUMerosos compuestos.

Acido araquidénico: Acido graso poliinsaturado de 20 carbonos, que genera
prostaglandinas y tromboxano por la via de la ciclooxigenasa y leucotrienos por
la via de la lipooxigenasa.

Acido ascorbico: Importante antioxidante hidrosoluble sintetizado por la
mayoria de los mamiferos excepto el ser humano. Ademés de su accion
antioxidante, el acido ascorbico constituye el sustrato en la sintesis de
numerosas moléculas y proteinas.

Alfa tocoferol: Es la forma mas comun de vitamina E, es un antioxidante
liposoluble y uno de los principales protectores del las membranas celulares y
lipoproteinas contra la accion de los radicales libres.

Antioxidante: Cualquier sustancia que estando en concentracion mucho mas
baja que la de cualquier sustrato oxidable por un radical libre, previene o
demora la oxidacion de dicho sustrato. El antioxidante posee una estructura
guimica apropiada para reaccionar facilmente con un radical libre con un costo
minimo para el organismo.

Apotecio: Aparato esporifero tipico de los liquenes gimnocarpicos.

Asca: Saco que contiene cierto numero de esporas de origen sexual, propio de
los Ascomicetos.

Beta caroteno: Es una de las sustancias mas activas de la familia de los
carotenoides. Participa como precursor en la sintesis de vitamina A o retinol y
posee funcidén antioxidante por su capacidad de atrapar al oxigeno singulete.
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Coenzima Q: (CoQ10), llamada también ubiquinona es una quinona liposoluble
que actia como cosustrato en la cadena de transporte de electrones
mitocondriales. Constituye ademas un importante antioxidante liposoluble y con
capacidad de regenerar a la forma oxidada de vitamina E.

Crema: Forma farmacéutica constituida por dos fases, una lipofila y otra
acuosa. Tiene una consistencia blanda y flujo newtoniano o pseudoplastico, por
su alto contenido acuoso.

Droga: Es toda sustancia que puede utilizarse para la curacién, mitigaciéon o
prevencion de las enfermedades en el hombre y los animales.

EROs: Son especies reactivas derivadas del oxigeno que incluyen moléculas
guimicas radicalarias y no radicalarias.

Emoliente: Sustancia que ejerce un efecto suavizante y calmante sobre la piel
y las mucosas inflamadas. Disminuye la irritacion y protege frente a agentes
irritantes.

Estabilidad: De un preparado galénico, se dice cuando todas sus
caracteristicas y propiedades iniciales se mantienen inmutables durante un
periodo de tiempo y en condiciones naturales de conservacion.

Excipiente: Dicese a la sustancia mas 0 menos inerte que se agrega a un
preparado galénico con el objeto de darle a la droga la forma y consistencia
adecuada.

Factor de proteccion Solar: (FPS), Se define como la relacién entre el tiempo
necesario para la aparicion de eritema usando un filtro solar y el tiempo
necesario para que se produzca ese mismo eritema sin el filtro.

Fenton, reaccidon de: Reaccién que produce radical hidroxilo (HO’) mediante la
combinacién de peréxido de hidrégeno (H20.) con Fe?".

Flavonoides: Fitoquimicos fendlicos abundantes en las plantas. Varios de ellos
como catequina, epicatequina, proantocianidina, y quercetina poseen
propiedades antioxidantes.

Fotodermatitis: Estado anormal de la piel en el que la luz es un factor causal
importante.

Fotoprotector topico: O producto antisolar, es un preparado farmacéutico de
aplicacion topica que tiene la propiedad de reflejar, absorber o refractar la
radiacion ultravioleta de origen solar o de fuentes artificiales, atenuando la
accion perjudicial de los rayos solares.



GLOSARIO 139

HPLC: high performance liquid chromatography. Técnica de alta sensibilidad
para la determinacion de numerosas sustancias y moléculas en plasma, orina y
otros medios.

Hidroxilo: (radical) (HO'), potente oxidante citotdéxico producido por la reaccion
de Fenton entre el H,O,y Fe #*.

Lipoperdxido: Molécula de &cido graso poliinsaturado o fosfolipido que ha
sufrido una degradacion oxidativa en el proceso de lipoperoxidacion inducido
por radicales libres (ver peroxidacion lipidica).

Pantallas: Son sustancias inertes cuyo mecanismo de accidén consiste en la
reflexion de la radiacion solar. Actuan impidiendo el paso de los rayos
ultravioleta e infrarrojos. No son absorbidos y al no penetrar a través de la piel
poseen una alta tolerancia cutanea y en raras ocasiones producen alergias.

Peroxidacion lipidica: Reaccidon autocatalitica donde un radical libre oxida a
una molécula de acido graso poliinsaturado transformandolo en un radical de
acido graso, que a su vez puede oxidar a otra molécula de acido graso. La
peroxidacién lipidica genera numerosos productos como malondialdehido, 4 —
hidroxinonenal, dienos conjugados, carbonilos y oxigeno singulete que pueden
ser determinados mediante diversas técnicas y constituyen métodos de
medicion de estrés oxidativo.

Preparado galénico: Constituye el medicamento elaborado, que ha sido
sometido a una serie de operaciones destinadas a facilitar la administracién, la
prescripcion, la conservacion, etc. El preparado galénico se considera un
estadio previo a la forma farmacéutica.

Principio activo: Elemento o sustancia que posee actividad farmacoldgica,
modificando las funciones celulares del organismo, constituyente principal de
los medicamentos o preparados galénicos.

Propagulo: Corpusculo o fragmento de tejido que sirve para propagar o
multiplicar vegetativamente una planta.

Pseudopodecio: Ciertas formas de talo, en las que aparentemente nacerian
los apotecios.

Radical libre: Toda molécula que posee uno o mas electrones desapareados
en sus orbitales externos.

Superoxido o anién superoxido (O2): Radical libre del oxigeno producido por
la reduccién del oxigeno molecular en muchas oxidaciones biolégicas. Las
fuentes de anidn superéxido son numerosas siendo la mas importante la
mitocondria, y en menor orden reacciones enzimaticas catalizadas por la flavina
oxidasa, xantina oxidasa NADPH oxidasa y monoamina oxidasa.
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También por la autooxidacion de tioles, catecolaminas, etc. Es neutralizado por
la enzima superoéxido dismutasa dando lugar a peréxido de hidrogeno.

Superoéxido dismutasa (SOD): Enzima del grupo de las metaloenzimas que
cataliza la reduccion del anion superoxido a peréxido de hidrégeno. Hay varios
tipos, los mas importantes son el Zn — Cu — SOD en el citosol y el Mn — SOD en
la mitocondria.

Talo: Cuerpo vegetativo no diferenciado en raiz, tallo y hojas.

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances, o sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico constituyen una evaluacion de dialdehidos producidos por el dafio
de radicales libres sobre los componentes celulares. Los TBARS son un
marcador de estrés oxidativo ampliamente utilizados.

Xantin oxidasa: (XO), Enzima del grupo de las oxido reductasas que utiliza
como sustratos xantina, agua y oxigeno formando acido Urico y anién
superoxido. Por lo tanto la XO constituye una importante fuente de este radical
libre. Normalmente se la encuentra en la forma de xantina dehidrogenasa
(XDH), y es expresada por los endotelios vasculares. Ante situaciones de
isquemia y por aumento del calcio citosolico y protedlisis la XDH que
normalmente cataliza la xantina para producir acido urico y NADH vira a XO
cambiando su actividad enzimatica.
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