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Resumen:

Con miras a desarrollar 2 cremas cosméticas a base de extractos hidroalcohdlicos de hojas
de Bixa orellana (BO) y Oenothera rosea (OR), ambas muestras fueron sometidas a
diversos tests quimicos, enzimaticos, celulares e in vivo. Los extractos de BO y OR
mostraron buena actividad antioxidante en los tests de DPPH (ECso= 10.65 y 10.78 pg/ml,
respectivamente) y TEAC (0.52 y 0.2, respectivamente). BO y OR inhiben moderadamente
la enzima elastasa (ICso= 72.68 y 112.04 pg/ml, respectivamente) y altamente la enzima
colagenasa (ICsp= 166.23 y 194.89 pg/ml, respectivamente). La toxicidad de BO y OR
contra melanocitos B16 es baja (Glsp= 240.24 y 270.80 pg/ml, respectivamente).
Solamente el extracto de BO promueve la sintesis de coldgeno in vitro (11.2% a c= 25
pg/ml); mientras que solo el extracto de OR fue capaz de proteger a los fibroblastos contra
los dafios de la irradiacion UV-B (24.5% a c= 25 pg/ml). El contenido de compuestos
fenolicos en los extractos de BO y OR fue 14.9 y 15.4 mg de acido galico/g extracto,
respectivamente. El contenido de &cido ascorbico del extracto de OR (210.64 mg/100 g
extracto) fue mayor que el de BO (136.63 mg/100 g extracto). En cuanto a los marcadores
quimicos, BO contiene 8.66 mg de acido elagico/g extracto; mientras que el de OR contiene
2.39 mg de quercetina/g extracto. Se prepararon 2 cremas con cada uno de los extractos y
se realizd el “Patch test” en 20 voluntarios sanos. Ninguno de los sujetos mostro algun tipo
de efecto adverso cuando las cremas fueron aplicadas en forma tépica. Ambas cremas
tuvieron resultados positivos en la evaluacion subjetiva de eficacia reportada por los
voluntarios y disminuyeron, en mayor proporcion que el placebo, la profundidad de arrugas
medida por el equipo Skin Diagnosis System.
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Introduccion:

Actualmente la industria global de productos cosméticos demanda y esta en la busqueda
constante de nuevos ingredientes naturales, especialmente con propiedades anti-edad. La
biodiversidad peruana tiene un gran potencial para ofrecer a este mercado; sin embargo,
hasta el momento son pocos los estudios cientificos realizados sobre plantas peruanas que
demuestren la seguridad de su uso, o su eficacia en el tratamiento para retardar el
envejecimiento de la piel.
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Luego de un screening de actividad antioxidante y antienzimatica de 12 extractos de plantas
peruanas realizado por nuestro grupo de investigacion, se encontrd que los extractos mas
activos fueron los de Bixa orellana (“Achiote”) y Oenothera rosea (“Chupasangre”).
Ambas plantas son usadas extensamente en la medicina popular peruana; por ejemplo,
Brack® y Alarco de Zadria® reportan que las hojas de Achiote son usadas tradicionalmente
en forma de macerado acuoso o en cataplasma para cicatrizar heridas, como emplasto en
infecciones de la piel y como antiséptico vaginal por medio de lavados con la maceracion
acuosa. Asimismo, mencionan que la planta Chupasangre es muy usada en forma de
cataplasma para el tratamiento de heridas, golpes y hematomas.

Con el objetivo de determinar el potencial de los extractos hidroalcohdlicos de Achiote y
Chupasangre como ingredientes naturales para la industria cosmética, o para su desarrollo
como fitocosméticos que retarden el envejecimiento de la piel, se realiz6 un estudio
detallado sobre estas dos plantas que incluyen ensayos de actividad antioxidante,
anticolagenasa, antielastasa, actividad fotoprotectora contra rayos UV-B, actividad
promotora de la sintesis de colageno y citotoxicidad; asi como la determinacion del
contenidos de compuestos antioxidantes y de marcadores quimicos especificos que
permitan la estandarizacion quimica de los extractos crudos. Luego se prepararon cremas a
base de esos extractos para determinar la seguridad de su uso por via topica por medio del
test de parche (“Patch test”) y su eficacia en el tratamiento de la piel del rostro, la cual fue
evaluada (ensayos doble ciego contra placebo) en forma subjetiva por los mismos sujetos
voluntarios y en forma objetiva por la evaluacion clinica de un meédico dermatoélogo.

Con el presente estudio se espera contribuir hacia el desarrollo de la industria de
ingredientes naturales y de fitocosméticos a base de plantas de la biodiversidad peruana.

Objetivos:

Determinar las propiedades antioxidantes, antienzimaticas, fotoprotectoras, promotoras de
sintesis de colageno; asi como la seguridad y eficacia de extractos de Achiote (Bixa
orellana) y Chupasangre (Oenothera rosea) con miras al desarrollo de ingredientes
naturales y fitocosméticos con propiedades antiedad.

Materiales y Métodos:

Muestra vegetales. Se colectd hojas de Bixa orellana (BO) y Oenothera rosea
(OR). Las muestras vegetales fueron colectadas e identificadas por el bidlogo
Camilo Diaz. Las respectivas muestras botanicas fueron depositadas en el
HEPLAME (Herbario de Plantas Medicinales, Seccion de Ciencias Farmaceuticas,
Facultad de Ciencias y Filosofia, Universidad Peruana Cayetano Heredia).

Preparacion de extractos. Las muestras vegetales secas y molidas fueron
extraidas con una mezcla de etanol y agua destilada (7:3) por 4 dias a
temperatura ambiente. Luego de la filtracion, se procedid a evaporar el solvente



en un rotaevaporador a temperatura menor de 40 °C. Los extractos
hidroalcohdlicos obtenidos fueron almacenados en la refrigeradora a
temperatura menor de 4 °C hasta su uso.

Determinacion de compuestos fenolicos: Se utilizd el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Garcia et al.® Se preparé una curva de calibracién de
acido galico cuyo rango de concentracion fue de 1-5 mg/L. Los extractos
hidroalcohdlicos de las 2 muestras vegetales fueron evaluados a una
concentracion de 0.1 mg/mL. A 100 pL de la muestra se le afiadio 250 pL de la
solucion de Folin-Ciocalteu (diluido 1 en 2 con agua milli-Q), se sonic6 por 5
min, luego se le afiadio 1250 uL de carbonato de sodio al 20% y 400 pL de agua
ultra pura. Se agito vigorosamente, se cubrid de la luz y se le llevo a reposo por
90 minutos a temperatura ambiente. Las absorbancias respectivas fueron
medidas a 760 nm en un espectrofotometro. Las muestras fueron analizadas por
triplicado y el contenido de compuestos fenolicos totales fue expresado en mg
de acido galico/g de extracto hidroalcoholico.

Contenido de acido ascorbico. El contenido de acido ascorbico fue
determinado de acuerdo al método descrito por Lung et al.* Se extrajeron 20 mg
del extracto hidroalcohdlico con 2 mL de acido metafosforico al 1% por 45
minutos a temperatura ambiente, al cabo de ese tiempo se filtrd. Se tom6 100 pL
de la solucion anterior y se le agregd 900 uL de una solucion de 2,6-
dicloroindofenol (cuya absorbancia estaba entre 0.30 y 0.35 para asegurar que la
lectura de la muestra se encuentre dentro del rango de las de los estandares),
luego de 1 minuto se midié la absorbancia a 515 nm. EIl contenido de &cido
ascorbico se determiné a partir de la recta de regresion obtenida con el acido
ascorbico estdndar en las concentraciones de 1, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Actividad antioxidante en el test de DPPH. Se evalué la actividad
antioxidante in vitro de los extractos hidroalcohdlicos mediante el método de
Mensor et al.° Se prepararon diluciones en etanol acuoso de los extractos
hidroalcohdlicos hasta obtener concentraciones de 0.0 a 150.0 pg/mL. Se
mezcld 1.0 ml de cada una de las diluciones con 0.5 ml de una solucién 0.3 mM
de DPPH en etanol y se dejé reaccionar a temperatura ambiente por 30 minutos,
al término de los cuales se procedio a medir la absorbancia de la mezcla a 517
nm. Todas las pruebas se realizaron por cuadruplicado. Se calculd el porcentaje
de actividad antioxidante de cada muestra de acuerdo a la siguiente férmula:

AC - AM - AB
AC

Actividad Antioxidante (%) = ( jxlOO%

donde:
AM es la absorbancia de la muestra + DPPH
AB es la absorbancia del blanco (muestra + etanol)
AC es la absorbancia del blanco del reactivo (DPPH + etanol)



La concentracion del extracto hidroalcohdlico que neutraliza al 50 por ciento de
los radicales de DPPH (ECsp, concentracion efectiva media) fue obtenida a
partir de la recta del porcentaje de actividad antioxidante versus la
concentracion de la muestra (ug/mL).

Actividad antioxidante total (TEAC). La capacidad antioxidante se determind
siguiendo el método descrito por Hazra et al.® El radical ABTS" fue generado al
mezclar un volumen de solucién 14 mM de ABTS con un volumen de la
solucion 4.9 mM de persulfato de sodio, seguido de incubacion por 16 h en
oscuridad. La solucion del radical ABTS se diluy6 con agua hasta obtener una
absorbancia de 0.70 (x 0.2). Se mezcl6 10 pL de los extractos hidroalcohdlicos
a diferentes concentraciones (0.05 a 10 mg/mL) con 1.0 mL de la solucion de
radical ABTS y se ley6 la absorbancia luego de 6 minutos a una longitud de
onda de 734 nm. Se procedié de igual manera para medir la actividad
antioxidante del estandar Trolox. Todas las pruebas se realizaron por
cuadruplicado.
Se calculd el porcentaje de actividad antioxidante total (% AAT) mediante la
siguiente formula:
%AAT = (Ag —An) x 100

Donde:

% AAT= Porcentaje de Actividad antioxidante total

A, = Absorbancia del control

Anm = Absorbancia de la muestra con ABTS — Absorbancia del blanco

de la muestra

El blanco consistio de la mezcla de 10 pL del extracto hidroalcohdlico con 1.0
mL de agua destilada. El control consistié de la mezcla de 10 pL de etanol con
1.0 mL de la solucién de radical ABTS.

Se calculd el porcentaje de inhibicion de la formacion de radicales ABTS y se
grafic6 como una funcion de la concentracién. Finalmente se determind el
TEAC (Trolox equivalent antioxidant concentration) dividiendo la pendiente de
la grafica de la muestra (extracto hidroalcohdlico) sobre la pendiente de la
gréfica para el estandar Trolox.

Inhibicion de enzima elastasa: El ensayo se llevé a cabo usando el método
descrito por Thring et al.” y consisti6 en incubar 25 pL de muestra (a las
concentraciones finales de 5, 65, 125, 180 y 250 pg/mL) con 100 pL de la
enzima elastasa pancreatica porcina (PE, 2.5 pg/mL en agua HPLC) por 15
minutos y luego agregar 125 pL del sustrato N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-
nitroanilide (AAAPVN, 1.6 mM en buffer THAM, Sigma 7-9%, pH 8.0) para
que la reaccion se inicie. Luego de 11 minutos se midié la absorbancia a 410 nm
usando una lectora de placas multifuncion CHAMELEON V. Se realizé un
control sin muestra y se utilizé galato de epigalocatequina (EGCG) como
compuesto de referencia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa se calculé6 mediante la
siguiente formula:



% Inhibicion elastasa = (Absy — Absy) x 100 / Absg
Donde:
Absy = Absorbancia del control (sin muestra)
Abs,, = Abs. de la mezcla con sustrato — Abs. de la mezcla sin
sustrato

Las ECs (Concentracion efectiva media) se calcularon por analisis de regresion
lineal, en donde la abscisa esta representada por las concentraciones de los
extractos y la ordenada por el promedio de porcentaje de actividad antioxidante
obtenido a partir de tres mediciones independientes.

Inhibicion de enzima colagenasa: El ensayo se llevé a cabo usando el método
descrito por Thring et al.” y consistié en incubar 100 pL de muestra (a las
concentraciones finales de 80, 160 y 250 pg/mL) con 260 pL de la enzima
colagenasa de Clostridium histolyticum (ChC, 1.54 unidades/mL en buffer pH
7.5 de Tricine (N-(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil)glicina)) 50 mM con 400
mM NaCl y 10 mM CaCl,) por 15 minutos y luego se agregé 240 pL del
sustrato N-[3-(2-furil) acriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA, 2 mM en buffer pH
7.5 de Tricine 50 mM con 400 mM NaCl y 10 mM CaCl,) para que la reaccion
se inicie. Luego de 5 minutos se midié la absorbancia a 348 nm usando un
espectrofotometro UV-Visible. Se realiz6 un control sin muestra y se utilizd
galato de epigalocatequina (EGCG) como compuesto de referencia. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado.

El porcentaje de inhibicidn se calculé6 mediante la férmula:

% Inhibicidn de colagenasa = (Absg — Absy,) x 100 / Absg
Donde:
Absy = Absorbancia del control (sin muestra)
Absy, = Abs. de la mezcla con sustrato — Abs. de la mezcla sin
sustrato

Las ECso (Concentracion efectiva media) se calcularon por analisis de regresion
lineal, en donde la abscisa esta representada por las concentraciones de los
extractos y la ordenada por el promedio de porcentaje de actividad antioxidante
obtenido a partir de tres mediciones independientes.

Inhibicion de dafio celular por radiacion Ultravioleta: Los fibroblastos BALB/c
3T3 fueron cultivados en medio de crecimiento Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) conteniendo 10% de suero fetal bovino (FBS), 2 mmol/L glutamina, 100
U/ml penicilina y 100 pg/ml estreptomicina a 37 °C bajo atmosfera himeda con 5%
CO.. Los fibroblastos fueron cultivados hasta llegar a un nivel de confluencia de 90-
95% en placas de 24 pozos. El medio de crecimiento fue reemplazado 24 horas
antes de agregar los extractos por DMEM conteniendo 0.1% FBS, 2 mmol/L
glutamina, 100 U/ml penicilina y 100 pug/ml estreptomicina. Para el experimento se
utiliz6 una lampara de luz UV-B de longitud de onda maxima = 312 nm (sin
emision UV-A ni UV-C). Las células fueron pre-tratadas con el extracto
hidroalcoholico a diferentes concentraciones por espacio de 4 horas, al cabo de las



cuales fueron irradiadas con la luz UV-B por espacio de 90 segundos y con la
lampara UV a una altura de 20 cm. Justo antes de exponer las células a la radiacion
UV, las monocapas fueron lavadas con solucion buffer fosfato salino (PBS) y
expuestas en presencia de PBS. Luego de la irradiacion, el PBS fue remplazado por
DMEM conteniendo 1 % FBS, 2 mmol/L glutamina, 100 U/ml penicilina y 100
pg/ml estreptomicina. Las células fueron incubadas nuevamente por 24 horas al
término de las cuales se cuantificd la viabilidad de las células por medio del cambio
de color del reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), medido a la longitud de onda = 570 nm.®

Citotoxicidad: La citotoxicidad de los extractos fue evaluada en las lineas celulares
de fibroblastos BALB/c 3T3 y en Melanocitos B16. Para este fin, las células fueron
inoculadas en placas de cultivo de células de 96 pozos e incubadas a 37 °C en una
atmosfera himeda de 5% CO, y 95% aire por 24 h para permitir que las células se
fijen a las placas.

Una placa conteniendo cada una de las lineas celulares fue fijada in situ con acido
tricloroacético (TCA) para obtener luego los valores de las células a tiempo cero,
antes de afadir los extractos.

Luego, las placas recibieron diluciones seriadas del extracto en estudio o del
solvente utilizado (DMSO), e incubadas por 48 horas adicionales. El ensayo fue
detenido afiadiendo TCA a las placas. Las células fijadas con el TCA fueron tefiidas
por 20 minutos con una solucion de SRB al 0.4% en acido acético al 1%. EI SRB no
unido a proteinas fue removido lavando con &cido acético al 1%.

Luego de secar las placas, el SRB unido a las proteinas fue solubilizado con una
solucién 10 mM de Tris base (pH 10.5) y la absorbancia leida a 550 nm en una
lectora de micro placas. El valor del Glsg (concentracion del extracto que inhibe en
un 50% el crecimiento de las células) fue determinado a partir del andlisis de la
regresion lineal.

Promocién de sintesis de colageno: El ensayo de sintesis de colageno tipo | fue
llevado a cabo por medio de un ensayo inmuno-enzimatico, de acuerdo a Kim et al.’
Se inocularon los fibroblastos 3T3 en placas de 24 pozos (5 x 10° células/pozo) y se
cultivé por 24 horas, al cabo de las cuales, el medio de cultivo fue cambiado por
medio libre de suero IMDM (medio Dulbecco modificado por Iscove) y se cultivd
por 24 horas mas. Las células del grupo control fueron cultivadas en ausencia del
extracto de planta. Luego del periodo de cultivo de las células, se colecto el
sobrenadante de cada pozo y se midio la concentracion de procolageno tipo I con el
kit de inmunoensayo Procollagen Type | C-Peptide (Takara Bio, Japon).

HPLC de extractos: Se utilizd6 un cromatdgrafo liquido de alta performance
(HPLC) Elite LaChrom: bomba L-2130, detector DAD L-2455, columna analitica
Purospher® STAR RP-18e, 250 mm x 4,6 mm, 5 um. Sistema de elucion A: &cido
formico al 4.5%, y B: acetonitrilo con gradiente acetonitrilo (de 0 a 15% de B en 40
minutos, a 45% en 45 minutos y a 100% de B en 5 minutos). El flujo fue de 0.5
mL/min. Volumen de inyeccion: 10 uL. Temperatura ambiente y deteccion a
longitud de onda de 254 nm.



Se pes6 15 mg de extracto de planta en 5 mL de metanol al 80% en agua, se disolvid
la muestra con ayuda de ultrasonido por 10 minutos y se paso la solucion a través de
un filtro de 0.45 um. Para el andlisis cualitativo de los extractos se pasé por la
columna HPLC el extracto problema junto con una mezcla de estandares (catequina,
acido clorogeénico, epicatequina, galato de epigalocatequina, acido cafeico, rutina,
acido elagico, acido ferulico, &cido abscisico, quercetina, acido cinamico y
kaempferol; todos de Sigma-Aldrich) en metanol al 80%. Al confirmarse la
presencia de acido elagico en el extracto de Achiote y de quercetina en el de
Chupasangre, se procedi6 a usar dichos compuestos para la estandarizacion de los
extractos por medio de las curvas de calibracion respectivas..

Pruebas de Seguridad (“Patch test”): Se evalud el potencial irritativo, en 20
voluntarios humanos sanos, de la aplicacion topica y en dosis Unica de cremas
cosméticas que contenian extracto hidroalcohdlico al 5% de Chuapasangre o de
Achiote. El vehiculo de las cremas fue preparado como una emulsion de aceite en
agua, donde la fase oleosa estaba compuesta por escualeno, di-n-octilcarbonato y
acetato de Vitamina E; mientras que la fase acuosa estaba compuesta por glicerina y
el extracto hidroalcoholico de la planta a evaluar. Tanto las cremas conteniendo los
extractos, como el vehiculo o crema base, fueron aplicados en la parte superior del
brazo derecho de los voluntarios mediante el uso de un disco de aluminio de 7 mm
de didmetro (Finn Chamber, Epitest Ltd., Finland). La cantidad aplicada fue la
suficiente para llenar la cdmara del disco de aluminio, que luego fue sujetado con
una tela de algodon afieltrada de 1 x 1 cm para cubrir la superficie; estos parches se
fijaron con esparadrapo antialérgico (Micropore, 3M). La misma persona (médico
dermat6logo) evalud a todos los voluntarios a las 4, 24 y 48 h para registrar la
aparicion de algun efecto adverso, el cual fue cuantificado usando una escala de
gravedad de grado 0-4 (0: No reaccion; 0.5: Reaccion dudosa; 1: Reaccion débil; 2:
Reaccion moderada; 3: Reaccion fuerte; 4: Reaccion severa). El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica Médica de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia.

Pruebas de eficacia: En este estudio participaron 30 voluntarios sanos que
recibieron cada uno al azar una de las 3 cremas (“Achiote” al 1%, “chupasangre” al
1% o placebo). Las 3 cremas eran indistinguibles tanto para los voluntarios, como
para el médico evaluador. Los voluntarios firmaron un consentimiento informado
antes de ingresar al estudio y luego recibieron instrucciones para aplicarse las
cremas en el rostro en la mafana y en la noche por un lapso de 28 dias. La
evaluacion de eficacia fue realizada por un dermatélogo a los 0, 14 y 28 dias de
tratamiento. Las principales variables evaluadas fueron hidratacion, homogeneidad,
manchas y profundidad de arrugas. Asimismo, cada uno de los voluntarios contesto
una encuesta de autoevaluacion de 20 preguntas, donde se les interrogo
principalmente por el nivel de aceptacion y de eficacia de las cremas. La evaluacién
cuantitativa de la profundidad de las arrugas en la region periorbicular se obtuvo
mediante el equipo Skin Diagnosis System (Aramo SG). Los resultados obtenidos
para las cremas conteniendo los extractos de plantas fueron comparados con los del
placebo (vehiculo).



Resultados y Discusién:

La actividad antioxidante de los extractos de Achiote y Chupasangre en el ensayo de DPPH
es muy alta, llegando a tener concentraciones efectivas medias muy cercanas a las del
control positivo (rutina). La capacidad antioxidante total (TEAC: Trolox equivalent
antioxidant capacity) del extracto de achiote fue 2.5 mayor que la de chupasangre, aunque
no es tan alta como la del trolox (Tabla 1).

Tabla 1: Actividad antioxidante in vitro de extractos de Achiote y Chupasangre

DPPH TEAC
ECs (Trolox equivalent
Muestra (pg/ml) antioxidant capacity)
Rutina
(Control positivo) 643+022 | = -------
Achiote 10.65 + 0.48 0.52+0.01
Chupasangre 10.78 £ 0.05 0.20 £0.01

A partir de los 40 afios de edad empieza a disminuir drasticamente la elasticidad de la piel,
principalmente debido a la accion de la enzima elastasa, dando como resultado la aparicion
de arrugas.'® Para mantener la elasticidad de la piel es importante prevenir la reduccién no
solo de la proteina elastina, sino también la del coldgeno, disminuyendo su destruccion por
la enzima colagenasa. El descubrimiento de extractos o compuestos que inhiban estas
enzimas podrian ser usados eficazmente en tratamientos antienvejecimiento.** Nosotros
encontramos que el extracto de Achiote seria un buen candidato para tratamientos antiedad
ya que, si bien inhibe moderadamente a la enzima elastasa, es mas eficaz que el control
positivo epigalocatequinagalato (EGCG) en inhibir a la enzima colagenasa (Tabla 2).

Tabla 2. Inhibicion de enzimas elastasa y colagenasa de extractos de Achiote y

Chupasangre
Muestra Elastasa Colagenasa
1Cs (Lg/mL) 1Cso (Hg/mL)
EGCG 10.34 + 0.68 321.41 +£10.65
Achiote 72.68 +3.91 166.23 £5.3
Chupasangre 112.04 +4.73 194.89 + 8.6

Si bien ambos extractos de plantas muestran buena actividad antioxidante y antienzimatica
in vitro, es preciso saber su grado de toxicidad, primero a nivel de células de la piel. La




toxicidad del extracto de Achiote y de Chupasangre contra los melanocitos B16, medida
por la concentracion necesaria para inhibir el crecimiento celular en un 50%, es
relativamente baja (Glso= 240.24 y 270.80 pg/ml, respectivamente). Sin embargo, a
concentraciones mayores de 200 pg/ml, los extractos son toxicos contra los fibroblastos
3T3. Por tal motivo, se decidid evaluar las actividades bioldgicas de los extractos en
fibroblastos solamente a la concentracion de 25 pg/ml.

A dicha concentracion, el extracto de Achiote promueve la sintesis de colageno in vitro
(11.2% con respecto a las células sin tratamiento); mientras que solo el extracto de
Chupasangre fue capaz de proteger a los fibroblastos contra los dafios de la irradiacion UV-
B (24.5% con respecto a las células no tratadas). Estos resultados, si bien auspiciosos,
deben ser tomados como preliminares; por lo que ambos extractos seran reevaluados en
otros modelos experimentales para corroborar su actividad fotoprotectora y promotora de
regeneracion de la piel.

El contenido de &cido ascérbico del extracto de Chupasangre es mucho mayor que el del
extracto de Achiote; mientras que ambos extractos poseen similar contenido de compuestos
fenolicos (Tabla 3). La presencia de estos compuestos antioxidantes podria explicar la gran
actividad antiradicalaria hallada para ambos extractos, especialmente en el ensayo de
DPPH.

Tabla 3: Contenido de compuestos fendlicos y acido ascorbico en Achiote y
Chupasangre

Extractos | Compuestos fendlicos | Contenido Acido ascorbico

(mg &c. galico /g extracto) (mg/100 g extracto)
Achiote 149+ 0.03 136.63 =5.97
Chupasangre 15.4+0.04 210.64 +13.00

En la figura 1 se muestra el perfil cromatogréafico por HPLC del extracto hidroalcohdlico de
Chupasangre. Al pasar una mezcla de 12 estandares quimicos junto con el extracto se pudo
comprobar que de estos compuestos, solo se detect6 la presencia de quercetina (tg = 15.41
min) en el extracto de dicha planta.
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Figura 1. Cromatograma HPLC del extracto hidroalchdlico de Chupasangre

Con ayuda de la curva de calibraciéon de quercetina (Figura 2) se pudo determinar que la
concentracion de este compuesto en la muestra de Chupasangre fue 2.39 + 0.13 mg/g de
extracto.

Quercetina
30.000 - y =1.2498x - 0.6171
R?=0.9945

25.000 -
20.000 -
15.000 -
10.000 - *
5.000 -
0.000 . - - - -

0 5 10 15 20 25

Figura 2. Curva de calibracion para quercetina

Similarmente, en la Figura 3 se muestra el perfil cromatografico por HPLC del extracto de
Achiote. Por medio de la curva de calibracion de &cido eldgico (tr = 11.77 min) se
determind que el contenido de este compuesto en la muestra de Achiote fue de 8.66 + 0.17
mg/g de extracto (Figura 4).
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Figura 3.- Cromatograma HPLC de extracto hidroalcohdlico de Achiote
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Figura 4. Curva de calibracién para acido elagico

Se prepararon 2 cremas con cada uno de los extractos, de tal manera que sean
indistinguibles con una crema placebo, y se realizo el “Patch test” en 20 voluntarios sanos.



Ninguno de los sujetos mostré algin tipo de efecto adverso a las 4, 24 6 48 horas de la
aplicacion de las cremas en forma topica (Figuras 5 y 6).

Figura 5. Finn Chambers con las 3 cremas Figura 6. Ausencia de efectos adversos
(Achiote, Chupasangre y Placebo) a las 48 horas

Para evaluar la eficacia de los extractos se realizd, en un total de 30 sujetos voluntarios, un
ensayo doble ciego, randomizado, comparado contra placebo. El ensayo tuvo una duracién
total de 28 dias, durante los cuales, los voluntarios se aplicaron las cremas en el rostro en la
mafiana y en la noche.

Para la evaluacion subjetiva de eficacia, los voluntarios llenaron una encuesta al inicio v al
final del experimento, con el fin de comparar los principales cambios en la piel. En la
Figura 7 se puede observar que tanto para la crema de Achiote como para la de
Chupasangre, los voluntarios manifestaron mejoras en diversas caracteristicas de la piel
(hidratacion, suavidad, disminucion de arrugas, estado general) que son mucho mayores
que las manifestadas para el placebo.
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Figura 7. Resultados de la evaluacion subjetiva de las cremas de Achiote y Chupasangre en
comparacion con el placebo (vehiculo)




La eficacia percibida por los voluntarios para cada uno de los extractos coincide en su
mayor parte con aquella determinada por el dermatélogo por medio de la evaluacion
clinica; sobre todo en lo que concierne a disminucion de arrugas y estado general de la piel
(Figura 8). Comparando el estado inicial con el final, el dermat6logo percibié una mejoria
de la contextura general de la piel de hasta 23% para los voluntarios que usaron las cremas
de Achiote y Chupasangre y solo de un 10% para los que recibieron placebo.
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Figura 8. Evaluacion clinica del efecto de extractos de Achiote y Chupasangre en
comparacion con el placebo

Para la prueba final de eficacia, el dermat6logo midié la profundidad de las arrugas a los 0
y 28 dias del ensayo por medio del equipo Skin Diagnosis System (Aramo SG). En forma
objetiva se pudo determinar que la crema a base de Chupasangre (n=10 voluntarios)
disminuye la profundidad de las arrugas en un 27%, la crema de Achiote (n= 8 personas)
21% y la de placebo (n= 7 voluntarios) solo 4% (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del tratamiento con Chupasangre, Achiote y Placebo en la profundidad de
las arrugas medidas al inicio y final del ensayo con el Skin Diagnosis System

Tanto la evaluacion subjetiva como objetiva de la eficacia de las cremas a base de Achiote
y Chupasangre, realizadas en un ensayo doble ciego, sugieren que Su UsO mejora
considerablemente el aspecto de la piel en comparacion con el placebo; sin embargo, es de
notar que el presente estudio fue realizado en un nimero pequefio de sujetos voluntarios,
por lo que seria recomendable iniciar estudios complementarios en una muestra de mayor
tamafo para poder obtener resultados concluyentes.

Conclusiones

Los extractos de Achiote y Chupasangre poseen buena actividad antioxidante in vitro,
inhiben moderadamente la enzima elastasa y altamente la enzima colagenasa. El extracto de
Achiote promueve la sintesis de colageno, mientras que el de Chupasangre tiene actividad
protectora contra la radiacion UV-B. Ambos extractos muestran baja toxicidad contra
melanocitos B16, aunque pueden ser tdxicos contra los fibroblastos a concentraciones
mayores a 100 pg/ml. Ninguno de los extractos produjo efectos adversos cuando fue
aplicado en forma topica (Patch test) en la piel de voluntarios sanos. La pruebas subjetivas




y objetivas de eficacia sugieren que las cremas a base Achiote y Chupasangre mejoran el
estado general de la piel y disminuyen la profundidad de las arrugas con mayor eficacia que
la crema placebo.
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