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RESUMEN

Iresine weberbaueri, es una especie vegetal muy conocida en Medicina Tradicional,
ya que es usada como potente desinflamante. Fue recolectada en La Oscurana,
Caserio el Nogal, Pueblo de Bolivar, provincia de San Miguel de Pallaques,
departamento de Cajamarca, en el mes de enero de 2008.

El screening fitoquimico del extracto etandlico de las flores de Iresine weberbaueri
report6 la presencia de metabolitos secundarios, tales como: taninos, flavonoides,
alcaloides, glicosidos y compuestos fendlicos. Se realiz6 la particion del extracto
etandlico con solventes de diferente polaridad, obteniéndose extractos de: n-
hexano, diclorometano, metanol y acuoso. El estudio bioldgico se basé en el
Bioensayo para evaluar el efecto regenerador en eritema solar de los extractos
obtenidos, con una concentracién de 15% en propilenglicol, por via dérmica,
determinada en ensayos biolégicos preliminares, determindndose como el mas
activo el extracto de diclorometano, tanto en la evaluacién clinica como en el reporte
histolégico. Los extractos obtenidos fueron desarrollados en forma de gel cosmético
y fueron estudiados mediante el bioensayo para evaluar el efecto regenerador en
eritema solar, con una concentracién de 15 %, en una base de gel constituida de
agua, extracto, trietanolamina, carbopol 940, metilparabeno y propilparabeno, por
via dérmica, determinandose como el mas activo el gel a base del extracto de

diclorometano, tanto en la evaluacién clinica como en el reporte histolégico.

Se realiz6 el bioensayo de forma comparativa entre el gel a base del extracto de
diclorometano frente al efecto presentado por el gel cosmético “after sun”, los cuales

presentaron un resultado similar en cuanto al reporte histolégico.



Se realizé ensayos fisico quimicos para determinan sus caracteristicas,
obteniéndose que presenta un aspecto de gel viscoso con color natural otorgado por

el extracto, el valor de pH resulté 6,5, la viscosidad resulté 61 000 cP.

Se realiz6 ensayos microbioldgicos obteniéndose que el sistema preservante fue el

adecuado para este tipo de formulacién.

Palabras clave: Bioensayo, efecto regenerador epitelial, flavonoides, producto

after sun, eritema solar.



ABSTRACT

Iresine weberbaueri is a well known plant species in traditional medicine as it is used

as a powerful anti-inflammatory.

It was collected in Oscurana, Bolivar village, province of San Miguel de Pallaques,

department of Cajamarca, in January 2008.

The phytochemical screening of ethanolic extract of flowers Iresine weberbaueri
reported the presence of secondary metabolites such as tannins, flavonoids,

alkaloids, glycosides and phenolic compounds.

It performed partition ethanolic extract with solvents of different polarity, yielding

extracts: n-hexane, dichloromethane, methanol and water.

The study was based on the biological Bioassay to evaluate the regenerative effect
of solar erythema in the extracts obtained with a concentration of 15% propylene
glycol, by the dermal route, as determined in preliminary biological assays,
determined as the most active extract, dichloromethane, both in the clinical

evaluation and in the histological report.

The extracts obtained were developed in the form of cosmetic gel and were studied
by bioassay to evaluate the regenerative effect in solar erythema, with a
concentration of 15% in a gel base consisting of water, extract, Triethanolamine,
Carbopol 940, and methyl Propylparaben, by the dermal route, determining the most
active gel-based extract of dichloromethane, both in the clinical evaluation and in the

histological report.



Bioassay was conducted by comparing gel-based extract of dichloromethane versus
the effect produced by the gel cosmetic after-sun ", which presented a similar result

as to the histological report.

It performed tests to determine their physical chemical characteristics, which has
obtained a viscous gel with natural color given by the extract, the pH value was 6.5,

the viscosity was 61 000 cP.

Microbiological testing was performed to obtain the preservative system was suitable

for this type of formulation.

Key words: Bioassay, epithelial regenerative effect, flavonoides, after sun

product, solar erithema.
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INTRODUCCION

Se calcula que el Peru posee unas 25 000 especies de plantas conocidas, de las
cuales cerca de 5354 especies vegetales son endémicas, y de éstas 1400 especies
son usadas por sus propiedades medicinales.’

Dentro de estas ultimas se encuentra Iresinee weberbaueri Suess, la cual posee
una importante propiedad antiinflamatorio a nivel dérmico y de mucosas.

En el Peru durante la temporada de verano, entre el 30% y 40% de las consultas
dermatoldgicas que se brindan en los diferentes establecimientos de salud son por
problemas a la piel causados por la excesiva exposicion al sol.?

Para determinar la actividad de las personas en su proteccion frente a la radiacion
ultravioleta se realizd6 una encuesta a 190 personas, de las cuales se obtuvo la
siguiente informacion: el 43.2% usoé protector solar en los ultimos 6 meses, de los
cuales el 54.3% lo us6 “algunas veces” y sélo el 6.2% lo usé “siempre”. De 126
internos que respondieron a la pregunta “en que parte de su cuerpo usa protector
solar”, el 64.3% lo usa “en toda la zona expuesta”. Entre los internos que usaron
protector solar el 55.5% respondieron que usan SPF mayor de 30, ademas el 31.6%
se aplica el protector entre 15 a 30 minutos antes de la exposicion. De los
encuestados que van a la playa regularmente, el 27.4% expresé que se expone al
sol entre 2 y 4 horas, mientras que el 17.8% se expone por mas de 4 horas.

En general, sélo el 17.4% tuvo practicas adecuadas.?

Segun estos datos, nos hacemos la siguiente pregunta, ;Qué alternativa tienen la
mayoria de las personas que no usaron adecuadamente un protector solar y que

obtuvo como consecuencia un eritema solar?



Es por ello que los pobladores del Caserio El Nogal (Cajamarca), hacen uso de las
plantas medicinales para el tratamiento de sus afecciones dérmicas. Una de las
plantas usadas por ellos es la flor blanca o Iresinee weberbaueri Suess que es
utilizada desde hace varias décadas.

A Iresinee weberbaueri Suess se le atribuyen virtudes terapéuticas. Teniendo como
uso popular mas comun: antiinflamatorio y calmante de afecciones de mucosas y
dermis, considerando importante por los pobladores dicho efecto. Dicho efecto
calmante puede deberse a una actividad regeneradora dérmica.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivos especificos: obtener el
extracto flavonoideo de las flores de Iresine wberbaueri “flor blanca”, formular un
producto dermocosmético a base del extracto flavonoideo de Iresine weberbaueri
“flor blanca”, realizar analisis fisico quimicos del producto demrocosmético, realizar
analisis microbiolégicos del producto dermocosmético, determinar la actividad
regeneradora mediante el método UVB-induced cutaneous erithema, determinar la
actividad regeneradora mediante analisis histologico en la piel del lomo de los

ratones



CAPITULO |

GENERALIDADES



1.1. Iresinee weberbaueri Suess

1.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA.

Division : MAGNOLIOPHYTA

Clase : MAGNOLIOPSIDA

Orden : CARYOPHYLLIDAE

Familia : AMARANTHACEAE

Geénero : Iresinee P. Browne

Especie : Iresinee weberbaueri Suess.

La clasificaciéon botanica fue realizada por el Bidlogo José Ricardo

Campos de la Cruz. ANEXO N°01
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Figura N° 1: Iresinee weberbaueri Suess




1.1.2. Descripcién Morfolégica. *°

Amaranthaceae son hierbas en su mayoria, pero también raramente
arbustos o arboles pequefos (comprende 65 géneros y 900 especies
entre arbustos y arboles), se caracterizan por la presencia de
betalainas y p - plasmidos. Las hojas son alternas u opuestas,
simples. Las flores son bisexuales o unisexual, generalmente muy
pequefias, y a menudo espinosas debido a bracteas. Cada flor es
sostenida por una bractea que es membranosa. Un sépalo también
esta presente. El androceo consta normalmente de 5 estambres y
que, en general, estan unidos por una parte o la totalidad de su
longitud en un tubo membranoso o corona, como una estructura, a
veces con apéndices entre las anteras. El pistilo compuesto de un
ovario locule que contengan uno o, a veces, varios ovulos basales.

El fruto suele ser una capsula utriculo o circumcisa.

Quimicamente esta familia es rica en glicdsidos flavonicos, glicosidos
cardiotonicos, poseen también saponinas, raramente esencias o
materias grasas. Esta especie es llamada vulgarmente “flor blanca”,

”

planta blanca”, “cedron”.



1.1.3. Ubicacién geogréfica.®

La especie Iresinee weberbaueri se encuentra ubicada

geograficamente en el bosque relicto humedo de La Oscurana,
Caserio El Nogal, a 9 km del pueblo de Bolivar, distrito de Bolivar,

provincia de San Miguel de Pallaques (Departamento de Cajamarca)

Este ecosistema esta ubicado sobre un acantilado rocoso-escarpado,
debajo de la catarata «El Chivo» y es cruzado por la quebrada del
mismo nombre proveniente de Niepos, la cual ayuda a mantener la
humedad, coadyuvado por las nubes que lo cubren gran parte del afio
y las lluvias estacionales. El area estudiada presenta una inclinacion

de 35% de pendiente y tiene 65 hectareas de extension.

2 4 L. Cajamarca

- 5

La Oscurana
- ?¢

79° 78°

Figura N° 2: Ubicacién geografica de la distribucion

de Iresinee weberbaueri Suess




Figura N° 3: Vista panordmica del bosque de La Oscurana

1.1.4. Usos en la medicina popular.

La especie Iresinee weberbaueri presenta usos en medicina popular

como antiinflamatorio, analgésico de vias urinarias.



1.2.

Flavonoides "®°

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos, sin ser
metabolitos primarios, se encuentran casi en cualquier vegetal superior,
mientras que en los vegetales inferiores: algas, hongos, bacterias, los
compuestos fendlicos que principalmente se encuentran son: quinonas y
xantonas y a éstos se debe su color.

Se conocen diez clases de Flavonoides, todos contienen quince atomos de
carbono en su nucleo basico, y estan arreglados bajo el sistema C6 - C3 -C6.
La estructura general de los Flavonoides comprende un anillo A derivado de
la cadena policétida (sustitucion en patrén meta), un anillo B, derivado del
acido Shikimico, con sustitucion en orto, los dos anillos aromaticos llamados
Ay B estan unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no formar
un tercer anillo que en caso de existir es llamado anillo C, correspondientes a
la parte alquilica del fenilpropano.

La accion farmacologica es también extensa y variada, bien conocidas son
sus actividades, contra la fragilidad capilar (bioflavonoides del género Citrus:
rutina y derivados) dilatadores de las coronarias (proantocianidinas de
Crataegus, Arnica y Ginkgo), espasmolitica (glicdsidos de apigenina),
antihepatotoxica (silimarina de Silybum), colerética, estrogénica y diurética.
Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y/o
glicésidos de las diferentes clases siendo mas comun; en muchos casos
debido a la complejidad de la mezcla es mas frecuente el estudio de estos
compuestos en forma de agliconas en extractos de plantas, las mas
comunes son las flavonas y flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia

las isoflavonas, las chalconas y auronas.



» Caracteristicas fisico quimicas de los flavonoides:

Los flavonoides presentan diferentes grados de solubilidad: agua, etanol,
metanol (compuestos con grupo hidroxilo libres y glicésidos), acetato de
etilo, cloroformo, éter etilico (agliconas esterificadas); se caracterizan por
su caracter fendlico y debido a que contienen un sistema aromatico
conjugado muestran una intensa absorcion de bandas en el espectro
UV/VIS, lo cual nos permite realizar un estudio cualitativo y cuantitativo de
estos compuestos. "'°

Los espectros metandlicos de flavonoides exhiben dos picos maximos de
absorcion que comunmente son referidos a banda Il (240-285nm) y banda
I (300-550 nm). La banda | se considera esta asociada con la absorcién
debido al anillo B sistema cinamoilo y la banda Il con la absorciéon que
involucra al anillo A, sistema benzoilo.

El espectro metandlico, particularmente la posicion de la banda I, provee

informacién acerca del tipo de flavonoide. ***2

» Caracteristicas biologicas de los flavonoides:

Los flavonoides son clasificados como antioxidantes, los cuales se definen
como sustancia que, a bajas concentraciones en comparaciéon con el
sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la oxidacion de dicho
sustrato.

La importancia de un antioxidante depende de su concentracion, del medio
donde actia y de su habilidad para interaccionar con sistemas
regeneradores.

Actualmente se cree que ciertas enfermedades como el cancer,
envejecimiento, etc., podrian estar unidas al fendmeno de la oxidacion
celular mediada por radicales libre.

Los flavonoides estan clasificados dentro del grupo de antioxidantes como
“antioxidantes no nutrientes”, los cuales se definen como compuestos

fenolicos entre los que destacan los bioflavonoides.™



» Ruta biogenética de Flavonoides’®.

Los flavonoides se forman biogenéticamente a través de la ruta del shikimato

y del acetato malonato, siendo la chalcona el flavonoide inicialmente

formado, como se muestra en la figura

las otras clases por posterior modificac

Asi mismo cada una de estas clases puede sufrir posteriores metilaciones,

isoprenilaciones o glicosidaciones de los grupos hidroxilados; metilenaciones

de grupos o-hidroxilos, dimerizaciones.

N° 04, y a partir del cual se derivan

iones que ocurren en varias etapas.
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» CHALCONAS

Las chalconas se encuentran solamente en algunas familias botanicas.
Aquellas que contienen al anillo A hidroxilado en C-2 y C-4 estan
practicamente confinadas a las compuestas y son responsables de la
pigmentacion amarilla de sus flores.

La actividad biolégica de este grupo estd poco estudiada, pero cabe
mencionar el glucésido de la floretina: florizina, ampliamente distribuido en la
corteza de los frutos de varias rosaceas; produce un aumento de la
excrecion urinaria de la glucosa y el fendmeno se conoce como “diabetes de
la floretina” que se caracteriza por una glucosuria causada por interferencia

en la reabsorcion de la glucosa por los tubulos renales.

Pongachalcona-I

(Pongemia glabra)

U CHj ‘ OH
HO OH
R H3C

N CHj3 (6] ||
(Myrica gale) o
A Lesped

(Lespedeza cyrtobotrya)
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» AURONAS

Las auronas se forman probablemente, a partir de la chalconas por ciclaciéon
oxidativa con el C-2.

Su distribucion natural no tiene un orden establecido y como en otros

compuestos fendlicos se encuentran ejemplos de glicosacion y alquilacion en

el anillo A.

CH,
HO o
OH
Sulfuretina Maritimetina

Furanoaurona A
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»FLAVONOLES Y FLAVONAS

Los representantes mas abundantes de los flavonoides naturales son las
flavonas y los flavonoles.

Los compuestos mas frecuentes de estos grupos son: apigenina y apifia (7-
O-apioglucosido), luteolina 'y sus glicosidos, quercetina (de mayor

abundancia) y rutina (3-O-rutinésido), kamferol y sus glicésidos.

OH
OH
OH (0] OH
Luteolina
OH (0]
Apigenina
OH
HO
OH
OH (@]
Quercetina



> ANTOCIANIDINAS

Constituyen los pigmentos principales de las flores y de las hojas de otofio,
sus colores van desde el rojo hasta el azul. Sus glicosidos de
polihidroxiflavilio, en los cuales la unién glicosidica esta principalmente en C-
3.

Las antocianidinas representan un factor importante en la industria
alimenticia debido a las restricciones sanitarias hacia el uso de colorantes
sintéticos. En el mercado existen algunas patentes que permiten extraer y
estabilizar las estructuras naturales de antocianidinas para ser usadas en la
fabricacion de colorantes alimentarios y por ello se patrocinan varios estudios
dedicados a la busqueda de nuevas fuentes vegetales ricas en

antocianidinas, entre las cuales se encuentra el repollo, fresas, uvas,

ciruelas, etc.
OH
HO ol O
N |
CH
/ OH 3
OH
Peonidina
OH
HO o’
9
Z o
OH
Cianidina Apigenina
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»FLAVANONAS Y FLAVANONOLES
Estos flavonoides tienen como caracteristica la saturacion del anillo C (anillo
heterociclico). Las agliconas mas representativas son hesperetina vy

naringenina.

CHj3

HO 0] K
OH

OH @)
Hesperitina
HO
HO ) o
OH @)
Uvaretina

Algunas flavanonas y dihidroflavonoles inhiben el crecimiento larval de
Heliothis zea, una plaga del mafiiz, entre ellos el eriodictiol, la
dihidroquercetina (taxifolina) y su 3-O-ramnodsido, pero la naringenina o la

hesperetina no son activas, la uvaretina es citotoxica.

15



»FLAVANOLES
El modelo con el esqueleto de flavano con uno o dos grupos OH en el anillo
heterociclico se conoce como flavanoles; hay asi, flavan-3,4-dioles, flavan-4-

oles y flavan-3-oles, leucoantocinidinas y catequinas.

CHj
CH;
=
@)
HO o O
CHs
OH
OH OH
Sophoronol
OH
OH
HO 0
OH
OH
OH

Leucofisetidina



» ISOFLAVONOIDES

Su esqueleto puede relacionarse al 3-fenilcromano, son distribuidos en
pocas familias, probablemente debido a un sistema enzimatico responsable
de su bioformacién, muy especializado. Se encuentran principalmente en la
subfamilia Papilionideas de las Leguminosas.

Estructuralmente se pueden dividir en varias clases de acuerdo a los niveles
de oxidacion del anillo central y a la complejidad del esqueleto, como por
ejemplo la formacion de otros heterociclos. Se dividen en: Isoflavonas,
isoflavanonas, rotenoides, pterocarpanos, cumestanos, isoflavanos,

isoflavenos.

HO 0]
0]
OH
Diazdeina
HO (0]
(0]
O
Formononetina CHj



1.3.

1.3.1. Anatomia.

Anatomiay Fisiologia de la pie

I. 14

1.3.1.1. Anatomia
La piel es relativamente compleja en estructura. Presenta cuatro
capas: la epidermis (la capa mas externa), la dermo-epidermis (en

conjunto con la membrana basal), la dermis y la hipodermis.

La epidermis: es la capa mas externa, y estd compuesta por
dos tipos de células: los keratinocitos (la mayoria), los cuales
son los responsables de la produccion de keratina (proteina
encargada de la formacion del estrato corneo y constituye un
tipo de “esqueleto” de la piel), y las células dendriticas.

La funcion base de los keratinocitos consiste en la division y
diferenciacién celular. Las células son constantemente
divididas y esto crea a las células hijas. Estas células hijas
ascienden progresivamente hacia la capa de células mas
externas. Durante este ascenso las células van cambiando
morfolégicamente. La epidermis esta compuesta a su vez por
cuatro capas del fondo hacia la superficie:

Capa basal o germinativa: esta capa consiste de células que
estan constantemente dividiéndose para crear células hijas las
cuales ascenderan hacia la capa mas externa de células de la
epidermis. La capa basal esta compuesta de las células recién
creadas. Son de forma cilindrica con un nucleo alargado.
Estas células son unidas a la membrana basal por pequenas

protuberancias, los hemidesmosomas. Las células basales se

18



dividen en constante y regular manera, resultando en una
completa renovacion de la epidermis en aproximadamente 1
mes de tiempo.
Capa espinosa: llamado asi por la presencia de dermosomas,
los cuales mantienen las células juntas como pequefias
espinas. Esta capa consiste de un niumero variable de capas:
de 3 a4 enlos ojos y de 10 a 20 en las palmas. Estas células
son poligonales y tienen un nucleo largo.
Capa granular: llamado asi por la cantidad de granulos largos
encontrados en el citoplasma de estas células. El estrato
granuloso varia en grosor de acuerdo a su localizacion.
Capa lacida: esta capa no siempre esta presente. Es descrita
como una capa clara.
Capa cornea: esta formada de una capa en la cual las
estructuras de las células han sido irreconocible. Las células
se encuentran bajo completa queratinizacion. La parte base de
la capa cornea tiene una funcién protectora importante. Esto
significa que las sustancias téxicas, alérgenos y
microorganismos son bloqueados en este nivel y no pueden
penetrar en el cuerpo.
Las células dendriticas, en su citoplasma forma brazos o
dendritos que van entre los keratinocitos.
e La dermo-epidermis: esta zona es sinuosa. Es unida a la
epidermis por los hemidesmosomas por un lado, y a la

dermis por fibrilas.
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1.3.1.2.

La capa intermedia asegura una firmeza entre la dermis y la
epidermis y también regula ciertas interacciones entre estos
dos componentes.
e La dermis: Comprende dos secciones:

La dermis papilar, localizada justo debajo de la epidermis.
Esta parte de la dermis tiene numerosos capilares y varias
terminaciones nerviosas.

La dermis reticular, esta es la mas delgada y mas sdlida de
la dermis y esta compuesto por colageno y fibras de
elastina. La dermis contiene células, fibras, sustancia
intermedia, vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervios,

fibras musculares y anexos de la piel.

Fisiologia
La piel juega un rol importante en el rol fisiolégico en toda la vida
de una persona. Este rol fisiologico es esencialmente el de
proteccion del organismo. La piel es una barrera estructurada y
continuamente adaptable entre la parte interna del organismo y
del exterior. El estado patologico de la piel es légicamente por
agresiones internas o externas.
Se pueden distinguir tres funciones importantes de la piel:
Proteccién
Termorregulacién

Organo sensorial
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Proteccioén:
Entre estas existen:

Proteccion mecanica: esta proteccion es resultado de la anatomia

de la piel:

La epidermis esta formada de células localizadas firmemente y es
cubierta por una capa coérnea, la cual esta formada por una capa
de keratina. La keratina es una proteina compleja la cual forma
fibras, que forman caminos especificos: éstos son casi
perpendiculares a la capa dermo-epidérmica, pero cerca a la
superficie ellos corren practicamente paralelos a la superficie de la
piel. El grosor de la capa cdrnea también juega un rol de
proteccion.

La dermis también juega una parte importante en la proteccion
mecanica. Contiene una sustancia viscosa, la matriz, la cual con
paquetes de colageno constituyen el soporte de la piel.

La hipodermis contiene bastantes I6bulos bien desarrollados de
grasa, de hecho como un tipo de cojin para proteger al érgano en

la parte mas basal contra agresiones externas.

Proteccion contra la radiacion ultravioleta:

Los rayos ultravioletas son daiinos. Ellos danan al nucleo de la
célula. La proteccion contra los rayos UV es referida al pigmento
celular o melanocitos. Los melanocitos, los cuales estan

localizados en la capa celular basal, son células dendriticas, ellos
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tienen dendritos los cuales penetran entre los keratinocitos y los
tatuan con el pigmento melanina.

La melanina es sintetizada en el melanocito, comenzando de la
amina acido tirosina, bajo la influencia de la enzima llamada
tirosinasa.

Bajo la influencia de la tirosinasa, la tirosina es oxidada a
dihydroxyphenylalanina o DOPA, esta sustancia luego, bajo una
serie de reacciones de oxidacion y polimerizaciones,
eventualmente producen melanina. La epidermis contiene
aproximadamente 2 000 melanocitos por mm? de piel. Este
numero es constante en todas las razas.

Cuando nosotros exponemos la piel a un bano de sol, suceden dos
estados:

La pigmentacion inmediata, la cual sucede durante la exposicion
a la radiacion UV, la cual tiene su pico después de las 6 a 8 horas
y desaparece después de 24 horas. Esta pigmentacién no es
resultado de un incremento de la sintesis de melanina, pero si de
una estimulacion del llamado “tatuaje de keratinocitos”.

La pigmentacion atrasada, tiene lugar aproximadamente 48
horas después de la exposicion a la radiacién UV y resulta de un
incremento de la sintesis de la melanina en el melanocito
combinado con un incremento del tatuaje de los keratinocitos. El
pigmento de melanina marron absorbera los rayos UV, reduciendo

asi significativamente el dafio de los rayos UV.
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Proteccion contra la penetracion de microorganismos y sustancias

La piel también protege al organismo contra la penetracion de
microorganismos (bacterias y hongos) y de sustancias quimicas.
Esto es logrado por la capa hidrolipidica y por la capa cérnea.

La capa hidrolipidica, cubre la piel. Esta capa esta formada por
secrecion oleosa de las glandulas sebaceas por un lado, y
secrecion acuosa de las glandulas sudoriparas por otro lado.

La mezcla de estas dos secreciones produce una emulsion de
agua en aceite: la capa hidrolipidica, la cual tiene un rango de pH
de 4,2 a5,6.

Las glandulas sebaceas estdn formadas por células largas
llenadas con pequefias gotas de aceite. Estas gotas de aceite
estan hechas de grasa neutra, no de acidos de grasa libre.

Bajo la capa hidrolipidica se encuentra la llamada capa barrera o
capa cornea, la cual tiene un grosor de 10 a 15 um formado por
células muertas empaquetadas densamente. La capa cornea
forma una pared verdadera, en la cual los keratinocitos son los
ladrillos y la capa hidrolipidica es el cemento. Esta estructura
bloquea los microorganismos y las sustancias quimicas en la
superficie de la piel. Naturalmente esta barrera no es 100%

impermeable.
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Proteccion celular contra agresiones internas y externas:

Células localizadas en la epidermis (células de Langerhans) y la
dermis también contribuyen a la proteccion celular de una persona.
Las células polinucleares (“las asesinas”) y los macrofagos (“los
comensales”) localizaran, atacaran y tratan de neutralizar a los

atacantes.

Termorrequlacion:

La homeotermia, el mantenimiento de una temperatura constante
en el cuerpo, esta asegurado por las glandulas sudoriparas
ecrinas, los I6bulos de grasa y los vasos sanguineos de la piel.

El nimero de glandulas sudoriparas ecrinas es de 2 a 5 x 10°.
Bajo condiciones normales ellos eliminan aproximadamente 600
mL de agua cada 24 horas, las cuales corresponden al 25% del
total de pérdida de fluidos en un dia. Algunas veces estas pérdidas
de fluido pueden aumentar a 2 litros por hora. Funcionalmente las
glandulas sudoriparas ecrinas estan reguladas por los nervios
parasimpaticos:

Ellos son estimulados por acetilcolina y pilocarpina.

Ellos son inhibidos por atropina y otros anticolinérgicos.

Los vasos sanguineos también forman un rol importante, ellos se
expanden (vasodilataciéon) para perder calor, y se contraen

(vasoconstriccion) para preservar el calor.
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Organo sensaorial:

La piel es un 6rgano sensorial y de contacto. Las fibras nerviosas
presentan terminaciones, ellas entran en contacto con las células
de Merkel de la epidermis, como los melanocitos, estan localizadas
en la capa basal de la epidermis. Las fibras nerviosas pueden
también presentarse encapsuladas, como los corpusculos de
Vater-Pacini (sensaciones de presion y vibracion), los corpusculos
de Meissner (sensacion de tacto). Las fibras nerviosas dan

sensaciones de tacto, presion, frio, calor, y dolor.

1.3.2. Radiacion UV:™
El sol proporciona un cierto numero de radiaciones llamadas

radiaciones actinicas. No todas llegan al suelo. Las radiaciones que

recibimos se distribuyen de la siguiente manera:

ESTRATOSFERA
1530 Krn. achre nhval dl mar

400 800  1x10%1x10" ix10"

Figura N°5: Radiaciones electromagnéticas emitidas por el sol
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1.3.3.

Los UV C y las longitudes de onda mas cortas son retenidos por la
capa de ozono. Sdlo llegan a nivel del suelo alrededor del 2%.
Los UV A y B representan alrededor del 12% de las radiaciones
actinicas incidentes. Este tipo de longitudes causan en la piel un dafo
actinico, el cual entendemos como las lesiones cutaneas producidas
por las radiaciones que llegan a la superficie terrestre: UV-B (290-
320nm), UV-A (320-400nm) y radiacion visible hasta 515 nm.
Penetracion de la radiacion solar en la piel: *°
e A pesar de la capa cornea y de la melanina, una parte de la
radiacion solar penetra en las distintas capas de la piel.
e La penetracién es funcién de la longitud de onda de las
distintas radiaciones.
e Cuanto mayor es la longitud de onda de una radiacion,
penetra mas profundamente en la piel.
Entonces, aunque la piel posee un sistema de defensa natural frente
a las radiaciones solares que se manifiesta con la produccion de
melanina, pigmento fotoprotector que se encarga del bronceado de la
piel, muchas veces no es suficiente, por lo que es necesaria una

proteccion adicional.

Dafio solar: '

Los parametros fotobiolégicos precedentes, son determinantes de

tipo, intensidad y trascendencia del dafio actinico resultante:
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UVB (290-320 nm):

Quemadura (eritema) solar.
Inmunosupresion.

Canceres cutaneos.

Dermatosis actinica en pieles fotosensibles.
Reacciones fototéxicas y fotoalérgicas.
UVA (320-400 nm)

Fotoenvejecimiento cutaneo.
Inmunosupresion.

Canceres cutaneos.

Cataratas.

Reacciones fototéxicas y fotoalérgicas.
Dermatosis actinicas en pieles fotosensibles.

Dario aditivo al producido por UV-B especialmente por UVA II.

UV-B (200-320 nm)  yv.A (320-400 nm)

P
EPIDERMIS

S

/'.
DERMIS
HIPODERMIS E '

Figura N° 6: Penetracion de radiacion ultravioleta en la piel
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Las personas que trabajan en ambientes cubiertos; reciben el 3% de
la radiacion ambiental en cambio los que lo hacen al aire libre reciben
un 25%. (10 veces mas). Los efectos adversos causados por sobre
exposicion solar en cualquier individuo sano, se pueden separar en
aquellos que se observan a corto plazo: eritema solar reaccion de
pigmentacion y alteraciones inmunoldgicas; y aquellos que sélo se
manifiestan después de muchos afos de exposiciones solares
exageradas y reiteradas: fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis. La
figura 6 muestra las enfermedades originadas por la radiacion

ultravioleta.'®

INFLAMACION:*®

La exposicion a la luz UV origina inflamacion la cual puede ser aguda
por exposicién brusca en una piel no adaptada o bien por
exposiciones repetidas se provoca una inflamacion cronica. La
radiacién ultravioleta estimula la inflamacion por 3 mecanismos:

- Induce liberacién de oxido nitrico.

- Estimula la liberacion de neuropéptidos.

- Estimula la proliferacién y queratinizacion

ALTERACIONES INMUNOLOGICAS "%

La exposicion de la piel a UV-B causa una disminucion de la
respuesta inmune celular en el sitio irradiado. Sin embargo si se
incrementan las dosis, es también posible observar alteraciones

sistémicas.
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Experimentalmente se alteran 2 tipos de respuestas inmunoldgicas:
- La respuesta de hipersensibilidad retardada, por alteracion de la
presentacion de antigenos por las células de Langerhans.
- La respuesta de rechazo de tumores malignos antigénicos inducidos
por luz UV.

La UVA | inhibe el numero y la migracién de las células de
Langerhans, provoca tolerancia de los linfocitos T "helper" (CD4+),
inhibe la produccion de interferon (y disminuye la produccion de
moléculas de adhesion (ICAM-1) por el queratinocito, entre otros

cambios.

RADIACION ULTRAVIOLETA i

[l Il o,

o

Sobredosis aguda | = ll— I Acclén persistente | T

{+]

Dafio epidérmico  Dad Atrofia . Elustosis .. B3

0 R St e T S e N

; VN 2 K

Quemadura solar / d Jd

Eritema Alteracionde [ Fotodermatosis | e E

(Foto Inflamacién) ;—'-" la Inmunidad crénica I{* 'f

J M

[ Inflamacién moderada i

4 E

Pigmentacién nutnﬁ‘cﬂsm N

: T

Hiperqueratosis A } o
INFECCIONES| [CANCER CUTANEO |

Figura N° 7: Fotoenvejecimiento
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FOTOENVEJECIMIENTO (Heliodermia) 22

Este término comprende los cambios clinicos y microscopicos de la piel
foto expuesta crénicamente. Tiene fendmenos propios, clinicos e
histologicos que permiten diferenciarlo del envejecimiento fisiolégico.
Clinicamente se encuentran arrugas superficiales y profundas, surcos,
piel engrosada, manchas pigmentarias, coloracion amarillenta o cetrina,

laxitud, telangiectasias.

Histolégicamente, el sello del fotoenvejecimiento estda dado por la
elastosis de la dermis debido a un proceso degenerativo de la fibra

elastica propio del dafio por luz UV.

FOTOCARCINOGENESIS #

La fotocarcinogénesis esta relacionada con un efecto acumulativo dosis
dependiente de luz UV y el tipo de piel. Entre las evidencias que apoyan

que la radiacion solar es un factor causal del cancer de piel destacan:

Asociacion en blancos, del cancer de piel con las areas fotoexpuestas.
Asociacion inversa con la proteccion contra la UV. El cancer de piel es
poco frecuente en las razas de piel oscura.

Asociacién con la cantidad de exposicién solar.

Asociacion con la intensidad de la exposicién solar.

Experimentalmente, con la luz UV se ha demostrado una clara dosis
respuesta en el desarrollo de acantosis, papilomatosis y eventualmente

cancer invasor.
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Evidencia clinica: Enfermedades genéticas con fotosensibilidad como
Albinismo y Xeroderma pigmentoso se asocian a desarrollo precoz de

cancer de piel.

La fotocarcinogénesis provocada por una exposicion solar excesiva
persiste por 10 -20 anos (efectos acumulativos). La UVB y UVA corta
(320-340) provocan mutaciones del ADN a lo cual se asocia a un defecto
de la inmunidad y alteracién de los mecanismos de reparacion de la piel.

La Figura 7 resume los principales factores en la fotocarcinogénesis.

u 2
0thom Cme Brbioad
WA~ = S B
11%-J4Erem ke W

[ L= - -\.\_\__'r

- Dafio indirecto del ADN
Dafo ditecto del ADN 3 0 norgre AeLAD

P

5

“AMeracién de la expresiGn de genos
45 Sehal de transduccidn
Iniciacian y progresian %

¢ A

e
Mutacién do gones

A CARCINOGENESIS CUTANEA |~
T B o P o S e

Fig. 8: Fotocarcinogénesis.

Otro factor de riesgo de carcinogénesis es la disminucion de la
densidad de la capa de ozono que filtra la radiaciéon UV que se atribuye

a la presencia de fluorocarbonos en la atmésfera.
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La luz UV también participa en la generacion de melanomas. Las
quemaduras por irradiacion brusca, especialmente en nifios o
adolescentes y en zonas habitualmente cubiertas son factores

inductores de importancia.

1.3.4. Eritema solar.
El dafio producido por la radiacion UV: Eritema solar, se entiende
como el proceso inflamatorio agudo producido por sobre exposicion al

sol. La quemadura solar alcanza su maximo a las 24 horas.

Los signos y sintomas cutaneos son:
+ Enrojecimiento de la piel
« Edema
« Vesiculacion
+ Dolor
+ Formacion de ampollas
« Necrosis, costras
« Pigmentacion desigual
Las alteraciones microscopicas son:
A nivel epidérmico:
+ Edema intracelular
+« Vacuolizacién e hinchamiento de los melanocitos
+ Queratinocitos disquertdsicos

+« Migracion de células Langerhans
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A nivel dérmico:

Edema intersticial

Hinchamiento de las células endoteliales

Edema perivascular

Degranulacion y pérdida de mastocitos

Infiltracién de polimorfosnucleados y monolitos.

De todos estos signos se determinara si existe o no un eritema

causado por el sol. *’

En los ultimos anos, numerosos estudios han incidido en el posible
uso de antioxidantes biolégicos, adecuadamente formulados, para su
aplicacion topica con fines protectores o reparadores.

Miller et al. 1 , hace mas de 10 afios, demostraron que la agresion del
UV a la piel humana incrementaba de forma evidente la sintesis de
PGEZ2, utilizando para ello una via metabdlica que dependia de la
actividad tirosina cinasa.

Diversos autores, como Buckman et al. comprobaron que la piel
humana expuesta a la radiacion UV estimulaba la expresién de la
ciclooxigenasa-2 (COOX-2), y que esta enzima era responsable de la
sintesis de la PGE2. Posteriormente, Chang et al responsabilizaron a
la radiacion UV de la expresion de la sintasa no inducible en la
epidermis humana expuesta.

Las investigaciones de Notoya et al. han dado lugar a considerar que
tanto PGE2 como NO actian como segundos mensajeros de la

agresion UV al epitelio cutdneo humano, y son los principales
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1.4.

responsables de que se desencadene un proceso inflamatorio
implicado en la respuesta eritematdgena de la piel.

Es evidente que tanto el eritema como la mayoria de los dafios
solares que causa la radiacion UV en la piel humana son
consecuencia de una verdadera cascada de procesos oxidativos, en
la medida que superan el potencial antioxidante que posee el tejido
cutaneo en la zona afectada por la agresion. Por tanto, numerosos
estudios han investigado el posible uso de antioxidantes biolégicos,
adecuadamente formulados, para su aplicaciéon tépica con fines

protectores o reparadores. **

Productos cosméticos “after sun” o post eritema solar

Actualmente, la fitocosmética ofrece una gama amplia de cosmeéticos, tanto
filtros solares como productos para después del sol, eficaz para la
fotoproteccion. Los productos para después del sol se pueden formular
utilizando exclusivamente ingredientes vegetales; sin embargo, en el caso de
los filtros solares, los extractos vegetales se deben combinar con otros filtros
solares de sintesis para ofrecer un producto realmente eficaz en la

proteccién solar. ®

Dentro de los productos considerados para después del sol, tenemos:

7

« Antiinflamatorios.

7

< Anestésicos.

7

«» Sustancias refrescantes.

0,

+« Excipiente hidratante.
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1.5.

7

+» Cicatrizantes.

Dentro de los productos antiinflamatorios, tenemos:

« Azuleno y bisabolol.

% Acido glicirretinico

+ Los beta carotenos.

+» Alantoina.

+» Los extractos vegetales que contengan flavonoides.
+ Los geles de aloe.

+ Los aceites emulgentes.

+ El biolisado de Hafnia.

De estos tipos de productos, estudiaremos los flavonoides. *

Los pigmentos flavonoides son los metabolitos secundarios mas difundidos,
son encontrados en todas las plantas vasculares pero algunas clases estan
mas difundidas que otras; mientras las flavonas, flavonoles y flavononas se
encuentran en muchas partes de las plantas las isoflavonas, chalconas y

auronas tienen una presencia mas limitada.

Técnicas utilizadas en el aislamiento e identificacion de los metabolitos
secundarios.®
1.5.1. Cromatografia
El principio basico de la cromatografia consiste en una distribucion
desigual entre dos fases: estacionaria y movil, de un determinado

compuesto. Esto permite separar una mezcla en sus componentes de
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acuerdo a sus diferentes distribuciones en un sistema de dos fases

dado.

o Cromatografia en capa fina.
Es una variante de la cromatografia en columna o en papel; la
fase fija esta formada por una capa uniforme de adsorbente
(cromatografia de adsorcion) y que sirve de soporte de la fase
estacionaria (cromatografia de particion).
Los adsorbentes comerciales tienen aditivos (generalmente yeso)
para aumentar la fuerza de adhesion al vidrio y estabilizar asi el
estrato para UV: fluoresceina de sodio, que florece cuando se
expone a la luz de 254 nm y los compuestos adsorbidos aparecen
como manchas oscuras sobre fondo verde, y el acido sulfénico
del hidroxipireno, que florece a 366 11 m Y los compuestos se
visualizan como manchas oscuras sobre fondo azul.
Hay una gran variedad de adsorbentes comerciales; los mas
frecuentes son silicagel , alumina, celulosa, celita (tierra de
diatomeas), poliamida, silicato de magnesio. El adsorbente mas
comun es la silicagel con granulometria de 20 a 100 amstrongs
(para columna se prefiere de 60 o de 30 amstrongs para
componentes no polares)
Los métodos de elucion son:
- Ascendente, que es muy lenta.
- Descendente, es mas rapida.
- Circular, muy lenta pero nitida.

- Bidimensional especial para mezclas muy complejas, puede
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emplearse en sentido ascendente o en el descendente.

- Elucién continua, puede ser usada con los cuatro anteriores,
se le conoce también como sobre elucion.

- Elusién multiple, una vez desarrollado el cromatograma hasta
el final de la fase estacionaria, éste es secado en la camara y
secado antes de introducirlo de nuevo en el solvente de elusion

que puede ser o no el mismo.

Cromatografia de columna.

Cromatografia de adsorcion

La distribucién tiene lugar entre un adsorbente sélido (fase
estacionaria) y un eluyente liquido (fase movil).

Los adsorbentes deben tener alta capacidad de adsorcion, ser
insolubles en el eluyente e inerte en las sustancias a ser
separadas por cromatografia. Entre los tipos frecuentes de
adsorbentes se tiene:

- Silicagel, para la mayoria de las sustancias, se emplea
generalmente en proporcion 1 :40 (peso de muestra a peso de
silicagel)

- Alimina, para compuestos menos polares, mayor poder de
adsorcion y permite separar a veces isémeros (proporcion 1:20).
Silicato de magnesio (Florisil), adsorbancia intermedia, para
separar lipidos, glicésidos y azucares.

- Carbdn, generalmente se usa mezclado en una relacién 1:1 con

celita y separa azucares, polihidroxiaromaticos y poliaromaticos.
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CAPITULO I

MATERIALES Y
PROCEDIMIENTOS
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2.1. Materiales.

2.1.1. Material botanico.

Se encuentra conformado por las flores de la especie Iresinee

weberbaueri (Flor blanca).

0 Recoleccién y seleccion de la muestra.

(o}

La especie Iresinee weberbaueri “Flor blanca”, fue recolectada en
La oscurana, Caserio el Nogal, pueblo de Bolivar, distrito de
Bolivar, provincia de San Miguel de Pallaques, departamento de
Cajamarca, en el mes de enero del 2008.

Se seleccionaron las flores intactas e integras; eliminando lo
deteriorado y/o con hongos.

Secado y conservacion.

Las flores de Iresinee weberbaueri (Flor blanca) fueron secadas
bajo sombra y estabilizadas a una temperatura no mayor de
40°C. Posteriormente, con la ayuda de un molino manual se
molié la muestra, almacenando el material obtenido en frascos de

vidrio ambar.

2.1.2. Material biolégico.

Ratones albinos, machos, de aproximadamente 25 a 30 g de peso,

correctamente alimentados.

Los animales fueron adquiridos del cepario del Instituto Nacional de

Salud — Chorrillos. Los cuales tuvieron ciclo de oscuridad de 12 horas

antes de los ensayos. El alimento y el agua fueron dotados a libertad.
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2.1.3. Material de laboratorio y reactivos.
> 01 matraz de 200 ml Pirex.
01 probeta de 10 ml, 50 ml y 100 ml Pirex.
01 kitasato de 500 ml Pirex.
01 pipetade 1 ml, 5 mly 10 ml
Baguetas simples.
Embudos Pirex.

01 vaso precipitado de 150 ml Pirex.

>

>

>

>

>

>

> 01 vaso precipitado de 250 ml Pirex.

> Aspersador.

> Cuba para Cromatografia en Capa Delgada.
> Recipientes de diferentes capacidades.
> Soportes.

> Kit de diseccion.

>

Frascos para muestras bioldgicas.

REACTIVOS

> Para realizar la marcha fitoquimica.
Silicagel para Cromatografia en columna.
Polisorbato 80.
Formol al 10%
Diclorometano

N-Hexano

vV VYV Vv V VY V¥V

Metanol
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2.2.

Estudio fitoquimico.

2.2.1. Obtencién de extractos.

La obtencion de los extractos se realizé en base al:

Fluxograma N°1 : Obtencion de extractos de diferente polaridad de la parte de

flores de Iresinee weberbaueri “Flor blanca”

Flores secas y
molidas

.

Extracto
etandlico

.

Extracto seco

Extracto de
n-Hexano

Extraer con etanol de
96° por maceracion

Evaporar a sequedad

Identificacion de

Actividad biologica.

\_ )
Extraer con
/‘_|7—|_|\ n-Hexano
\ ‘4 N\
\J—__[/ Extracto
\. ,
metabolitos secundarios. Extraer con
Diclorometano
s N 7 3
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2.2.2.

2.2.3.

Screening fitoquimico del extracto etandlico.
Nos permitira determinar los metabolitos secundarios presentes en la

planta mediante reacciones de coloracion y precipitacion.

Identificacién de metabolitos secundarios.
Se realizara por reacciones de coloracion y/o precipitacion,

teniéndose en cuenta las siguientes reacciones en las fracciones

obtenidas:
Deteccién Taninos
Reaccion : Gelatina- sal

Se preparan tres soluciones: A una solucion de 1g de gelatina en 100
ml de agua se le agrega 10g de NaCl. La precipitacion con éste

reactivo es indicativo de la presencia de taninos.

Deteccion Flavonoides.

Reaccién : Shinoda.

A una solucion alcohdlica del extracto se agrega limaduras de
magnesio seguidas por gotas de HCI concentrado. Las coloraciones

rojas indican que es positiva.

Deteccion Aminoacidos.

Reaccion : Ninhidrina.

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

reaccion se considera positiva cuando se desarrolla un color azul
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violaceo.

Deteccién Quinonas.
Reaccién : Borntrager.
Al extracto se le agrega gotas de bencina el cual se agita con
solucion de acuosa de NaOH al 5%. La produccion de una coloracion
rosada a roja en la etapa acuosa es indicativo de antraquinonas y

naftoquinonas.

Deteccion : Alcaloides.

Reaccion : Mayer, Dragendorf.

Reaccién de Mayer: se prepara mezclando 1.36 g de HgCl, en 60 ml

de agua con 5 g de Kl en 10 ml de agua. Se acidifica el extracto con
1 ml de HCI al 1 %, se afiade 2 o 3 gotas del reactivo, la aparicion de

un precipitado blanco o crema indicara que la reaccion es positiva.

Deteccion : Glicosidos.

Reaccion : Molish

Reaccidn : se agrega a la muestra etandlica 3 gotas de a-naftol y 05

gotas de acido sulfurico.
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2.2.4.

Deteccion Compuestos fenélicos.
Reaccién : Cloruro férrico.
Al extracto se le agrega gotas de cloruro férrico. La produccién de

una coloracion verdosa es indicativo de compuestos fendlicos.

Identificacion de metabolitos secundarios del extracto de
diclorometano de la parte de flores de Iresinee weberbaueri

Las fracciones obtenidas fueron cromatografiadas sobre
cromatofolios de gel de silice tipo G, de 0.25 mm de espesor. Los
solventes usados como fase mévil en la cromatografia de capa fina

fueron n-hexano y acetato de etilo.

Figura N° 9: Cromatografia de columna del extracto

Se realizé cromatografia en capa fina de las 03 fracciones obtenidas
con actividad bioldgica positiva, determinandose que en la fracciéon
“Diclorometano” se encontraban los productos mayoritarios.

A las fracciones obtenidas se les realizaron pruebas de identificacion
de los metabolitos secundarios utilizando reacciones quimicas de
precipitacion y coloracion.

Se realizaron los ensayos farmacoldgicos correspondientes a dicho

extracto.
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2.2.5. Bioensayo para evaluar el efecto regenerador solar de los

extractos de Iresinee weberbaueri Suess.?

0 Fundamento
Debido a que la regeneracién dérmica puede ser influido por
diversos factores, entre ellos, la administracién de sustancias
quimicas (como formulaciones dérmicas) que coadyuvan al
efecto de regeneracion; el fundamento de este método esta
basado en el empleo de extractos de Iresinee weberbaueri como
agentes coadyuvantes del efecto de regeneracién dérmica por
dafo solar.
Por lo tanto se debe determinar el efecto regenerador de la piel
por dafio solar, de manera comparativa entre los extractos de

diferente polaridad de Iresinee weberbaueri, sobre ratones.

o Determinaciéon preliminar de la dosis efectiva regeneradora

del Extracto etanélico (Total) *°

Para determinar la dosis del extracto para los animales de
experimentacion, teniendo en cuenta como unico dato el consumo
popular, en el cual no existe una dosis establecida para uso
toépico.

Se realizé un ensayo preliminar con dos Grupos, de 4 ratones
machos cada uno, con los extractos a experimentar en la
concentracion de 5, 10 y 15% en propilenglicol; observandose

que la concentracion de 15% fue la mas adecuada.
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El extracto acuoso, etandlico y metandlico fue disuelto en
propilenglicol. Para el extracto de n-Hexano se utilizé un vehiculo
de Polisorbato 80 al 5%.

Todos los extractos fueron administrados por via tépica a los
animales de experimentacion; la dosis administrada fue de 15%
del extracto correspondiente, el volumen de administracion fue de
0.5 ml. Cada grupo tuvo un grupo control de propilenglicol y
vehiculo de polisorbato 80 al 5% (en suero fisiologico). Los
extractos fueron administrados durante los 6 primeros dias de

duracién del estudio.

2.2.6. Bioensayo para evaluar el efecto regenerador solar de la
formulacién en gel de los extractos de Iresinee weberbaueri.
Para los ensayos en formulacion fue usada la misma
concentracion de 15% en una base de gel, segun:

Tabla N° 01: Tabla de formula para gel.

INSUMOS PORCENTAJE
Agua desionizada 79%

Extracto 15%
Regulador de pH 5%

Carbopol 1%
Preservante 1 0,1%
Preservante 2 0,1%
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Se trabajo con un grupo control usando la base del gel (es decir

exceptuando el extracto de la formula)

Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratones albinos, todos machos de 10 semanas de

edad, con un peso entre 24 — 28 gramos, las cuales fueron

organizadas en cinco grupos de trabajo:

Grupo | (Control)

Grupo Il (Blanco)

Grupo Il

Grupo IV

Grupo V

Animales sometidos a la dosis
UVC sin aplicarse producto
alguno.

Animales solamente depilados.
Animales sometidos a la dosis
UVC aplicandoles tépicamente
en el lomo el vehiculo.

Animales sometidos a la dosis
UVC aplicandoles tépicamente
en el lomo el gel con extracto.
Animales sometidos a la dosis
UVC aplicandoles tépicamente

en el lomo un gel comercial.

Todos los animales fueron identificados con diferentes colores y

numeros; estando constituido cada grupo de trabajo y control por

5 ratones machos.

47



o Descripcion de la técnica.

Los animales de experimentacién se separaron en jaulas de
acero inoxidable, independientes, con libre acceso al bebedero de
agua.

Sesenta y dos horas antes de iniciar el ensayo, se les depil6 el
lomo con una crema depiladora comercial “Depilé” (para pieles y
zonas sensibles).

Para la fuente luminica se utilizé la lampara Sylvania con un
potencial util de emisién en UV de 8,3 W en la que corresponde al
95% de la intensidad luminosa a la linea de resonancia del
mercurio en 253,7 nm (radiaciones UVC).

La radiacion estimada recibida por los ratones fue de 1,3 mW/cm?
para una dosis Unica.

Para todos los experimentos se utiliz6 un numero de 5 animales
por grupo, los que se dispusieron en las jaulas con libre
movimiento todo el tiempo que permanecieron expuestos a la
RUV, el cual fue de 30 minutos manteniendo una distancia de 30
cm entre la ldmpara y los animales.

Para cada ensayo se realizaron dos repeticiones en ocasiones
distintas. De cada repeticién se tomd un ratéon al azar para su
analisis histologico.

La distribucidon por grupos se realizé segun lo mencionado en el
Item anterior (animales de experimentacion).

Observaciones:
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Los animales se observaron minuciosamente en 7 momentos:
inmediatamente después de transcurrir el tiempo de exposicion a

la lampara, luego, al 1°, 2° 3° 4° 5° y 7° dia, durante el

transcurso tarde.

Figura N° 10: Aplicacion topica del gel en los lomos de los ratones

Interpretacién de los resultados

Los resultados a los tiempos inmediatamente después de la
exposicion, 1° dia, 2° dia, 3° dia, 4° dia, 5° dia y 6° dia, fueron
observacionales segun los signos dérmicos encontrados.

Para el 7° dia, se tomaron muestras de la piel mediante cortes
histolégicos los cuales fueron conservados es formol al 10%, y
posteriormente llevados a un Patélogo, donde las muestras
fueron fijadas en formol neutro, procesadas histolégicamente,

cortadas a 3 micras y coloreadas con H-E (Hematoxilina- Eosina)
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y observadas con microscopia Optica para su lectura e

interpretacion correspondientes.

2.2.7. Analisis para determinar las propiedades fisico quimicas de la

formulacién en gel de los extractos de Iresinee weberbaueri

Suess.

o Determinacion _de la viscosidad(Segun técnica propia de

laboratorio):
El modelo de viscosimetro a usar fue:
Viscosimetro Digital Marca Brookfield Modelo RVDVE

El viscosimetro se encontraba previamente calibrado y se verificd

la burbuja indicadora de desnivel, la misma que estuvo centrada.
Determinar la viscosidad de acuerdo a la especificacion:

Viscosidad Directa: la muestra se encontraba a la temperatura
indicada en la especificacion técnica, en este caso a 25°C. Se
utilizé la aguja indicada y la velocidad en el equipo. La cantidad
de muestra fue de 250 gramos. Se colocé la aguja en el equipo
sujetando hacia arriba la rosca, se sumerge la aguja en la
muestra y luego se baja el equipo hasta que la aguja este a nivel
con la muestra, colocar en movimiento al equipo y esperar el
tiempo indicado en la especificacion (1 minuto). Para controlar el

tiempo se utilizé un crondmetro con alarma. Una vez finalizado el
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tiempo parar el equipo y registrar el resultado en cP y/o
porcentaje de torque. La lectura en cP con el viscosimetro

RVDVE es directa.

Determinacion del pH (Segun técnica propia de laboratorio)

El equipo a usar fue pH metro de mesa marca Hanna Instruments

Para ello el pH metro descrito se encontraba previamente

calibrado con las soluciones buffers correspondientes.
Determinar el pH de acuerdo a la especificacion:

- pH Directo: la muestra debe estar a la temperatura indicada en
la especificacion técnica, en este caso a 25° C. Se sumerge el
electrodo directamente dentro de la muestra, esperar hasta que

la lectura se estabilice. Registrar el resultado.

Determinacién del residuo seco del extracto (Segun técnica

propia de laboratorio)
Para este ensayo no se pudo realizar a los extractos obtenidos,
ya que estaban constituidos de solventes muy volatiles y con

propiedades no seguras para ingresarlos a la estufa a 105°C.
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2.2.8. Analisis para determinar las propiedades microbiolégicas de la
formulacién en gel de los extractos de Iresinee weberbaueri
Suess.

0 Recuento total de microorganismos aerobios y Recuento

total combinado de hongos filamentosos y levaduras (Segun

USP)

Diluciones de la Muestra:

Pesar 10 g de muestra en un contenedor 90 mL de solucién
buffer fosfato 7.2 estéril. Obteniendo una dilucion 1:10. Agitar
magnéticamente durante 5 minutos.

Siembra de la muestra:

Se deben realizar un blanco para el analisis microbioldgico, tanto
para TSA (Tripticasa soya agar), como para SDA (Sabouraud
dextrosa agar).

De la dilucién pipetear asépticamente 1 mL de la muestra diluida
que ha sido mezclada, a dos placas petri. Identificar las placas

con numero de muestra, fecha y siglas del agar.

Recuento Total de microorganismos aerobios: adicionar 15 a
20 mL de Agar Tripticasa soya a 43-46° C a la placa petri
inoculada y darle movimientos giratorios para obtener una mezcla
completa. Después que el agar solidifique invertir las placas e
incubar a 35° C. Revisar después de 48 horas, expresar el
resultado como promedio de ufc por g o mL de muestra

analizada. Registrar los resultados.
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Recuento Total combinado de Hongos filamentosos vy
Levaduras: adicionar 15 a 20 mL de Agar Sabouraud Dextrosa a
la placa petri inoculada y darle movimientos giratorios para
obtener una mezcla completa. Después que el agar solidifique e
incubar a 20-25° C. Revisar después de 7 dias y registrar los
resultados.

Determinacion de la presencia de patégenos: (Segun USP)

Diluciones de la Muestra:
Pesar 05 g de muestra en un contenedor 45 mL de caldo, segun
corresponda.

Colocar en la incubadora a 32.5°C de 24 a 48 horas.

Siembra de la muestra:

Una vez sanitizado el area de trabajo, se esteriliza el asa de
kholle con la ayuda de la llama del mechero.

En la dilucion obtenida en cada caldo ingresar el asa de kholle
para la recoleccién de muestra.

Proceder a estriar la muestra recolectada sobre el agar

correspondiente, segun la siguiente tabla:
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Tabla N° 02: Tabla resumen de la evaluacién microbiolégica.

Caldo Agar Patégeno Caracteristica de las
colonias
Caldo lactosado |Agar de azul de metileno | Escherichia |Colonias verdosas con
(LB) Levine eosina coli brillo metalico y centro
negro azulado.
Caldo Triptica | Agar Cetrimide Pseudomona | Colonias verde
Soya (TSB) S fosforescente.
aeruginosa
Agar Vogel Johnson Staphylococ | Colonias pequefias,
cus aureus |negras rodeadas de

una zona amairrilla-

Se coloca en la incubadora a 32.5°C +/- 2.5°C de 24 a 48 horas.

2.2.9. Andlisis estadisticos de los datos.

Se consideran variables cualitativas, indicando las caracteristicas

observacionales de las expresiones clinicas en la piel de los ratones.

Cada caracteristica corresponde a una categoria y sera medida bajo

la clasificacion de dichos atributos. Las variables cualitativas seran de

tipo ordinal, ya que estaran identificadas por una escala establecida.
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3.1. Del estudio fitoquimico.

Tabla N° 03: Marcha del extracto etandlico de las flores de Iresinee

weberbaueri Suess.

REACCION METABOLITO RESULTADOS
Gelatina-Sal Taninos +

Shinoda Flavonoides +

Ninhidrina Aminoacidos --

Borntrager Quinonas --

Mayer Alcaloides +

Dragendorf Alcaloides ++

Glicésidos Glicosidos +

Cloruro férrico Compuestos fenolicos ++
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3.2. Del estudio hioldgico

TABLA N° 04.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS

OBTENIDOS A PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES A

TRAVES DE LA EVALUACION CLINICA

Dias
Control 0
Grupos de | (luego 1° 20 3° 40 50 6° 7°
evaluacion de
UVvC)
Control Ligero Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones | Lesiones
eritema Costro Costro Costro céstricas céstricas céstricas | costricas
descamativas | descamativas | descamativas
Blanco Piel Piel Piel Piel Piel Piel Piel Piel
normal Normal normal normal normal normal normal normal
Propilen Ligero Eritema Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones | Lesiones
glicol Eritema Intenso costro costro dérmicas céstricas costricas | costricas
descamativas | descamativas
Metanol Ligero Eritema Ligero Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Inicio
Eritema intenso eritema costro costro céstricas dérmicas | remisién
descamativas | descamativas lesiones
Agua Ligero Ligero Ligero Ligero Eritema Inicio Inicio Remision
Eritema eritema eritema eritema Apenas remision remision
perceptible lesiones lesiones
Extracto Ligero Ligero Eritema Lesiones Lesiones Lesiones Inicio Inicio
Total Eritema eritema dérmico costro costro céstricas remision | remision
descamativas | descamativas lesiones | lesiones
N- hexano | Ligero Eritema Eritema Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones | Lesiones
Eritema intenso dérmico costro costro costro costricas | costricas
descamativas | descamativas | descamativas
Dicloro Ligero Ligero Eritema Eritema Inicio Inicio Remision | Remision
metano | Eritema Eritema Apenas Apenas Remision Remision
perceptible perceptible lesiones lesiones
Fuente : Datos obtenidos del trabajo experimental.
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TABLA N° 05.- TABLA DE VALORES NUMERICOSSEGUN LA EVALUACION
CLINICA POR LA ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A

PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES

EVALUACION CLINICA PUNTAJE

Piel normal

Eritema apenas perceptible
Ligero eritema

Eritema dérmico

Eritema intenso

Lesiones dérmicas

Lesiones costricas

Lesiones costro descamativas
Inicio de remision de lesiones
Remision

- =200 ~NO o ,~wNO

9
8
.,
6
5 =9==control
1 == blanco
== propilenglicol

3

= extracto total
2
1
0 +—1i i i—— i B

1 2z 3 4 5 6 7 8

GRAFICO N° 01.- COMPORTAMIENTO DE LA EVALUACION CLINICA DE LA
ADMINISTRACION DEL EXTRACTO ETANOLICO (TOTAL) OBTENIDO A

PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES.
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GRAFICO N° 02.- COMPORTAMIENTO DE LA EVALUACION CLINICA DE LA
ADMINISTRACION DEL EXTRACTO DE N-HEXANO OBTENIDO A PARTIR

DE Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES.
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GRAFICO N° 03.- COMPORTAMIENTO DE LA EVALUACION CLINICA DE LA
ADMINISTRACION DEL EXTRACTO DE DICLOROMETANO OBTENIDO A

PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES.
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GRAFICO N° 04.- COMPORTAMIENTO DE LA EVALUACION CLINICA DE LA
ADMINISTRACION DEL EXTRACTO DE METANOL OBTENIDO A PARTIR DE

Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES.
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GRAFICO N° 05.- COMPORTAMIENTO DE LA EVALUACION CLINICA DE LA
ADMINISTRACION DEL EXTRACTO ACUOSO OBTENIDO A PARTIR DE

Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES.
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GRAFICO N° 06.- COMPARACION DE LA EVALUACION CLINICA ENTRE

LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess

EN RATONES.

TABLA N° 06.- ANALISIS HISTOLOGICO DEL EFECTO DE LA

ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE

Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES.

Grupo de evaluacion

Andlisis histolégico

Blanco (B)

Preparado histolégico sin alteraciones

microscopicas significativas.

Propilenglicol (T)

Al examen microscopico se observa epidermis con
reaccion acantosica e hiperplasia papilar moderada
focal, asociado a hiperqueratosis moderada. En
dermis superficial se observa proliferacion vascular

con leve infiltrado linfocitico circundante.
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N- Hexano (D)

Epidermis con patrén de reaccién acantésico, con
hiperplasia papilar e hiperqueratosis severa.
Queratinocitos apaptéticos en membrana basal.

Infiltrado inflamatorio crénico leve.

Diclorometano (A")

Foco de reaccion acantésica e hiperqueratosis leve.
Dermis superficial y profunda: sin alteraciones

microscopicas significativas.

Metanol (M) Epidermis con patron de reaccién acantésico e
hiperqueratosis leve. En dermis superficial:
infiltrado inflamatorio cronico perivascular.

Agua (A) Epidermis con reaccion acantdsico e

hiperqueratosis leve. Dermis sin alteraciones

microscopicas significativas.

Extracto total (E)

Epidermis con patron de reaccion focalmente
severo, con proyecciones “cupuliformes”, asociado
a moderada hiperqueratosis.

Dermis  papilar: con  moderado infiltrado

inflamatorio linfocitico, a predominio perivascular.

Fuente : Informe de analisis histolégico — Anatomia patolégica
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GRAFICO N°07: CORTE HISTOLOGICO CORRESPONDIENTE AL LOMO DE

RATON IRRADIADO CON TRATAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO

GRAFICO N°08: CORTE HISTOLOGICO CORRESPONDIENTE AL LOMO DE

RATON IRRADIADO CON TRATAMIENTO DEL EXTRACTO METANOLICO
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GRAFICO N°09: CORTE HISTOLOGICO CORRESPONDIENTE AL LOMO DE
RATON IRRADIADO CON TRATAMIENTO DEL VEHICULO:

PROPILENGLICOL

GRAFICO N°10: CORTE HISTOLOGICO CORRESPONDIENTE AL LOMO DE

RATON IRRADIADO CON TRATAMIENTO DEL EXTRACTO DE N-HEXANO
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GRAFICO N°11: CORTE HISTOLOGICO CORRESPONDIENTE AL LOMO DE
RATON IRRADIADO CON TRATAMIENTO DEL EXTRACTO DE

DICLOROMETANO

GRAFICO N°12: CORTE HISTOLOGICO CORRESPONDIENTE AL LOMO DE

RATON IRRADIADO CON TRATAMIENTO DEL EXTRACTO ACUOSO
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TABLA N° 07.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE GELES A BASE DE

LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess

EN RATONES A TRAVES DE LA EVALUACION CLINICA

Dias
Control 0
(luego 1° 20 3° 4° 50 6° 7°
de
Grupos de| UVC)
evaluacion
Control Ligero | Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones
eritema | costricas Costro Costro costricas costricas costricas costricas
descamativas | descamativas
Blanco Piel Piel Piel Piel Piel Piel Piel Piel
normal normal normal normal normal normal normal normal
Base gel Ligero | Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones
Eritema | dérmicas costro costro costro costricas costricas costricas
descamativas | descamativas | descamativas
Gel base| Ligero Eritema Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones
Metanol Eritema | intenso costro costro costro costricas costricas costricas
descamativas | descamativas | descamativas
Gel base| Ligero Ligero Lesiones Lesiones Eritema Eritema Inicio Inicio
Agua Eritema | eritema costricas costricas Apenas Apenas remision remision
perceptible perceptible lesiones lesiones
Gel Ligero | Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Eritema Eritema
Extracto Eritema | dérmicas costricas costro costro costricas apenas apenas
Total descamativas | descamativas perceptible | perceptible
Gel base| Ligero Eritema Eritema Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones
N- hexano | Eritema| intenso intenso costro costro costro costricas costricas
descamativas | descamativas | descamativas
Gel Ligero Ligero Lesiones Lesiones Eritema Inicio Remision Remision
Dicloro Eritema | Eritema céstricas céstricas Apenas Remisién
metano perceptible lesiones
Fuente : Datos obtenidos del trabajo experimental.
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GRAFICO N° 13.- COMPARACION DE LA EVALUACION CLINICA ENTRE
LOS GELES A BASE DE EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE Iresinee

weberbaueri Suess EN RATONES.

TABLA N° 08.- ANALISIS HISTOLOGICO DEL EFECTO DE LA
ADMINISTRACION DE LOS GELES A BASE DE EXTRACTOS OBTENIDOS A

PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess EN RATONES.

Grupo de evaluacion | Anédlisis histoldgico

Blanco (H) Piel sin alteraciones microscopicas significativas.
Control Hiperqueratosis leve.
Base gel (M) Epidermis con patron de reaccidén acantésico, con

hiperplasia papilar e hiperqueratosis moderada.
Queratinocitos apoptoticos en membrana basal.

Infiltrado inflamatorio crénico leve.

Gel base-Metanol (C) | Epidermis con patrén de reaccién acantésico, con
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hiperplasia papilar e hiperqueratosis severa.
Queratinocitos apoptoticos en membrana basal.

Infiltrado inflamatorio crénico leve.

Gel base-Agua (B)

Foco de reaccidon acantosica e hiperqueratosis leve.

Infiltrado inflamatorio leve en dermis superficial.

Gel extracto total (T)

Epidermis con patrén de reaccion acantésico
severa, con hiperplasia papilar, asociado a
hiperqueratosis severa. Queratinocitos apoptoéticos
en membrana basal. Infiltrado inflamatorio crénico

leve.

Gel base -

Diclorometano (N)

Foco de acantosis e hiperqueratosis leve.

Gel after sun patron

(P)

Foco de acantosis e hiperqueratosis leve.

Fuente : Datos obtenidos del trabajo experimental.
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TABLA N°9.- ANALISIS FiSICOQUIMICO DEL GEL A BASE DEL EXTRACTO

DE DICLOROMETANO A PARTIR DE Iresinee weberbaueri Suess.

Analisis fisico-

guimicos Especificaciones Resultados
Aspecto Gel viscoso Gel viscoso
Color Verde oscuro Verde oscuro
pH 55-7.0 6.50
Viscosidad 40 000 — 72 000 cP 61 000 cP

sp N°7/20 rpm

Fuente : Datos obtenidos del trabajo experimental.
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TABLA N° 10.- ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL GEL A BASE DEL

EXTRACTO DE DICLOROMETANO A PARTIR DE Iresinee weberbaueri

Suess.
Analisis
microbioldgico Especificaciones Resultados
Recuento total de <100 ufc/g <100 ufc/g
microorganismos
aerobios
Recuento total de <10 ufc/g <10 ufc/g
combinado de hongos
filamentosos y levaduras
Patégenos Ausente Ausente

Fuente : Datos obtenidos del trabajo experimental.
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DISCUSION

Iresinee weberbaueri Suess es una especie de la que no se han reportado estudios
quimicos ni de actividad cosmética, sin embargo existen referencias bibliograficas
de estudios botanicos. Se tiene solo por referencia de la medicina tradicional su uso
como antiinflamatorio de las vias urinarias.

La recoleccion del material botanico se realizé en el mes de enero, luego de la etapa
de lluvia y porque en esta época del afio la planta esta en periodo de floracion,
aspecto importante para la correcta clasificacion taxonémica de la especie, y porque
la parte de la planta a estudiar son las flores.

Se eligi6 como método de extraccion la maceracion, ya que este método se pudo
extraer hasta agotamiento los metabolitos secundarios, ademas, que por ser una
especie no estudiada no se sabe si algun metabolito secundario es sensible al calor.
Se realizd6 una marcha identificando metabolitos secundarios como: taninos,

flavonoides, alcaloides, glicésidos y compuestos fendlicos. (Tabla N°03)

A partir del extracto etandlico se obtuvieron otros extractos con solventes de
diferente polaridad como: n-hexano, diclorometano, metanol y acuoso. Siendo el
extracto de diclorometano, el cual resulté el mas activo en los ensayos bioldgicos.
(Tabla N°05)

Todos los extractos obtenidos fueron sometidos al ensayo bioloégico de
determinaciéon de la Actividad regeneradora en eritema solar en animales de

experimentacion (ratones).
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El ensayo de determinacion de la Actividad regeneradora en eritema solar (con
radiaciéon de luz ultravioleta C) es el ensayo mas adecuado utilizado para evaluar el
efecto regenerador en animales de experimentacion por presentar ventajas como:
es un ensayo biolégico validado, no necesita de equipos sofisticados, ni de reactivos
costosos; ademas permite el trabajo con animales de experimentacion
pequenos.(26)

Se realizd ensayos preliminares para determinar la dosis adecuada para los
extractos a trabajar, obteniéndose que seria de 15% por via dérmica.

Se realizd un ensayo comparativo para determinar el grado de regeneracion
dérmica entre un gel cosmético comercial “after sun” y el gel a base del extracto de
diclorometano, obteniéndose un resultado similar en andlisis clinico y analisis
histologico, teniendo en cuenta que el gel comercial posee mas de un extracto
vegetal en su composicion, asi como de otros insumos. (Tabla N°08)

Con respecto al gel a base del extracto total no se obtuvieron evidencias de
regeneracién dérmica al analisis histologico, por lo que se puede indicar que los
metabolitos responsables de la actividad biolégica deben ser aislados para poder

evidenciar dicho efecto.

Se realizé también un ensayo para la determinacion de sus propiedades fisico
quimicas como aspecto, color, pH, y viscosidad, observandose que presenta el
aspecto de un gel viscoso, un color que es naturalmente dado por el color original
del extracto. El pH se encuentra en 6.5, valor cercano al pH normal de la piel, lo cual
es importante para que no pueda causar irritaciones posteriores. La viscosidad se

encontré en 61 000 cP, el cual le da una consistencia no muy viscosa, lo cual
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coadyuva a una mejor aplicacion sobre la piel, evitando el exceso de frotaciones

sobre una piel dafiada por el sol. (Tabla N°09)

Se realizd6 también un ensayo para la determinacion de sus propiedades
microbiologicas como Recuento total de microorganismos aerobios, Recuento total
combinado de hongos filamentosos y levaduras y Presencia de patdgenos,
resultando que el producto no presentaba evidencia de contaminacién microbiana.

(Tabla N°10).
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CONCLUSIONES

La marcha fitoquimica de las flores de Iresinee weberbaueri Suess
reportan la presencia de metabolitos secundarios tales como: taninos,
flavonoides, alcaloides, glicdsidos y compuestos fendlicos. Se determind
que los productos mayoritarios presentes en la fraccién de diclorometano

corresponde a estructuras de flavonoides.

Al realizar los ensayos para la determinacion del efecto regenerador
dérmico por eritema solar de los extractos y los geles a base de las flores
de Iresinee weberbaueri Suess: etandlico (total), n-hexano, diclorometano,
metanol y acuoso, resulté el mas activo el extracto de diclorometano segun
analisis por evaluacion clinica, siendo confirmado por el analisis
histoldgico, utilizando como dosis 15% de concentracién en un vehiculo de

propilenglicol por via dérmica.

El efecto regenerador dérmico por eritema solar en animales de
experimentacion por el producto “after sun”: Aloha, presenta el mismo
resultado luego del analisis histolégico, que el presentado por el gel a base
del extracto de diclorometano a partir de lIresinee weberbaueri Suess,

segun resultado luego del analisis histoldgico.

Las caracteristicas fisico quimicas resultantes del gel a base de
diclorometano a partir de Iresinee weberbaueri Suess, para valor de pH fue
de 6.5, el cual es cercano al valor del pH normal de la piel. Para el valor de
viscosidad fue de 61 000 cP, el cual permite una facil aplicacion sobre la

piel dafiada.
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5.- Las caracteristicas microbiolégicas resultantes del gel a base de
diclorometano a partir de Iresinee weberbaueri Suess, para su valor de
Recuento total de microorganismos aerobios fue menor a 10 ufc/g. Para su
valor de Recuento total combinado de hongos filamentosos y levaduras fue
de menor a 10 ufc/g. Para el analisis de presencia de patdgenos fue de
ausente. Los resultados microbiolégicos obtenidos confirman que la
formulacion realizada es adecuada para obtener parametros

microbioldgicos optimos.
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ANEXO N°1

CLASIFICACION BOTANICA DE LA ESPECIE VEGETAL

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ ;
CONSULTOR BOTANICO VoA E
C. B. P N° 3796 = B
Teléfono: 537 3629 e
e-mail: joricampos@yahoo.es _Jm\

CERTIFICACION BOTANICA

José Ricardo Campos de la Cruz, Biélogo Colegiado, con registro N° 3796.

Certifica.

Que, la estudiante de Post Grado, Srta. MARIANELLA ISABEL GUEVARA CASTILLA.
Ha solicitado la certificacién botanica de la planta conocida con el nombre vernacular
de “flor blanca”. La muestra ha sido estudiada y determinada cientificamente como
Iresine weberbaueri Suess, y segin el Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist,

ocupa las siguientes categorias taxonomicas.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : CARYOPHYLLIDAE
ORDEN : CARYOPHYLLALES
FAMILIA : AMARANTHACEAE
GENERO : Iresine P. Browne
ESPECIE : Iresine weberbaueri Suess.

Nombre vulgar: “CEDRON”
Se expide la presente certificacion para fines que estime conveniente.

Lima, 03 de julio del 2007

BIOLOGO
C.B.P, 3796
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ANEXO N° 2

DIAGNOSTICO MICROSCOPICO POR ANALISIS HISTOLOGICO

TRABAJO DE INVESTIGACION

DIAGNOSTICO MICROSCOPICO

PARTE |

1.- GRUPO B.- Preparado histoldgico sin alteraciones microscopicas significativas

2.- GRUPO T.- Al examen microscopico se observa epidermis con patrén de reaccion
acantosica e hiperplasia papilar moderada focal; asociado a hiperqueratosis moderada.
En dermis superficial se observa proliferacion vascular con leve infiltrado linfocitico
circundante.

3.- GRUPO M.- Epidermis con patron de reaccion acantdsico e hiperqueratosis leve.
En dermis superficial: infiltrado inflamatorio crénico perivascular.

4.- GRUPO A.- Epidermis con patron de reaccion acantdsico e hiperqueratosico leve.
Dermis sin alteraciones microscopicas significativas.

5.- GRUPO E - Epidermis con patron de reaccion focalmente severo, con proyecciones
“cupuliformes”, asociado a moderada hiperqueratosis.
Dermis papilar: con moderado infiltrado inflamatorio linfocitico, a predominio perivascular.

Dr. Rafael Mejia Jhang
ANATOMA PATOLOGICA
C.WP 34458
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ANEXO N° 3

DIAGNOSTICO MICROSCOPICO POR ANALISIS HISTOLOGICO

DIAGNOSTICO MICROSCOPICO

PARTE II

MUESTRA A .-
- Foco de reaccion acantosica e hiperqueratosis leve.
- Demis superficial v profunda: sin alteraciones microscopicas significativas.

MUESTRA B.-
- Foco de reaccion acantosica e hiperqueratosis leve.
- Infiltrado inflamatorio cronico leve en dermis superficial.

» MUESTRA C.-

-~ Epidermis con patron de reaccion acantosico, con hiperplasia papilar e hiperqueratosis severa
- Quratinocitos apoptdticos en membrana basal.
- Infiltrado inflamatorio crénico leve.

MUESTRA D.-

- Epidermis con patrén de reaccidn acantdsico, con hiperplasia papilar e hiperqueratosis severa.
- Quratinocitos apoptoticos en membrana basal

- Infiltrado inflamatorio cronico moderado/severo.

MUESTRA H--
- Piel sm alteraciones microscopicas significativas.

+ MUESTRA M.-

~ Epidermis con patron de reaccidon acantdsico, con hiperplasia papilar e hiperqueratosis
moderada.

—  Quratinocitos apoptdticos en membrana basal.

- Infiltrado inflamatorio cronico leve.

MUESTRA N.-
- Foco de acantosis e hiperqueratosis leve.

MUESTRA P.-
- Foco de acantosis e hiperqueratosis leve.

MUESTRA T.-

- Epidermis con patron de reaccidn acantdsico severa, con hiperplasia papilar, asociado a
hiperqueratosis severa.

- Quratinocitos apoptoticos en membrana basal.

— Infiltrado inflamatorio cronico leve.

-

Dr. Rafael Mejia Jhang
ANATOMIA PATOLOGICA
cwp seese
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