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RESUMEN

En este trabajo de investigacion intitulado EVALUACION DE LA CAPACIDAD
FOTOPROTECTORA, DETERMINACION DEL FPS E IRRITACION PRIMARIA EN
PIEL DE RATONES DE UNA CREMA ELABORADA CON EL EXTRACTO ETANOLICO
AL 96% DE LAS SEMILLAS DE Bixa orellana (ACHIOTE), el objetivo es evaluar la
capacidad fotoprotectora y fotorreparadora a traves de la valoracién de cambios
inflamatorios y morfolégicos cutaneos respectivamente; el factor de proteccion solar
(FPS) y la irritacién primaria en piel de ratones de una crema elaborada con el extracto
etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote).

Para este estudio se obtuvieron los extractos seco etandlico de semillas de Bixa
orellana (achiote). El porcentaje de rendimiento del extracto etanodlico al 96% de las
semillas evaluado fue de 4.51%. En el andlisis fitoquimico cualitativo del extracto
etandlico al 96% de la semilla de Bixa orellana (achiote), se observé la presencia de
compuestos fendlicos, flavonoides, leucoantocianidinas y quinonas.

Para los ensayos de Irritacién Dérmica Primaria en ratones albinos se utilizé el extracto
etandlico de las semillas disueltas en tween 80, obteniéndose que los extractos al 1.0%,
3.0% y 5.0% pertenecen a la categoria de NO IRRITANTES. Para la determinacion del
factor de proteccion solar (FPS) la capacidad fotoprotectora y fotorreparadora (in vivo)
se incorporé los extractos etandlicos secos de semillas en cremas base a las
concentraciones de 1.0, 3.0 y 5.0 % y se procedié con el andlisis de caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas.

Se realiz6 la determinacion del FPS a las cremas; obteniéndose un FPS de 42 para la
crema comercial patron (Bahia superblock). En el caso de las cremas con en el extracto
etandlico de semilla incorporado se obtuvo un FPS de 1.1 para la crema al 1.0%, un
FPS de 1.2 para la crema al 3.0 % y un FPS de 1.4 para la crema al 5.0 %. A estas
cremas se les realizo los ensayos de valoracién de cambios inflamatorios y morfol6gicos
como parte de las pruebas in vivo de capacidad fotoprotectora y fotorreparadora
respectivamente en ratones hembra de la especie Mus musculus, donde se determiné
el grado de eritema y edema luego de la irradiaciéon con luz UV para los cambios
inflamatorios; y se evalud la intensidad de dafio como hiperqueratosis, espongiosis,
ulceras, congestion, anexos, costra e hiperplasia en la piel para cambios morfolégicos.
Se seleccioné la crema al 1% para la prueba de Irritacion Dérmica Primaria por poseer
mejor respuesta en los ensayos de capacidad fotorreparadora ya que la respuesta fue
similar a las otras concentraciones en los ensayos de determinacion de FPS y capacidad
fotoprotectora.

Se concluye que la crema al 1.0% del extracto etandlico al 96% de la semilla de Bixa
orellana (Achiote) presenta un FPS = 1.1 valor no muy diferenciado en comparaciéon a
las otras concentraciones. El grado de eritema y edema son menores en las 3
concentraciones y la intensidad en la valoracion de cambios morfolégicos cutaneos es
menor en la crema al 1%.

Palabras clave: Bixa orellana, capacidad fotoprotectora, factor de proteccion solar.



ABSTRACT

In this research work entitled: EVALUATION OF THE PHOTOPROTECTING
CAPACITY, DETERMINATION OF SPF AND PRIMARY IRRITATION IN MICE SKIN OF
A CREAM PREPARED WITH 96% ETHANOLIC EXTRACT OF THE Bixa orellana
(ACHIOTE) SEEDS. The objective is to evaluate the photoprotective and
Fotorreparadora capacity through the evaluation of skin inflammatory and morphological
changes, respectively; the sun protection factor (SPF) and primary skin irritation in mice
of a cream made with 96% ethanolic extract of Bixa orellana (achiote) seeds.

For this study, dry ethanolic extracts of Bixa orellana (achiote) seeds were obtained.
The yield percentage of the ethanol extract at 96% of the seeds evaluated was 4.51%.
In the qualitative phytochemical analysis of the 96% ethanolic extract of the seed of Bixa
orellana (annatto), the presence of phenolic compounds, flavonoids,
leucoanthocyanidins, and quinones was observed.

For tests of primary dermal irritation in albino mice, was used the ethanolic extract of the
seeds dissolved in tween 80, obtained that the extracts to 1.0%, 3.0%, and 5.0% belong
to the category of non-irritants. For the determination of the Solar Protection Factor
(FPS), the photoprotective and photoreparative capacity (in vivo) ;the dry ethanol
extracts of seeds were incorporated in base creams to the concentrations of 1.0, 3.0 and
5.0% and it proceeded with the analysis of organoleptic caracteristic and
physicochemical.

The determination of the SPF was realized to the creams; obtaining an SPF of 42 for the
standard commercial cream (Bahia superblock ). In the case of the creams with the
ethanolic extract of seed incorporated, was obtained an SPF of 1.1 for the cream to 1.0%,
an SPF of 1.2 for the cream to 3.0% and an SPF of 1.4 for the cream to 5.0%. These
creams were tested for the assessment of inflammatory and morphological changes as
part of the in vivo tests of photoprotective and photoreparative capacity respectively in
female mice of the species Mus musculus, where the degree of erythema and edema
after irradiation with UV light was determined. for inflammatory changes; and damage
intensity was evaluated as hyperkeratosis, spongiosis, ulcers, congestion, appendices,
crust and hyperplasia in the skin for morphological changes. The 1% cream was
selected for the primary dermal irritation test because it had a better response in the
photoreparative capacity tests since the response was similar to the other concentrations
in the SPF determination test and photoprotective capacity.

It is concluded that the cream to 1.0% of the extract ethanolic to 96% of seeds of Bixa
Orellana (Achiote) presents an FPS = 1.1 value not very differentiated compared to the
other concentrations. The degree of erythema and edema are lower in the 3
concentrations and the intensity in the estimation of cutaneous morphological changes
is lower in the cream to 1%.

Keywords: Bixa orellana, photoprotective capacity, sun protection factor.



INTRODUCCION

Desde sus origenes, el hombre ha identificado al sol como fuente de luz, calor y vida.(1)
La radiacion electromagnética emitida por el sol tiene diferentes repercusiones en el
organo cutdneo dependiendo del fragmento de radiacion considerado (2) . Una de estas
radiaciones es la ultravioleta (3) que cada dia posee mayor incidencia sobre la tierra,
principalmente en la zona ecuatorial y en areas donde la capa de ozono esta reducida
o deteriorada (4) (5).

La intensidad de la radiacién ultravioleta que alcanza la superficie terrestre puede ser
de 2 a 6 mW/cm?, siendo la proporcién de rayos UVA 10-20 veces superior que la UVB.
Sus efectos biolégicos son muy diversos dependendiendo de su longitud de onda,
penetracion en la piel y tiempo de exposicién, pudiendo aparecer poco después de la
exposicion solar o afios mas tarde. Entre los primeros efectos destaca el eritema, la
guemadura solar, la fotodermatosis y la inmunosupresion; entre los segundos, la

fotocarcinogénesis y el fotoenvejecimiento. (6)

En la actualidad es indispensable la utilizacién de fotoprotectores cosméticos que
contienen los denominados filtros solares con propiedad de reflejar, absorber o
dispersar los rayos solares, de modo que permiten una exposicion solar mas prolongada

y protegen la piel humana de los efectos nocivos del sol (5).

Sin embargo ahora existe un interés creciente en las sustancias herbarias que ofrecen
proteccion contra los efectos dafiinos de los rayos UV, debido a que pueden causar
menos efectos secundarios en comparacion con los protectores solares quimicos y son

atractivos para los pacientes que desean usar productos naturales.(7)

Dentro de varias especies vegetales registradas las semillas de Bixa orellana (Achiote)
han sido utillizadas desde épocas precolombinas para pintar pieles, como
ornamentacion, como proteccién contra insectos caseros y como protector solar de la
piel humana. (8)(9)(10)

Por todo ello el objetivo de este trabajo de investigacion es evaluar la capacidad
fotoprotectora, fotorreparadora y determinar el FPS de una crema elaborada con el
extracto etandlico al 96% de Bixa orellana (achiote) para poder ofrecer a la poblacion
una alternativa mas, de origen natural y asi contrarrestar los dafios producidos por la

sobreexposicion a la radiacion ultravioleta.



CAPITULO |
GENERALIDADES
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La rutina al aire libre en diferentes tipos de actividades de la vida diaria y ocupaciones
profesionales por ejemplo agricultura, construccion, mineria, celebraciones, paseos,
deportes y una amplia gama de eventos, permiten que personas de distintos grupos de
edad se expongan a la radiacion ultravioleta (UV) del sol (11). Mientras tanto, nuestra
sociedad industrializada ha producido clorofluorocarbonos (CFC) que reaccionan
guimicamente con el ozono estratosférico que protege la Tierra de la mayoria de las
longitudes de onda dafiinas de la radiacion ultravioleta. Por lo tanto la consiguiente
pérdida de ozono estratosférico se ha relacionado con niveles crecientes de algunos
tipos de radiacion (12). Los aumentos en la UVR en el ambiente se asocian con un
aumento de los efectos adversos para la salud debido a la excesiva exposicién a la
radiacion UV, en ausencia de cambios de comportamiento poblacional y esfuerzos de
proteccién solar (13) (12).

La luz solar natural que percibimos en nuestro planeta estad compuesta por UVB , UVA,
luz visible y luz infrarroja. De la radiacion UV que recibimos, la UVB comprende
aproximadamente el 5% y la UVA el 95% restante, sin embargo la luz UVB es la
responsable de la mayor parte de los dafios bioldgicos ocasionados por la luz solar (4).
Se considera que la radiacibn UVB es la responsable del eritema inmediato, la
pigmentacion de la piel, la fotoinmunosupresién y el cancer cutaneo no melanoma. En
cambio, a la radiacibn UVA se le atribuyen efectos a largo plazo como
fotosensibilizacién, fotoenvejecimiento y melanoma (14). Tanto las radiaciones UVA
como UVB juegan un papel importante en la patogénesis de enfermedades relacionadas
con el fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis (15).

El Perd es uno de los paises que recibe a diario niveles de radiacién ultravioleta
extremos, debido al deterioro de la capa de ozono en la franja ecuatorial siendo los
departamentos de Junin, Cerro de Pasco, Cusco, Arequipa, Puno, Moquegua y Tacna
los mas afectados (16). Segun estudios a nivel nacional se estiman que anualmente se
presentan cerca de 1200 nuevos casos de cancer de piel y mas de 500 casos fallecen
a causa de esta enfermedad (17), la cual ocupa el tercer lugar de neoplasias malignas,
después del cancer de cérvix y estdbmago (18)(19). El principal factor de riesgo para
desarrollar cancer de piel sumado a la carga genética es la exposiciéon a radiaciones no
ionizantes: Como en el caso de la exposicion acumulativa o intermitente a la radiacion
solar sin fotoproteccién, esto representa un 80% del total registrado mientras que el 20%
se debe a inmunodepresion (Transplante de oOrganos); antecedentes familiares y
ocupacionales (20). En la ciudad del Cusco segun las declaraciones de la dermatdloga
Sendy Solérzano Gutiérrez en el 2017, de 40 casos de cancer de piel pasaron a
registrarse 70 casos anualmente en los Gltimos cinco afios (21).

Existen muchos métodos de fotoproteccién tanto fisicos, inorganicos como los quimicos
en cuyas investigaciones tempranas se alcanzan muchos puntos sobre los efectos
perjudiciales que causan estos fotoprotectores quimicos por su uso en demasia (22).
Como por ejemplo se han reportado efectos irritativos del octotrileno (23), otros estudios
manifiestan que la dermatitis alérgica de contacto es producida por compuestos como



octotrileno, benzofenonas, oxibenzona(24), metoxidibenzoilmetano(25) y alérgenos
como el octilmetoxicinamato (26).

Por otro lado también se han registrado efectos negativos de estos filtros quimicos en
el medio ambiente mas especificamente por la bioacumulacion de estos compuestos en
el ecosistema marino que podrian estar alterando el sistema endocrino en algunos
peces (27)(28). Es asi que algunas investigaciones realizadas sugieren el uso de
alternativas provenientes de fuentes naturales (5). Por tal motivo, es necesaria la
utilizacion de un fotoprotector con compuestos que no sean téxicos y que no dafien el
medio ambiente.(29)

Existe un creciente interés en las sustancias herbarias que ofrecen proteccién contra los
efectos dafiinos de los rayos UV. Las sustancias herbarias pueden actuar como
adsorbentes de los rayos UV y antioxidantes que potencialmente tienen pocos efectos
secundarios.(7)

En los ultimos afios, los estudios se han centrado considerablemente en la identificacién
de plantas naturales para la prevencion de la fotocarcinogénesis. Una amplia variedad
de compuestos botanicos, principalmente flavonoides y otras sustancias fendlicas, han
reportado poseer actividades anticancerigenas y antimutagénicas sustanciales, debido
a sus propiedades antioxidantes, anti inflamatorias y protectores solares o promover la
reparacion de moléculas como aductos de ADN(30).

El achiote, conocido también con los nombres de achote, bixa, bija, uruca, anato, onoto
y otros, es un arbusto originario de América Tropical que desde tiempos inmemoriales
algunas tribus aborigenes de América utilizaron sus semillas para tefir el cuero, repeler
insectos y para proteger su piel de los rayos del sol. (31)(10)

Por lo que se plantea el estudio de la capacidad fotoprotectora y fotorreparadora de una
crema elaborada con el extracto etandlico al 96% de las semillas de Bixa orellana
(achiote) a la cual se le determinara el Factor de Proteccién Solar (FPS) asi como una
prueba de irritacion primaria en piel de ratones.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Presentara capacidad fotoprotectora, fotorreparadora, valor de factor de protecciéon
solar (FPS) y ausencia de irritacion primaria en piel de ratones, una crema elaborada
con el extracto etandlico al 96% de las semillas de Bixa orellana (achiote)?

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVOS GENERALES:

Evaluar la capacidad fotoprotectora, determinar el factor de proteccién solar (FPS) e
irritacion primaria en piel de ratones de una crema elaborada con el extracto etandélico
al 96% de las semillas de Bixa orellana (achiote).

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Recolectar, seleccionar y obtener extracto etanélico de semillas de Bixa orellana
(achiote). Determinar el porcentaje de humedad y porcentaje de rendimiento del
extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote).



2. Efectuar el analisis fitoquimico cualitativo del extracto etanoélico de semillas de Bixa
orellana (achiote), para determinar la presencia de metabolitos secundarios.

3. Realizar estudios de irritaciébn dérmica primaria a diferentes concentraciones con el
extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote) en ratones albinos Balb/c.

4. Incorporar en una crema base el extracto etandlico de semillas de Bixa orellana
(achiote) a diferentes concentraciones y desarrollar el analisis de caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas.

5. Determinar la capacidad de fotoproteccion de una crema a diferentes
concentraciones del extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote),
mediante el calculo in vitro del Factor de Proteccion Solar (FPS).

6. Evaluar la capacidad fotoprotectora y fotorreparadora in vivo de una crema a
diferentes concentraciones del extracto etandlico de semillas de Bixa orellana
(achiote) mediante valoracion de cambios inflamatorios y morfolégicos
respectivamente en piel de animales de experimentacion frente a radiaciones UV.

7. Evaluar la irritacion dérmica primaria en piel de ratén de la crema elaborada con el
extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote) de la concentracion que
mejor capacidad fotoprotectora, fotorreparadora y FPS presente.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA
1.4.1 Prioridad

Este trabajo tiene como propésito beneficiar con la informacion a la poblacién mediante
la investigacién y evaluacion de la capacidad fotoprotectora de una crema elaborada
con el extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote), aprovechando
los metabolitos que posee. Otra finalidad es poder revalorar el uso tradicional de esta
planta para prevenir los efectos adversos de la prolongada exposicion a la radiacion UV,
empleo derivado en la costumbre de usarlo con fines diversos relacionados con la
proteccion de la piel(9) el que ha sido registrado por diversos autores.

1.4.2 Conocimiento

Hoy en dia, en nuestra sociedad tener un aspecto bronceado es signo de salud,
bienestar e incluso de buen estatus social. El ser humano tiene unos mecanismos de
defensa frente a la radiacion solar, pero si el tiempo de exposicion al sol es excesivo
estos sistemas se saturan y se producen dafios tisulares y/o sistémicos a veces
irreparables (14). La ciudad del Cusco alcanza indices de radiacién consideradas
extremas (16) a comparaciéon de otros departamentos en el Per(, hecho que es
resaltado por la dermatéloga Sendy Solorzano Gutiérrez, quien manifesté que de 40
casos de cancer de piel pasaron a registrarse 70 anualmente, del 2012 al 2016 (32).Por
esta razén, es necesario proteger nuestra piel con un fotoprotector adecuado que no
causen efectos dafiinos en la piel de las personas ni provoguen gran impacto
ambiental(3). Las semillas de Bixa orellana (achiote) presentan compuestos como la
bixina, norbixina, acido elagico, vitamina A, luteina en las semillas (33)(34) . Esta mezcla
de moléculas puede absorber la luz visible y la luz UV de diferentes longitudes onda (7).



1.4.3 Aplicabilidad

Bajo la tendencia mundial de producir cosméticos a partir de materias primas naturales,
esta investigacion busca elaborar una crema a base de semillas de Bixa orellana
(achiote) como alternativa de protector solar y asi poder beneficiar a la poblaciéon con
una propuesta de producto cosméticos cuyo principal componente es un activo natural.

A su vez este trabajo de investigacion contribuird con posteriores investigaciones que
también consideren otras especies vegetales con potencial capacidad fotoprotectora;
asi poder unir y potenciar las propiedades de diferentes especies vegetales con la
finalidad de obtener productos de mayor efecto y mejores caracteristicas.

1.5 HIPOTESIS

El extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote) incorporado en
una crema presenta capacidad fotoprotectora frente a las radiaciones UV, factor de
proteccion solar y ausencia de irritacion primaria en piel de ratones.



CAPITULO I
MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
2.1 VISION HISTORICA

Los problemas como la contaminacion ambiental, el calentamiento global y la reduccion
de la capa de ozono causado por la acciébn humana hace que las personas estén cada
vez mas implicadas con la proteccion de la piel, pero se engafia quien piensa que esa
preocupacion es reciente. Las civilizaciones antiguas ya sintieron la necesidad de
protegerse contra los rayos nocivos del sol, incluso en aguellas donde el sol era el astro
rey. Los médicos recomendaban la exposicién a la luz solar como medio para evitar
enfermedades, pero esa exposicidn debe ser moderada, porque el sol en exceso es
perjudicial para la salud. El primer registro de proteccion solar comenzd con los egipcios,
gue utilizaron ingredientes como salvado de arroz, jazmin y lupino. Recientemente se
descubrié que el salvado de arroz absorbe la luz ultravioleta, el jazmin ayuda a reparar
el ADN y el altramuz aligera la piel. Otras culturas han probado suerte con la proteccion
solar con diversos éxitos. Los antiguos griegos usaban aceite de oliva. Algunas tribus
nativas americanas usaban Tsuga canadensis, un tipo de aguja de pino, que también
era eficaz para calmar las quemaduras solares (35). El primer protector realmente eficaz
fue desarrollado en 1944, por el americano Benjamin Greene. Observando las
guemaduras de piel en los soldados regresados de la Il Guerra Mundial, Greene decidié
crear un producto que pudiera ser Util en la proteccion de la piel contra los rayos nocivos
del sol. Ese protector solar era elaborado a base de petréleo, de color rojo y un tanto
Viscoso0(36).

Alo largo del tiempo, el protector tuvo varias mejoras importantes, presentando diversas
versiones adaptadas a diferentes tipos de piel. Actualmente, el filtro solar se ha vuelto
un recurso indispensable de caracter preventivo (37).

2.2 ANTECEDENTES
2.2.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

¢ Violante IMP, Souza IM, Venturini CL, Ramalho AFS, Santos RAN, Ferrari M.
Evaluacion in vitro de la actividad fotoprotectora de extractos vegetales del
cerrado de Mato Grosso. Brazilian J Pharmacogn. 2009; 19(2 A):452-7. (38)

El objetivo fue estudiar el potencial fotoprotector de especies de diferentes familias
(Apocynaceae, Lythraceae, Oxalidaceae) provenientes de la region de Mato Grosso.
Como metodologia, se midié la absorbancia de los extractos etandélicos secos diluidos
en alcohol absoluto (50 mg/L y/o 100 mg/L) entre las longitudes de onda de 260 a 400nm
para verificar la absorcién en las regiones ultravioleta Ay B (UVA y UVB). Para detectar
alcaloides y polifenoles, los extractos fueron sometidos a un anélisis fitoquimico
cualitativo preliminar. Los extractos etandlicos secos que presentaron absorcién en UVB
fueron vehiculizados en una emulsiéon y sometidos a la prueba de determinacién in vitro
del Factor de Proteccién Solar (FPS) desarrollado por Mansur. Como resultado M.
Velame present6 absorcion en la region UVB; L. pacari y O. hirsutissima presentaron
absorbancia en la region UVA. Se concluye que en la concentracién utilizada y



estandarizada, ninguna de las especies presenté FPS 22, por lo que no pueden ser
consideradas plantas con potencial fotoprotector (38).

e De Souza FP, Campos GR, Packer JF. Determinacién de la actividad
fotoprotectora y antioxidante en emulsiones conteniendo extracto de
Malpighia glabra L. - Acerola. Rev Ciencias Farm. Basica e Apl. 2013; 34(1):69-
77.(39)

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante y fotoprotectora
in vitro del extracto seco de acerola al 10% vehiculizada en emulsiones del tipo O/ Ay
emulsiones afadidas con filtros solares quimicos. Los ensayos fisico-quimicos y
microbioldgicos se realizaron durante la evaluacion de su estabilidad. La emulsion
compuesta por el extracto de acerola presentd absorcién en la region UVB con
absorbancia maxima en 290 nm. Como resultado se obtuvo que en la concentracion
utilizada, la acerola no presenté FPS22, pero se confirmé actividad antioxidante en la
formulacion. La asociacion del extracto de acerola con los filtros quimicos se presento
estable frente a los ensayos de estabilidad y accidn sinérgica en la proteccion de la piel
contra los dafos inducidos por la radiacion UV. (39)

e De la Vega MR, Zhang DD, Wondrak GT. Bixina topica confiere proteccion
NRF2-Dependent contra fotodafio y canas en la piel de ratén.Front Pharmacol.
2018; 9 (MAR):1-11. (40)

El factor de transcripcibn NRF2 [factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2
(E2)] es el regulador principal de la respuesta antioxidante celular que protege la piel de
diversos factores ambientales estresantes, incluida la radiacion UV y los contaminantes
electrofilos. NRF2 en los queratinocitos epidérmicos se puede activar utilizando
compuestos quimiopreventivos naturales como la bixina apocarotenoide, un aditivo
alimentario aprobado por la FDA y un ingrediente cosmético de las semillas del arbol de
achiote (Bixa orellana). En este estudio el objetivo fue probar la viabilidad del uso tépico
de bixina para fotoproteccion de piel dependiente de NRF2 en dos modelos de ratdn
genéticamente modificados [SKH1 y C57BL / 6J (Nrf2+/+ frente a Nrf2-/-)]. Como
resultados se observo que una formulacion de bixina optimizada para la activacion NRF2
tépica suprime el fotodafio agudo inducido por UV en ratones Nrf2 +/+ pero no Nrf2-/-
SKH1, un efecto fotoprotector indicado por hiperproliferacién epidérmica reducida y
dafio oxidativo del ADN. En segundo lugar, se demostré que la bixina tépica suprime el
encanecimiento del cabello inducido por PUVA (psoraleno C UVA) en ratones Nrf2+/+
pero no Nrf2-/- C57BL / 6J. Este estudio representa la primera evidencia in vivo de que
la aplicacién tépica de bixina puede proteger contra el dafio solar inducido por UV y la
pérdida de pigmentacién del cabello inducida por PUVA a través de la activacion de
NRF2 esto puede representar una nueva estrategia para la fotoproteccién de la piel
humana, que puede complementar los enfoques convencionales basados en la
proteccién solar (40).



e Serafini MR, Detoni CB, Menezes PDP, Pereira Filho RN, Fortes VS, Vieira MJF,
et al. Actividad fotoprotectora UVA-UVB de formulaciones tdpicas que
contienen extracto de Morinda citrifolia Mairim. Biomed Res Int. 2014; 2014.
(41)

Este estudio tiene como objetivo investigar los beneficios potenciales de la aplicacion
topica de M. citrifolia a concentraciones del 10% y 15% en la piel dorsal de ratones
expuestos a la luz UVA-UVB (ldmpara Repti Glo 10.0 (Exo Terra)). Utilizando 7 dias de
tratamiento, [antes (valores basales) y 20 h después de la exposicion UV], se evaluaron
el grosor, el dafio de la barrera cutanea (TEWL), el eritema y las alteraciones
histoldgicas. Los resultados mostraron que las formulaciones que contienen el extracto
protegen la piel contra el dafio inducido por UV. Se concluye en que los resultados
actuales sugieren fuertemente el efecto fotoprotector de M. citrifolia. Los resultados
indican que los efectos fotoprotectores se deben no solo a la absorbancia UV, como los
filtros UV, sino también a los efectos biologicos, que ocurrieron principalmente con la
aplicacién de la formulaciéon que contiene el extracto de M. citrifolia. Se necesitan mas
estudios para aclarar la naturaleza precisa de este efecto fotoprotector (41).

e Mollineda A, Rodriguez M, Gonzélez KL, Valdés O, Hernandez Y, Concepcion
AR, et al. Actividad fotoprotectora y fotorreparadora de los extractos de las
angiospermas marinas, Thalassia testudinum Banks ex Konig
(Hyrocharitacea) y Syringodium filiforme Kitzing (Cymodoceaceae). Rev. Mar
Cost. 2016;8 (1):51-62. (42)

Este estudio describe el efecto tdpico de los extractos de estas plantas contra el dafio
agudo inducido por la radiacion UVB. Para la administracién de los tratamientos se
crearon cinco grupos experimentales. El efecto de los extractos fue evaluado in vivo,
irradiando la piel de la region dorsal de ratones albinos con radiacién UVB (dosis:
1.21x103 Jxcm?). Antes o después de la radiacion UVB los animales recibieron
tratamiento topico con los extractos de ambas angiospermas a dosis de 500 pg x cm?
de piel. Se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los grupos T.
testudinum, S. filiforme, los “irradiados” y “placebo”. Los extractos de T. testudinum
y S. filiforme reducen el dafio macroscopico causado por la radiacion UVB en las pieles
irradiadas en los modelos de tratamiento preventivo y de fotodafio. Ademas, mostraron
un efecto protector y reparador del dafio inducido por las radiaciones UVB, lo que podria
estar relacionado con su actividad antioxidante (42).

2.2.2 ANTECEDENTES NACIONALES

e Molina K My Avila J C. Evaluacion del efecto fotoprotector de una crema a
base de propdleo procedente del distrito de Lambrana-Apurimac
[Tesis].Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica. Facultad de Farmacia
y Bioquimica; 2010. (43)

Con la finalidad de elaborar un fotoprotector a base de propdleo este recurso natural fue
recolectado en el distrito de Lambrama - Apurimac. Se obtuvo el extracto de propdleo
con etanol a 70% y se prosigui6 con la formulacion de cremas al 5 %, 10%, 20%, 30%
y 40% del extracto, los que se analizaron por el método espectrofotométrico para la



determinacion del FPS en la regién UVB y un ensayo biolégico controlado para la regiéon
UVC utilizando ratones albinos cepa Balb/C divididos en cinco grupos e irradiados a una
fuente artificial de RUV a dosis Unica de 23,4 J/cm2, durante 30 minutos siendo
evaluados por observacion macroscopica durante 7 dias e histopatolégica del tejido
sano respecto al dafiado. Como resultado se obtuvo que la crema a base de propéleo
presenta efecto fotoprotector demostrandose tanto para la region UVB que al 20% tiene
37.86 de FPS y segun evaluacion clinica se obtuvo que, con el fotoprotector a base de
prop6leo al 20% presento piel normal macroscOpicamente y sin alteraciones
microscoOpicas significativas, mientras que con el fotoprotector comercial presento
eritema, descamacion de la piel a nivel macroscoépico y alteraciones microscopicas
significativas. Por lo tanto la crema de propéleo al 20% presenta alto efecto fotoprotector
comparado con un fotoprotector comercial. (43)

e Inocente MA, Tomas GE, Huaman J, Mufioz MA. Actividad antioxidante y
fotoprotectora in vitro de una locién y gel elaborados con extracto
estabilizado de camu camu (Myrciaria dubia Kunth.). Rev Soc Quim Peru.
2014; 80 (1). (44)

Esta investigacion tuvo como finalidad evaluar la capacidad antioxidante y fotoprotectora
de una locion y un gel elaborados con extracto estabilizado de los frutos de camu camu
(Myrciaria dubia Kunth). Se realizaron los controles de calidad fisicoquimica,
microbioldgica y estabilidad a condiciones normales y aceleradas, lo cual permitio
elaborar pardmetros iniciales para los protectores solares con extracto de camu camu.
Se determinaron la actividad antioxidante por el método de DPPH y ABTS, valores de
876,729 umol Trolox/g camu camu para el gel y 1389,650 umol Trolox/g camu camu
para la locion (método PPH) y valores de 15,330 mmol Trolox/g camu camu para el gel
y 23.384 mmol Trolox/g camu camu para la locion (método ABTS). El FPS de las
formulaciones se determind mediante un método in vitro desarrollado por Mansur. Se
hallaron valores de 10.897 + 0.298 para el gel, 13.401 £ 0.319 para la locién y un valor
de 1.5 para la formulacion de extracto al 15% en gely un valor de 2.6 para la formulacion
de extracto al 15% en locion (44).

¢ Inocente MC, Huaméan JM, Palomino MP, Bonilla PR. Compuestos fendlicos,
actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro de una crema gel elaborada
con extracto estabilizado de tumbo serrano (Passiflora mollissima HBK).
Rev. Per Quim Ing Quim. 2015;17:27-34. (45)

En este estudio se cuantificd el contenido de compuestos fenolicos de una crema gel
elaborada con extracto estabilizado de los frutos de Passiflora mollissima HBK al 15%
con valores de 111.657 + 2.823 mg de equivalentes de acido galico/100 mL muestra
(método de Folin Ciocalteu), lo cual permitié establecer una relaciéon con la actividad
antioxidante con valores de 423.187 + 2.345 pmol Trolox/mL muestra (método DPPH) y
valores de 0.774 + 0.0088 mmol Trolox/mL muestra (método ABTS). Se obtuvieron
valores de 11.754 + 0.241 FPS (método in vitro de Mansur) y un valor de FPS de 1.51
para el gel con extracto al 15% y un valor de 2.66 para la crema con el extracto al 15%.
(45)



e Moya TM, Osorio RI. Actividad fotoprotectora de formulacién tépica a base del
extracto hidroalcohélico de Fragaria vesca L. (fresa) [Tesis].Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Farmaciay Bioquimica; 2017. (46)

En este estudio se evalud la actividad fotoprotectora de una formulacion tépica a base
de extracto hidroalcohdlico del fruto de fresa.El extracto hidroalcohdlico fue preparado
por filtracion en bomba de vacio y se realizaron pruebas preliminares de identificacion
de compuestos fitoquimicos. El contenido de polifenoles totales fue medido mediante el
método espectrofotométrico de Folin - Ciocalteu usando el 4cido galico como materia
de referencia obteniéndose como resultado 15.50 mg GAE/g. La actividad antioxidante
del extracto evaluada por el método espectrofotométrico DPPH que se comparé con el
estandar 4cido ascérbico, dio como resultado el valor de 81.22% de captacion de radical
libres para el extracto hidroalcohdlico de Fragaria vesca L. La actividad fotoprotectora
de las formulaciones tépicas desarrolladas fue evaluada segin el método descrito por
Mansur. El valor de FPS obtenido fue 12,05 el cual confirma la actividad fotoprotectora
de los polifenoles totales de la fresa y el valor del FPS de la crema base mas el extracto
hidroalcoholico de fresa al 5% dio un valor de 0.83. (46)

e Alayo WE, Fiestas R, Ayala C, Castillo E. Desarrollo de una crema de hojas de
Piper aduncum L. (Piperaceae) con actividad fotoprotectora in vitro. Arnaldo
A. 2018; 25(1):115-26. (47)

El presente trabajo tuvo como finalidad desarrollar una crema a base del extracto
hidroalcohélico de hojas de Piper aduncum (Piperaceae) incorporando un concentrado
equivalente a 8.0 p/p y evaluar su actividad fotoprotectora in vitro. La primera etapa del
estudio se inicié con la recoleccién de las hojas de Piper aduncum “matico” del jardin
botanico de plantas medicinales “Rosa Elena de los Rios Martinez” de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional de Truijillo, por el método de herborizacion.
La elaboracion de la formulacion se inicié con la obtencién del extracto por el método de
percolacion usando como solvente etanol de 70° GL, luego se determind la
concentracion, para el posterior disefio de la crema y los respectivos controles
organolépticos y fisicoquimicos. En la segunda etapa, se determiné la actividad
fotoprotectora in vitro de la crema por método espectrofotométrico en la regién de la
radiacién ultravioleta tipo B (UVB) de 290-320 nm. Respecto a los resultados, se obtuvo
una concentracion de 48.6 mg de extracto seco/mL, la crema desarrollada de tipo O/A
tuvo aspecto homogeéneo, con un factor de protecciéon solar de 2.29 FPS. Se concluye
gue la crema fotoprotectora solar desarrollada a base de extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Piper aduncum tiene un nivel de fotoproteccién bajo segun la clasificacion de
organismos internacionales (47).



2.2.3 ANTECEDENTES LOCALES

e Morante C.A y Salas N.V. Evaluacién de la capacidad fotoprotectora y
antioxidante del extracto etandlico al 70% de la Cianobacteria Nostoc
sphaericum Vauch (Llullucha) [Tesis]. Cusco: Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco. Facultad de Ciencias Quimicas, Fisicas y
Mateméticas; 2011. (48)

Este estudio se propuso elaborar un fotoprotector a base del extracto etandlico al 70%
de la cianobacteria Nostoc sphaericum Vauch (Llullucha). Desarrollando una forma
farmacéutica de crema, concluyéndose que este extracto no presenta irritaciéon dérmica
a concentraciones prueba de 0.5%, 1.0% y 1.5%. Del ensayo de irradiaciéon UVB para
la determinacion de la capacidad fotoprotectora in vivo las cremas al 0.5%, 1.0%y 1.5%
del extracto etandlico presentaron valores de 1 para el eritema y valores de 0 para el
edema, el patron solo presento valores de 1 para el eritema. Se evalud
histopatol6gicamente los cambios morfolégicos cutdneos como la hiperqueratosis,
fibrosis dérmica, espongiosis, ulceras, congestion y costras obteniéndose un resultado
de leve a moderado y en algunos casos no presenta con respecto al grupo de animales
de experimentacién tratados con la formulacién al 0.5%, 1.0% y 1.5% .Se obtuvo un
FPS de 13.90 para la formulacion al 0.5%, un factor de 14.73 para la formulacién al 1%
y un FPS de 14.89 para la formulacion al 1.5%. El extracto hidroalcohdlico de Nostoc
sphaericum Vauch (Llullucha), presento capacidad antioxidante con un IC500=787.416
(48).

e Choque R.y Durand D. Z. Capacidad fotoprotectora in vitro e in vivo de una
crema elaborada con el extracto etandlico al 96% de la semilla de Glycine max
“Soja” [Tesis]. Cusco: Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
Facultad de Ciencias Quimicas, Fisicas y Matematicas; 2014. (49)

Este trabajo tuvo como objeto determinar la capacidad fotoprotectora de una crema
elaborada con el extracto etandlico de Glycine max (soja). Se realiz6 la determinacion
del factor de proteccion solar prueba in vitro a las cremas con extracto etandlico de soja
y a una crema comercial ( filtro sol crema FPS30) obteniendo FPS 31 para el producto
comercial, FPS 4.91 para crema al 1%, FPS 7.39 para la crema al 3% y FPS 8.83 para
la crema al 5%. A las cremas al 1%, 3% y 5% se le realizaron la valoracion de cambios
inflamatorios y cambios morfoldgicos. Se concluye que la crema al 5% con el extracto
etandlico al 96% de la semilla de Glycine max (soja) presenta mayor FPS. El grado de
eritema y edema son menores con cremas al 3% y 5% y la intensidad de dafio a la piel
es menor con las cremas al 1% y 3%.(49)

e Segura Li, Mamani A. Control de calidad fisicoquimico, microbiolégico y
determinacién del factor de protecciéon solar (SPF) de bloqueadores solares
expendidos en los establecimientos farmacéuticos y centros comerciales del
distrito de Wanchag Cusco. Universidad Nacional San Antonio Abad del
Cusco; 2015. (50)

El objetivo de este trabajo fue realizar el control de calidad fisicoquimico, microbioldgico
y comprobar los valores de los factores de proteccion solar (SPF) de 39 muestras de
bloqueadores solares, usando el método espectrofotométrico UV-VIS y aplicando la
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ecuacion de Mansur para hallar el valor de SPF. Se realizé la evaluacion de las
caracteristicas propias del producto, la evaluacion de la etiqueta. En la evaluacion de
las caracteristicas organolépticas, el aspecto homogéneo presenté inconformidad en el
38.5%, la reologia presentd inconformidad del 10 % y el color una inconformidad del
3%, de acuerdo a los parametros de la decision 516 de la Comunidad Andina de
Naciones (CAN). En la evaluacion fisicoquimica se determiné el pH con rango de 4.5-
8.5, dando conformidad del 100%, y la densidad con un intervalo de 0.8-1.2 g/mL de
conformidad del 100%. En la evaluacion microbiol6gica el recuento total de Aerobios
Mesofilos Viables, de hongos filamentosos y levaduras, identificacion de la presencia de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosay E.coli, se procedi6 de acuerdo
a los métodos propuestos en la USP 35y las referencias Internacionales de la Comision
Europea, con limites permisibles microbiol6gicos que aceptan un maximo de 1000
UFC/g, con una conformidad aceptable. En cuanto a la determinacion y comprobacion
de los bloqueadores solares entre sus valores de SPF, rotulados en la etiqueta y
obtenidos por espectrofotometria se obtuvo conformidad de un 53.8% e inconformidad
de 46.2%, por tanto se concluye que existe desconfianza al momento de obtener
bloqueadores solares de cualquier SPF, ya que las industrias manufactureras, no
brindan la veracidad en los rétulos del etiquetado, causando preocupacién, por ser
atentativos para la salud de los consumidores. (50)

2.3 ESTADO DE LA CUESTION

Considerando que a nivel mundial, cada vez se toma méas conciencia de los dafios
cutaneos y oculares generados por la radiacion UV y que se busca garantizar un elevado
nivel de proteccion de la salud publica, los productos de proteccidn solar deben ser lo
suficientemente eficaces frente a la radiacion UVB y UVA (51). Al mismo tiempo, es
necesario evitar el bloqueo de los efectos beneficiosos de la radiacion UV, como la
sintesis de vitamina D, la fotoadaptacion (proteccion natural de la piel), la
inmunodepresiéon de la inmunidad adquirida, la induccién de la inmunidad innata y los
beneficios identificados mas recientemente, como la reduccién en la presién arterial por
UVA (52).

En la actualidad existen varias moléculas de filtro UV sintéticas que estan disponibles
en el mercado pero tienen un uso limitado debido a que estas moléculas activas pueden
crear efectos adversos en la piel humanay ser potencialmente dafiinas (53). Informacién
sobre posibles reacciones inducidas por fotones, como fotoirritacién, fotosensibilizacion
también incluye dermatitis de contacto por productos de proteccién solar que contengan
agentes de proteccibn solar organicos sintéticos. Para superar estos efectos
secundarios, compuestos naturales han ganado una considerable atenciébn como
agentes fotoprotectores (51).

Especificamente, existe un creciente interés en las sustancias herbarias que ofrecen
proteccién contra los efectos dafiinos de los rayos UV. Las sustancias herbarias pueden
actuar como adsorbentes de los rayos UV y antioxidantes y potencialmente tienen pocos
efectos secundarios(7). Por lo tanto pueden calificar para brindar proteccion SPF y
aumentar el FPS de las formulaciones existentes; entre ellos se incluyen extractos de
galanga, café verde, regaliz, avena, annatto y muchos mas activos naturales que
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mejoran la solubilidad de los filtros UV, preservan naturalmente las formulaciones y
mejoran la sensacién y elegancia de la cosmética natural (54).

En este trabajo con la finalidad de contribuir a las investigaciones dermocosmeticas
relacionadas a la proteccion de la piel frente a las radiaciones UV; se plantea incorporar
una formulacion de crema a base el extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) que por antecedentes de uso tradicional se conoce de forma empirica
la accion fotoprotectora (11)(55).

2.4 BASES TEORICO CIENTIFICAS
2.4.1 ASPECTOS BOTANICOS DE Bixa orellana (achiote):

e Clase : Equisetopsida

e Sub clase: Magnoliidae

e Super orden: Rosanae

e Orden: Malvales

e Familia: Bixaceae

e Género: Bixa L.

e Especie: Bixa orellana L. (56)

DESCRIPCION BOTANICA:

Arbol o arbusto de 3 a 8 metros de alto, con tronco lefioso, erecto y ramificado en su
parte superior, forma una copa frondosa. Hojas persistentes, alternas y cordadas,
ovadas o acorazonadas, lisas y puntiagudas, largamente pedunculadas, con escamitas
pardas por el envés de 8 a 20 cm de largo. Flor hermafrodita, de tamafio regular de 4
cm de ancho, 5 pétalos de color blanco o rosado, se disponen en paniculas terminales.
Fruto en capsula espinosa, que encierra la semilla en su interior, 3 a 4 cm de largo,
ovoides o cénicos, café-rojizo o amarillo, pequefas espinas lisas. Sus semillas son
numerosas de 5 mm de largo, cubiertas de fina pulpa rojo-naranja (57).
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Figura N° 01:A Bixa orellana (58)
DISTRIBUCION

Cultivado en Amazonas, Cusco, Huanuco, Junin, Loreto, Madre de Dios, San Martin,
Ucayali.(59)
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PARTE UTILIZADA
Las partes utilizadas son:

- Semillas de Bixa orellana L. (Achiote)
2.4.2 USOS TRADICIONALES

El achiote tiene numerosos usos medicinales. Los indigenas obtenian por maceracion
una sustancia de color rojo que empleaban para tefiir el cuero, pintar sus cuerpos,
repeler insectos y proteger su piel del agua salada y de las quemaduras de los rayos del
sol (60)(31). La semilla que contiene la bixina posee cualidades expectorantes y
regeneradoras. Estas semillas machacadas o el aceite constituyen un excelente
cicatrizante cutdneo como también desinflamatorio frente a quemaduras leves, alivia los
eczemas protege contra el herpes zoster y los rayos ultravioletas (31).

Por otro lado la hoja aplicada en la frente sirve para el dolor de cabeza. El cocimiento
de las hojas utilizado en gargaras sirve para tratamiento de la infeccion de boca y
garganta y también se ha utilizado para evitar la caida del pelo. La decoccién de la raiz,
como bebida sirve para el asma (55).

Hay diversos usos medicinales secundarios como para los males del corazén, para las
molestias respiratorias o renales, su capacidad hipoglicemiante y como antidoto para la
intoxicacion con la yuca amarga y del pifién de nuestra selva (9).

2.4.3 CONSTITUYENTES QUIMICOS DE LA SEMILLA

El residuo de semilla de achiote tiene altos niveles de proteina, carbohidratos, fibra,
mineral. Los minerales mas abundantes encontrados fueron el potasio y el sodio.
Tambien se encontraron concentraciones substanciales de los aminoacidos lisina,
isoleucina, leucina, fenilalanina, tirosina y valina (61). La ceniza 5,4% tienen alto
contenido de fésforo, hierro y zinc (33).

Tabla N° 01: Constituyentes quimicos de la semilla de Bixa orellana

Parametro Medida* %DRI DRI(g)**
Humedad 6.75 £ 0.089 - -
Residuo mineral fijo 5.22+0.35 - -
Lipidos totales 2.23+0.11 4.05 60
Proteinas 11.50 +0.06 15.33 75
Carbohidratos totales  42.2 + 0.69 14.06 300
Sacarosa 11.78 +0.02 - -
Almidén 30.42 £ 0.58 - -

Fibra 28.48 £ 0.91 11392 25
Valor caldrico total 234.46 11.72 2000

* Valores medios de 3 determinaciones * desviacion estandar. ** Ingesta
dietética de referencia basada en una dieta de 2000 kcal (61)

* Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(2007). ** Limitacion de aminoacidos; Nd: no determinado.
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Tabla N° 02. Composicion y puntuacién quimica (CS) de los aminoacidos esenciales de
la proteina aislada (IP) del residuo de semilla de achiote y comparacién con los
requerimientos FAO/OMS para adultos.

IP (mg.g-1 CS FAO* (mg.g -1

proteina) proteina)
Lisina 76.7 1.70 45
Histidina 7.2 0.48** 15
Treonina 10.9 0.47** 23
Valina 8.5 0.22** 39
Metionina 12.8 0.8** 16
Metionina + Cisteina 12.8 0.58** 22
Isoleucina 59.3 1.98 30
Cisteina Nd Nd 6
Leucina 83.9 1.42 59
Fenilalanina + Tirosina 100.2 3.34 30

* Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (2007). ** Limitacion
de aminoacidos; Nd: no determinado (61).

Las semillas se caracterizan por el alto contenido de bixina (62) y norbixina entre otros
carotenoides y compuestos fitoquimicos que se encuentran en menores cantidades
como isobixina, beta caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina y orellina, bixeina,
bixol, crocetina, iswarane, acido elagico, acido salicilico (33), bixinato de sodio, acido
tomentédsico, bixina, beta caroteno, pectina, vitamina A, cryptoxantina, luteina,
metilbixina,zeaxantina (63), E-geranilgeraniol y farnesil acetona (34).

A través de pruebas fitoquimicas y espectroscopia infrarroja se encontr6 que la solucién
acuosa que se encuentra dentro de los frutos de Bixa orellana L. tiene altas
concentraciones de taninos hidrolizados o pirogalicos (64). Mientras que los mayores
niveles fendlicos totales se verificaron en los extractos mas polares, logrando un maximo
de 1,84 equivalentes de &cido galico/g de semillas en el extracto metanol/agua (65).

BIXINA

Bixina posee una cadena isoprénica de 24 carbonos, conteniendo un &cido carboxilico
y un éster metilico en las extremidades; su forma molecular es CzsH3004. Representa el
80% de los pigmentos de Bixa orellana L. (66)(67).

H,CO.___O
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A partir de la bixina es posible obtener otros pigmentos como la sal de norbixina
(hidrosoluble), norbixina (liposoluble)(63) que es un derivado desmetilado de la
saponificacion de la bixina, siendo esta su forma de obtencién para fines comerciales
(66)(33). Una vez aislado de la semilla, la bixina se hace muy vulnerable a la
degradacién causada por el calor, la luz y la oxidacion (33).

Principales aplicaciones del colorante bixina:

Hoy en dia se sabe que en las plantas, los carotenoides actian como pigmentos de
absorcioén de la luz y en la transferencia de esta energia a la clorofila en el mecanismo
de la fotosintesis. Los carotenoides también actian como filtros UV, en la proteccién de
las plantas de la foto-oxidacién, evitando que las células sean dafiadas por el oxigeno
singlete. Ademas que en situaciones de estrés o lesidn en una exposicién severa a la
luz, estos compuestos protegen a las plantas de infecciones futuras o dafio oxidativo
(33) y poseen actividad antioxidante (68). Los carotenoides también son capaces de
extinguir el estado triplete excitado de los sensibilizadores, que son especies relevantes
en la oxidacién de lipidos, vitaminas y proteinas. Los carotenoides también actian como
depuradores de los radicales libres (65).

En cosmética, el pigmento se aplica como la formulacién de bronceado en la forma de
extractos oleosos; productos de maquillaje tales como barras de labios (69) y post-
facial; productos para el cabello tales como tinte y champus, asi como en jabones. En
la industria textil se emplea para tefir algodon, lana y seda particularmente,
transmitiendo el efecto especial difuso de color amarillo-naranja. También se ha utilizado
como pigmento en la industria del cuero y en la fabricacion de pinturas, barnices, grasas
y ceras (33).

Métodos de extraccién

La bixina se encuentra en la cubierta exterior del fruto y representa mas del 80% de los
pigmentos presentes, lo cual facilita su extraccion (70). Los métodos mas comdnmente
utilizados para extraer los pigmentos de las semillas de achiote son la extraccién alcalina
(sal de norbixina), la extraccion con aceite (bixina) y la extraccién con solventes, como
acetato de etilo, etanol (71), cloroformo y acetona, para producir productos de mayor
pureza (72).

La mayor parte de la bixina en las semillas de achiote se encuentra en la capa externa
de la semilla. No obstante, existe una capa lipidica fuertemente asociada a la bixina en
la semilla (73).

El mejor método identificado para obtener altos rendimientos en bixina es la extracciéon
con solvente a baja presion utilizando etanol como solvente (73)(65). El etanol es
considerado como el mejor solvente al extraer los metabolitos mas importantes de la
semilla y sobretodo por contribuir a la tendencia general del mercado a identificar
optimos solventes que generen ventajas econdmicas, sociales y ambientales (74)(75).

SEGURIDAD

La Organizacion Mundial de la Salud reconoce su toxicidad cero tanto para el consumo
humano y para su aplicacién en la piel (70). El producto esta registrado por la Union
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Europea bajo el nombre E160b (33). En Brasil, el uso de achiote es tan rutinario que su
seguridad no esta en duda (66).

En un estudio se investigaron el tiempo de retencion en plasma, tanto de la bixina (cis y
trans), como la norbixina (cis y trans). Siete voluntarios ingirieron una dosis Unica de 16
mg de colorante. Se observé que la bixina se elimina totalmente a lo sumo después de
ocho horas en comparacion con 24 horas norbixina (33).

Bixina y norbixina no presentan algun efecto deletéreo significativo sobre las células
hepéticas, médula renal y hueso de ratones-ratas; aunque ningin efecto embriotoxico
se ha demostrado en ratones, un grado significativo de interferencia con el control
metabolico de la glucosa fue percibido en estos roedores (66)(76).

Estudios Farmacolégicos: Se han realizado multiples estudios para determinar la
actividad biologica de Bixa orellana (achiote). Algunos de los mas representativos se
describen a continuacion:

Accidn antioxidante: Se evalu6 el efecto de la norbixina en la respuesta al dafio del ADN
inducido por radiacién UV, perédxido de hidrégeno (H20-) y anién superdxido (O%-) sobre
células de Escherichia coli, y se obtuvo que la norbixina era capaz de proteger a la
célula ante estos agentes. La norbixina aumentd la supervivencia de la célula en al
menos 10 veces. Otros experimentos demostraron que la bixina actuaba como
antioxidante interceptando los radicales libres generados por el dafio cromosémico
inducido por el agente clastogénico cisplatino (63).

Accion antimutagénica y antigenotéxica: Este estudio evalué el potencial antimutagénico
de la norbixina contra mutagenos oxidantes en Salmonella typhimurium y detectd una
inhibicibn méaxima de un 87% contra la mutagenicidad inducida por peréxido de
hidrégeno; sin embargo se considera que aunque los datos indican que la norbixina
protege frente al dafio oxidativo, puede tener efecto pro-oxidante frente al ADN bajo
determinadas condiciones. Otros estudios describen las potencialidades del achiote
para prevenir las mutaciones que conducen al cancer junto al propéleos y algunos
hongos comestibles. También se han explicado las potencialidades antimutagénicas del
achiote sobre la base de ensayos que demostraron la importante accion de la bixina en
la disminucién de la peroxidacion lipidica (proceso inducido por la formacién de radicales
libres) y la proliferacion de células tumorales. Gran parte de estos estudios clasifican al
achiote como un suplemento nutricional antitumoral (63).

No se observd efecto significativo cuando los extractos de semillas de achiote se
probaron actividad mutagénica en estudios realizados en los Estados Unidos y Brasil
(77).

Accién como antiagregante plaquetario: Bixa orellana (achiote) inhibié la agregacion
inducida por la trombina de plaquetas humanas lavadas (63).

Accién inmunomoduladora: La bixina entre otros colorantes solubles en agua aumenta
la produccién de IgM a concentraciones tan bajas como 1mmol/L. Los autores concluyen
gue este colorante puede regular la produccién de inmunoglobulinas (63).

Estudios Toxicoldgicos.
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Los estudios de toxicidad aguda realizados para extractos de Achiote han demostrado
su baja toxicidad. Un estudio realizado en ratas Wistar a las cuales se les administro
una dosis 2 000 mg/kg/dia de achiote, demostr6 que era practicamente inocuo. Por otra
parte, un estudio de tolerancia cutanea en conejos realizado con un extracto de Bixa
orellana (achiote), no mostré alteraciones significativas, lo cual fue confirmado
mediante estudios histol6gicos de muestras de piel y pelo. Otros investigadores
emplearon en su estudio un extracto alcohélico de Bixa orellana (achiote) en piel
rasgada de conejos Nueva Zelanda y concluyeron que el producto no es un irritante
dérmico primario (78). Los estudios subcrénicos de toxicidad oral de un extracto de bhixa
administrados durante 13 semanas en ratas Sprague-Dawley tampoco presentaron
signos téxicos o letalidad (63).

Genotoxicidad y carcinogénesis: Estudio realizado en ratas se demostr6 que el extracto
del achiote a dosis dietéticas de 0,3 % (200 mg/kg/dia) carecié de potencial modificador
para la carcinogénesis hepatica. En otro estudio realizado en ratas Wistar se reportd
gue el achiote no es genotdxica, ni carcinogénica a las altas concentraciones probadas
(1 000 mg/L) (63).

Embriotoxicidad y toxicidad maternal:

Se administré Annatto (0, 31,2, 62,5, 125, 250 y 500 mg / kg de peso corporal / dia) por
gavaje a ratas Wistar en los dias 6-15 del embarazo. Las cesareas se realizaron el dia
21. Se registraron los implantes, los fetos vivos y muertos y las reabsorciones. Los
resultados sugieren que el annatto no es ni toxico para la madre ni embriotoxico en ratas
(79).

Estudios Clinicos

Este estudio desarrollé un procedimiento para la deteccion y determinacién de la bixina
y la norbixina en el plasma humano y se estudi6 la absorcion de una dosis Unica de 1
mL de un extracto del achiote empleada como colorante de alimentos comercial (16 mg
de cis-bixina en aceite de soya). Se detectaron ambos pigmentos con considerables
variaciones entre un individuo y otro, en diferentes momentos del dia con una aclaracion
plasmatica completa de la bixina a las 8 h y de la norbixina a las 24 h del consumo, sin
deteccidn de efectos adversos entre los individuos estudiados. Tanto en el hombre como
en las ratas los pigmentos del achiote son absorbidos del intestino a la sangre y la
aclaracion en sangre es bastante rapida (63).

Otro ensayo clinico en humanos donde se emple6 el extracto del achiote en la
hiperplasia prostéatica benigna, los individuos estudiados no mostraron ningan beneficio
con respecto a los tratados con placebo, ningun efecto adverso fue detectado durante
el estudio (80).

La OMS ha considerado que el estimado aceptable de consumo diario de achiote,
expresado como bixina es de 0-0,065 mg/kg de peso corporal. Los seres humanos que
recibieron una preparacion comercial que contenia 16 mg de bixina y 0,5 mg de
norbixina, las concentraciones de norbixina en la sangre fueron mayores que las de la
bixina y persistieron durante mas tiempo, ya que la bixina no pudo detectarse en el
plasma 8 horas después de una dosis oral Unica mientras que la norbixina alcanzé un
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pico después de 4 horas y todavia se detecté después de 48 horas. No esta claro si la
conversion de la bixina en norbixina ocurre en el cuerpo (81).

2.4.4 LA RADIACION SOLAR

El sol siempre ha sido de vital importancia para la vida en la tierra da luz, calor y energia;
la vida seria imposible sin su presencia (36).

La radiacion solar abarca todo el espectro electromagnético, incluidos los rayos
cbésmicos, gamma cortos y de alta energia, los rayos UV de menor energia, la luz visible,
la radiacion infrarroja (IR), las microondas y finalmente las ondas de radio.(54)

La vida se hizo posible porgue la naturaleza proporcioné un sistema sofisticado adicional
de proteccién. Las radiaciones solares mas cortas y dafiinas no pueden alcanzar la
superficie de la tierra mediante dos escudos protectores, o esferas de gas huecas que
envuelven a la tierra. El exterior es la ionosfera, que refleja los rayos X de vuelta al
espacio. El interior es la capa de ozono, que absorbe los rayos UV mas cortos. Ademas,
una gran parte de la radiacién infrarroja es absorbida por el vapor de agua en la
atmosfera (36).

Su distribucién espectral en funcion de las longitudes de onda es:

ESTRATOSFERA
1530 K sobre
nive del mar

RADIACION ULTRAVIOLETA 200 - 400 nm

RX UV-C  UV-B

R
R cosmicos YACIO)
(<10 nm)

Anm 10 200 290 320 340 400 800 3000 ™10 tx10"x10"

Emisidn solar de radiaciones electromannéticas.

Figura N°02: Emision solar de radiaciones electromagnéticas (82)

Radiacién infrarroja: La radiacion infrarroja comprende longitudes de onda superiores a
800 nm, comprende el 50%de la radiacion solar (36)(4).Esta radiacion provoca en la
piel una sensacién de calor e incluso puede producir eritema, es responsable de la
perdida de agua cutanea y potencia los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta
(14)(83).

Luz visible: La radiacion solar terrestre esta constituida por un 40 % de luz visible, con
una longitud de onda entre 400 — 800 nm (4)(36). Esta radiacion es la responsable de
la sensacion visual o el efecto de luz donde se exhibe el arco iris de los colores del
espectro de violeta a rojo (54)(83).

Radiacion ultravioleta: Es la banda espectral de mayor energia que alcanza la biosfera
y comprende longitudes de onda entre 200 - 400 nm y representa el 10% de radiacion
solar (36)(84). Este tipo de radiacién se caracteriza por inducir efectos biolégicos sobre
aquellos compuestos que absorben directamente los fotones. De alli su importancia por
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Aunque inicialmente fue clasificada por el Segundo Congreso Internacional sobre la Luz
en 1932, los fotobidlogos ambientales y dermatolégicos cominmente usan divisiones
ligeramente diferentes, mas estrechamente asociadas con el efecto bioldgico de las
diferentes longitudes de onda. (13)

Estos son:

Radiacion UVA : Se extiende desde los 320 a 400 nm (4) lo que representa una gran
parte del espectro, aproximadamente el 90-95% de la luz incidente UV en la superficie
terrestre, ya que no es absorbida por la capa de ozono (46). Los rayos UVA no se filtran
por el cristal, sufren poca fluctuacién temporal, no se afectan apenas por la altitud ni por
las condiciones atmosféricas y el 50% penetran en la piel en profundidad, alcanzando
la dermis e incluso afectando a las células sanguineas circulantes (85). Esta radiacion
se divide en dos sub rangos, UVA | (340-400 nm) y UVA Il (320-340 nm) (82).

A estos rayos se los conoce como rayos bronceadores ya que penetran profundamente
en la capa de la dermis de la piel, estimulando asi la formacion de melanina, la capa
protectora de defensa natural del cuerpo. Hasta la década de 1970, se consideraban
relativamente inofensivos y en muchos casos se asociaron con la formacion de un
bronceado saludable. La evidencia reciente, sin embargo, ha implicado estos rayos
energéticamente mas débiles, aln mas penetrantes, con la mayor incidencia de
canceres de piel (87). Los investigadores han implicado radiacion UV-A con efectos
moleculares y tisulares, flacidez de la piel y la introduccion de mellas en el ADN celular.
La mayor parte del dafio UV-A parece implicar la presencia de oxigeno y metales traza,
de ahi la creciente popularidad del uso de antioxidantes y secuestradores de radicales
libres de oxigeno singlete (54).
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Radiacion UVB : Comprende desde los 290 a 320 nm (4), es la radiacion mas
energética que causa la mayoria de las reacciones fotobiol6gicas ocasionadas por la
luz solar (85). También llamados rayos ardientes o eritematosos son responsables de la
mayor parte del dafio inmediato a la piel, Io que produce eritema o quemaduras solares
y su consiguiente dafo a largo plazo (54).

Diferencias entre la radiacion UVA y UVB

e La cantidad de UV-A solar que llega a la superficie de la Tierra es enormemente
mayor que la de UV-B.

e Las reacciones de fotosensibilidad (fototoxicidad y fotoalergia) estan
mayormente mediadas por UV-A.

¢ UV-A puede potenciar o aumentar los efectos biol6gicos de UV-B.

e UV-A se transmite por la mayoria del vidrio de ventana y muchos plasticos que
no transmiten UV-B.

e Estudios recientes sugieren que UV-A puede afectar células y microorganismos.

e Existe evidencia experimental y epidemiol6gica que sugiere que el UV-A solar
es uno de los posibles agentes etioldgicos para ciertos tipos de cataratas en
humanos (54).

Radiacion UVC: Las radiaciones UV de mayor energia son las de tipo C, con longitudes
de onda de 200 a 290 nm, éstas junto a otras radiaciones (radiacion X, Gamma y
Cdsmica), son retenidas totalmente por la capa de ozono en la estratosfera y no
alcanzan la superficie terrestre (4). Cualquier agotamiento significativo de la capa
protectora de ozono de la tierra plantearia un peligro que es inimaginable (54). Este tipo
de radiacion es emitida por fuentes artificiales tales como lamparas germicidas y
lamparas de arco de mercurio.

EFECTOS DE LA RADIACION SOLAR

La radiacion solar es fuente de vida en la tierra, pero la exposicién a ésta de forma
incontrolada supone un riesgo ambiental para la salud, por sus posibles efectos
perjudiciales principalmente en nuestra piel (85).

LA PIEL

La piel es un érgano complejo que protege al huésped de su ambiente y al mismo tiempo
permite la interaccion del organismo con el ambiente circundante. La piel es una
estructura dinamica encargada de mediar varias funciones como constituir una barrera
fisica de permeabilidad, proteccién contra los agentes infecciosos, termorregulacion,
sensaciones, proteccion contra la luz ultravioleta, reparacion de las heridas,
regeneracion y apariencia fisica externa (88).

Las diferentes funciones de la piel estdn mediadas por una o varias de sus tres
principales regiones: la epidermis, la dermis y la hipodermis.
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Figura N° 04: Principales regiones de la piel (89)

Epidermis: La epidermis ("sobre la piel’) es un epitelio estratificado pavimentado y
queratinizado que contiene cuatro tipos diferentes de células (84):

- Los queratinocitos, son células que confieren proteccién fisica y mecénica,
producen queratina, antibiéticos y enzimas que desintoxican la piel de las
sustancias nocivas a las que esta expuesta (90).

- Las células epiteliales tactiles, o células de Merkel. Cada célula epitelial tactil
semiesférica esta intimamente asociada a una terminacioén sensorial nerviosa
similar discoide y funciona como un receptor tactil (90).

- Los melanocitos se agrupan en el lado superficial de los queratinocitos, entre la
radiacién recibida y los nlcleos celulares, protegiendo asi los nucleos celulares
de los rayos UV que pueden dafar el ADN y provocar cancer. Se ha reconocido
el papel de los melanocitos en la pigmentacion de la piel ademas los melanocitos
también secretan una serie de moléculas de sefializacion en respuesta a la
radiacion ultravioleta que actia en la modulacion de la respuesta inmune en la
piel (90).

- Lascélulas dendriticas se dispersan entre los queratinocitos del estrato espinoso
éstas células estrelladas forman parte del sistema inmune (90).

La dermis: Tejido resistente - elastico que actia de almohadilla del cuerpo frente a
lesiones mecanicas y proporciona nutrientes a la epidermis y apéndices cutaneos. Los
tipos de fibras colagenas, elasticas y reticular también son caracteristicos de la dermis
donde también se albergan los sistemas nervioso, linfatico y sanguineo que rodean los
foliculos pilosos con sus glandulas asociadas y las glandulas sudoriparas ecrinas
(84)(90).

Hipodermis: Por debajo de la piel se sitla la hipodermis que consiste en los tejidos
conjuntivos flojos y adiposos. Tiene como funciones almacenar la grasa evitando la
perdida térmica en el cuerpo y adherir la piel al tejido muscular (90).

EFECTOS POSITIVOS DE LA RADIACION SOLAR

La exposicion moderada del cuerpo humano al sol produce, psicolégicamente y
fisiologicamente, una sensacién de salud, sosiego mental y bienestar general. Ademas
que la radiacion estimula la circulacion sanguinea, aumenta la formacion de
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hemoglobina y promueve la reduccién de la presidon sanguinea y también la sintesis de
la vitamina D, incrementando la absorcion del calcio del intestino. La radiacion solar se
ha utilizado en el tratamiento de ciertos tipos de tuberculosis de ciertas enfermedades
cutaneas, como la psoriasis. También al producir melanina y originar un engrosamiento
de la piel, desempefia un papel esencial en la formacion del mecanismo de proteccién
natural del cuerpo a las quemaduras (84).

EFECTOS NEGATIVOS DE LA RADIACION SOLAR

El dafio asociado con la sobreexposicion a la luz UV ha sido demostrada en muchos
estudios y se han identificado una serie de otros efectos adversos tanto a corto como a
largo plazo sobre la salud (13).

El UVC es totalmente absorbido por el ozono atmosférico y tiene una penetracidon
minima en la superficie de la Tierra por lo tanto tiene muy poco efecto en la salud
humana. El ozono atmosférico absorbe el 90% o mas de los rayos UVB, mientras que
los rayos UVA atraviesan la atmésfera con pocos cambios. Por lo tanto, la radiacién
solar ultravioleta de importancia para la salud humana consiste en rayos UVA y UVB
(13).

Si la piel de los mamiferos se somete a una exposicién cronica de radiacion UV, se
inducen varias respuestas biol6gicas, por ejemplo: el desarrollo de eritema, edema,
guemaduras de las células, hiperplasia, inmunosupresién, dafio en el DNA,
fotoenvejecimiento y melanogénesis. Estas alteraciones pueden estar directa o
indirectamente involucradas en el desarrollo de cancer (4)

La radiacion UVA se considera como la “radiacion de envejecimiento” causante del
bronceado de la piel (82) que es capaz de penetrar profundamente en la epidermis y en
la dermis de la piel. Es mas eficaz que la UVB en lograr un curtido de la piel inmediato
gque se produce por oscurecimiento de la melanina en la epidermis. La piel se puede
guemar si es sometida a exposiciones intensas y prolongadas de radiacion UVA
dafando las estructuras en el corion causando fotoenvejecimiento prematuro de la piel,
asi como elastosis solar. En estas zonas se pueden suprimir algunas funciones
inmunolégicas, y se pueden desencadenar procesos oxidativos donde se generen
especies reactivas del oxigeno (ROS) que pueden causar el dafio a las proteinas
celulares, lipidos y carbohidratos. También pueden generarse especies reactivas del
nitrégeno y este exceso de radicales libres provoca una cascada de eventos que
propician un deterioro progresivo de las estructuras y funciones celulares. La lesion de
UVA tiende a causar necrosis de las células endoteliales, dafiando los vasos sanguineos
dérmicos. Dado que este tipo de radiacion puede producir dafio estructural al DNA y
dafar el sistema inmunolégico, puede llevar a la formacién de cancer (82). La misma se
ha relacionado con el 67% de los melanomas malignos (4) (54).

La radiacion UVB se considera como la “radiacion de quemaduras” (82). Es capaz de
penetrar en la epidermis actuando principalmente a nivel de la capa basal de células,
dafando el genoma de los queratinocitos. Produce efectos biol6gicos adversos directos
e indirectos por ejemplo: formacion de fotoproductos, isomerizacion de trans a cis- acido
urocanico, induccion de la actividad ornitina descarboxilasa, estimulacion de la sintesis
de DNA, detencion del ciclo celular, fotoenvejecimiento prematuro y fotocarcinogénesis.
Es caracteristico tambien la formacion de estrés oxidativo con la produccién de radicales
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libres en la zona irradiada, ademas una excesiva radiacion de UVB disminuye los niveles
de enzimas antioxidantes en la piel posibilitando una disminucion de su capacidad de
defensa frente a los procesos oxidativos generados a posteriori de las radiaciones.
También disminuye el sistema inmune y se considera que es responsable de inducir
cancer en la piel de tipo escamoso y carcinoma de células basales (4) (30).

La radiacion UVB mas energética causa la mayoria de las reacciones fotobiol6gicas en
la epidermis y s6lo el 10% de ella pasa a la dermis (85) (86).

Quemaduras solares

Los sintomas de las quemaduras solares son el resultado directo de la lesiéon o
destruccion de células en la capa celular espinosa de la piel, posiblemente por
desnaturalizacion de sus constituyentes protéicos. Las sustancias similares a la
histamina liberadas por las células dafiadas son responsables de la dilatacion de los
vasos sanguineos y del eritema. También causan hinchazén de la piel (edema) y
estimulan las células basales de la piel a la proliferacion. Durante el periodo de latencia
precedente a la aparicién de los sintomas de las quemaduras solares, los productos de
degradacion fotoquimica formados como consecuencia de la irradiacién solar se
consideran que desencadenan una serie de reacciones de radicales libres que
conducen a la formacién de sustancias biolégicamente activas, como se ha comentado
anteriormente, que se difunden a través de los vasos sanguineos dérmicos y producen
los sintomas descritos (84).

Existen cuatro grados de quemaduras solares:

- Eritema minimo perceptible: una ligera, pero discernible coloracién roja o
rosacea de la piel producida en veinte minutos.

- Eritema intenso: una coloracion roja brillante de la piel, no acompafada de dolor
alguno, producida en cincuenta minutos.

- Quemadura dolorosa: caracterizada tanto por eritema intenso como por dolor,
variando desde leve a intensa, producida en cien minutos.

- Quemadura con ampollas: caracterizada por un extremadamente alto nivel de
dolor acompafiado de eritema intenso y, posiblemente, de sintomas sistematicos
con ampollas y descamacioén, producido en doscientos minutos.

Las quemaduras producidas por el sol no dejan cicatriz alguna. Una quemadura leve
protegida de exposicion posterior al sol desaparece al cabo de 24 — 36 hras. Las
guemaduras mas graves generalmente se curan al cabo de cuatro a ocho dias. Si la
inflamacioén subsiste, ésta ir4 seguida por la descamacion (84).

Exposicion Crénica

Los efectos crénicos comprenden dos grandes problemas sanitarios: los canceres de
piel y las cataratas. Cada afio, se producen en todo el mundo entre dos y tres millones
de casos de cancer de piel no melanico y aproximadamente 132 000 casos de cancer
de piel melanico. Los canceres de piel no melanicos se pueden extirpar quirdrgicamente
y rara vez son mortales, pero los melanomas malignos contribuyen de forma sustancial
a la mortalidad en las poblaciones de piel clara. Por otro lado entre 12 y 15 millones de
personas padecen de ceguera causada por cataratas. Segun estimaciones de la OMS,
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hasta un 20% de estos casos de ceguera pueden haber sido causados o haberse
agravado por la exposicion al sol, especialmente en la India, Pakistan y otros paises del
llamado “cinturén de cataratas”, la zona de mayor mayor incidencia, cercana al ecuador
(86).

CANCERES DE PIEL NO MELANICOS

El carcinoma basocelular: Es el mas comun de todos se caracteriza por ser localmente
invasivo, de crecimiento lento y escaso riesgo de metastasis. Sin embargo si no son
tratados oportunamente o en forma adecuada la primera vez son capaces de provocar
grandes destrucciones de la cara y tendencia a la recidiva (91).

Carcinoma epidermoide: También llamado epitelioma espinocelular o carcinoma de
células espinosas. Se trata de una neoplasia maligna derivada de las células de la
epidermis o sus anexos, con capacidad de producir metastasis a ganglios regionales u
otros organos (91).

MELANOMA MALIGNO

El melanoma maligno (MM) es una neoplasia derivada de los melanocitos que suelen
localizarse en la unién dermoepidérmica. A pesar de que su incidencia es baja, menor
e 10%, 75% de las muertes por cancer cutaneo se debe a esta neoplasia (92).

* El principal factor de riesgo de MM en poblaciones de piel clara es la presencia de
numerosos nuevos (lunares) atipicos. Al parecer, un importante factor de riesgo de sufrir
MM es la exposicion alta e intermitente a la radiacion UV solar ya que varios estudios
epidemiolégicos demuestran la existencia de una asociacion positiva con los
antecedentes de quemaduras solares, particularmente en edades tempranas (86).

* No esta claro qué papel desempena la exposicion solar acumulada en el desarrollo del
MM. No obstante, el riesgo de MM es mayor en personas con antecedentes de CPNM
0 queratosis actinica, indicadores ambos de la exposicién acumulada a la radiaciéon UV
(86).

EFECTOS OCULARES:

La fotoqueratitis y la fotoconjuntivitis son efectos agudos de la exposicion a la radiacion
UV. Estas reacciones inflamatorias de los tejidos “seudocutaneos” extremadamente
sensibles del globo ocular y de los parpados son parecidas a las de una quemadura
solar y habitualmente aparecen pocas horas después de la exposicion. Ambas
reacciones pueden ser muy dolorosas, pero son reversibles y no ocasionan dafios a
largo plazo en el ojo ni en la visién. La “queratitis por soldadura al arco” y la “ceguera de
la nieve” son formas extremas de fotoqueratitis (86). Por otro lado la exposicion a la luz
solar, particularmente a los componentes de la luz UVB, muestra una asociacion con la
catarata cortical, lo que ha sido demostrado a través de mdltiples estudios (93).

indice ultravioleta

El indice UV solar mundial (IUV) es una medida de la intensidad de la radiacién UV solar
en la superficie terrestre que tiene relacién con los efectos sobre la piel humana. El lUV
es el fruto de una labor internacional de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en
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colaboracion con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA), la Organizacién Meteorol6gica Mundial (OMM), la Comision Internacional
sobre Proteccion contra la Radiacion no lonizante (ICNIRP) y la Oficina Federal
Alemana para la Proteccion contra la Radiacion (Bundesamt fiir Strahlenschutz, BfS. El
indice se expresa como un valor superior a cero, y cuanto mas alto (valores de 0 a 16)
mayor es la probabilidad de lesiones cutaneas y oculares y menos tardan en producirse
esas lesiones (86).

i Puede iManténgase a la sombra durante iEvite salir durante las horas
permanecer en las horas centrales del dia! centrales del dial
el ex_terlc-: sIN iPéngase camisa, crema de proteccién iBusque la sombra!
riesgo! I . o .
9 solar y sombrero! iSon imprescindibles camisa,

crema de proteccion
solar y sombrero!

Figura N° 05: indice ultravioleta y recomendaciones (86)

Fotoproteccion

La fotoproteccién tiene como objetivo prevenir el dafio que ocurre en nuestra piel como
resultado de su exposicion a la radiacion ultravioleta (UV). Por tanto, las estrategias de
fotoproteccion se centran en reducir el tiempo global de exposicion al sol, especialmente
en las horas del mediodia (12:00 a 16:00 h), llevar ropas adecuadas, utilizar gorros y
gafas y aplicar fotoprotectores (85).

- Fotoproteccién exdgena: Este tipo de fotoproteccion incluye todos los métodos vy
estrategias usadas por el sujeto para disminuir los efectos adversos de las radiaciones
solares sobre la piel. Realizando actividades como evitar la radiacion solar, ponerse a
la sombra y utilizar gorros y ropas, hasta la aplicaciébn o ingestion de sustancias
destinadas a este fin, conocidas como fotoprotectores (36).

- Fotoproteccién intrinseca de la piel: Los factores responsables principales de la
proteccién natural de la piel frente a quemaduras solares son el espesor del estrato
coérneo, la pigmentacion (produccién de melanina), la activacibn de moléculas
antioxidantes, los sistemas de reparacién del ADN y la sintesis de citosinas. (85)(84)(6)

El incremento en el contenido de melanina de la epidermis genera cierto grado de
proteccion frente a la quemadura solar. Los granulos de melanina que se forman en las
células de la capa basal de la piel a consecuencia de la accién de la radiacion UV-B
emigran hacia arriba en direccion al estrato c6rneo y a la superficie de la piel, donde se
piensa que son oxidados por la radiacibn de la zona UV-A. Estos granulos se
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desprenden finalmente durante la descamacion, ocasionando a la piel su pérdida de
inmunidad a las quemaduras solares (84).

HAIS y ZENISEK han sugerido que el &cido urocéanico presente en el estrato corneo, en
proporcion del 0.6 por 100, puede actuar como un agente filtro fisioldgico natural, al
absorber la radiacién ultravioleta del intervalo 300-325 uym (84).

La piel dispone de un sistema de antioxidantes que le protegen del estrés oxidativo
generado por la luz solar y la polucién. Este sistema se compone de antioxidantes
enzimaticos, que actdan principalmente a nivel intracelular. Se incluyen la glutation
peroxidasa y reductasa, que reducen el perdxido de hidrogeno y los hidroperéxidos
lipidicos utilizando el glutatién, la catalasa que detoxifica el peréxido de hidrégeno, la
Cu-Zn-superéxido dismutasa y la Mn-superéxido dismutasa que protege a las células
frente al radical super6xido y la superdxido dismutasa (85).

Fototipos de piel

Denominamos fototipo a la capacidad eritematégena y melandgena que presenta cada
persona en respuesta a la radiacion solar. Fitzpatrick clasificd los tipos de piel en 6
fototipos (14).

La clasificacion mas comun de tipos de piel para sensibilidad UVR es la escala de
Fitzpatrick.

Tabla N°03: Tipos de piel

Tipo Descripcién

I Caucasicos de piel clara que se queman muy facilmente
y nunca se broncean

Il Caucasicos de piel clara que se queman facilmente y se
broncean lentamente y con dificultad

] Caucaésicos de piel mediana que se queman raramente
y se broncean con relativa facilidad

Y Caucasicos de piel mas oscura que practicamente
nunca se queman y broncean facilmente, p. algunas
personas con ascendencia mediterranea.

Y, Piel asiatica o india

VI Afro-caribefio o piel negra

Tipos de piel para sensibilidad UVR — Escala de Fitzpatric (13)

FILTROS SOLARES

Los filtros solares son preparados que se aplican sobre la piel con el fin de reducir los
efectos de la radiacion solar sobre la misma, estos actian fundamentalmente de dos
formas, desviando o reflejando la radiacion y absorbiéndola. Atendiendo a su
composicion se les clasifica en dos grupos: filtros fisicos vy filtros quimicos (6)(94).

El filtro solar fisico proporciona proteccién a través del efecto de cobertura sobre la
piel. En su mecanismo de accion se verifica que no ocurre interaccion entre el fotény la
particula del filtro. Los representantes de este grupo son: 6xido de zinc, talco, caolin y
dioxido de titanio. Pueden ser recomendados para todos los tipos de piel, siendo
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especialmente utilizados en los productos destinados al publico infantil y deportes
acudticos. En general, son sustancias reflectoras opacas que protegen contra la luz
visible y las radiaciones ultravioletas A y B. Sin embargo, pueden ser cosméticamente
poco aceptables (95).

Los filtros quimicos son compuestos aromaticos conjugados con grupos carboxilicos
y generalmente poseen un grupo donante de electrones como por ejemplo una amina o
metoxilo en la posicion “orto” o “para” del anillo aroméatico (96). Estas moléculas
absorben los fotones de la radiacion solar alterando su estructura molecular (3). Cada
molécula presenta un espectro de absorcion 6ptimo que permite clasificarla en filtro UVA
o filtro UVB. Los cambios en su estructura molecular pueden traducirse en cambios en
su estructura quimica, de modo que a veces producen dermatitis de contacto (6). Los
filtros quimicos poseen moléculas con dos porciones: cromoéfora y auxocromica. La
porcién cromoéfora es capaz de absorber las radiaciones de un determinado tipo de
onda. La porcién auxocrémica modifica la capacidad de absorcién del componente
cromoéforo (95).

Segun su espectro de absorcion los filtros quimicos pueden dividirse en:

Fotoprotectores UVB. Los fotoprotectores UVB incluyen el &cido paraaminobenzoico
(PABA) y sus ésteres (padimato A y O), los cinamatos, los salicilatos y el octocrileno.
Todos ellos bloguean de forma eficaz alrededor del 90% de las radiaciones UVB en su
espectro completo (290-320 nm) y por tanto ofrecen proteccién frente a la quemadura y
el eritema inducidos por estas radiaciones. El PABA y sus derivados fueron los primeros
en utilizarse de forma generalizada, pero pronto su uso se limité debido a las frecuentes
reacciones cutaneas adversas que provocaban. En la actualidad, los cinamatos se han
convertido en el ingrediente mas comun de los fotoprotectores de UVB. Los salicilatos
absorben menos la radiacion UVB que los dos grupos anteriores, pero su perfil de
seguridad es excelente y solubilizan otros ingredientes de los fotoprotectores, como la
avobenzona y la oxibenzona. El octocrileno, quimicamente emparentado con los
cinamatos, es muy fotoestable y aumenta la resistencia del fotoprotector al agua. El
fenilbenzimidazol es hidrosoluble, lo que permite asi formulaciones menos grasas (85)
(14).

Fotoprotectores UVA. La mayoria de los filtros de la radiacion UVA absorben también
algo de UVB. Incluyen las benzofenonas, las antralinas, la avobenzona y el acido
tereftalideno-dialcanfor sulfénico (Mexoryl SX). La oxibenzona es la benzofenona mas
utilizada y absorbe los UVB y los UVA cortos. Sin embargo, la avobenzonay el Mexoryl
SX absorben todo el espectro de radiacibn UVA, si bien la avobenzona es muy poco
fotoestable y el Mexoryl SX mucho (hasta 3 h). Los derivados del alcanfor no estan
autorizados en Estados Unidos, pero si en Europa (85)(98).

Fotoprotectores UVB y UVA. Algunos filtros absorben tanto las radiaciones UVB como
las UVA. El drometrizol trisiloxano (Mexoryl XL) absorbe los UVB y los UVA I, y
formulado con el Mexoryl SX potencia su efecto fotoprotector. En los Gltimos afios ha
aparecido un filtro organico, el dibenzotriazol, que posee un espectro de absorcion
amplio (UVB, UVA cortos y UVA largos) y es muy fotoestable. Su peso molecular es ele-
vado, por lo que no puede penetrar en la piel, de forma que sus mecanismos de accion
son de dos tipos: absorcion de energia por transferencia a los hidrégenos
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intramoleculares y desactivacion térmica por reflexion gracias a las particulas sélidas
insolubles. Los fotoprotectores quimicos son incoloros y cosméticamente muy
aceptados, por lo que suelen afiadirse a cosméticos. Sin embargo, presentan un mayor
riesgo de causar reacciones de contacto y fotocontacto que las pantallas minerales (98).

Protectores solares naturales:

El uso de mas ingredientes "naturales" es una tendencia creciente de comercializacion
en todas las areas del cuidado personal y la proteccion solar no es una excepcion. Se
ha demostrado que diversos extractos botanicos tienen efectos protectores del sol, en
virtud de contener antioxidantes o especies quimicas que pueden actuar como filtros UV
(36). Kapsner et al. mencionaron la absorcién UV como significativa de los siguientes
extractos naturales, que pueden proteger la piel por mecanismos distintos a la absorcion
uv:

e Annatto

e Gamma oryzanol (extraido del aceite de salvado de arroz)
e Regaliz (Glycyrrhiza glabra)

e Aceite de semilla de inéxido de Calophylum

e Pongamol (proporciona proteccion UVA (36)

FACTOR DE PROTECCION SOLAR

Se denomina FPS o factor de proteccion solar la relacion entre el tiempo necesario para
la aparicion de un eritema usando filtro solar y el tiempo necesario para generar el mismo
eritema sin filtro a las 24 horas de la irradiacion. La FDA aprobd la determinacion del
factor de proteccion solar FPS como la técnica de referencia para valorar la eficacia de
los protectores solares contra la quemadura solar (97)

Obsérvese que el factor de proteccion solar sélo indica la capacidad de proteccion frente
al eritema y no frente a los otros efectos producidos por la radiacién UVA corta o larga.
En 1996 la European Cosmetic Toiletry and Perfumery Association (COLIPA) desarrolld
una propuesta de clasificacion de los productos solares segun su valor de FPS:

— FPS 2-5: proteccion baja.

— FPS 6-11: proteccion moderada.
— FPS 12-19: proteccion alta.

— FPS 20-+: proteccion extrema.

Un factor de proteccion 15 es capaz de filtrar mas del 92 % de la radiacion solar
incidente.

FACTORES QUE INFLUYEN EN EL FPS

Son la asociacion de los filtros utilizados, su fotoestabilidad, su compatibilidad con los
excipientes y sus propiedades de lipo/hidrosolubilidad.
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2.5 MARCO TEORICO CONCEPTUAL

CREMA: Emulsion que a menudo contiene mas de 20% de agua y sustancia volatiles
y/o menos de 50% de hidrocarburos, ceras o polioles como vehiculos para el API. Las
cremas, por lo general, estdn destinadas para la aplicacion externa sobre la piel o las
membranas mucosas (99).

CROMOFORO: Molécula que absorbe energia (14).
EDEMA: es una hinchazén causada por la acumulacion de liquidos en los tejidos.(100)

ERITEMA SOLAR: O guemadura solar, es la expresion de la reaccion inflamatoria
provocada por una excesiva exposicion solar. Se caracteriza por el rojo de la piel y la
congestion (101).

FACTOR DE PROTECCION SOLAR: Es la medida del nivel de proteccion contra la
radiacion UV (102).

FOTOENVEJECIMIENTO: Es un proceso que se caracteriza por la aparicion prematura
de lesiones en la piel cuando no se toman precauciones frente a la exposicion solar
(103).

FOTOPROTECCION: La fotoproteccion tiene como objetivo prevenir el dafio que ocurre
en la piel como consecuencia de la exposicidén a las radiaciones ultravioletas (85).

RADIACIONES ULTRAVIOLETA: Rayos invisibles que forman parte de la energia que
viene del sol. Puede producir dafios a la piel, envejecimiento prematuro, causar
melanoma, otros tipos de cancer, problemas en los ojos y el sistema inmunitario (6).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

e Muestra botanica: Semillas de Bixa orellana (achiote)
¢ 51 ratones albinos hembras de la especie Mus musculus, cepa Balb/c/CNPB
de 2 a 3 meses de edad y con un peso promedio de 30 gramos.

3.1.2 MATERIALES DE LABORATORIO

e Vasos de precipitados de 50 mL

e Vasos de precipitados de 100 mL
e Vasos de precipitados de 1000 mL
e Fiolas de 10 mL

e Fiolas de 25 mL

e Fiolas de 50 mL

e Fiolas de 100 mL

e Baguetas

e Pipetasde 5mL

e Probetas de 50 mL

e Tubos de ensayo de 10 mL

e Embudo de vidrio

e Frasco ambar 1000 mL tapa rosca
e Espatulas de metal

e Matraz erlen meyer 200 mL

e Portaobjetos de cuarzo

e Gradilla por 60 tubos

e Soporte universal

e Pinzas para tubos

e Piseta por 500 mL

e Vialesde 5mL

e Papel filtro #40

¢ Cinta hipoalergénica semi — oclusiva marca 3M.

3.1.3 INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

e Balanza analitica

e Bafio Maria selecta. Temperatura maxima: 60 °C

e Espectrofotometro UV Vis, rango: 200nm a 1100nm, ancho de banda:
1nm, precision: +-0.5nm, 5 cubetas en un solo uso, soporte para
cubetas de 10nm

e Estufa

e Lampara UVA-UVB Repti Glo 5.0 compact (Exo Terra)
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3.1.4 OTROS

Cinta adhesiva
Esparadrapo

Gasas

Plumoén indeleble

Camara fotografica

Bolsas de polietileno
Guantes de latex
Cuaderno de apuntes
Lapicero

Tijera lupa

Jaulas para animales
Etiquetas adhesivas
Jeringas descartables 1 mL
Jeringas descartables 3 mL
Papel aluminio

Recipientes de almacenamiento
Tecnopor

Alfileres

3.1.5 SOLVENTES Y REACTIVOS

3.1.5.1 PARA LA MACERACION DE SEMILLAS DE ACHIOTE (Bixa

orellana)

Alcohol al 96%

3.1.5.2 PARA LA MARCHA FITOQUIMICA

Cloruro férrico al 5%

Magnesio metélico

Reactivo de Molish: solucién 3 a-naftol y H2S0O4 concentrado
Reactivo de Benedict: Sulfato cuprico, Citrato de sodio, Carbonato
anhidro de sodio

Reactivos para Shinoda: HCI concentrado, cinta de Mg, alcohol
amilico

Solucién de gelatina al 5%

Reactivo Rosenheim: HCI concentrado, alcohol amilico

Solucién de Ninhidrina: reactivo de ninhidrina

Reactivo de Dragendorff: HCI al 1% y reactivo dragendorf

Reactivo de Mayer: HCI al 1%, NaCl y reactivo Mayer

Reactivo de Borntraguer: Solucién de NaOH
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3.1.5.3 PARA ENSAYOS DE IRRITACION DERMICA PRIMARIA DE
EXTRACTO DE SEMILLAS DE ACHIOTE EN RATONES
ALBINOS

e Suero Fisiologico
e Tween 80

3.1.5.4 PARA LA DETERMINACION DE FPS

e Etanol 99%
e Bahia superblock 55

3.1.55 PARA LA VALORACION DE CAMBIOS MORFOLOGICOS
CUTANEOS

e Formol 10%
e Reactivo de tincién (hematoxilina-eosina)

3.1.5.6 PARA LA ELABORACION DE LA CREMA

e Agua

o PolybaseCrystal G/AE: Estearato de glicerilo, Alcohol cetearilico,
Acido esteérico, Cocoil Glutamato de Sodio.

e Polymol 812: Triglicérido Caprilico / Caprico

e Polymol CTV: Oleato de Decilo

¢ Salinip: Fenoxietanol, Metil parabeno, Etil parabeno, Butil parabeno,
Isobutil parabeno

¢ Rheosol AVC: Acrilamida / Copolimero De Acrilato De Sodio, aceites
y ceras minerales y Alcohol de tridecilo

3.1.5.7 PARA LA PRUEBA DE IRRITACION DERMICA DE LA CREMA EN
RATONES ALBINOS

e Crema base
e Solucion salina
e Crema con extracto de Achiote

INFRAESTRUCTURA

e Laboratorio de farmacognosia de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo es un estudio de investigacion cuasi experimental ya que los
animales de investigacién no son asignados al azar mas bien son grupos ya formados
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3.2.2 NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION

Este estudio es de tipo correlacional ya que se analizé una variable independiente
(extracto etandlico) que afecta a la variable dependiente (actividad fotoprotectora). Se
dividio en cuatro etapas.

Primera etapa: Obtencién del extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote),
evaluacion de la irritacion dérmica aguda del extracto etanodlico e incorporacion del
extracto a una crema base.

Segunda etapa: Sobre la determinacién del FPS por el método espectrofotométrico del
producto patrén (Bahia superblock) y de las cremas elaboradas con el extracto etanélico
de Bixa rellana (achiote).

Tercera etapa: Evaluacion in vivo de la capacidad fotoprotectora y fotorreparadora de
las cremas elaboradas con el extracto etandlico de Bixa orellana (achiote) y la crema
patron.

Cuarta etapa: Sobre el estudio de Irritaciéon Primaria en Piel de ratones de la forma
farmacéutica elaborada con el extracto etandélico de Bixa orellana (achiote) que mejor
resultado presente en los ensayos de capacidad fotoprotectora, fotorreparadora y factor
de proteccion solar (FPS).

3.2.3 DISENO EXPERIMENTAL

3.2.3.1 ENSAYO DE IRRITACION DERMICA PRIMARIA DEL EXTRACTO
AL 96% DE SEMILLAS DE Bixa orellana (ACHIOTE) EN
RATONES ALBINOS

Disefio cuasiexperimental con postpruebas, multiples grupos y multiples
mediciones

G: Grupo de 3 ratones albinos.

X: Aplicacién directa sobre la piel, del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) disuelto en tween-80.

O: Observacion de la aparicion de eritema, edema, u otro tipo de signo de irritacion como
enrojecimiento o prurito.

G X1 X O1 O2 Os O4 Os Os O~
G2 X2 X Os O9 O10 On O12 O13 O14
Gs X3 X O1s O1s Oa7 Oa1s O19 O20 O21
Tiempo de observacion 30min 1 h 24h 48h 72h 7dias 14dias
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G1: Grupo de 3 ratones albinos a los que se les aplico 1.0 gr del extracto etandlico al
96% de semillas de Bixa orellana (achiote) disueltos en tween-80.

G2: Grupo de 3 ratones albinos a los que se les aplico 3.0 gr del extracto etandlico al
96% de semillas de Bixa orellana (achiote) disueltos en tween-80.

Gs: Grupo de 3 ratones albinos a los que se les aplic6 5.0 gr del extracto etandlico al
96% de semillas de Bixa orellana (achiote) disueltos en tween-80.

X: Parte superior del lomo del ratén - CONTROL (sin aplicacién).

Xi: Parte inferior del lomo del ratén. Se le aplicé 1.0 gr del extracto etandlico al 96% de
semillas de Bixa orellana (achiote) disueltos en tween-80.

X2: Parte inferior del lomo del ratén. Se le aplicd 3.0 gr del extracto etanélico al 96% de
semillas de Bixa orellana (achiote) disueltos en tween-80.

Xs: Parte inferior del lomo del ratén. Se le aplicé 5.0 gr del extracto etandlico al 96% de
semillas de Bixa orellana (achiote) disueltos en tween-80.

01, Oz, O3, 04, Os, Og, O7: Observacion de la reaccién dérmica después de la aplicacion
de 1.0 gr del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote) disueltos
en tween-80.

Osg, Og, O10, O11, O12, O13 O14: Observacion de la reaccion dérmica después de la
aplicacion de 3.0 gr del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote)
disueltos en tween-80.

O1s5, 016, 017, O18 019, O20, O21: Observacion de la reaccion dérmica después de la
aplicacion de 5.0 gr del extracto etanolico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote)
disueltos en tween-80.

3.2.3.2 CAPACIDAD FOTOPROTECTORA MEDIANTE LA VALORACION
DE CAMBIOS INFLAMATORIOS.

Disefio cuasiexperimental con postpruebas, multiples grupos vy multiples mediciones

G: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado.
X: Irradiacién directa sobre el lomo depilado del ratén.
O: Observacion cambios inflamatorios

T: Tratamiento con crema en piel de ratones

G1 T1 X O1 02 O3 O4
G2 T2 X Os Os O~ Os
Gs T3 X Oog O10 Owu1 O12
G4 Ta X O1s O14 O1s Oue
Gs .. X O17 Ous O19 O20
Ge ... - O21 O22 O23 O24
Tiempo de observacion 4 horas 24 horas 48horas 72 horas
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G1: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado que recibieron tratamiento T,
G2: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado que recibieron tratamiento T,
Gs: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado que recibieron tratamiento Ts
G4: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado que recibieron tratamiento T4

Gs: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado que no fueron tratados con ninguna
crema y fueron expuestos a irradiacion (Control positivo).

Gs: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado que no fueron tratados con ninguna
crema y no fueron irradiados (Control negativo).

T1: Aplicacion de la crema al 1.0 % del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) a ratones con lomo depilado del grupo G:

T2: Aplicacién de la crema al 3.0 % del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) a ratones con lomo depilado del grupo G»

Ts: Aplicacion de la crema al 5.0 % del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) a ratones con lomo depilado del grupo Gs

Ta: Aplicacién del producto patrén Bahia superblock 55 a ratones con lomo depilado del
grupo G4

X: Irradiacién con luz ultravioleta al grupo

01, Os, Og, 013, 017, O21: Observacion cambios inflamatorios cutaneos a las 4h
O3, O, 019, O14, O18 O22: Observacion cambios inflamatorios cutaneos a las 24h
O3, 07, 011, O15 019, O23: Observacién cambios inflamatorios cutaneos a las 48h
04, Og, 012 016 020, O24: Observacion cambios inflamatorios cutaneos a las 72h

: Ausencia de estimulo.

3.2.3.3 CAPACIDAD FOTORREPARADORA MEDIANTE VALORACION
DE CAMBIOS MORFOLOGICOS CUTANEOS.

Disefio cuasiexperimental con postprueba, multiples grupos vy una sola medicién

G: Grupo de 3 ratones albinos con lomo depilado.
X: Irradiacién directa sobre el lomo depilado del raton.

T: Tratamiento con crema en piel de ratones.

O: Observacién cambios morfoldgicos cutaneos después de cinco dias de tratamiento
con las cremas.
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G1 X T O1
G2 X T2 02
Gs X T3 O3
Gs X Ta Oa
Gs X Os
Ge Ts Os

G1, G2, G3, G4, Gs, Ge:3 ratones albinos con lomo depilado
X: Irradiacién con luz ultravioleta (estimulo)

T1: Aplicacion de la crema al 1.0 % del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) a ratones con lomo depilado del grupo G durante 5 dias después del
estimulo.

T, : Aplicaciéon de la crema al 3.0 % del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) a ratones con lomo depilado del grupo G, durante 5 dias después del
estimulo.

Ts: Aplicacién de la crema al 5.0 % del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa
orellana (achiote) a ratones con lomo depilado del grupo Gz durante 5 dias después del
estimulo.

T4 : Aplicacion de la crema patron Bahia superblock a ratones con lomo depilado del
grupo Gadurante 5 dias después del estimulo.

Ts: Aplicacién de la crema base a ratones con lomo depilado del grupo Ge durante 5
dias después del estimulo.

Xs: Irradiacion con luz ultravioleta al grupo Gs

O1: Observacién de cambios morfolégicos cutdneos después de 5 dias de aplicacion de
la crema al 1.0 % del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote).

02: Observacion de cambios morfolégicos cutaneos después de 5 dias aplicacion de la
crema al 3.0% del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote).

0O3: Observacién de cambios morfolégicos cutdneos después de 5 dias de aplicacion de
la crema al 5.0% del extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote).

0O4: Observaciéon de cambios morfol6gicos cutdneos después de 5 dias de aplicacién
con el producto patrén.

O5: Observacion de cambios morfoldégicos cutaneos después de la irradiacion
ultravioleta sin aplicacién de ninguna crema (control positivo).

06: Observacion de cambios morfolégicos cutdneos sin irradiacion y con aplicacion
topica de la crema base (control negativo)

.... - Ausencia de estimulo
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Disefio cuasiexperimental con multiples grupos y una sola medicidon

3.2.3.4 DETERMINACION IN VITRO DEL FACTOR DE PROTECCION
SOLAR (FPS) DE LAS CREMAS CON EXTRACTO ETANOLICO

DE Bixa orellana (ACHIOTE).

G: Solucion etandlica de las cremas a base del extracto seco de Bixa orellana (achiote),
en una concentracion determinada.

X: Condiciones a longitudes de onda establecidas nm.

O: Medicién de las absorbancias (lectura en el espectrofotometro).

G1
G1
G:
G1
G1
G1
G:
G2
Go
G2
Go
G2
Go
G2
Gs
Gs
Gs
Gs
Gs
Gs
Gs

X1
X2
X3
X4
Xs
Xe
X7
Xs
Xo
X10
X11
X12
X13
X14
X15
X16
X7
Xis
X19
X20
X1

(O]
O2
O3
Os4
Os
Os
O~
Os
Og
O10
Oun
O12
O3
O14
Os1s
O1s
O17
Oss
O19
O20
O21

G:: Solucion etanodlica a base de la crema al 1.0 % del extracto etandlico al 96% de

semillas de Bixa orellana (achiote), en una concentracion de 0,2 mg/mL.

G>: Solucion etandlica a base de la crema al 3.0 % del extracto etandlico al 96% de

semillas de Bixa orellana (achiote), en una concentracién de 0,2 mg/mL.

G3: Solucién etandlica a base de la crema al 5.0 % del extracto etandlico al 96% de

semillas de Bixa orellana (achiote), en una concentracion de 0,2 mg/mL.

Xi1: Longitud de onda a 290 nm.

X2: Longitud de onda a 295 nm.
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Xs: Longitud de onda a 300 nm.
Xa4: Longitud de onda a 305 nm.
Xs: Longitud de onda a 310 nm.
Xe: Longitud de onda a 315 nm.
X7: Longitud de onda a 320 nm.
Xg: Longitud de onda a 290 nm.
Xo: Longitud de onda a 295 nm.
Xi0: Longitud de onda a 300 nm.
X11: Longitud de onda a 305 nm.
Xi12: Longitud de onda a 310 nm.
Xi3: Longitud de onda a 315 nm.
Xi14: Longitud de onda a 320 nm.
Xis: Longitud de onda a 290 nm.
Xi6: Longitud de onda a 295 nm.
Xi7: Longitud de onda a 300 nm.
Xig: Longitud de onda a 305 nm.
X19: Longitud de onda a 310 nm.
X20: Longitud de onda a 315 nm.

X21: Longitud de onda a 320 nm.

O1: Lectura espectrofotométrica a 290 nm de la crema al 1.0 % de extracto seco de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O2: Lectura espectrofotométrica a 295 nm de la crema al 1.0 % de extracto seco de
semillas de Bixa orellana (achiote).

Oas: Lectura espectrofotométrica a 300 nm de la crema al 1.0 % de extracto seco de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O4: Lectura espectrofotométrica a 305 nm de la crema al 1.0 % de extracto seco de
semillas de Bixa orellana (achiote).

Os: Lectura espectrofotométrica a 310 nm de la crema al 1.0 % de extracto seco de
semillas de Bixa orellana (achiote).
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Os: Lectura espectrofotométrica a 315 nm de la crema al 1.0 % con
Bixa orellana (achiote).

O7: Lectura espectrofotométrica a 320 nm de la crema al 1.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

Os: Lectura espectrofotométrica a 290 nm de la crema al 3.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

Oo: Lectura espectrofotométrica a 295 nm de la crema al 3.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O10: Lectura espectrofotométrica a 300 nm de la crema al 3.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O11: Lectura espectrofotométrica a 305 nm de la crema al 3.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O12: Lectura espectrofotométrica a 310 nm de la crema al 3.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O13: Lectura espectrofotométrica a 315 nm de la crema al 3.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O14: Lectura espectrofotométrica a 320 nm de la crema al 3.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O1s: Lectura espectrofotométrica a 290 nm de la crema al 5.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O16: Lectura espectrofotométrica a 295 nm de la crema al 5.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O17: Lectura espectrofotométrica a 300 nm de la crema al 5.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O1s: Lectura espectrofotométrica a 305 nm de la crema al 5.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O19: Lectura espectrofotométrica a 310 nm de la crema al 5.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O20: Lectura espectrofotométrica a 315 nm de la crema al 5.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

O21: Lectura espectrofotométrica a 320 nm de la crema al 5.0 % de
semillas de Bixa orellana (achiote).

Nota: La pruebas se realizaron por triplicado.

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

extracto

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de

seco de
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3.2.3.5 ANALISIS DE CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y
FISICOQUIMICAS DE LA CREMA CON EXTRACTO ETANOLICO
AL 96% DE Bixa orellana (achiote)

Disefio cuasiexperimental con postprueba, multiples drupos y multiples
mediciones

G: X1 X2 X3 O: 02
G2 X1 X2 X3 O3 04
G3 X1 Xz X3 05 Os
Tiempo de observacion 1 dia 14 dias

Gi1: Crema al 1% con el extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote).
G2: Crema al 3% con el extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote).
Gs: Crema al 5% con el extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote).

X1: Analisis de caracteristica fisicoquimica de pH de las cremas con el extracto etanodlico
al 96% de Bixa orellana (achiote).

Xz : Andlisis de caracteristica fisicoquimica de extensibiliad de las cremas con el extracto
etandlico al 96% de Bixa orellana (achiote).

X3 : Andlisis de caracteristicas organolépticas (aspecto, textura, consistencia, color y
olor) de las cremas con el extracto etanodlico al 96% de Bixa orellana (achiote) del
grupo Gas.

01, O3, Os: Observacion de caracteristicas organolépticas como aspecto textura,
consistencia, color y olor al primer dia de preparacion.

02, O4, Os: Observacién de caracteristicas organolépticas como aspecto textura,
consistencia, color y olor a los catorce dias de preparacion.

3.2.3.6 ENSAYO DE IRRITACION DERMICA PRIMARIA DE LA
CREMA CON EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE Bixa
orellana (ACHIOTE)

Disefio cuasiexperimental con postprueba, multiples grupos y multiples
mediciones

G: Grupo de 3 ratones albinos.

X: Aplicacion directa sobre la piel de la crema a evaluar

O: Observacion de la aparicion de eritema, edema, u otro tipo de signo de irritacion como
enrojecimiento, prurito o aumento de temperatura corporal.
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G; X1 X (O] 0O, O3 Oq4 Os Os Oy

G; X5 X Os Oy O1o O11 Oz Oass Ou14
Tiempo de 30min 1h 24h 48h 72h 7dias 14dias
observacion

G1: Grupo de 3 ratones albinos a los que se les aplicé 1.0 gr de la crema con extracto
etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana

G2: Grupo de 3 ratones albinos a los que se les aplicé 1.0 gr de crema base

X: Parte superior del lomo del ratén - CONTROL (sin aplicacién).

Xi1: Parte inferior del lomo del ratén. Se le aplicé 1.0 gr de la crema 1% con extracto
etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana

Xz: Parte inferior del lomo del ratén. Se le aplicé 1.0 gr de crema base.

01, Oz, O3, 04, Os, Og, O7: Observacion de la reaccion dérmica después de la aplicacion
de 1.0 gr de la crema con extracto etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana

Os, Og, O10, O11, O12, O13, O14: Observacion de la reaccion dérmica después de la
aplicacion de 1.0 gr de crema base.

3.3 VARIABLES

CUADRO GENERAL DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E INDICADORES

3.3.1 VARIABLE IMPLICADAS
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3.3.1.1 VARIABLE INDEPENDIENTE

VARIABLE INDICADOR SUB INDICADOR NATURALEZA MEDICION | ESCALA | INSTRUMENTO PF:ACI)EEIIE;CO)I\?E EXPRESION FINAL
Extracto Concentracion: cantidad de extracto etandlico | cuantitativa directa razon Balanza Se procedié a pesar el | %P/P

etandlico seco al 96% de Bixa orellana (achiote) analitica de | extracto etandlico seco

al 96% de | incorporado en tween 80 y/o crema base. A sensibilidad al 96% de Bixa orellana

Bixa las concentraciones de 1.0%,3.0% y 5.0% 0.0001g (achiote), luego se

orellana realizaré su dilucion en

(achiote) tween-80(mL) y/o crema

base para obtener
concentraciones al 1%,
3% y 5%.
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3.3.1.2 VARIABLE DEPENDIENTES

VARIABLE INDICADOR SUB INDICADOR NATURALEZA | MEDICION | ESCALA | INSTRUMENTO PROCESQ DE EXPRESION
MEDICION FINAL
Capacidad Valoracién de cambios | Eritema: reaccion | cualitativa directa ordinal Estimacion visual | Después de la | 0= no eritema
fotoprotectora | inflamatorios cutaneos: | inflamatoria aguda de la irradiacion con luz | 1= definido(rojo
in vivo es la estimacion visual | piel, causado por una UV se esperé hasta | apreciable)
macroscopica de del | exposicion aguda. El rasgo que aparezca el | 2= moderado
grado de edema vy | que lo caracteriza es un primer eritema vy | (rojo)
eritema formados en la | enrojecimiento de la piel edema después del | 3=intenso (rojo
zonas expuestas de los | (4). tiempo de aparicién | intenso)
animales después de la estos parametros | 4= severo (muy
irradiacion con luz UV se evaluaran a las | enrojecido-
4,24,48,y72 horas granate)
Edema: acumulacién de | cualitativa directa ordinal Estimacion visual 0= no edema
liquido en el espacio tisular 1=observable
intercelular o intersticial y (desnivel
también en la cavidades del definido)
organismo. Esta 2=moderado
acumulacién de liquido da (desnivel aprox
lugar a una hinchazén de la 1mm)
zona fécilmente apreciable 3=severo
(36). (desnivel mayor
de 1mm)
Capacidad Valoracién de cambios | Hiperqueratosis: cualitativa directa ordinal microscopica Se determinaron | e Intensa
fotorreparadora | morfolégicos cutaneos: | incremento de la longitud parametros e Moderada
in vivo es el analisis | del estrato corneo (84). histopatoldgicos e Leve
microscopico de las e Escasa
patologias producidas e Ausente

en el epitelio de la zona
expuesta de animales
irradiados
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. PROCESO DE | EXPRESION
VARIABLE INDICADOR SUB INDICADOR NATURALEZA | MEDICION | ESCALA | INSTRUMENTO MEDICION EINAL
Capacidad Valoracién de cambios | Espongiosis: edema | cualitativa directa ordinal microscoépica Se determinaron | e Intensa
fotorreparadora | morfolégicos cutaneos: | intraepidérmico (84). parametros e Moderada
in vivo es el analisis histopatoldgicos e Leve
microscépico de las e Escasa
patologias producidas o Ausente
en el epitelio de lazona ["jiceras:  lesion cutanea | cualitativa directa ordinal microscépica e Grado 1
expuesta de animales | |ocalizada  que  implica e Grado 2
irradiados pérdida total de la e Grado 3
epidermis (84). e Ausente
Congestién: aumento de la | cualitativa directa ordinal microscoépica e Intensa
cantidad de sangre e Moderada
presente en vasos (84). e Leve
e Escasa
e Ausente
Anexos: estado de los | cualitativa directa ordinal microscopica e Normales
anexos después de la e Inconstante
radiacion con luz UV (84). e Disminuidos
Costra: Masa solida | cualitativa directa nominal microscopica e Ausente
adherida a la piel y que e Presente
acaba  desprendiéndose
(84).
Hiperplasia: Aumento de la | cualitativa directa nominal microscopica e Ausente
cantidad de células e Presente
presentes en el tejido

epitelial (84).
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VARIABLE INDICADOR SUB INDICADOR NATURALEZA | MEDICION | ESCALA | INSTRUMENTO PROCE$O DE | EXPRESION
MEDICION FINAL
Capacidad Determinacién in vitro | Factor de proteccién solar | cualitativa indirecta ordinal espectrofotométric | Se calculd a través | De 2-6=
fotoprotectora | del FPS: es la | (FPS): es el factor o a de la ecuacién | proteccion baja
in vitro determinacién nimero que indica las matematica para la | De 8-12=
espectrofotométrica del | veces que el fotoprotector determinacién del | proteccion media
FPS que presentaran | aumenta la capacidad de FPS in vitro De 15-25=
las cremas al 1%,3% y | defensa natural de la piel proteccion alta
5% con el extracto | frente al eritema en funcion De 30-50=
etandlico de Bixa | al tiempo (36). proteccion  muy
orellana (achiote) (36). alta
Mayor a 50=
proteccion ultra
0
Crema con | Analisis de | Aspecto: caracteristica | Cualitativa Directa nominal Estimacion visual | Se  realizd el |e Homogéneo
extracto caracteristicas fisica para apreciar la andlisis e No
etandlico de | organolépticas homogeneidad de la organoléptico homogéneo
Bixa orellana formulacion (estimacion visual y
(achiote) Textura: caracteristica | Cualitativa Directa nominal Estimacion visual | olfativa) de las | ¢ Cremosa
fisica para diferenciar la cremas con | e« Fluida
fluidez de la formulacion extracto etandlico
Consistencia: caracteristica | Cualitativa Directa nominal | Estimacién visual | de Bixa orellana [y [ jgera
fisica de la formulacion que (achiote) al 1%, 3% | ¢ pensa
resiste a deformarse y 5% al primer y
Caracteristica fisica para | Cualitativa Directa nominal Estimacion visual catorceavo _‘?‘a de I~ Blanco
diferenciar la intensidad y Su preéparacion e Ligeramente
tonalidad de la formulacién amarillo
e Amarillo claro
e Amarillo
Olor: caracteristica fisica | Cualitativa Directa nominal Estimacion e Sinolor
para determinar el aroma olfativa e Agradable

de la formulacion

e Desagradable
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. PROCESO DE | EXPRESION
VARIABLE INDICADOR SUB INDICADOR NATURALEZA | MEDICION | ESCALA | INSTRUMENTO MEDICION FINAL
Toxicidad Irritacion dérmica | Eritema: reaccion | cualitativa directa ordinal Estimacion visual | Se asign6  al | ¢ 0= noirritante
dérmica primaria inflamatoria aguda de la Grado de eritema eritemay al edema | ¢ 0.1-0.9=
piel, causado por una unvalorde 0 a4 de ligeramente
exposicién aguda. El rasgo acuerdo al grado irritante
que lo caracteriza es un que presentd. Una | ¢ 2.0-5.0=
enrojecimiento de la piel vez asignado los moderadame
3). valores se obtuvo nte irritante
Edema: acumulacién de | cualitativa directa ordinal Estimacion visual | un valor final que | 4 5.1-8.0=
liquido en el espacio tisular Grado de eritema | caracteriza a la severa
intercelular o intersticial y sustancia a irritacion
también en la cavidades del estudiar
organismo. Esta denominada indice
acumulacion de liquido da de irritacion
lugar a una hinchazoén de la primaria (IIP)
zona facilmente apreciable
(66).
3.3.2 VARIABLES NO IMPLICADAS
3.3.2.1 VARIABLES INTERVINIENTES
VARIABLE INDICADOR NATURALEZA MEDICION ESCALA EXPRESION FINAL
Animales de | Edad: tiempo | Cuantitativa Directa Ordinal 2 meses
experimentacién transcurrido a partir del 3 meses
nacimiento
Sexo: diferencia entre | cualitativa directa nominal Macho
masculino y femenino Hembra
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3.4 CRITERIOS DE SELECCION
3.4.1 DE LA SEMILLA DE Bixa orellana (ACHIOTE)
Inclusion

e Semillas maduras
e Semillas que se encuentren enteras

Exclusion

¢ No se usaron hojas o tallos
¢ No se usaron semillas que no estén maduras

3.4.2 DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Inclusién

¢ Ratones albinos hembra Mus musculus cepa Balbl/c/CNPB
e Peso promedio de 30gr

e De 2 a3 mesesde edad

e Ratones sanos

Exclusion

e No se tomaran en cuenta animales que previamente fueron manipulados para
otras pruebas.

e No se tomaran en cuenta animales que presenten algun tipo de infeccién o
irritacion dérmica.

3.5 PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

Se recolectaron las semillas de Bixa orellana (achiote), se determiné el porcentaje de
humedad, posteriormente se obtuvo el extracto etandlico al 96% de las semillas y se
procedié con el analisis fitoquimico de la misma. Se realizaron ensayos de irritacién
dérmica primaria en ratones albinos con el extracto obtenido. Se elaboré una crema
base a la que posteriormente se incorporé el extracto de semillas en concentraciones
de 1.0, 3.0 y 5.0%; luego se realizé el andlisis de las caracteristicas organolépticas y
fisicoquimicas. Seguidamente se calculé el FPS tanto de las cremas preparadas con el
extracto etandlico y la crema patron .Se realizaron las pruebas de la capacidad
fotoprotectoras y fotorreparadoras in vivo; entonces primero se evaluaron los cambios
inflamatorios determinados por eritema y edema, posteriormente se evaluaron los
cambios morfolégicos cutaneos determinados por hiperqueratosis, espongiosis, ulceras,
congestidn, anexos, costras e hiperplasia. Finalmente se realizo el ensayo de irritacion
dérmica primaria de la crema base y la crema con extracto.
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Esquema N° 01: Procedimiento de investigacion

Recoleccion

Identificacion
boténica

Secado

Obtencidn del extracto

Porcentaje de
humedad

etandlico de semillas

A

Incorporacién del extracto
etandlico de semillas ala

- Porcentaje de rendimiento
- Analisis Fitoquimico cualitativo
- Ensayo de irritacidon dérmica
primaria en ratones albinos

crema baseal 1.0.3.0v5.0%

Analisis de las caracteristicas
organolépticas

Determinacion del
Factor de Proteccidn
Solar (FPS)

Irritacion Dérmica

\ 4

Primaria en crema

A

Pruebas in vivo

Valoracién de cambios
inflamatorios cutaneos

Valoracién de cambios
morfologicos cutaneos

Resultados

Fuente: Elaboracién propia
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3.5.1 OBTENCION Y SELECCION DE LAS SEMILLAS DE Bixa orellana (ACHIOTE)
3.5.1.1 RECOLECCION:

Las semillas de Bixa orellana (achiote) fueron recolectadas en el distrito de Santa
Maria de la provincia de la Convencion, la cual estd ubicada en el departamento de
Cusco. Situada a una altura de 1188 msnm.

3.5.1.2 SELECCION Y SECADO

Las semillas recolectadas fueron cuidadosamente seleccionadas, tomando en cuenta
gue estén completamente enteras y libres de particulas como insectos y hongos. El
secado se realiz6 a temperatura ambiente en un espacio fresco seco y alejado del sol.

3.5.2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LAS SEMILLAS DE
Bixa orellana (ACHIOTE)

3.5.2.1 PORCENTAJE DE HUMEDAD

Para determinar el porcentaje de humedad se utilizd el método Gravimétrico
determinando la perdida de agua por desecaciéon en una estufa. La determinacién del
porcentaje de humedad se realizé por triplicado, en placas Petri con 10 gramos
aproximadamente de muestra seleccionada, las cuales fueron introducidos a una estufa
a una temperatura de 50°C por 24 horas. Luego se determiné el porcentaje de humedad
mediante la siguiente ecuacion (104)(105).

Pi — Pf

%H =

x 100

¢ %H: Porcentaje de humedad
e Pi: Peso de muestra inicial
e Pf: Peso de muestra final

3.5.3 OBTENCION DEL EXTRACTO SECO ETANOLICO SEMILLAS DE ACHIOTE
3.5.3.1 MACERACION

Para la obtencién del extracto etandlico seco se usé el método de maceracion simple,
en el cual el material vegetal esta en contacto con un volumen de solvente durante un
tiempo determinado. Las semillas de Bixa orellana (achiote) se sometieron a
maceracion con etanol al 96% (73) , con agitacién constante por un periodo de 15 dias.

3.5.3.2 OBTENCION DEL EXTRACTO SECO ETANOLICO

El extracto etandlico se filtrg, trasvaso y concentro por evaporacion del solvente en
rotavapor, finalmente se obtuvo un extracto seco.
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3.5.4 PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE
LAS SEMILLAS DE ACHIOTE

El porcentaje de rendimiento del extracto etandlico al 96% de Bixa orellana (achiote),
se calcul6 por la siguiente expresion:

PF
%EEt = I X 100

Donde:

e % EEt = Porcentaje de extracto etandlico de semillas al 96%
e PF = Peso final de extracto etandlico de semillas al 96%
e P I=Pesoinicial de semillas de achiote

3.5.5 MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS SEMILLAS DE
ACHIOTE

La marcha fitoquimica del extracto obtenido se realiz6 aplicando métodos y técnicas
estandarizadas. Mediante reacciones de reconocimiento, procedimientos quimicos,
basados en colorimetria y precipitacibn se determind la presencia de alcaloides,
glucosidos, aminoécidos, flavonoides, compuestos fendlicos, etc. (106)

3.5.6 ENSAYO DE IRRITACION DERMICA PRIMARIA DEL EXTRACTO DE
SEMILLAS DE Bixa orellana (ACHIOTE) EN RATONES ALBINOS

Para este ensayo se utilizaron ratones albinos de la especie Mus musculus, cepa
Balb/c/CNPB. Quienes pasaron por un periodo de aclimatacién de 15 dias previos al
ensayo y fueron mantenidos en jaulas metélicas. El agua y el alimento se administraron
“ad libitum”.

Los animales de experimentacion fueron divididos en 3 grupos de 3 ratones cada grupo
(9 ratones). Se utilizaron los tres ratones albinos de cada grupo para el ensayo de la
sustancia problema es decir el extracto etandlico al 96% de las semillas de Bixa
orellana (achiote) al 1.0, 3.0 y 5.0%.

Cada animal de ensayo poseia una parte intacta de la piel que se utiliz6 como control y
otra zona contigua como lugar de aplicacién del extracto. Cada sitio de aplicacion se
trat6 con 500 uL de la sustancia disuelta en tween-80. La sustancia a ensayar se
mantuvo en contacto con la piel mediante un apoésito por 4 horas.

Las observaciones fueron realizadas a los 30 min, 1, 24, 48 y 72 horas, 7 y 14 dias
después de remover el apoésito.

3.5.6.1 METODO DE EVALUACION DE LA IRRITACION

La escala que se usO para evaluar la Irritacion Dérmica Primaria (107)(108) , se
presenta en la Tabla N° 04 para cada uno de los animales, los valores de eritema y
edema durante las 72 horas del periodo de observacion se suman y se dividen entre 5
(Numero de observaciones realizadas) para obtener un valor individual del indice de
Irritacion Primaria (VIP). Este indice se determiné calculando el promedio de los valores
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de irritacion para todos los animales y se us6 para obtener el indice de Irritacién Primaria
(IIP) de la sustancia a ensayar mostrada en la Tabla N°05. Basado en las observaciones
realizadas durante las 72 horas; a las sustancias a hallar se le asigné un valor de
acuerdo a la escala presentada en la Tabla N° 06.

Ecuacion para determinar los VIP e |IP para “n” animales de experimentacion.

VIP; = X (valores de eritema + valores de edema) / n

VIP; = X (valores de eritema + valores de edema) / n

VIP; = X (valores de eritema + valores de edema) / n

VIP() = Z (valores de eritema + valores de edema) / n
P =% (VIP1+VIP2+VIP3z+ VIPn)/(n)

Donde:

VIP =Valor individual del indice de irritacion primaria.
IIP = indice de irritacién primaria.

n = NUmero de observaciones realizadas.

(n) = Nimero de animales de experimentacion.

Tabla N° 04: Irritacion Dérmica Aguda en Ratones

Escala de valorizacion de la irritacion dérmica primaria
(Técnica de Draize?*)

FORMACION DE ERITEMA VALOR
Ausencia de eritema 0
Eritema muy ligero (casi imperceptible) 1
Eritema bien definido 2
Eritema de moderado a severo 3
Eritemamuy  severo(rojo remolacha)/(lesiones profundas) 4
Maximo posible 4
FORMACION DE EDEMA VALOR
Ausencia de edema 0
Edema muy ligero (casi imperceptible) 1
Edema ligero (borde del area bien definidos por un levantamiento definitivo) 2
Edema moderado (levantamiento aproximado 1mm) 3

Edema severo (levantamiento de mas de 1 mm y extendiéndose mas alla del area 4
de exposicién

Maximo posible 4

Fuente: Draize et al., 1994.(109)
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Tabla N° 05: Clasificacién de las sustancias a ensayar

INDICE DE IRRITACION

DESCRIPCION PRIMARIA (IIP)
No irritante 0.0
Ligeramente irritante 0.1-1.9
Moderadamente irritante 20-50
Severa irritacion 5.1-8.0

Fuente: Federal Insecticide, Fungicide, and RodenticideAct.
Compliance/EnforcementGuidance Manual (FIFRA),
1990.(110)

El IIP se calcul6 usando las observaciones de 72 horas.

Tabla N° 06: Categorias Toxicas de la Irritacion Dérmica

CATEGORIA TOXICA CRITERIO
| Corrosivo

1] Severa irritaciéon a las 72 horas

i Moderada irritacion a las 72 Horas

No irritante, mediana o ligera irritacion
v alas 72 horas

Fuente: Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act.
Compliance/EnforcementGuidance Manual (FIFRA), 1990

3.5.6.2 ADMINISTRACION DE LA SUSTANCIA A ENSAYAR

Se utilizaron 9 ratones albinos que fueron puestos en un periodo de aclimatacion
durante 15 dias (111). La superficie del lomo de cada animal fue depilado un 48 horas
antes del tratamiento, se obtuvo un area de exposicién de 8 cm? aproximadamente.

Se usaron animales que no presentaron ninguna lesion o irritacion dérmica. En el area
depilada, la parte inferior fue lugar de aplicacién de la sustancia ensayada y la otra
superior contigua que fue el control. Los animales fueron divididos en 3 grupos de 3
ratones cada grupo fue tratado con concentraciones de 1.0%, 3.0% y 5.0 % del extracto
etandlico al 96% de semillas de Bixa orellana (achiote) disuelto en Tween-80 para
cada grupo de ensayo respectivamente.

Luego de la aplicacién del extracto etandlico al 96% al 1.0%, 3.0% y 5.0 %, se procedi6

a cubrir con una gasa quirargica de 2 x 2 cm cada lugar de aplicacién. Cada apésito se
fij6 con cinta adhesiva no irritante. Los animales de experimentacion fueron observados
por un periodo de 4 horas para asegurar la absorcién del extracto disuelto en Tween 80.

3.5.6.3 REMOCION DE LA SUSTANCIA A ENSAYAR

Después de 4 horas se retir6 el aposito y los sitios tratados se limpiaron cuidadosamente
con suero fisiologico, se us6 algodén estéril para remover todo el material posible. Las
observaciones se hicieron a los 30 min, 1 h, 24 h, 48 hy 72 h, para evaluar la formacion
de eritema y/o edema (108).
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Esquema N°02: Ensayo de Irritacién Dérmica aguda

Eleccidon de 9 ratones albinos

Depilacién de la superficie dorsal,
con un area de exposisiocn no
menor a 8cm?

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Aplicacionde 1.0 g Aplicacion de 3.0 g Aplicacién de 5.0 g
de extracto de extracto de extracto Grupo control
etandlico disuelto etandlico disuelto etandlico disuelto
en Tween 80

en Tween 80 en Tween 80

\ 4
Cubrir con gasa quirurgica y fijar
con cinta adhesiva no irritante. 4
horas después, retirar el apésito

Evaluar la formacién de eritemay
edema a los 30 min, 1, 24,48y 72
horas

Medir el grado de irritaciény
clasificar la sustancia

Fuente: Elaboracion propia
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3.5.7 INCORPORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96%, EN LA FORMA
FARMACEUTICA — CREMA BASE, A CONCENTRACIONES DE 1.0%, 3.0% Y
50 % P/P Y ANALISIS DE CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y
FISICOQUIMICAS.

Para la incorporacién del extracto seco etanélico de semillas de achiote en una crema
base se realizaron algunos controles descritos en literatura para este tipo de forma
farmacéutica, con la finalidad de determinar si su incorporacion fue convenientemente.

Caracteristicas organolépticas:

Las cremas deben presentar aspecto homogéneo, color y olor agradable o por lo menos
aceptable y textura suave al tacto.

Una vez elaboradas las cremas se observaron a diferentes intervalos de tiempo (14
dias) con la finalidad de examinar el aspecto, textura, consistencia, color y olor.

Caracteristicas fisicoquimicas:

Determinacion de pH:

Se midié en pH-metro previamente calibrado con soluciones tampén de pH 4y 7. Al
sacar el electrodo de cada tampdn se lavo con agua destilada y se sec6 con papel filtro.
Posteriormente se sumergié el electrodo limpio a las muestras, se homogenizé y
determiné el pH.

Determinacion de la extensibilidad:

Se midié utilizando dos placas Petri. Se situ6 la placa inferior sobre una hoja de papel
milimetrado a la que se le trazaron diagonales. Se colocé una muestra de 1 g sobre el
punto de interseccion. Se ubicé la placa superior durante 1 minuto y se tomaron los
valores de los radios formados. El area de extensibilidad (AE) se calculé segun la
siguiente expresion:

AE =11 (rp)2

Donde:

rp: Radio promedio de las 2 mediciones (mm?2)
Formulacion:

La formulaciéon e insumos utilizados fue proveida por el fabricante Cosphatech- Peru.
Se utilizé la formula N° K140401. En la preparacion de las cremas se aplicaron técnicas
tradicionales de homogenizacion e incorporacién mecénica del extracto.
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FORMULACION
Fase Insumos Descripcion %
A Agua - c.s.p 100g
Estearato de glicerilo, Alcohol

B PolybaseCrystal G/AE cetearilico, Acido estearico, Cocoil 3
Glutamato de Sodio.

Polymol 812 Triglicérido Caprilico / Caprico 3
Polymol CTV Oleato de Decilo 3
Fenoxietanol, Metil parabeno, Etil
C Salinip parabeno, Butil parabeno, Isobutil 11
parabeno

Acrilamida / Copolimero De
D Rheosol AVC Acrilato De Sodio, aceites y ceras 4
minerales y Alcohol de tridecilo

E E>_<tracto etgnohco de 1(3.5)
semillas de Bixa orellana -

Fuente: Formula N° K140401 - Cosphatech Per(

Después de la incorporacion del extracto etandlico al 96% de las semillas a la crema
base a las concentraciones de 1.0, 3.0 y 5.0%; se realiz6 el analisis organoléptico.

3.5.8 DETERMINACION DEL FACTOR DE PROTECCION SOLAR (FPS) DE LAS
CREMAS ELABORADAS CON EL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE
SEMILLAS DE Bixa orellana (ACHIOTE) Y LA CREMA PATRON

Para la determinacién del FPS del producto comercial y de las cremas a base del
extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote) se usé el método in vitro
espectrofotométrico desarrollado por Mansur (112). Este método mide las absorbancias
de una solucidn a varias longitudes de onda de 290 - 320nm.

3.5.8.1 DETERMINACION DEL FACTOR DE PROTECCION SOLAR (FPS)

El analisis espectrofotométrico es parte de la metodologia de comprobacion de FPS in
vitro descrita por Sayre y utilizada por Mansur en 1986 (112) (113) , por poseer buena
correlacion con los resultados obtenidos en los andlisis in vivo, para la misma finalidad,
para los productos con filtros organicos, donde la concentracion final es de 0.2mg/mL.

En la lectura se usoé el etanol como blanco, las muestras fueron medidas a longitudes
de onda entre 290nm a 320nm. El FPS fue calculado con la formula detallada a
continuacion.
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a. CALCULO DEL FPS

FPS =FC.X

EE(A).1(1). Abs(1)

FC . Factor de correlacién (igual a 10) determinado en funcién a dos
lociones fotoprotectoras de FPS conocidos, de semejante manera a

una locién que contiene 8% de Homosalato de FPS igual a 4.

EE (1) : Efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda A.
I(A) : Intensidad del sol en la longitud de onda A.
Abs (1) :  Absorbancia de la solucion en la longitud de onda

Los valores del efecto eritemogénico (EE) versus la intensidad de la radiacion (I) pueden
verificarse, en la tabla N° 07, para cada longitud de onda usada en los analisis y fueron

obtenidos por Sayre en 1979.

Tabla N° 07: Relacion entre el Efecto eritemogénico (EE) versus la Intensidad de
Radiacion (l) conforme a la Longitud de Onda (A)

A(nm)

290
295
300
305
310
315
320

EE x|

0.0150
0.0817
0.2874
0.3278
0.1864
0.0839
0.0180

Fuente: Sayre, 1979(113)

PROCEDIMIENTO: Tanto la crema comercial como las cremas elaboradas al 1.0, 3.0y
5.0 % del extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote) siguieron el mismo

procedimiento.

Se peso 1 gr de muestra en una fiola de 100 mL, conteniendo cerca de 30 mL de etanol
para solubilizar la sustancia, sonicar por periodo de 5 min y luego aforar el volumen con
el mismo solvente, una vez homogénizado se procedio a filtrar desechandose los 10
primeros mL, y pipetear una alicuota de 1,0 mL,transferir a una fiola de 50 mL,aforar con
el reactivo etanol absoluto,mezclar, volver a pipetear una alicuota de 1,0mL y transferir
a una fiola de 25 mL, enrasando con el mismo solvente y sacar la muestra a la cubeta
de cuarzo,para proceder con las corridas respectivas con el espectrofotometro

previamente calibrado a las longitudes de onda.
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Esquema N°03: Determinacion del factor de proteccion solar (FPS)

Pesar 1gr
de muestra

P

Disolver la muestra
con etanol absoluto

v

Extraer volumen alicuota
1mLy aforar con etanol
absoluto

Aforar la fiola de
100mL

Sonicar

Fiola de 100 mL

Filtrar y desechar
los primeros 10 mL

A

Fiola de 50 mL

Extraer volumen alicuota
1mL y aforar con etanol
absoluto

Fiola de 25 mL

v

Fuente: Elaboracion propia

Poner la muestra en la
cubeta. Y obtener las
absorbncias para calcular
el FPS
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3.5.9 EVALUACION DE LA CAPACIDAD FOTOPROTECTORA EN RATONES
ALBINOS

La evaluacion de la capacidad fotoprotectora in vivo se realizo a través de la valoracion
de cambios inflamatorios cutaneos.

3.5.9.1 VALORACION DE CAMBIOS INFLAMATORIOS CUTANEOS

Para el estudio in vivo se emplearan animales de experimentacion de la especie Mus
musculus cepa Balb/c/CNPB, es uno de los modelos mas usados en el campo de la
fotobiologia, ya que la mayoria de las respuestas cutaneas frente a la RUV aguda o
crénica que se observan, son comparables a las que presenta el ser humano. Ademas,
los mecanismos desencadenantes también parecen los mismos (114). La
experimentacion con este tipo de animales ofrece ciertas ventajas: La diferencia de
espesor de la piel, que favorece la mayor penetrabilidad de la RUV, la pérdida de
pigmentacion y un ciclo de vida corto determinan que procesos como el
fotoenvejecimiento o fotocarcinogénesis, que en el hombre tardan décadas en
desarrollarse, en este modelo experimental ocurran mucho antes.

Se usaron ratones hembras de la cepa Balb/c/CNPB sanos, con peso promedio de 30
gramos y de 2 - 3 meses de edad. Los animales se mantuvieron a una temperatura de
20 - 25°C, adaptados a ciclos de luz/oscuridad de doce horas diarias. El periodo de
aclimatacion previo al proceso experimental fue de 15 dias (111).

Se depilaron a los animales 48 horas antes del tratamiento (42), obteniendo un area
aproximada de 8cm? sobre la zona dorsal del animal.

Se aplicé el producto (crema con extracto etandlico al 96%) y se extendié uniformemente
con ayuda de guantes de latex, después de 30 min de la aplicacion (tiempo necesario
para facilitar la absorcién de la formulacién en la piel) se procedi6 a la irradiacion de los
animales. Se irradio a los animales de experimentacion con luz Ultravioleta UVA/UVB
de la lampara Repti Glo 5.0 Compact, que emite un espectro continuo entre 270 a
400nm. La salida de UVA/UVB se midi6 con los sensores Nul 230 y Nul 232 (Neulog).
La lAmpara se coloco unos 15 cm de distacia de los ratones. Se irradio a los animales
de experimentacion durante 1 hora con 30 minutos a una dosis de 2.8 J/cm?.

3.5.9.2 CAMBIOS INFLAMATORIOS CUTANEOS
Eritema

La valoracion del grado de enrojecimiento que presentd la zona expuesta de los distintos
animales se realiz6 por el sistema Draize (108) en donde el eritema puede estimarse
visualmente y puede tomar valores dentro del rango 0-4.

0 = No eritema

1 = Definido (rojo apreciable)

2 = Moderado (rojo)

3 = Intenso (rojo intenso)

4 = Severo (muy enrojecido-granate)
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Edema

Se us6 el sistema de anotacion Draize (108) que propone una escala de valores para la
estimacioén visual del grado de edema que presentan las los animales irradiados. El
edema se entiende como el exudado, compuesto por liquido y proteinas, que migra
desde la sangre al tejido intersticial, de manera que este exceso de liquido da lugar a
una “hinchazoén” de la zona facilmente apreciable (109). La clasificacion propuesta por
Draize es:

0 = No edema

1 = Observable (desnivel definido)

2 = Moderado (desnivel aproximando de 1 mm)

3 = Severo (desnivel mayor de 1 mm)

Ambos pardmetros se evaluaron desde la aparicion del primer eritema y edema,
después a los 30min, 6h, 24h, 48y 72 horas.

3.5.10 EVALUACION DE LA CAPACIDAD FOTORREPARADORA EN RATONES
ALBINOS

La evaluacién de la capacidad fotorreparadora in vivo se realizo a través de la valoracién
de cambios morfol6gicos cutaneos

3.5.10.1 VALORACION DE CAMBIOS MORFOLOGICOS CUTANEOS

Para el estudio de cambios morfolégicos se usaron otros ratones hembra de la cepa
Balb/c/CNPB sanos, con un peso aproximado de 30 gramos, de 2 a 3 meses de edad.
Los animales se mantuvieron a una temperatura de 22-25°C, adaptados a ciclos de
luz/oscuridad de doce horas diarias. El periodo de aclimatacién antes del proceso
experimental fue de 15 dias.

Se depilaron a los animales 48 horas antes del tratamiento (42), obteniendo un area
aproximada de 8cm? sobre la zona dorsal del animal.

Se irradi6 a los animales de experimentacion con luz Ultravioleta (lampara Repti Glo
5.0), durante lhora con 30 minutos min, a una distancia aproximada de 15 cm de la
lampara con una dosis de 2,8 J/cm? (41) .

Se realiz6 el tratamiento con las cremas (1%,3% y 5%), durante 5 dias, 2 veces al dia
sobre la zona depilada e irradiada del lomo.

Los animales fueron sacrificados por el método de dislocacion cervical y las pieles se
colocaron en formol al 10% y fueron llevados a un laboratorio que se encarga de realizar
los analisis histopatolégicos respectivos.

3.5.10.2 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Las preparaciones tefiidas con Hematoxilina — Eosina para el estudio histopatol6gico
fueron visualizadas a través de un microscopio 6ptico.

Se evalué los siguientes parametros; Hiperqueratosis, espongiosis, Ulceras, congestion,
anexos y costra.
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La valoracion se desarrollé por la especialista en el Servicio de histopatologia del
Hospital Regional del Cusco.

Esquema N° 04: Ensayo de la valoracibn de cambios inflamatorios — Capacidad

fotoprotectora

‘2 . I . Aplicacidn de cremas
Valoracién de cambios Depilacién de animales -
. . . . —> (30 min antes de
inflamatorios de experimentacion
ensayo)
o Se toma el tiempo de Evaluacién del eritema y
Irradiacién de ratones L .
con foco UVA/UVB por aparicion de eritema, edemaalas 6, 24,48y
. P edemayseledala ——| 72 horas; dandoles la
1h 30 min a una . . .
. . anotacién anotacion en el sistema
distancia de 15 cm - .
correspondiente. de Draize.

Esquema N°05: Ensayo de la valoracion de cambios morfolégicos — Capacidad

fotorreparadora

Irradiacion de ratones
Valoracién de cambios Depilacién de animales con foco UVA/UVB por
morfoldgicos de experimentacion 1h 30 min a una
distancia de 15 cm
v/
Tratamiento con cremas Sacrificio de ratones y
(1%,3% y 5%)por 5 dias procesamiento de tejido Interpretacion de
sobre la region depilada de piel - estudio resultados
e irradiada del lomo histopatoldgico

Fuente: Elaboracion propia

3.5.11 ENSAYO DE IRRITACION DERMICA PRIMARIA DE UNA CREMA CON
EXTRACTO DE SEMILLAS DE Bixa orellana (ACHIOTE) EN RATONES
ALBINOS

Los seis ratones albinos fueron puestos en un periodo de aclimataciéon durante 15 dias
(111). La superficie del lomo de cada animal fue depilado 48 horas antes del tratamiento,
se obtuvo un 4rea de exposicién de 8 cm2 aproximadamente. Se usarén animales que
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no presentaron ninguna lesion o irritacién dérmica. En el &rea depilada, la parte inferior
fue lugar de aplicacién de la sustancia ensayada y la otra superior contigua que fue el
control. Los animales fueron divididos en 2 grupos de 3 ratones cada uno. Cada grupo
fue tratado con la crema base y con una crema con extracto etanélico al 96% de semillas
de achiote seleccionada de acuerdo a los ensayos de determinacion de FPS y
capacidad fotoprotectora y fotorreparadora realizados previamente.

El método utilizado fue el mismo que se aplico en el Ensayo de Irritacion Dérmica
Primaria con extractos de semillas de Bixa orellana (achiote) en ratones albinos
descrita la pagina numero 59.

3.5.12 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Para un manejo adecuado de los resultados de la investigacion y una correcta
recoleccion de los datos se utilizaron formatos de recoleccion de datos previamente
elaboradas de acuerdo a los ensayos.

Formatos de recoleccién de datos para:

e Determinacion de porcentaje de humedad.

¢ Determinacion del porcentaje de rendimiento.

e Ensayo de irritacion dérmica primaria del extracto etandlico de Bixa orellana
(achiote) al 1.0%, 3.0% y 5.0 % en ratones albinos.

e Analisis de caracteristicas organolépticas de las cremas.

e Valoracion de cambios inflamatorios cutaneos.

¢ Valoracién de cambios morfolégicos cutaneos.

e Registro de los valores de absorbancia a diferentes longitudes de onda de las
cremas.

3.5.13 TECNICAS Y ANALISIS PARA EL PROCESAMIENTO DE DATOS

En el analisis de datos se utilizd el paquete estadistico SPSS “Statistical Packagefor
Social Sciences”. Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA), con el fin de determinar si
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los datos de las
poblaciones muéstrales de cada grupo de experimentacion.
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CAPITULO IV
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1 RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Cuadro N°01 : Resultados del porcentaje de Humedad de las semilla Bixa orellana
(Achiote) en Etanol al 96%

Muestra Peso Inicial Peso Final Porcentaje de
(9) (9) humedad
Muestra 1 10.79 9.8168 9.0195
Muestra 2 10.95 9.9566 9.0721
Muestra 3 10.05 9.1084 9.9502

Promedio  9.3479
Fuente: Elaboracion propia
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Como se observa en el cuadro N° 01, el porcentaje de humedad de Bixa orellana
(Achiote), de acuerdo al método gravimétrico es de 9.35%. Este resultado indica que la
semilla de esta planta tiene un bajo porcentaje de humedad y esta dentro del rango
propuesto en otro estudio realizado para obtener el porcentaje de humedad de las
semillas de achiote donde los resultados oscilan entre el 8 y 13 % segun J. Devia, L.
Saldarriaga (115).

4.2 RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO CON ETANOL AL 96%

Cuadro N° 02: Resultados del Porcentaje de Rendimiento de la semilla de Bixa
orellana (Achiote) en Etanol 96%

Muestra Peso de muestra Solvente Peso del extracto Rendimiento %
inicial (g) final (g)
Muestra 1 45.47 Etanol 96% 2.1179 4.6578
Muestra 2 45.06 Etanol 96% 2.0415 4.5306
Muestra 3 45.93 Etanol 96% 1.9882 4.3288
Promedio 4.5057

Fuente: Elaboracion propia
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

De acuerdo a los resultados del cuadro N° 02 se muestra un porcentaje de extraccion
de 4.51%, siendo este valor cercano al porcentaje de extraccion de 5.83% obtenido en
el estudio realizado por L. Rodrigues, S. Alcazar-Alay, A. Petenate et al.(73) y otro
estudio donde se utilizé el etanol como solvente en la técnica de extraccion convencional
sélido-liquido realizada a temperatura y presién ambiente, se obtuvo un porcentaje de
extraccion de 3.15% de rendimiento global de semilla de Bixa orellana (achiote) ,
estudio realizado por L. Rodriguez, S. Alcazar-Alay, M. Gomes et al. (116)
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4.3 RESULTADO DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Bixa orellana (Achiote).

Cuadro N°03: Resultados del andlisis fitoquimico cualitativo del extracto etandlico
al 96% de la semilla de Bixa orellana (Achiote).

Metabolitos Reactivo Resultado Observaciones
Carbohidrato Molish * Anillo violeta
Compuestos Cloruro férrico al 5% ++ .

. Coloracion azulada
Fendlicos (FeCI3)
- - . + Precipitado denso
Taninos Solucién de gelatina al 5%
blanco
. Shinoda ++ Coloracién amarilla a
Flavonoides .
rojo
L Rosenheim ++ Coloracion rojo
Leucoantocianidinas
0Scuro
Aminoacidos L|_bre Ninhidrina i Coloracion violacea
de Grupos amino
Dragendorff * Precipitado naranja
Alcaloides Maver: +
yer: Precipitado blanco
Quinonas Reaccion Borntrager: T Coloracion roja
Solucién de NaOH )
Fuente: Elaboracion propia
Leyenda
+++ Abundante + Escaso
++ Moderado - Ausente

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

La deteccién de metabolitos secundarios se realiz6 mediante reactivos de identificacion
especificos para cada familia de compuesto, obteniéndose en algunas pruebas
coloraciones especificas y siendo otras de precipitacion.

De acuerdo al cuadro N°03, se determiné moderada presencia de compuestos fendlicos,
flavonoides, leucoantocianidinas y quinonas. Y en escasa cantidad, carbohidratos,
taninos y alcaloides

En funcién a estos resultados el extracto seco hidroalcohdlico al 96% de Bixa orellana
(achiote) presenta efectos beneficiosos en la piel gracias a la presencia de compuestos
fendlicos como taninos hidrolizables que fueron identificados por R.Cruz Lima, A. De
Deus Moreno, S. Loureiro De Castro et al. (117) y flavonoides que también fueron
identificados en el estudio realizado por A. Tamil Selvi, M. Dinesh, R. Satyan et al.
(118)
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4.4 RESULTADOS DEL ENSAYO DE IRRITACION DERMICA EN RATONES ALBINOS

Cuadro N° 04: Resultado del ensayo de irritacion dérmica aguda del extracto al 96% de Bixa orellana (Achiote)

Eritema
Tiempo (min=minutos, h=hora)
Concentraci6  N° 30 1h 24 hrs 48 hrs
n animal Min
Del extracto
1% 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
indice de Irritacién Primaria (IIP) = 0.0
3% 1 0 0 0 0
2 1 0 0 0
3 0 0 0 0
indice de Irritacién Primaria (1IP) = 0.07
5% 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 1 0 0 0

indice de Irritacién Primaria (1IP) = 0.07

Fuente: datos experimentales

Descripcion de la clase: No irritante (1%,3% y 5%)

72 hrs

o

Edema

30
Min

o

Categoria: IV (No irritante, medianamente o ligera irritacion a las 72 horas)

Duracion del estudio: 72 horas

24 hrs

o

48 hrs

o

72 hrs

o

Suma
total

Total
Obs (5)

/5 =
/5 =
/5 =

/5 =
/5 =
/5 =

/5 =
/5 =
/5 =

Valores
irritacion
Primaria

de
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Cuadro N° 05: Determinacién del indice de irritacion primaria (PIl) a través del test
de Draize.

Concentracién del indice de Irritacion Criterio de aceptacion
extracto Primaria
1% 0.0 Se aprueba ( no irritante)
3% 0.07 Se aprueba ( no irritante)
5% 0.07 Se aprueba ( no irritante)

Fuente: Elaboracion propia
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En el cuadro N° 04 se observa los resultados de la prueba de irritacion dérmica aguda
realizada en ratones albinos cuando se les aplico el extracto seco etandlico de Bixa
orellana (achiote), previamente diluido en tween a las concentraciones de 1%, 3% y
5%.

Luego de la aplicacion del extracto en los ratones albinos se procedié a realizar las
observaciones a los 30 minutos, 1, 24, 48, 72 hrs; finalizadas las observaciones se
procedid a calcular el indice de irritacion primaria IIP (mediante la escala de valoracién
de la irritacion dérmica primaria — Técnica de Draize) obteniéndose un valor de 0.0 IIP
para el extracto al 1%, 0.07 IIP para el extracto al 3% y 0.07 lIP para el extracto al 5%.

Por lo tanto al extracto al 1% con un valor de I[IP= 0.0; este valor lo clasifica como
sustancia NO IRRITANTE. Para los extractos de 3% y 5% que poseen un [IP=0.07; este
valor también los clasifica como sustancias NO IRRITANTES.

Finalmente segun la categoria toxica de la irritacion dérmica (tabla N°06), el extracto
etandlico de la semilla de Bixa orellana (Achiote) al 1%, 3% y 5% pertenecen a la
Categoria toxica de irritacion dérmica IV que los clasifica como sustancias NO
IRRITANTES de acuerdo a la escala de valoracion de la irritacion dérmica aguda —
Técnica Draize.

Estos resultados muestran relacién con otro estudio reportado por M. Germano, R. De
Pasquale, A. Rapisarda et al. Donde se ha demostrado la ausencia de sensibilizacién
e irritacion en piel de conejos tratados con extracto de Bixa orellana (Achiote) con el
método draize (78).

Por lo tanto se selecciond estas tres concentraciones (1%, 3% y 5%) del extracto
etandlico al 96% de la semilla de Bixa orellana (achiote) para el estudio de la capacidad
fotorreparadora y fotoprotectora tanto in vivo como in vitro, siendo estas concentraciones
las adecuadas para la incorporacién en una crema base, sabiendo que no producen
irritacion considerable en la piel de los ratones y asi no afectaran los resultados
obtenidos posteriormente.
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4.5 RESULTADOS DE LA INCORPORACION DEL EXTRACTO SECO EN LA
FORMA FARMACEUTICA DE CREMA, A LAS CONCENTRACIONES DE
1%, 3% Y 5%

Cuadro N°06: Resultado del andlisis organoléptico y fisicoquimico

Dia 1

Analisis

Aspecto
Textura
Consistencia

Color

Olor
Dia 14

Analisis
Aspecto
Textura
Consistencia
Color

Olor

pH

Extensibilidad

Analisis organoléptico

Formulacion
Crema base
Homogéneo
Cremosa
Ligera

blanco

Caracteristico

Formulacion
Crema base
Homogéneo
Cremosa
Ligera

blanco

Caracteristico

Analisis fisicoquimico

6.33
20.42 mm?

Crema al 1%
Homogéneo
Cremosa
Ligera

Amarillo

Caracteristico

Crema al 1%
Homogéneo
Cremosa
Ligera

Amarrillo

Caracteristico

6.36
21.20 mm?

Crema al 3%
Homogéneo
Cremosa
Ligera

Naranja

Caracteristico

Crema al 3%
Homogéneo
Cremosa
Ligera

Naranja

Caracteristico

6.38
21.99 mm?

Fuente: Elaboracion propia

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Crema al 5%
Homogéneo
Cremosa
Ligera
Naranja
0SCuro

Caracteristico

Crema al 5%
Homogéneo
Cremosa
Ligera
Naranja
0oscuro

Caracteristico

6.40
22.38 mm?

En el cuadro N°06 se muestra los resultados del andlisis organoléptico de las cremas
elaboradas a base del extracto etandlico al 96% de la semilla de Bixa orellana
(achiote). Los indicadores evaluados fueron aspecto, textura, consistencia, color, olor.

Segun el cuadro se aprecia que las formulaciones presentan un aspecto homogéneo,
textura cremosa y consistencia ligera en cuanto al color; la crema base es de color
blanco, la crema al 1% es de color amarilla, la crema al 3% presenta un color naranja y
la crema al 5% presenta un color naranja oscuro. El olor para las cuatro muestras es
caracteristico. Estas caracteristicas se mantuvieron durante las dos semanas de

evaluacion
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En cuanto a los estudios fisicoquimicos se obtuvo que la crema base presento un pH de
6. 33 y una extensibilidad de 20.42 mm?; la crema al 1% presento un pH de 6. 36 y una
extensibilidad de 21.20 mm? ; la crema al 3% presento un pH de 6. 38 y una
extensibilidad de 21.99 mm? vy la crema al 5% presento un pH de 6. 40 y una
extensibilidad de 22.38 mm?.

De acuerdo a estos resultados podemos concluir que la formulacién es adecuada para
los ensayos posteriores por tener adecuada homogenizacion entre la crema base y el
extracto.
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4.6 RESULTADOS DE LA DETERMINACION IN VITRO DEL FACTOR DE
PROTECCION SOLAR (FPS) DEL PRODUCTO COMERCIAL PATRON

Cuadro N° 07: Resultado de las Absorbancias del Producto Comercial

Longitud de
onda (A) EExl Absorbancia EExIxAbs

290 0.0150 5.7278 0.0859
295 0.0817 4.9276 0.4025
300 0.2874 4.2080 1.2093
305 0.3278 4.1454 1.3588
310 0.1864 4.0440 0.7538
315 0.0839 3.8398 0.3221
320 0.018 3.2924 0.0592

Sumatoria 4.1919

x10 41.9196

FPS 42

Fuente: Elaboracion propia

FORMULA PARA LA DETERMINACION DEL FACTOR DE PROTECCION SOLAR

320
FPS = FC.Z. EE(A).1(2). Abs(1)
290

Donde:
FC : Factor de correlacion (igual a 10) determinado en funcion a dos lociones
fotoprotectoras de FPS conocidos, de semejante manera a una locién que
contiene 8% de Homosalato de FPS igual a 4.
EE (1) : Efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda A.
(1) : Intensidad del sol en la longitud de onda A.
Abs (1) Absorbancia de la solucion en la longitud de onda

Cuadro N° 08: Factor de Proteccién Solar del Producto Patrén

Producto Patrén Composicion FPS declarado FPS calculado
declarada

Bahia Solar- Super Block Metoxicinamato 55 42
de etilo

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En los cuadros N°07 y 08 se observa que el FPS obtenido del producto comercial es de
42 de acuerdo a la metodologia usada por Mansur (112). La diferencia entre FPS
declarado y el calculado podria deberse a que los bloqueadores solares presentan
diferentes caracteristicas que afectan el resultado final de los SPF, la combinacién y
concentracion de filtros fisicos y quimicos, tipo de emulsidn, adicion de excipientes, el
pH del sistema y propiedades reoldgicas, entre otros factores, que pueden aumentar o
disminuir la absorciéon UV de cada filtro, segun lo revisado en el estudio realizado por L.
Segura, A. Mamani quienes obtuvieron un valor de FPS de 56.1 para el mismo producto
(50). Otro factor importante es el proceso de filtracion utilizado en el ensayo (50).
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4.7 RESULTADOS DE LA DETERMINACION IN VITRO DEL FACTOR DE
PROTECCION SOLAR (FPS) DE LAS CREMAS CON EL EXTRACTO
ETANOLICO DE Bixa orellana (ACHIOTE)

Cuadro N° 09: Resultados de las Absorbancias en las formulaciones al 1.0 ,3.0 y
5.0 % de las cremas con el extracto etanélico de Bixa orellana (Achiote)

Longitud

onda A(nm)

290
295
300
305
310
315
320

1%

0.1166
0.1155
0.1135
0.1121
0.1106
0.1094
0.1093

de Absorbancias

3%
0.1203
0.1224
0.1217
0.1217
0.1212
0.1214
0.122

Fuente: Elaboracion propia

5%

0.1307
0.1321
0.1344
0.1354
0.1366
0.1383
0.1368

Cuadro N° 10: Obtencién del factor de proteccion solar de las cremas con el
extracto etandlico de Bixa orellana (Achiote)

(nm)
290
295
300
305
310
315
320

EEXI
0.015
0.0817
0.2874
0.3278
0.1864
0.0839
0.018

1%
0.1166
0.1155
0.1135
0.1121
0.1106
0.1094
0.1093

FPS

Absorbancias

3%
0.1203
0.1224
0.1217
0.1217
0.1212
0.1214

0.122
Sumatoria

X 10

5%
0.1307
0.1321
0.1344
0.1354
0.1366
0.1383
0.1368

1%
0.001749
0.00943635
0.0326199
0.03674638
0.02061584
0.00917866
0.0019674
0.11231353

1.1231353

1.1

Fuente: Elaboracién propia

EEXxIxXAbs
3%
0.0018045
0.01000008
0.03497658
0.03989326
0.02259168
0.01018546
0.002196
0.12164756

1.2164756

1.2

5%
0.0019605
0.01079257
0.03862656
0.04438412
0.02546224
0.01160337
0.0024624
0.13529176

1.3529176

1.4

Cuadro N° 11: Resultado del calculo del FPS de las cremas con el extracto
etanodlico de Bixa orellana (Achiote)

Extracto etandlico de FPS

semilla
1%
3%
5%

calculado

11
1.2
14

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro N° 12: Analisis de regresion lineal general para el calculo del FPS de las
cremas elaboradas con el extracto etandlico de Bixa orellana . Resumen de
modelo y estimaciones de parametro.

Resumen de modelo y estimaciones de parametro
Variable dependiente: FPS

) Resumen del modelo Estimaciones de parametro
Ecuacion > .
R F gll gl2 Sig. Constante bl b2

Lineal 0.988 84.889 1 1 0.069 1.001 0.115

Inverso 0.856 5.947 1 1 0.248 1.419 -0.308
Cuadratico 1.000 . 2 0 1.073 0.029 0.022
Potencia 0.947 17.882 1 1 0.148 1.113 0.164
Exponencial 0.993 147.467 1 1 0.052 1.019 0.093

Fuente: Elaboracién propia

Gréafico N° 01: Grafico Factor de Proteccién Vs Concentracion de la crema

FPS

O Observado
1,4000 — Lineal
—Inverso

— Cuadratico
— - Potencia

= = Exponencial

1,3000

1,2000

1,1000 T T T T
1,0000 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000

Concentracion.de.crema

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Las absorbancias obtenidas por las cremas a las que se les incorporé el extracto
etandlico de semillas de achiote se muestran en el cuadro N°09. Por otro lado en el
cuadro N°10 se calculan de acuerdo a la formula los valores de Factor de Proteccion
Solar para cada crema, donde se obtuvieron valores de FPS = 1.1 para la crema al 1%,
FPS =1.2 para la crema al 3% y FPS = 1.4 para la crema al 5% respectivamente. La
obtencion de estos valores bajos puede ser debido a que en el proceso de determinacién
del FPS especificamente en el proceso de filtrado se realizo con papel filtro convencional
y no con el recomendado por el estudio realizado por L. Segura, A. Mamani (50). Sin
embargo otro motivo podria ser debido a que se utilizo el extracto total de la semilla sin
la purificacion del metabolito como es la bixina al que le atribuyen capacidad

70



fotoprotectora diversos autores como M. de la Vega, D. Zhang, G. Wondrak.(40) y S.
Tao, S. Park, M. Rojo de la Vega et al.(119)

El hecho de utilizar el extracto completo produjo resultados similares con otros estudios
donde utilizaron el mismo método de medicion del FPS como el realizado por R. Osorio,
T. Moya quienes evaluaron el FPS del extracto hidroalcohélico de Fragaria vesca L,
incorporado en una formulacién tépica al 5% dando un valor de 0.83 de FPS. Otro
ejemplo en el estudio realizado por F. de Souza, G. Campos, J. Packer quienes
determinaron la actividad fotoprotectora del extracto de Malpighia glabra L. en una
emulsion a 10%, obteniendo un valor de 0.14 de FPS.

En el cuadro N°12 el modelo cuadratico que presenta un valor de R? =1 indica que el
valor del FPS es directamente proporcional al aumento de la concentracion del extracto.

Al observar el grafico N°01 los resultados muestran que a medida que aumenta la
concentracion de la crema con el extracto etandlico al 96% de las semilla de Bixa
orellana (achiote) también aumenta el FPS aunque no es significativo.
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4.8 RESULTADOS DE LA VALORACION DE CAMBIOS INFLAMATORIOS
CUTANEOS

Cuadro N° 13: Resultados de la valoraciéon de cambios inflamatorios cutaneos

Grupo Raton  Eritema Edema
6h 24h 48h 72h 6h 24h 48h
1% R1 1 1 1 0 1 0 0
R2 1 0 0 0 0 0 0
Rs 1 1 0 0 0 0 0
3% R1 1 1 0 0 1 0 0
R2 1 0 0 0 0 0 0
Rs 1 0 0 0 0 0 0
5% R1 1 0 0 0 0 0 0
R2 1 0 0 0 0 0 0
Rs 1 0 0 0 0 0 0
Control R 2 2 2 1 2 1 1
positivo R2 2 1 1 1 1 1 1
Rs 2 2 1 1 1 1 1
Control R1 0 0 0 0 0 0 0
negativo R2 0 0 0 0 0 0 0
R3 0 0 0 0 0 0 0
Patrén R1 1 0 0 0 0 0 0
R2 1 0 0 0 0 0 0
Rs 1 1 0 0 0 0 0

Fuente: Datos experimentales

Leyenda:

72h

O OO 00000 Fr OO0OO0OO0OO0OOoOOoO oo

- Control negativo: Grupo de ratones que no fueron tratados con ninguna cremay
no fueron irradiados.

- Control positivo: Grupo de ratones que no fueron tratados con ninguna crema y
fueron expuestos a irradiacion.

- Patrén: Grupo de ratones que fueron tratados con el producto patron.

- 1%: Grupo de ratones que fueron tratados con crema con extracto de Bixa
orellana (Achiote) al 1%.

- 3%: Grupo de ratones que fueron tratados con crema con extracto de Bixa
orellana (Achiote) al 3%.

- 5%: Grupo de ratones que fueron tratados con crema con extracto de Bixa
orellana (Achiote) al 5%.

Donde los valores de eritema y edema son:

Eritema

0 = Ausencia de eritema.

1 = Eritema muy ligero (casi imperceptible - rojo apreciable).

2 = Eritema bien definido (rojo).
3 = De moderado a severo (rojo intenso).
4 = Eritema muy severo (muy enrojecido - granate).
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Edema

0 = Ausencia de edema.
1 = Edema muy ligero (casi imperceptible).

2 = Edema ligero (desnivel definido).

3 = Edema moderado (levantamiento aproximado de 1mm).
4= Edema severo (desnivel mayor de 1 mm).

Cuadro N° 14 : Analisis Estadistico de la Valoracion de Edemay Eritema respecto
a la Concentracion del Extracto Etandélico de Bixa orellana (Achiote) en la Crema

Base, crema patrén y controles y Diferencias de Medias segiin Concentracion.

Cambios

Eritema

Edema

1%

3%

5%

patrén

C. positivo
C. negativo
Total

1%

3%

5%

patrén

C. positivo
. negativo
Total

Interpretacion:

El cuadro N°14, contiene un andlisis descriptivo de las variables dependientes (eritema
y edema) por grupos de tratamiento tanto de las cremas con el extracto etandlico de las
semillas de achiote, la crema patrén y los controles, asi como, los limites superior e
inferior para las medias de cada grupo al 95% de confianza. En este cuadro también se
observan las medias para cada grupo de tratamiento.

NO

12
12
12
12
12
12
72
12
12
12
12
12

72

Media

0.50
0.33
0.25
0.33
1.50
0.00
0.49
0.08
0.08
0.00
0.00
0.92
0.00
0.18

Desviacion
tandar

0.492
0.522
0.000
0.650
0.289
0.289
0.000
0.000
0.515
0.000
0.422

estandar

95% de intervalo de
confianza para la

o o
media e £

o= X
Limite Limite = °©
: . . s =
inferior superior
0.17 0.83 0 1
0.02 0.65 0 1
-0.04 0.54 0 1
0.2 0.65 0 1
1.17 1.83 1 2
0.00 0.00 0 0
0.33 0.64 0 2
-0.10 0.27 0 1
-0.10 0.27 0 1
0.00 0.00 0 0
0.00 0.00 0 0
0.59 1.24 0 2
0.00 0.00 0 0
0.08 0.28 0 2

Fuente: Elaboracién propia

Cuadro N°15: Prueba de analisis de varianza (ANOVA).

Eritema

Edema

Fuente: Datos estadisticos

Entre grupos

Dentro de grupos

Total

Entre grupos

Dentro de grupos

Total

Suma de Gl
cuadrados
16.403 5
13.583 66
29.986 71
7.903 5
4.750 66
12.653 71

Media F Sig.
cuadratica

3.281 15.940 0.000
0.206

1.581 21.961 0.000
0.072
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Interpretacidn:

El cuadro N° 15, muestra los resultados del ANOVA. Para Eritema, se observa un valor
del estadistico de prueba F = 15.940 y la significacion de 0.00. Al ser la significacién
menor de 0.05 es que las diferencias de medias de los grupos, son estadisticamente
significativas. Esto nos indica que existe diferencia estadisticamente significativa entre
las medias de los grupos.

También en este cuadro se muestra los resultados del ANOVA para Edema, se observa
un valor del estadistico de prueba F =21.961 y la significacion de 0.00. Al ser la
significacion menor de 0.05 es que las diferencias de medias de los grupos, son
estadisticamente significativas. Esto nos indica que existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de los grupos.

Cuadro N°16: Eritema —HSD de Tukey

Concentracion  N° Subconjunto para alfa=0.05

de extracto 1 2

C. negativo 12 0.00

5% 12 0.25

3% 12 0.33

1% 12 0.50

Patron 12 0.33

C. positivo 12 1.50

Sig. 0.089 1.000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdénica =
12,000.

Fuente: datos experimentales

Interpretacidn:

La prueba de Tukey sirve para evaluar las hipétesis:
Ho: Y1 = U2 = Uz = W4 (las medias son iguales)

Hi: W1 # Y2 # U3 # P4 (las medias son diferentes)

Eritema segun las diferentes cremas aplicadas y controles (sub conjunto 1): Sig. = 0.089
> 0.05 entonces se acepta Ho

Eritema segun las diferentes cremas aplicadas y controles (sub conjunto 2): Sig. = 1.000
> 0.05 entonces se acepta Ho

En el cuadro N° 16, se aprecian los resultados posteriores al ANOVA, la prueba de
comparacion de Tukey utilizando un nivel de confianza de a = 0.05, se observa que no
existen grupos diferenciados.
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Cuadro N° 17: Edema — HSD de Tukey

Concentracion  N° Subconjunto para alfa=0.05

de extracto 1 2

5% 12 0.00

3% 12 0.08

1% 12 0.08

patrén 12 0.00

C. positivo 12 0.92

. hegativo 12 0.00

Sig. 0.973 1.000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
12,000.

Fuente: Datos experimentales

Interpretacidn:

Edema segun las diferentes cremas aplicadas y controles (sub conjunto 1) : Sig. = 0.973
> 0.05 entonces se acepta Ho

Edema segun las diferentes cremas aplicadas y controles (sub conjunto 2) : Sig. = 1.000
> 0.05 entonces se acepta Ho

En el Cuadro N° 17, se aprecian los resultados posteriores al ANOVA, la prueba de
comparacion de Tukey utilizando un nivel de confianza de a = 0.05, se observa que no
existen grupos diferenciados.

Gréafico N°02 : Gréafico de Medias de la Valoracion de Eritema respecto a la
Concentracién del Extracto etandlico de la Bixa orellana (Achiote) en la crema,
crema patron y controles

Grafico de Medias de la Valoracidn de Eritema respecto
a la Concentracién del Extracto de Bixa orellana
(Achiote), crema patrén y controles

1.6
14
1.2

0.8
0.6
0.4

0

1% 3% 5% patrén c. positivo C. negativo
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Gréafico N°03: Grafico de Medias de la Valoracién de Edema respecto a la
Concentracion del Extracto etandlico de la Bixa orellana (Achiote) en la crema,
crema patron y controles.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Interpretacidn:

Grafico de Medias de la Valoracion de Edema respecto a
la Concentracion del Extracto de Bixa orellana (Achiote),
crema patrén y controles

1%

3%

5%

patron c. positivo C. negativo

De los graficos N° 02 y 03 segln la concentracion se observa que las medias del eritema
y el edema son mayores cuando la concentracion de la crema es minima es decir del
1% y estos van descendiendo cuando la concentracién de la crema aumenta. Se
observa una clara diferenciacion con el control positivo.

Cuadro N°18: Analisis Estadistico de la Valoracién de edema y eritema respecto
al Tiempo del Extracto de Bixa orellana (Achiote) en la Crema Base — Contraste de
Levene y Diferencias de Medias segun el Tiempo

Cambios

6 Hrs
24 Hrs
48 Hrs
72 Hrs
Total
6 Hrs
24 Hrs
48 Hrs
72 Hrs
Total

Eritema

Edema

NO

18
18
18
72
18
18
18
18
72

Media

0.50
0.28
0.17
0.49
0.33
0.17
0.17
0.06
0.18

esviacion
estandar

D

0.422

estandar

0.090
0.077
0.140
0.090
0.090
0.056
0.050

95% de intervalo de
confianza para la

o
media g E
= x
Limite Limite = °
s . S =
inferior superior
0.70 1.30 0 2
0.15 0.85 0 2
-0.01 0.56 0 2
-0.02 0.36 0 1
0.33 0.64 0 2
0.04 0.63 0 2
-0.02 0.36 0 1
-0,02 0.36 0 1
-0.06 0,17 0 1
0.08 0.28 0 2

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacidn:

El Cuadro N° 18, presenta un andlisis descriptivo de las variables dependientes por el
tiempo, asi como, los limites superior e inferior para las medias de cada grupo al 95%
de confianza. También se observan las medias para cada tiempo de evaluacion.

Cuadro N° 19: Prueba de analisis de varianza (ANOVA).

Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Eritema Entre grupos 7.375 3 2.458 7.393 0.000
Dentro de grupos 22.611 68 0.333
Total 29.986 71
Edema Entre grupos 0.708 3 0.236 1.344 0.267
Dentro de grupos 11.944 68 0.176
Total 12.653 71

Fuente: Datos estadisticos

Interpretacidn:

El cuadro N° 19, muestra los resultados del ANOVA para Eritema, se observa un valor
del estadistico de prueba F = 7.393 y la significacién de 0.000. Al ser la significacion
menor de 0.05 es que las diferencias de medias de los grupos, son estadisticamente
significativas. Esto nos indica que existe diferencia estadisticamente significativa entre
las medias de los grupos. También en este cuadro se muestra los resultados del
ANOVA para Edema, se observa un valor del estadistico de prueba F = 1.344 y la
significacion de 0.267. Al ser la significacion mayor de 0.05 es que las diferencias de
medias de los grupos, no son estadisticamente significativas. Esto nos indica que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de grupos.

Cuadro N°20: Eritema — HSD de Tukey

N°  Subconjunto para

Concentraci6 alfa=0.05

n de extracto 1 2

6 18 1.00
24 18 0.50 0.50
48 18 0.28

72 18 0.17

Sig. 0.314 0.054

Se visualizan las medias para los grupos
en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la
media armoénica = 18.000

Fuente: Elaboracién propia
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Interpretacidn:

La prueba de Tukey sirve para evaluar las hipotesis:

Ho: W1 = M2 = U3 = W4 (las medias son iguales)

Hi: p1 # P2 # Y3 # s (las medias son diferentes)

Eritema segun el tiempo (sub conjunto 1): Sig. = 0.314 > 0.05 entonces se acepta Ho

Eritema segun el tiempo (sub conjunto 2): Sig. = 0.054 > 0.05 entonces se acepta Ho

En el cuadro N° 20, se aprecian los resultados posteriores al ANOVA, la prueba de
comparacion de Tukey utilizando un nivel de confianza de a = 0.05.

Cuadro N° 21: Edema — HSD de Tukey

Concentraci6 N°
n de extracto

6 18
24 18
48 18
72 18
Sig.

Subconjunt
0 para
alfa=0.05

1

0.33

0.17

0.17

0.06

0.202

Se visualizan las medias para los

grupos en los
homogéneos.

subconjuntos

a. Utiliza el tamano de la muestra
de la media armoénica = 18.000
Fuente: Elaboracion propia

Interpretacidn:

Edema segun el tiempo: Sig. = 0.202 > 0.05 entonces se acepta Ho

En el Cuadro N° 21, se aprecian los resultados posteriores al ANOVA, la prueba de
comparacion de Tukey utilizando un nivel de confianza de a = 0.05, se observa que no

existen grupos diferenciados.
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Grafico N° 04: Grafico de Medias de la Valoracion de Eritema respecto al Tiempo
Después de la Exposicidén a Radiacion Ultravioleta

Grdfico de Medias de la Valoracion de Eritema respecto al
Tiempo Después de la Exposicion a Radiacion Ultravioleta

1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2 .
: =

6 Hrs 24 Hrs 48 Hrs 72 Hrs

Grafico N° 05: Grafico de Medias de la Valoracién de Edema respecto al Tiempo
Después de la Exposicion a Radiacion Ultravioleta

Grdfico de Medias de la Valoracion de Edema respecto al
Tiempo Después de la Exposicion a Radiacion Ultravioleta

0.35
0.3
0.25

0.2

0.15
0.1

0.05 .
0

6 Hrs 24 Hrs 48 Hrs 72 Hrs

Interpretacién:

De los graficos N°04 y 05 segun el tiempo el eritema y el edema son maximos a las 6 y
24 horas y disminuyen entre las 48 y 72 horas.
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4.9 RESULTADOS DE LA VALORACION DE CAMBIOS MORFOLOGICOS CUTANEOS

Cuadro N°22: Resultados de la valoracion de cambios morfolégicos cutaneos — Resultados histopatoloégicos

N° muestras Hiperqueratosis Espongiosis

Grupo histolégicas

Control 3
Negativo
Control
Positivo
Patrén 3
1% 3
3
3

w

3%
5%

LEVE

MODERADA

LEVE

LEVE
MODERADA
ESCASA

AUSENTE

LEVE

ESCASA
AUSENTE
ESCASA
MODERADA

Ulceras

AUSENTE

GRADO 2

AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE

Congestion Anexos

AUSENTE

AUSENTE

ESCASA
AUSENTE
ESCASA
AUSENTE

Fuente: Datos experimentales

INCONSTANTE

DISMINUIDO

INCONSTANTE

CONSERVADOS
CONSERVADOS
CONSERVADOS

Control negativo: Grupo de ratones que no fueron tratados con ninguna crema y no fueron irradiados.

Control positivo: Grupo de ratones que no fueron tratados con ninguna crema y fueron expuestos a irradiacion.

Patrén: Grupo de ratones que fueron tratados con el producto patrén.

1%: Grupo de ratones que fueron tratados con crema con extracto de Bixa orellana (Achiote) al 1%.

3%: Grupo de ratones que fueron tratados con crema con extracto de Bixa orellana (Achiote) al 3%.

5%: Grupo de ratones que fueron tratados con crema con extracto de Bixa orellana (Achiote) al 5%

Costra

AUSENTE

PRESENTE

PRESENTE
AUSENTE

PRESENTE
PRESENTE

Hiperplasia

AUSENTE
PRESENTE

PRESENTE
PRESENTE
PRESENTE
PRESENTE
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Fotografias de las muestras de tejido histopatolégico

Fotografia N°01: Estudio histopatoldgico: piel normal de ratén albino

Epidermis

Hiperqueratosis

Dermis

En esta imagen se muestra la piel normal del ratébn, como se observa existe una
hiperqueratosis leve.

Fotografia N°02: Control positivo

Hiperqueratosis

Hiperplasia

Ulcera

En la imagen se muestra que el control positivo perteneciente al ratdn que fue irradiado
y no fue tratado con ninguna crema. Presenta hiperqueratosis moderada, espongiosis
leve, ulcera de grado 2, costra e hiperplasia presente.
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Fotografia N°03: Piel de ratdn tratada con crema Patrén

Espongiosis

Hiperqueratosis

Hiperplasia

La piel tratada con el producto patron presenta hiperqueratosis leve, espongiosis
escasa, congestion escasa, presenta costra e hiperplasia.

Fotografia N°04: Crema al 1%

Hiperqueratosis

Hiperplasia

Anexos

La piel tratada con la crema al 1% presenta hiperqueratosis leve e hiperplasia leve y una
notable proliferacion de anexos.
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Fotografia N°05: Crema al 3%

y ' Hiperqueratosis

Costra 2 . &

Hiperplasia

Congestién

En La piel tratada con un 3% de crema se observa una hipergueratosis moderada,
espongiosis escasa, congestion escasa, costra, hiperplasia y varios anexos.

Fotografia N°06: Crema al 5%

Costra

Espongiosis

| cooros

En esta imagen se observa la piel que fue tratada con la crema al 5% y se observa
espogiosis moderada, costra presente, hiperplasia y anexos

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Como se aprecia en el cuadro N° 22, las alteraciones morfologicas observadas en la
piel de animales de experimentacion previamente depilados e irradiados, son en menor
grado en los grupos tratados con la crema con el extracto etandlico de semillas de Bixa
orellana (Achiote) al 1% mientras que los resultados con la crema patrén (Bahia
Superblock) y las cremas a las concentraciones de 3% y 5% de dicho extracto presentan
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varias alteraciones en la morfologia de la piel, siendo estas hiperqueratosis, congestion,
hiperplasia; la presencia de costra fue comdn tanto en las cremas con el extracto
etandlico y el producto patron.

Elecciéon de crema con extracto etanilico de semillas de achiote para ensayo de Irritacion
Dermica Primaria

Se eligi6 la crema al 1.0 % por presentar un FPS similar a las otras concentraciones de
3.0y 5.0 %. Ya que en las pruebas de capacidad fotoprotectora realizada con animales
de experimentacion presento un efecto similar a las otras concentraciones evaluadas,
sin embargo en la prueba de la capacidad fotorreparadora especificamente en el ensayo
de Valoracién de Cambios Morfolégicos cutaneos la crema al 1.0% presenta un mejor
resultado en comparacion a las otras concentraciones. Por ello se realizo a esta muestra
el ensayo de Irritacion Dérmica junto a la crema base utilizada en este estudio.
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4.10 RESULTADOS DEL ENSAYO DE IRRITACION DERMICA PRIMARIA EN RATONES ALBINOS DE LA CREMA AL 1% CON EXTRACTO
ETANOLICO DE SEMILLAS DE ACHIOTE Y LA CREMA BASE.

Cuadro N° 23: Resultado del ensayo de irritacion dérmica aguda de la crema al 1% de Bixa orellana (Achiote)

Eritema Edema Suma Total Valores de
Tiempo (min=minutos, h=hora) total Obs irritacion
Concentraci N° 30 1 24 48 72 30 1 24 48 72 (5) Primaria
6n de Ila anima Min h =
crema I
Cremaal 1% 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 = 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 = 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 = 0
indice de Irritacion Primaria (IIP) = 0.0
Cremabase 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 = 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 = 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 = 0

indice de Irritacion Primaria (IIP) = 0.0
Fuente: datos experimentales

Descripcion de la clase: No irritante (Crema al 1% y Crema base)

Categoria: IV (No irritante, medianamente o ligera irritacion a las 72 horas)

Duracion del estudio: 72 horas
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Cuadro N° 24 Determinacion del indice de irritacion primaria (PIl) a través del test
de Draize

Concentracién de la indice de Irritacion Criterio de aceptacion
crema Primaria

1% 0.0 Se aprueba ( no irritante)

Crema base 0.0 Se aprueba ( no irritante)

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En el cuadro N° 23 se observa los resultados de la prueba de irritacion dérmica primaria
realizada en ratones albinos cuando se les aplico la crema al 1% del etandlico de Bixa
orellana (achiote) y la crema base.

Luego de la aplicacion del extracto en los ratones albinos se procedié a realizar las
observaciones a los 30 minutos, 1, 24, 48, 72 hrs; finalizadas observaciones se procedio
a calcular el indice de irritacion primaria IIP (mediante la escala de valoracion de la
irritacion dérmica primaria — Técnica de Draize) siendo 0.0 para la crema al 1% y 0.0
para la crema base.

Para la crema al 1% con un valor de [IP=0.0; este valor lo clasifica como sustancia NO
IRRITANTE. Para crema base evaluada cuyo valor también es de un IIP=0.0; también
se clasifica como sustancia NO IRRITANTE.

86



CONCLUSIONES

De la investigacion realizada en las semillas de Bixa orellana (Achiote), se concluye

que:

La seleccion y recoleccion semillas de Bixa orellana (achiote), permitid la
obtencion del extracto etandlico seco, el que presentd un porcentaje de
rendimiento de 4. 51%.

En el andlisis fitoquimico cualitativo realizado al extracto etandlico al 96% de la
semilla de Bixa orellana (achiote), se observo la presencia moderada de
compuestos fendlicos, flavonoides, leucoantocianidinas y quinonas.

El estudio de Irritacion Dérmica a diferentes concentraciones del extracto
etandlico al 96% de la semilla de Bixa orellana (achiote) disuelto en tween 80
en ratones albinos dio como resultado que, para el 1% de extracto se obtuvo un
[IP de 0.0 (Categoria no irritante), al 3% de extracto se obtuvo un IIP de 0.07
(Categoria no irritante) y al 5% de extracto se obtuvo un IIP de 0.07 (Categoria
no irritante)

La crema base elaborada que permitié la incorporacién del extracto etanélico al
96% de la semilla de Bixa orellana (achiote) a las concentraciones de 1.0%,
3.0% y 5.0%; presentdé aspecto homogéneo, textura cremosa, consistencia
ligera, olor caracteristico y colores que van del amarillo al naranja oscuro en el
analisis organoléptico en todas las concentraciones. En cuanto a los estudios
fisicoquimicos se obtuvo que la crema al 1% presento un pH de 6.36 y una
extensibilidad de 21.20 mm? ; la crema al 3% presento un pH de 6.38 y una
extensibilidad de 21.99 mm? y la crema al 5% presento un pH de 6.40 y una
extensibilidad de 22.38 mm?Z.

La capacidad fotoprotectora de la crema a diferentes concentraciones del
extracto etandlico al 96% de la semilla de Bixa orellana (achiote) fue obtenida
a través del célculo in vitro del FPS. Para la crema al 1.0 % se calcul6 un valor
de FPS de 1.1, para la crema al 3.0% un FPS de 1.2 y para la crema al 5.0 % un
FPS de 1.4.

En el ensayo de la capacidad fotoprotectora in vivo de la crema a diferentes
concentraciones del extracto etandlico al 96% de la semilla de Bixa orellana
(achiote) mediante la valoracién de cambios inflamatorios en la piel de los
ratones albinos, frente a radiaciones UV, se encontré que el grupo control
positivo presentd valores de 2 que disminuyd hasta 1 para eritema y valores de
2 que disminuy6 a 1 y 0 para edema. El grupo tratado con la crema al 1% del
extracto etandlico al 96% de la semilla de Bixa orellana (achiote) presentd

valores de 1 que disminuyé a O para eritema y valores de 1 que disminuyeron a
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0 para edema. El grupo tratado con la crema al 3% del extracto etandlico al 96%
de la semilla de Bixa orellana (achiote) presento valores de 1 que disminuyé a
0 para eritema y valores de 1 que disminuyeron a O para edema. Y el grupo
tratado con la crema al 5% con extracto etandlico al 96% de la semilla de Bixa
orellana (achiote) presento valores de 1 que disminuyé a O para eritema y

valores de 0 para edema.

También se evalué la capacidad fotorreparadora in vivo mediante la valoracion
de cambios morfolégico (hiperqueratosis, espongiosis, ulceras, congestion,
anexos, costra e hiperplasia) en la piel de los ratones albinos, frente a
radiaciones UV. Las alteraciones morfolégicas observadas en la piel de animales
de experimentacion previamente depilados e irradiados, son en menor grado en
los grupos tratados con la crema con el extracto etandlico de Bixa orellana
(Achiote) al 1% mientras que los resultados con la crema patrén (Bahia
Superblock) y las cremas a las concentraciones de 3% y 5% de dicho extracto

presentan ligeras alteraciones en la morfologia de la piel.

En la evaluacion de Irritacion Dérmica Primaria de la crema al 1% elaborada con
el extracto etandlico Bixa orellana (achiote), se obtuvo el siguiente resultado:
para la crema al 1% un IIP de 0.0 (Categoria no irritante) y para la crema base

un lIP de 0.0 (Categoria no irritante)
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SUGERENCIAS

A las autoridades de la Facultad de Ciencias de la Salud, recomiendo lo siguiente:

- Incorporar en actividades de proyeccion social campafias en materia de
prevencion frente a los dafios producidos por exposicién prolongada a la

radiacion solar.
A los alumnos e investigadores para futuras investigaciones recomiendo lo siguiente:

- Se sugiere realizar estudios de purificacion de la bixina por métodos
responsables con el medio ambiente

- Se sugiere la elaboracion de otra forma farmacéutica como geles o lociones color
piel incorporando el extracto etandlico de semillas de Bixa orellana (achiote).

- Realizar estudios de estabilidad de las formulaciones tales como
fotodescomposicién, fototoxicidad, fotolabilidad para asi demostrar la efectividad
de las mismas en un tiempo determinado.

- Realizar estudios donde se pueden combinar el extracto natural de las semillas
de Bixa orellana (achiote) y otros componentes naturales, para poder obtener

mayores valores de factor de proteccion solar (FPS) en conjunto.
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ANEXOS

Anexo N° 01

PRUEBA PILOTO

1. CALCULO DEL FPS DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE HOJAS O
SEMILLAS DE Bixa orellana (ACHIOTE).

Como prueba piloto se realizo el calculo del los FPS de extractos etandlicos al 96% de
las semillas y el extracto etandlico al 70% de las hojas de Bixa orelllana (achiote). Para
ello se trabajo a concentraciones de 20ppm, 50 ppm y 100 ppm concentraciones que
también fueron utilizadas en estudios realizados por I. Violante, I. Souza, C. Venturini
(38)y también C. Panchal, E. Sapkal, L. Paradkar et al. (120).

Hojas:

Como resultado de la lectura en el espectrofotometro del extracto de hojas, se

obtuvieron los siguientes graficos:
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Grafico N° 01: Grafico de absorbancias
respecto a la longitud de onda del extracto
etandlico de hojas de Bixa orellana (Achiote)
a 20ppm
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Grafico N° 02: Grafico de absorbancias
respecto a la longitud de onda del extracto
etandlico de hojas de Bixa orellana (Achiote) a
50ppm
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Grafico 03: Grafico de absorbancias respecto a
la longitud de onda del extracto etandlico de
hojas de Bixa orellana (Achiote) a 100ppm

En los gréaficos N° 01, 02 y 03 que muestran la relacién entre la absorbancia y la longitud
de onda de los diferentes extractos etandlico de hojas de Bixa orellana (Achiote); se
observa la ausencia de absorcion entre las longitudes de onda de 280 a 320 nm, por lo
gue no se puede proceder a calcular el FPS.

Semillas

Como resultado de la lectura en el espectrofotometro del extracto de hojas,

obtuvieron los siguientes graficos:

se

1 Grafico 04: Grafico de absorbancias
respecto a la longitud de onda del extracto
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Grafico N°05: Grafico de absorbancias
1 respecto a la longitud de onda del extracto
etandlico de semilla de Bixa orellana
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Gréafico N°

05: Grafico de absorbancias
respecto a la longitud de onda del extracto
etandlico de semilla de Bixa orellana

(Achiote) a 100ppm

En los graficos N° 04, 05 y 06 que muestran la relacion entre la absorbancia y la longitud
de onda de los diferentes extractos etanélico de semillas de Bixa orellana (Achiote); se
observa la absorcion producida entre las longitudes de onda de 280 a 320 nm, por lo
gue se procedié a calcular el FPS.

a) Resultados de las absorbancias de los extractos etandlico de semilla de
Bixa orellana (Achiote) a 20 ppm, 50 ppm y 100 ppm.

A través de la formula:

CALCULO DEL FPS

Donde:

FC

EE ()

I(A)
Abs (1)

Longitud de

onda A(nm)
20 ppm
290 0.3276
295 0.3221
300 0.3122
305 0.3048
310 0.2994
315 0.2971
320 0.2998

Absorbancias

50 ppm
0.7628
0.7594
0.746

0.7362
0.7312
0.7308

0.7347

Fuente: Elaboracion propia

100 ppm

1.5549

1.5472

1.5237

1.5095

1.5039

1.5079

1.5222

FPS = F(C.%320290. EE(A).1(1). Abs(})

Factor de correlacién (igual a 10) determinado en funcién a dos
lociones fotoprotectoras de FPS conocidos, de semejante manera a

una locién que contiene 8% de Homosalato de FPS igual a 4.
Efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda A.

Intensidad de! sol en la longitud de onda A.
Absorbancia de la solucion en la longitud de onda
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b) Obtencién del factor de proteccion solar de la crema patrén

Absorbancias EExIXAbs
EExI 20ppm 50 ppm 100ppm  20ppm 50 ppm 100ppm
(nm)
290 0.015 0.3276 0.7628 1.5549 0.004914 0.011442 0.0233235
295 0.0817 0.3221 0.7594 1.5472 0.02631557 0.06204298 0.12640624
300 0.2874 0.3122 0.746 1.5237 0.08972628 0.2144004 0.43791138
305 0.3278 0.3048 0.7362 1.5095 0.09991344 0.24132636 0.4948141
310 0.1864 0.2994 0.7312 1.5039 0.05580816 0.13629568 0.28032696
315 0.0839 0.2971 0.7308 1.5079 0.02492669 0.06131412 0.12651281
320 0.018 0.2998 0.7347 1.5222 0.0053964 0.0132246 0.0273996
Sumatoria 0.30700054  0.74004614  1.51669459
X 10 3.0700054 7.4004614 15.1669459
FPS 3.0700 7.4005 15.1669

Fuente: Elaboracion propia
¢) Resultado del Calculo del FPS de los extractos etandlico de la semilla

Extracto etanolico de semilla FPS calculado

20ppm 3.0700
50ppm 7.4005
100ppm 15.1669

Conclusion:

La capacidad fotoprotectora a diferentes concentraciones de los extractos etanélico de
hojas y semillas que se calcul6 a través del método espectrofotométrico dio como
resultado lo siguiente: el extracto etandlico de hojas a las concentraciones de 20 ppm,
50 ppm y 100 ppm no presento absorbancias en las longitudes 290 nm a 320 nm. En
cambio el extracto etanolico de las semillas a las concentraciones de 20 ppm, 50 ppm y
100 ppm presento absorbancias en las longitudes de 290 nm a 320 nm. Por lo tanto se
obtuvieron valores de FPS de 3.07, 7.4 y 15.16 para las concentraciones de 20 ppm, 50
ppm y 100 ppm respectivamente. De acuerdo a estos resultados se seleccioné el
extracto etandlico de semilla de Bixa orellana (achiote) como objeto de estudio en los

ensayos posteriores.
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2. CARACTERIZACION DEL COLORANTE DE Bixa orellana (ACHIOTE) POR

ESPECTROSCOPIA UV - VIS.

Espectro visible del extracto etanolico de
semillas de achiote
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Figura 2. Espectros visibles del colorante del achiote
con los diferentes solventes

Fuente: E. Narvaez, C. Mena

Longitud de onda

La grafica de Absorbancia vs. Longitud de
onda, deja ver claramente que la maxima
absorbancia se encuentra en un rango de 430
nm a 500 nm de longitud de onda. Lo anterior
se corrobora con lo encontrado en la literatura
J. Devia, L. Saldarriaga (115), que a 480nm
se presenta la mayor absorbancia para el
colorante del achiote. Como se muestra la
siguiente imagen:

Tambien se encontraron semejanzas con el
estudio realizado por E. Narvaez, C.
Mena(67) que analizaron el espectro visible
de Achiote con tres diferentes solventes,
como se observa en la imagen:
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Anexo N° 02

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION BOTANICA DE Bixa orellana (ACHIOTE).

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

* APARTADO POSTAL +  CIUDAD UNIVERSITARIA * MUSEO INKA

N° 921 - Cusco - Peri Av. De la Cultura N° 733 - Teléfonos: 228661 - Cuesta del Almirante N° 103 - Teléfono: 237380

222512 - 232370 - 232375 - 232226 . s ;
" 2 55555 ., TELEFONICA: 232308 - 252210 CENTRO AGRONOMICO K’AYRA

» BRI anlia-aal ’ ?4%1;;[?\7&?%%(1’153(;}];A74_;8,38)8 R San Jerénimo s/n Cusco - Teléfonos: 277145 - 277246
+ RECTORADO *  LOCAL CENTRAL * COLEGIO “FORTUNATO L. HERRERA™

Calle Tigre N° 127 Plaza de Armas s/n Av. De la (,ultm; N -7‘_l N

Teléfonos: 222271 - 224891 - 224181 - 254398 Teléfonos: 227571 - 225721 - 224015 - “Estadio Universitario” - Teléfono: 227192

EL QUE SUSCRIBE PROFESOR INVESTIGADOR ASOCIADO AL HERBARIO VARGAS

(Cuz)
CERTIFICA

Que la Sefiorita Gaby Colque Arce. Bachiller de la Escuela Profesional de Fammacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco; ha presentado a la Direccion del Herbario (CUZ), un espécimen de
planta herborizada para su determinacién taxonémica, la que al ser diagnosticada utilizando
claves dicotémicas, consultas con bibliografia especializada y comparacion con muestras del
Herbario, pertenece a la especie Bixa orellana, la misma que en concordancia con el Grupo
del Sistema Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group. APG Il -
2009), presenta. la siguiente posicién taxonomica:

Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Rosanae
Orden Malvales
Familia Bixaceae
Género Bixa
Especie Bixa orellana Linnaeus

Sinonimias: Bixa acuminate Bojer, B. americana Poir.,B. odorata Ruiz 6 Pav. ex G. Don.,B.
Orellana fo. leiocarpa (Kuntze) J.F. Macbr.,B. platicarpa Ruiz & Pav. ex G.Don.,
B. tinctorea Salisb, B. upatensis Ram. Goyena, B. urucurana Willd., Orellana
americana Kuntze, Orellana Orellana (L.) Kuntze

Nombres comunes : Achote, Achiote. Achihuite.

Se expide la presente certificacion para fines de investigacion.
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Anexo N° 3

CERTIFICADO SANITARIO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 268- 2017

Producto
Especie
Cepa
Peso

Boleta de
Venta.

Chorrillos

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas

: Ratén albino Lote N° : M-52-2017

: Mus masculus Cantidad : 60

: Balb/c/CNPB Edad : 1més 'k

: Mayorai15a24g. Sexo : hembras

: 035191 Destino : Colque Arce, Gaby.

. 27 de diciembre del 2017

condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control

Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 27 de diciembre del 2017

(Fecha de emision del certificado)

M.V. Arturo Rosgales Fernéandez.
NOTA: El Bioterio no se hace C.M.V.P. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.
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Anexo N° 4
CONSTANCIA DE ANALISIS HISTOPATOLOGICO

CONSTANCIA

La que suscribe, Miriam Valmi Luna Flores, Médico Anatomo Patélogo del

Hospital Regional del Cusco.

Doy constancia de haber realizado el estudio histopatologico de 15 laminas de
pieles de ratén pertenecientes a la tesis intitulada EVALUACION DE LA
CAPACIDAD FOTOPROTECTORA, DETERMINACION DEL FPS E
IRRITACION PRIMARIA EN PIEL DE RATONES DE UNA CREMA
ELABORADA CON EL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE LAS SEMILLAS
DE Bixa orellana (ACHIOTE) de la Bach. Gaby Colque Arce de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica.

Lo que expido para los fines convenientes.

Cusco, 31 de julio del 2018
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Anexo

N° 4

FICHA DE REGISTRO PARA LA RECOLECCION DE DATOS

- Determinacion de porcentaje de humedad

Muestra Peso inicial (g) | Peso Final (g) | Porcentaje de
humedad
Muestra 1
Muestra 2
Muestra 3
Promedio

- Determinacion de porcentaje de rendimiento

Muestra Peso

(@)

muestra inicial

de | Solvente

Peso

extracto

()]

del | Rendimiento %

final

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Promedio

- Analisis fitoquimico cualitativo

Metabolitos

Reactivo

Resultado

Observaciones

Carbohidrato

Compuestos

Fendlicos

Taninos

Flavonoides

Antocianinas y

Flavonoides

Aminoacidos Libre

de Grupos amino

Alcaloides

Quinonas
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- Ensayo de irritacion dérmica aguda del extracto al 96% de Bixa orellana

(Achiote)
Eritema [ Edema Suma | Total | Valores de
Tiempo (min=minutos, h=hora total Obs irritacién
Concentracid | N° 30 1 24 48 72 30 1 24 48 T2 (5) Primaria
n anima | Min h =
Del extracto | |
1% 1 5=
2 5=
3 5=
Indice de Irritacién Primaria (IIP) =
3% 1 5=
2 5=
3 5=
Indice de Irritacién Primaria (lIF) =
5% 1 5=
2 5=
3 5=

Indice de Irritacién Primaria (lIP) =

- Analisis organoléptico de las cremas

Andlisis Formulacion
Crema base Crema al | Crema al | Crema al
1% 3% 5%

Aspecto

Textura

Consistencia

Color

Olor

Ph

- Valoracién de cambios inflamatorios cutaneos

Grupo Ratéon | Eritema Edema
6h 24h 48h 72h 6h 24h 48h 72h
1% R:
R>
Rs
3% R:
R>
Rs
5% R:
R>
Rs
Control R:
positivo | R;
R3
Control R:
negativo | R
R3
Patrén R:
R>
Rs
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- Valoracién de cambios morfolégicos cutaneos

%)
8
(73] — 2]
0} © 3 c
E a 3 8
g = s g g g g ©
() ) =
> < o 73 gs! 5 2 3
O] prd T L D O < o
Control
Positivo
Control
Negativo
Patron
1%
3%
5%
- Ficha para el registro de datos para calcular el factor de proteccion solar de las
cremas elaboradas a base del extracto etandlico.
Absorbancias EExIxAbs
(nm) EExI 1 2 3 1 2 3
290
295
300
305
310
315
320
Sumatoria
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ANEXO N° 05:
GALERIA FOTOGRAFICA

Fotografia N°01: a)Semillas de Bixa orellana (achiote)

Fotografia N° 2: Obtencién de extracto seco hidroalcohélico al 96% de Bixa orellana
(achiote) de semilla y hojas. a) extracto seco de semilla

(4
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Fotografia N° 3: Lectura en espectrofotbmetro de extractos de hojas y semillas. a)
muestra en fiola de hojas y b) muestra en fiola de semillas
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Fotografia N° 6: Animales de experimentacion
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Fotografia N° 9: Ensayo de irritacion dérmica de extracto diluido en Tween

Fotografia N° 10: Resultados del ensayo de irritacion dérmica del extracto

a) Control: Parte superior del raton; b) Raton tratado con 1% del extracto: parte inferior
del lomo, no presenta ni eritema ni edema; c) Ratén tratado con 3% del extracto: no
presenta eritema ni edema; d) Ratén tratado con 5% del extracto: no presenta eritema
ni edema a las 24 horas del estudio.
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Fotografia N° 11: a) Crema al 1% del extracto etandlico de la semilla de Bixa orellana
(achiote). b) Crema al 3% del extracto etandlico de la semilla de Bixa orellana (achiote).
c) Crema al 5% del extracto etandlico de la semilla de Bixa orellana (achiote).

Fotografia N° 12: Aplicacion en ratones de las diferentes cremas
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Fotografia N° 13: Ensayo de irradiacion de ratones albinos

Fotografia N° 14: Cambios inflamatorios cutaneos. a) Raton control negativo sin eritema
ni edema. b) Raton control positivo con eritema definido y edema moderado a las 24
horas. ¢) Ratén tratado con crema patrén sin eritema definido y sin edema.
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Fotografia N° 15: En el ratén tratado con la crema al 1% del extracto etandlico de Bixa
orellana (Achiote). Se observa eritema ligero y sin edema a las 24 horas después de la
irradiacion.

Fotografia N° 16: Raton tratado con la crema al 3% del extracto etandlico de Bixa
orellana (Achiote). Se observa eritema ligero y sin edema a las 24 horas después de la
irradiacion.

Fotografia N° 17: Ratdn tratado con la crema al 5% del extracto etandlico de Bixa
orellana (Achiote). No se aprecia ni eritema, ni edema a las 24 horas después de la
irradiacion.

120



Fotografia N° 18: Irradiacion con lampara UV para ensayo de cambios morfolégicos

Fotografia N° 19: Ratones irradiados sin aplicacién de ningin producto para ensayo de
cambios morfolégicos.

>

Fotografia N° 20: Aplicacion de cremas con extracto etandlico de Bixa orellana
(Achiote) durante el proceso de tratamiento (dos veces por dia por cinco dias), para el
ensayo de valoracion de cambios morfol6gicos cutaneos.
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Fotografia N° 21: Tejido epidérmico de ratones para analisis histopatolégico.

Fotografia N° 22: Crema patron — producto comercial

Fotografia N° 23: Lectura en espectrofotémetro del producto comercial
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Fotografia N° 24: Prueba de Irritacion Dérmica (dermatotoxicidad) de crema al 1% y
crema base.
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