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1. SUMARY

According to epidemiological data from the National Institute of Neoplastic
Diseases (INEN) indicates that skin cancer ranks fourth in cancer incidence after the
stomach, lung and breast. Ultraviolet (UV). This directly damages the skin,

increasing the risk of skin cancer, photoaging promoting and exacerbating dermatitis.

Pﬁblished in the Journal of Biology Algae Peruvian Studies mentioned that
"Caulerpaceae" family has attributed the following pharmacological properties: anti-
inflammatory, anticancer, antiviral, antimalarial, antifungal, anticoagulant, anti-
bacterial etc. Also marine species Caulerpa filiformis (Suhr) Hering has no chemical
studies, therapeutic or cosmetic activity. Therefore we consider the following
problem: It has sunscreen effect and meet quality parameters based cosmetic gel
extract seaweed "Caulerpa filiformis (Suhr) Hering" collected in the province of

Pisco-Ica?

The ethanol extract obtained from seaweed "Caulerpa filiformis (Suhr) Hering"
was obtained by the extraction method "maceration" was formulated gels at
concentrations of 2.5%, 5%, 10% and 20% which underwent quality control
(controls sensory, physical, chemical and microbiological) gels formulated

concluding that meet the requirements for cosmetic products.
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The degree of photoprotective effect on the back of experimental animals is also
determined by biological model controlled in the UVC region exposed to each mouse
at a daily dose of 1.3 mW / cm?2 for 7 days where daily macroscopic observation was
made from the skins and on day 7 we proceeded to slaughter the animals for

histopathological evaluation.

It is concluded that the gels at concentrations of 10% and 20% have a high
degree of photoprotective effect compared to commercial sunscreen "Bahamas”,
determining that more concentrated gel extract greater photoprotective effect, this
could be due to the presence of secondary metabolites present in marine species

(triterpenes, steroids, amino acids), considering concentrations of choice

Keywords: Protection sun, Caulerpa filiformis (Suhr) Hering, gel, UVC radiation,

seaweed.
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2. RESUMEN

Segiin los datos epidemioldgicos del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (INEN) indica que el cancer de piel ocupa el cuarto lugar en la
incidencia de cancer después del estomago, de pulmén y de mama. La radiacion
ultravioleta (UV) presente dafia directamente la piel, incrementando el riesgo de

cancer de la piel, promoviendo el fotoenvejecimiento y exacerbando la dermatosis.

Estudios publicados en el Diario de Biologia de Algas peruana menciona que la
familia “Caulerpaceae” tiene las siguientes propiedades farmacoldgicas atribuidas:
antiinflamatorio, anticancerigeno, antiviral, antimalarico, antifiingico, anticoagulante,
antibacteriano etc. Asimismo la especie marina Caulerpa filiformis (Suhr) Hering no
tiene estudios quimicos, actividad terapéutica o cosmética. Por ello nos planteamos el
siguiente problema: ;Presenta Efecto fotoprotector y cumplird pardmetros de calidad
el gel cosmético a base del extracto del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr)

Hering” recolectada en la provincia de Pisco-Ica?

El extracto etanolico obtenido a partir del alga marina “Caulerpa filiformis
(Suhr) Hering” se obtuvo por el método de extraccion "maceracién"”, se formuld
geles a concentraciones de 2,5%, 5%, 10% y 20% a la que se les realiz6 control de
calidad (controles organolépticos, fisicos, quimicos y microbioldgicos) concluyendo

que los geles formulados cumplen con las exigencias para productos cosméticos.



Asimismo se determind el grado del efecto fotoprotector en el lomo de animales
de experimentacion segin modelo bioldgico controlado en la region UVC
exponiéndose a cada ratén a una dosis diaria de 1,3 mW/cm2 durante 7 dias donde
se realizé diariamente observacién macroscéopica de las pieles y en el dia 7 se

procedié a sacrificar a los animales para evaluacion histopatologica.

Se concluye que los geles a concentraciones de 10% y 20% presentan un alto
grado de efecto fotoprotector en comparacién con el fotoprotector comercial
“Bahamas”, determinando de que a mayor concentracién del extracto en gel mayor
efecto fotoprotector, esto podria deberse a la presencia de metabolitos secundarios
presentes en la especie marina (triterpenos, esteroides, aminoécidos), considerandose

concentraciones de eleccion.

Palabras clave: Proteccion solar, Caulerpa filiformis (Suhr) Hering, Gel, radiacion

UVC, Algas marinas.



3. INTRODUCCION

La Globalizacion mundial y el acelerado desarrollo de la industria han
conllevado a que cada vez se utilicen mas quimicos y combustibles fosiles que dafian
la capa de ozono, debilitindola y haciendo que estemos mds expuestos a la radiacion
ultravioleta (UV) de lo que sucedia hace medio siglo’2. Por su ubicacién Peru,
Ecuador y Colombia reciben la mayor dosis de radiaciéon UV del planeta, un estudio
de campo realizados por la EXA (Agencia Espacial Civil Ecuatoriana), la Agencia
Ambiental Canadiense, la NASA (Administracion Nacional de la Aeronautica y del
Espacio), el KNMI (Real Instituto Meteorologico de Holanda) y el DLR (Centro
Aeroespacial Aleméan) que prueban la existencia de un gran debilitamiento de la capa

de 0zono sobre latitudes ecuatoriales®.

La radiacion ultravioleta (UVA y UVB) dafia directamente la piel, aumenta el
riesgo de céncer de piel, ademas de promover el fotoenvejecimiento y exacerbar
dermatosis fotosensibles. Asimismo la radiacion ultravioleta tiene efectos positivos
sobre el ser humano, ya que favorece la sintesis de vitamina D, pero puede ser

enormemente perjudicial cuando se sobrepasan unos limites de seguridad*.

Estudios epidemiolégicos han establecido una relaciéon causal entre la
exposicion solar y todos los principales tipos de cancer de piel. En el Pert, segin el
instituto nacional de enfermedades neoplasicas (INEN), se diagnostican entre 3 000
y 5 000 casos de cancer de piel por afio siendo asi la cuarta incidencia después del

cancer de estémago, pulmén y mamas> S,



Desde la historia de la humanidad, la naturaleza ha sido siempre una fuente
inagotable de compuestos activos que, desde el punto de vista farmacolégico, se han
venido utilizando con gran efectividad para el alivio de diversos tipos de

enfermedades .

La gran variedad de organismos que habitan en mares, océanos y las posibles
propiedades farmacologicas y médicas de sus extractos, hacen del medio marino una
fuente potencial de farmacos. Las algas figuran entre los seres vivientes mas antiguos
del planeta tierra, con aproximadamente 1 a 3 millones de afios de antigiiedad, estos
han desarrollado mecanismos de proteccion contra las radiaciones, es por ello que
constituyen una importante fuente de compuestos con actividad que pueden ser
utilizados con diferentes propdsitos en la industria farmacéutica, cosmética y

alimentaria®.

El alga “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” es una de las mas importantes de la
familia Caulerpaceae se distribuye por todo el mundo en los mares tropicales y
subtropicales formando extensas praderas de algas por su caracter invasivo se
localizan en la zona fotica, con una notable exposicién a la radiacién solar, lo que
favorece la generacion de radicales libres y esto a su vez pudiera condicionar la
biosintesis de metabolitos como una respuesta a las presiones ecoldgicas, tales como
temperatura, presion, radiacién, defensa quimica para disuadir a los organismos
herbivoros, competencia por el espacio, atracciéon de gametos y fecundacion a través
de receptores especificos; ademas de controlar el establecimiento y crecimiento de

bacterias y otros organismos que alteran su entorno’ .



El uso de formas farmacéuticas fotoprotectoras obtenidas a partir de productos
naturales constituyen una alternativa valida para la prevencién contra dafio y
perjuicios provocados por la exposicion del epitelio a radiacion ultravioleta (RUV)
10,11

En la actualidad la tendencia fitocosmética busca nuevas estrategias, métodos de
obtencion y utilizacién de recursos naturales con valor agregado a base de productos
naturales y que a su vez cumplan con parametros de calidad garantizando que sean
facilmente absorbidas y metabolizadas por el organismo'’.. Por lo cual nos
planteamos el siguiente problema: ;Presentard Efecto fotoprotector y cumplird
parametros de calidad el gel cosmético a base del extracto del alga marina

“Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” recolectada en la provincia de Pisco-Ica?

3.1. HIPOTESIS:

El gel cosmético a base del extracto del alga marina Caulerpa filiformis (Suhr)
Hering recolectada en la provincia de Pisco — Ica, tiene efectividad fotoprotectora y
cumple con los parametros de calidad exigidos por los organismos encargados de

asegurar la calidad de los productos cosméticos.

3.2. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto fotoprotector y parametros de calidad del gel cosmético a
base del extracto del alga marina Caulerpa filiformis (Suhr) Hering recolectada en

la provincia de Pisco - Ica.



3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Determinar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico del
alga Caulerpa filiformis (Suhr) Hering recolectada en la playa el chaco

provincia de Pisco — Ica segiin métodos de estudio fitoquimico.

o Formular un gel a diferentes concentraciones del extracto etandlico del alga
Caulerpa filiformis (Suhr) Hering recolectada en la playa el chaco

provincia de Pisco - Ica.

o Realizar el control de calidad del gel a base del extracto etandlico del alga
Caulerpa filiformis (Suhr) Hering segin los especificado por los organismos
encargados de la regulacién y vigilancia de productos Cosméticos ANVISA,

ISO y USP.

e Evaluar la efectividad fotoprotectora mediante un ensayo bioldgico
controlado en la region UVC por los métodos macroscopico €

histopatoldgico en lomos de ratones Balb/C.



4. ANTECEDENTES Y DEFINICIONES.

4.1. ANTECEDENTES:

Cabrera CM y Lopez MA (2006). Efectos de la radiacion ultravioleta (UV) en
la induccién de mutaciones de p53 en tumores de piel. Concluye que:
La exposicion cuténea a la radiacion ultravioleta induce diferentes eventos bioldgicos
que modulan la respuesta inmunitaria creando un desequilibrio y estimulan la células
de Langerhans, algunas veces no maduras que, al migrar, activan la respuesta celular
de linfocitos T, especialmente TH2, lo que disminuye la habilidad para desencadenar
una respuesta inmunitaria adecuada hacia antigenos microbianos y hacia el
crecimiento celular. La radiacion ultravioleta por si misma es carcindgena y su efecto

inmunomodulador puede inducir neoplasias '3.

Valenzuela K y Espinoza M, (2012). Estrés oxidativo, carcinogénesis cutanea
por radiacion solar y quimioproteccion con polifenoles. Concluye que:
La radiacion ultravioleta (UV) tanto procedente del sol como de fuentes artificiales
es potencialmente nociva para los organismos a varios niveles. En humanos, la
radiacién UVB (longitud de onda = 280-315 nm) es responsable de la produccion de
eritema actinico, quemaduras solares y carcinogénesis ademas de estar directamente
relacionada con procesos de inmunosupresién mientras que la radiacion UVA
(longitud de onda=315-400 nm) es la responsable del bronceado inmediato de la piel,
del fotoenvejecimiento y la fotosensibilizacién cutdnea. La radiacion UVA es capaz

de reaccionar con moléculas de oxigeno para dar lugar a oxigeno singlete y anién



superoxido, capaces ambos de inducir lesiones de las membranas celulares,

desnaturalizacién proteica y roturas en los enlaces de ADN',

Lopez Luengo (2007). Fitocosmética solar. Sostiene que:

Hay una amplia gama de productos para la proteccion ante la exposicién solar
elaborados con extractos vegetales con propiedades hidratantes, emolientes,
refrescantes, antiinflamatorias y epitelizantes. Normalmente, en estos cosméticos se
asocian diferentes plantas para aprovechar las diferentes propiedades de cada una.
Asi, para aliviar la inflamacién de una zona cutinea que presenta un eritema, se
puede recurrir a extractos vegetales con propiedades antiinflamatorias, generalmente
por la presencia de flavonoides *°.

Morales-Molina et al. Quemaduras solares: fotoproteccién y tratamiento.
Concluye que: Las medidas protectoras a emplear, son permanecer resguardado de la
exposicion a las radiaciones ultravioletas, las personas con fotoenvejecimiento
sustancial deberian examinarse periddicamente de la presencia de queratosis actinica
y cancer de piel. Pese a que el tratamiento mas efectivo frente a las quemaduras
solares es la prevencion se ha suscitado controversia sobre el uso de los
fotoprotectores, los datos disponibles no sugieren que los fotoprotectores
incrementen el riesgo de melanoma. Conviene minimizar la exposicién a las
radiaciones solares en las horas de méxima incidencia de radiaciones ultravioletas
(12-16 horas), no hay evidencias de que los fotoprotectores mas caros sean los mdas
efectivos, por lo que segiin recomienda la FDA parece aconsejable generalizar la
utilizacién de FPS > 15, precisando una mayor proteccion aquellos pacientes con

factores de riesgo. Variables como la edad, embarazo, afecciones cardiovasculares,



estado general, asi como localizacion, profundidad, superficie o extension de la
misma deberian ser tenidas en cuenta a la hora de evaluar la gravedad y morbilidad

potencialmente derivables de una quemadura solar 6.

Concepcion et al (2001). Evaluacion de extractos de algas marinas, con

actividad antioxidante y reorganizadora de la fibra coldgena. Concluyen en lo
siguiente:
En los fendmenos de envejecimiento de la piel, intervienen los procesos de
degradacion de las fibras colagenas y de las fibras elasticas. Estos procesos se
aceleran en caso de un severo fotoenvejecimiento, pues la accién de los rayos UV
afecta el funcionamiento de los fibroblastos, células productoras de estas fibras!”.

Batista er al (2009). Las algas marinas como fuentes de fitofarmacos
antioxidantes. Concluyeron en lo siguiente:

Cuando se analiza la actividad antioxidante de un extracto crudo, que pudiera ser
explicada por la presencia de una o varias moléculas, a su vez pudiera existir un

posible efecto cooperativo o sinérgico entre ellas’s.

Vidotti, E. y Rollemberg, M. (2004). Algas verdes como fuente de
metabolitos bioactivos. Afirman lo siguiente:
Las algas verdes pertenecientes a las familias Codiaceae, Udoteaceae y
Caulerpaceae, constituye un grupo de macroalgas de gran interés farmacologico
caracterizados por contener pigmentos de clorofila a y b, - carotenos y xantofilas;
ademds, de ser ricas en acido acrilico, aldehidos, aminodacidos, flavonoides y

terpenoides. Tienen efectos: anticancerigenos, antivirales, antimalarico,



antioxidantes, antifingico, anticoagulantes, antibacterianos, antiinflamatoria, efectos

inmunosupresores, entre otros™”.

4.2. DEFINICIONES:

4.2.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA PIEL

42.1.1. ANATOMIA DE LA PIEL

La piel es un 6rgano de proteccion que recubre toda la superficie exterior de nuestro
cuerpo. Presenta cuatro capas: la epidermis (la capa més externa), la dermis y la
hipodermis %°

LA EPIDERMIS:

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

La funcidn base de los keratinocitos consiste en la division y diferenciacion 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 estd 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 estd compuesta de las células recién
creadas. Son de forma cilindrica con un nicleo alargado. Estas células son unidas a

la membrana basal por pequefias protuberancias, los hemidesmosomas. Las células



basales se 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 nimero variable
de capas: de 3 a 4 en los ojos y de 10 a 20 en las palmas. Estas células son
poligonales y tienen un niicleo 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 lucida: Esta capa no siempre estd 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 funcion protectora importante. Esto significa que las
sustancias toxicas, alérgenos y microorganismos son bloqueados en este nivel y no
pueden penetrar en el cuerpo -2,

Las células dendriticas, en su citoplasma forma brazos o dendritos que van entre los

Keratinocitos %2.

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 sélida de la dermis y esta

compuesto por coldgeno y fibras de elastina. La dermis contiene células, fibras,



sustancia intermedia, vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervios, fibras musculares y
anexos de la piel®.

LA HIPODERMIS:

Contiene numerosos 16bulos bien desarrollados de grasa, de hecho como un tipo de

cojin para proteger al érgano en la parte ms basal contra agresiones externasZ’.

42.1.2. FISIOLOGIA DE LA PIEL.

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.

Se pueden distinguir tres funciones importantes de la piel:

e Proteccion

e Termorregulacion
e Organo sensorial %,

4.2.1.2.1. PROTECCION:

Entre estas existen:

PROTECCION MECANICA:

Esta proteccion es resultado de la anatomia de la piel:

La epidermis estd formada de células localizadas firmemente y es cubierta por una

capa cornea, la cual estd formada por una capa de keratina. La Keratina es una
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proteina compleja la cual forma fibras, que forman caminos especificos: éstos son
casi perpendiculares a la capa dermo-epidérmica, pero cerca de la superficie ellos
corren practicamente paralelos a la superficie de la piel. El grosor de la capa cérnea
también juega un rol de proteccion.

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

La hipodermis contiene bastantes 16bulos bien desarrollados de grasa, de hecho
como un tipo de cojin para proteger al érgano en la parte mas basal contra agresiones

del exterior %°.

PROTECCION CONTRA LA RADIACION ULTRAVIOLETA:

Los rayos ultravioletas son daiiinos. Ellos dafian al nticleo 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
tienen dendritos los cuales penetran entre los keratinocitos y los tatian con el
pigmento melanina 6.

La melanina es sintetizada en el melanocito, comenzando de la amina 4cido tirosina,
bajo la influencia de la enzima Ilamada 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 niimero es constante en

todas las razas %’.
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Cuando nosotros exponemos la piel a un bafio 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 pigmentacion no es resultado de un incremento de la sintesis de melanina, pero
si de una estimulacién del llamado “tatuaje de keratinocitos”.

La pigmentacion atrasada, tiene lugar aproximadamente 48 horas después de la
exposicion a la radiacion 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 marrén absorberd los rayos UV, reduciendo asi

significativamente el dafio de los rayos UV 2,

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™)

localizaréan, atacaran y tratan de neutralizar a los atacantes %°,

42.1.22. TERMORREGULACION:

La homeotermia, el mantenimiento de una temperatura constante en el cuerpo, esta
asegurada por las glandulas sudoriparas ecrinas, los 16bulos 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
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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 3!,

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

el calor 2.

4.2.1.2.3. ORGANO SENSORIAL:

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 corpiisculos de Vater-
Pacini (sensaciones de presion y vibracion), los corptisculos de Meissner (sensacion

de tacto). Las fibras nerviosas nos dan sensaciones de tacto, presion, frio, calor, y

dolor 3,

La piel es un drgano 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 corptsculos de Vater-
Pacini (sensaciones de presion y vibracion), lbs corpisculos de Meissner (sensacion

de tacto). Las fibras nerviosas dan sensaciones de tacto, presion, frio, calor, y dolor

33
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4.2.2. RADIACION:

El sol proporciona un cierto niimero de radiaciones 1lamadas radiaciones actinicas.
No todas llegan al suelo. Las radiaciones que recibimos se distribuyen de la siguiente
manera:

Los UV C y las longitudes de onda més cortas son retenidos por la capa de ozono.
Sélo llegan a nivel del suelo alrededor del 2%.

Los UV Ay B representan alrededor del 12% de las radiaciones actinicas incidentes.
Este tipo de longitudes causan en la piel un dafio 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 radiacién visible hasta 515nm 3,
El 70% de la radiacién UVB es absorbida por el estrato corneo de la epidermis, a
diferencia de la radiacién UVA que es absorbida entre el 70-80% por células de la

dermis y melanocitos de la epidermis basal'>.

Fig. N° 1. Radiaciones electromagnéticas emitidas por el sol.
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4.2.2.1. 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 penetracion es funcion de la longitud de onda de las distintas radiaciones.
e Cuanto mayor es la longitud de onda de una radiacién, 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 *.

4.2.3.DANO SOLAR:
Los parametros fotobiolégicos precedentes, son determinantes de tipo, intensidad y
trascendencia del dafio actinico resultante:
UVB (290-320 nm):
¢ Quemadura (eritema) solar.
e Inmunosupresion.
e Cénceres cutaneos.
e Dermatosis actinica en pieles fotosensibles.
¢ Reacciones fototoxicas y fotoalérgicas.
UVA (320-400 nm):
e Fotoenvejecimiento cutaneo.

e Inmunosupresion.
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e (Canceres cutaneos.

e C(Cataratas.

e Reacciones fototéxicas y fotoalérgicas.

e Dermatosis actinicas en pieles fotosensibles.

e Daiio aditivo al producido por UV-B especialmente por UVA 11

UV-B (280-320 nm)  yv.A (320-400 nm)
EPIDERMIS ‘
S
('
DERMIS
HIPODERMIS t g

Figura N° 2: Penetracion de radiacion ultravioleta en la piel

Las personas que trabajan en ambientes cubiertos; reciben el 3% de la radiacioén
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 inmunologicas; y aquellos que solo se
manifiestan después de muchos afios de exposiciones solares exageradas y reiteradas:

fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis 3.
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4.2.4.INFLAMACION:
La exposicion a la luz UV origina inflamacién la cual puede ser aguda por
exposicion brusca en una piel no adaptada o bien por exposiciones repetidas se
provoca una inflamacion crénica. La radiacion ultravioleta estimula la inflamacién
por 3 mecanismos:

o Induce liberacion de 6xido nitrico.

o Estimula la liberacion de neuropéptidos.

e Estimula la proliferacién y queratinizacion®,

4.2.5. ALTERACIONES INMUNOLOGICAS
La exposicion de la piel a UV-B causa una disminucién de la respuesta inmune
celular en el sitio irradiado. Sin embargo si se incrementan las dosis, es también
posible observar alteraciones sistémicas.
Experimentalmente se alteran 2 tipos de respuestas inmunoldgicas:
e La respuesta de hipersensibilidad retardada, por alteracién de la presentacion
de antigenos por las células de Langerhans.
e La respuesta de rechazo de tumores malignos antigénicos inducidos por luz
UVv.
La UVA I inhibe el niimero y la migracion de las células de Langerhans, provoca
tolerancia de los linfocitos T "helper" (CD4+), inhibe 1a produccion de interferén (y
disminuye la produccion de moléculas de adhesion (ICAM-1) por el queratinocito,

entre otros cambios !.
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Figura N° 3: Fotoenvejecimiento

4.2.6. FOTOENVEJECIMIENTO (HELIODERMIA):

Este término comprende los cambios clinicos y microscépicos de la piel foto
expuesta cronicamente. Tiene fendmenos propios, clinicos e histolégicos que
permiten diferenciarlo del envejecimiento fisioldgico. Clinicamente se encuentran
arrugas superficiales y profundas, surcos, piel engrosada, manchas pigmentarias,
coloracién amarillenta o cetrina, laxitud, telangiectasias. Histoldgicamente, el sello
del fotoenvejecimiento est4d dado por la elastosis de 1a dermis debido a un proceso

degenerativo de la fibra elastica propio del dafio por luz UV 35%,

4.2.7. 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 céncer de piel destacan:

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

e Asociacion con la cantidad de exposicidn solar.

e Asociacion con la intensidad de la exposicion solar.

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

o 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 afios (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 alteracion de

los mecanismos de reparacién de la piel* 6.
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Figura 4: La Fotocarcinogénesis: Resume los principales factores en la fotocarcinogénesis.
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4.2.8. 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:
e Enrojecimiento de la piel.
¢ Edema.
e Vesiculacion.
e Dolor.
o Formacion de ampollas.
e Necrosis, costras.
e Pigmentacion desigual
Las alteraciones microscopicas son:
A nivel epidérmico:
e Edema intracelular.
e Vacuolizacién e hinchamiento de los melanocitos.
e Queratinocitos disquertdsicos.

e Migracion de células Langerhans.
A nivel dérmico:

¢ Edema intersticial.
e Hinchamiento de las células endoteliales.

¢ Edema perivascular.
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e Degranulacion y pérdida de mastocitos.

e Infiltracién de polimorfosnucleados y monocitos *”.
En los ultimos afios, numerosos estudios han incidido en el posible uso de
antioxidantes bioldgicos, adecuadamente formulados, para su aplicacioén topica con
fines protectores o reparadores 3% %,
Miller et al. 1 , hace més de 10 afios, demostraron que la agresion del UV a la piel
humana incrementaba de forma evidente la sintesis de Prostaglandina E2 (PGE2),
utilizando para ello una via metabélica que dependia de la actividad tirosinacinasa®.
Diversos autores, como Buckman et al. Comprobaron que la pie] humana expuesta a
la radiacion UV estimulaba la expresion 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 Oxido Nitrico (NO) actan como segundos mensajeros de la agresion
UV al epitelio cutdneo humano, y son los principales responsables de que se
desencadene un proceso inflamatorio implicado en la respuesta eritematdgena de la
piel 42,

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 bioldgicos, adecuadamente

formulados, para su aplicacién tépica con fines protectores o reparadores 3.
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4.2.9. PROTECTORES SOLARES.

Son substancias de aplicacion tépica que reducen los efectos de la radiacion
UV absorbiendo, reflejando o desviando los rayos. Usualmente las preparaciones
farmacéuticas contienen una mezcla de estas sustancias para proteger de la
radicacion solar en un espectro amplio. Estas preparaciones podemos clasificarlas: en
filtros quimicos y filtros fisicos.
4.2.9.1. FILTROS QUIMICOS

Los filtros quimicos absorben fotones de luz ultravioleta en diferente dmbito
de longitud de onda. Generalmente se absorben en la piel y no son visibles. Ejemplos
de estos quimicos son el 4cido para- Aminobenzoico (PABA) y sus ésteres padimate
A, padimate O, las benzofenonas como la oxibenzona y la dioxibenzona, cinnamatos,
salicilatos, anthralinatos, acrilatos. Algunos filtros son tan selectivos que se pueden
clasificar en protectores UVA o UVB. Por esto generalmente se debe mezclar varias
substancias para proteger en el &mbito UVB y UVA 4.
4.2.9.2. BLOQUEADORES (ALGUNOS SON FILTROS TAMBIEN) FISICOS

Los filtros fisicos y bloqueadores bloquean fisicamente el paso de los fotones
o los reflejan. Usualmente son preparaciones opacas que contienen didéxido de
titanio, oxido de zinc, talco, caolin, cloruro férrico e ictamnol. Actualmente la
opacidad est4 disminuyendo con el uso de preparaciones micronizadas. No debemos
olvidar que el vehiculo de la preparacion es muy importante y de él dependen
caracteristicas como resistencia al agua, sabor, capacidad de irritar, o sensibilizar las

mucosas, €l olor, etc 44,
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Los filtros y bloqueadores que originalmente fueron considerados cosméticos
ahora se les considera drogas porque protegen la estructura y funcién de la piel. La
mayoria de los filtros absorben o bloquean la UVB en alguna medida, pero pocos son

capaces de absorber o bloquear la UVA y si lo hacen es solo en forma parcial 4.

Este factor debe ser tomado en cuenta cuando se prescribe un producto pues
podemos dejar parcialmente protegido a nuestro paciente. Segin la capacidad que los
filtros y bloqueadores tengan de protegernos de la luz UVB se les asigna una
potencia de proteccion solar (SPF). Este factor se calcula teniendo en cuenta la dosis
de radiaciéon UVB minima capaz de producir eritema en la piel y ha sido utilizado
por la U. S. Food and Drug Administration (FDA) desde 1978. Un filtro que tenga un

SPF 15, nos protege de la luz UVB 15 veces m4s que cuando no lo utilizamos*.

La piel normalmente se protege de la luz UV o produce melanina y por el
grosor de estrato corneo (capa més superficial). La piel de los seres humanos se
clasifica seglin el color y la capacidad de producir enrojecimiento y quemaduras.
Entre més melanina (m4s oscura) tenga la piel y mas gruesa sea, mas tolera la luz UV
sin quemarse. Un individuo muy blanco cuando se expone al sol, se broncea poco y
se quema f4cil. Pero un individuo de piel oscura se broncea mucho y casi no se

quema?.

Con base en la tolerancia a la radiacion UV la piel se ha clasificado en 6 tipos.

La piel de tipo I, cuando se expone al sol, siempre se quema en forma severa
y no adquiere bronceado.

e La piel tipo II, se quema en forma severa y adquiere poco bronceado.
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e La piel tipo II, se quema y se broncea moderadamente.
e La piel tipo IV, se quema poco y se broncea facilmente.
e La piel tipo V, rara vez se quema y siempre se broncea

e La piel tipo VI, nunca se quema®,

Varias organizaciones en el mundo entre ellas, la Academia Americana de
dermatologia (AAD de sus siglas en inglés), Centers for Disease Control and
Prevention (CDC de sus siglas en inglés) han sugerido medidas para la proteccion de
los rayos solares. La forma mas préctica de protegerse del sol es usando ropa
adecuada: pantalones, camisas (de material denso y seco) y sombrero. La ropa de
algodon se considera que posee un factor de proteccion solar (SPF de sus siglas en
inglés) de 8. A los nifios menores de seis meses de edad se recomienda protegerlos
con ropas adecuadas y no usar bloqueadores solares. Debemos evitar exponernos al

sol en horas en que hay mucha radiacién *’.

En el Perd el 5 de noviembre del 2013, se ha establecido la ley N° 30102 que regula
las diversas medidas preventivas contra los efectos nocivos para la salud por la

exposicion prolongada a radiacién solar 4.

Asimismo la Direccién General de Medicamentos, Insumos y Drogas (Digemid)
recomendd a la poblacion aplicarse inicamente bloqueadores de calidad estos deben
de aplicarse cada dos horas El jefe del equipo de Atencién Farmacéutica de la
Digemid, Aldo Alvarez Risco, sugirié que los bloqueadores deben aplicarse media
hora antes de la exposicion al Sol y repetir la accion cada dos horas, pues el agua y la

sudoracion lo eliminan #°.
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5. GENERALIDADES

5.1. DESCRIPCION MORFOLOGICA DEL GENERO “CAULERPA”

Caulerpa es un género que se incluyen dentro de las algas verdes, de la
Familia Caulerpaceae, El término proviene del griego, de caulos (tallo) y erpo (yo
repto).

En el género Caulerpa se observa diversos organos (rizoides, cauloides y
filoides), se caracteriza por presentar talo de organizacion sifonal (normalmente no
hay tabiques separando células), y talo seudoparenquimético formado por sifones
cilindricos gruesos y otros anchos de aspecto laminar cuyas paredes estan conectadas
internamente por trabéculas de xilano. Su pared celular conteniendo diversos
polisacaridos (con variaciones dentro del ciclo biolégico): xilano, celulosa, manano y
glucano. Ademds presenta reproduccion asexual con zoosporas estefanocontas. Es

capaz de crecer hasta una longitud de sesenta o cien centimetros .

5.2. HABITAT Y UBICACION GEOGRAFICA DE LA ESPECIE Caulerpa
filiformis (Suhr) Hering
Las especies marinas Caulerpa filiformis (Suhr) Hering'y Caulerpa racemosa
constituyen las dos finicas especies de nuestra flora marina representantes del género
Caulerpa, siendo la primera la mas frecuente y conspicua. El area de distribucion de
Caulerpa filiformis es global tropical a subtropical en el Peri es como sigue: Islas
Lobos de Afuera (Lambayeque), Sechura, Matacaballo, Parachique, Paita y Mancora

(Piura) L.
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Caulerpa filiformis es comin en el norte del Per(. A nivel mundial ha sido
registrada en las costas este y oeste de Sudafrica, India Subcontinental e India
Ocednica™.

Su gran abundancia se debe al tipo de reproduccion (asexual) del género. Ademas,
cuando el alga es arrancada, cada uno de los fragmentos puede readherirse al sustrato

y regenerar en una nueva planta. Crece hasta los 20 m de profundidad, dependiendo

de la claridad de las aguas y disponibilidad de luz 33.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. ESTUDIO FITOQUIMICO:

6.1.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

>

>

MATERIALES

Material biologico:

Alga Marina Caulerpa filiformis (Suhr) Hering
Material de campo:

02 Madejas de hilo de cordel.

05 Bolsas grandes herméticas.

04 Bolsas de viaje.

02 Tinas.

20 Jaulas metalicas.

02 Cuadernillo de apuntes.

05 Tijeras.

20 Papeles Kraf.

Materiales de laboratorio:

06 Baguetas simples.

02 Cocinas.

02 Rejillas de asbesto.

03 Soportes universales.

01 Probeta de 10 ml, 50 ml ,100 y 500 ml Pirex.
01 Beaker de 5, 10, 50 y 1000 ml.

01 Pipetade 1 ml, 5 ml y 10 ml.

05 Embudos Pirex.
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02 Pinzas metalicas.

02 Porta embudos

02 Balones de fondo redondo.
02 Lunas de reloj.

06 Frascos grandes de vidrio de diferentes capacidades.
03 Espatulas metalicas.

10 Tubos de ensayo.

01 Placa escavada.

01 Pera de bromo.
EQUIPOS:

Cocina MIRAY.

Evaporador rotatorio HEIDOLPH LABORATORA 4000.
REACTIVOS:

Etanol 96°.

Agua desionizada.
Diclorometano.

Acetato de Etilo.

Eter de petroleo.

Acetato de etilo.

Acido clorhidrico.

Acido sulfiirico.

Alcohol 96°.

Alcohol isoamilico.

Cloruro férrico.
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- Diclorometano.

- Gelatina.

- Gelatina incolora.

- Hidréxido de amonio.

- Hidroéxido de sodio.

- Limaduras de magnesio.
- Metanol.

- n-Hexano.

- Ninhidrina.

- Reactivo de Dragendorff.
- Reactivo de Kedde.

- Reactivo de Mayer.

- Reactivo de Wagner.

6.1.2. METODOS:
6.1.2.1, RECOLECCION, SELECCION, SECADO Y CONSERVACION DE LA

MUESTRA.

Caulerpa filiformis (Suhr) Hering fue recolectada en el balneario el Chaco,
playa que se encuentra en el distrito de Paracas, en la provincia de Pisco,
departamento Ica. Posteriormente se transporté para su secado a la ciudad de Ica>*

Parte de la muestra fue separada y debidamente tratada, para su clasificacion
taxonémica en el Museo de Historia Natural. Posteriormente se selecciond las algas

en buen estado, separando manualmente las deterioradas, manchadas o
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contaminadas. Para luego secarlas por un periodo de 30 dias, obteniéndose

aproximadamente 10 Kg de alga seca >°.

6.1.2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA.

Como resultado de la Clasificacion Taxondémica segun El sistema
Clasificacion de Guiry, M. D. & Guiry, G. M. (2014) y determinado por el Blgo.
Mario Benavente Palacios, la muestra vegetal tiene la siguiente posicion

taxonOmica.

DIVISION: CHLOROPHYTA

CLASE: ULVOPHYCEAE

ORDEN: BRYOPSIDALES

FAMILIA: CAULERPACEAE

GENERO: Caulerpa

ESPECIE: Caulerpa filiformis (Suhr) Hering.

Nombre vulgar: “Caulerpa”.

6.1.2.3. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO.

El extracto etandlico se obtuvo a partir del alga seca y triturada. Se macer6,
en un envase de vidrio opaco de 4 000 mL, (se colocaron 150 g del alga seca y 3 000
mL de etanol de 96°) por 14 dias, posteriormente se filtré y se llevo a concentrar a
un Evaporador rotatorio BUCHI hasta sequedad a temperatura no mayor a 40° C. Se
obtuvo 60 g de extracto seco de color verde oscuro, éste extracto fue utilizado en: la

marcha fitoquimica, el ensayo de solubilidad, y en la formulacién del gel >°.
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6.1.2.4, SCREENING FITOQUIMICO.

Consiste en la extraccién de metabolitos secundarios con solventes
apropiados y la aplicacién de las reacciones de coloracion y precipitacion, que
permite determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes
quimicos presentes en el extracto.

Para la determinacion cualitativa de los principales grupos de constituyentes
quimicos presentes en el extracto, se realizé una marcha fitoquimica con solventes
apropiados y la aplicacion de reacciones de coloracion, obteniéndose 6 fracciones

denominadas A, B,C,D,E yF.

6.1.2.5. OBTENCION DE FRACCIONES.

A partir de extracto etandlico obtenido se separa la fraccion A, aproximadamente 2 g
para efectuar las reacciones e identificacion y el resto se extrae con HCL al 1%, se
ﬁitra y se obtiene dos partes:

6.1.2.5.1. INSOLUBLE:

Se lava hasta pH neutro con agua destilada seguidamente se disolvié con 5 ml de
diclorometano, se secé con sulfato de sodio anhidro, se filtrd, este filtrado constituye
la FRACCION B.

6.1.2.5.2. SOLUCION ACIDA:

Se filtrd y se alcalinizé con amoniaco y se extrajo con diclorometano obteniéndose 2

fases:
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e Fase Diclorometanica: Se lavé con 10 ml de agua destilada luego la fase
diclorometanica se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra obteniéndose
la FRACCION C.

o Fase Acuosa: Se satur6 con 5 g de sulfato de sodio anhidro y se extrajo con
diclorometano: etanol (3:2). Obteniéndose 2 fases:

- Fase organica (diclorometanicaetandlica): Se lav6 con solucién de sulfato de
sodio anhidro reuniendo las fases acuosas, seguidamente la fase orgénica se
deshidratd con un gramo de sulfato de sodio anhidro, se filtra, y esto
constituye la FRACCION D.

- Fase acuosa: A esta se adiciono a los residuos acuosos obtenidos del lavado

de la fase orgéanica esto constituye la FRACCION E.

6.1.2.6. DETECCION DE GRUPOS FUNCIONALES Y METABOLITOS

SECUNDARIOS.

Separadas las fracciones se procedié a realizar sobre estas reacciones de
coloracion o precipitacion para identificar grupos funcionales y metabolitos
secundario.

> FRACCION A

Deteccion de Taninos:

Reaccion de Gelatina- sal.- Se vierte 0,5 mL de extracto sobre 5 mL de solucion
de NaCl 5%, gelatina 1% y gelatina-sal la precipitacion con este Gltimo reactivo
o con ambos el 1° y 2° es indicativo de la presencia de taninos, si solamente

ocurre con el 1°, podria ser un falso positivo.
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Reaccién de Cloruro Férrico.- En un tubo de ensayo se colocé 0.5 mL de la
Fraccion A y se le agreg6 una gota de solucion acuosa de FeCl3 1%.
La reaccién es positiva cuando aparecen colores azul-negro, verde o azul
verdoso.
Deteccion de Aminoacidos:
Reaccion de Ninhidrina.- Sobre tiras de papel de filtro se coloca con una pipeta
capilar:

- Una gota de Fraccion A + una gota del reactivo Ninhidrina al 2%.

- Blanco: Solucién etanélica de ninhidrina al 2%.

- Testigo: una gota de solucion de metionina 5%.
Luego del secado a temperatura ambiente las tiras de papel se colocan en la
estufa a 110 - 120°C hasta la aparicion de un color en el blanco. Se compara con
la mancha azul violacea de la solucién testigo.
La reaccion es positiva si el papel de la muestra presenta un color azul violaceo.
Deteccion de Flavenoides:
Reaccién de Shinoda.- En una placa se vertieron 3 gotas de la Fraccion A, 5
limaduras de Mg, y 2 gotas de HCI concentrado.
La reaccién es positiva cuando aparecen tonos de color rojo, anaranjado y
violeta.
»  FRACCIONB
Deteccion de Triterpenoides y/o Esteroides:
Reaccion de' Liebermann Burchard: Sobre 1 mL de la Fraccién se vertieron 5
gotas de 4cido acético y 3 mL de anhidrido acético/acido sulfurico (50:1).

La reaccion es positiva si aparecen colores verde, azul verdoso (vias rojo o azul).
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Deteccion de Antraquinonas:

Reaccion de Borntriiger.- Sobre el resto de la Fraccion B se agregan 5 mL de
NaOH 5% y se agita suavemente.

La reaccidn es positiva si la fase acuosa toma un color rojo.
»  FRACCIONC

Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:

Reaccion de Liebermann Burchard

Deteccion de Cardendlidos:

Reaccion de Kedde.- Solucion A: acido 3,5-dinitrobenzoico 2% en metanol. B:
Hidréxido de potasio 5.7% en agua. Mezclar a + b, volimenes iguales esto
constituye el reactivo (R).

Colocar en un tubo de ensayo 1mg de muestra + 2 gotas del reactivo.

Si la reaccidn es positiva se formaré un color parpura o violaceo.

Deteccion de Alcaloides:

El resto de la Fraccion C se evapora a sequedad y luego se agrega 2 mL de HCI
1%, filtrar. Se realizan las reacciones de precipitacion, de Dragendorff, Mayer,
Hager, Wagner.

La reaccion es positiva si aparece un precipitado.
> FRACCION D
Se evapord a sequedad y luego se agregd 2,5 mL de etanol, efectuidndose las
siguientes reacciones:

Deteccion de Flavonoides: Reaccion de Shinoda

Deteccion de Leucoantocianidinas y catequinas:
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Reaccion de Rosenheim.- A 0,2 mL de la Fraccion D se agregd 0,1 mL de HCI
concentrado, se calienta durante 10 minutos a 100°C, se enfria y se adiciona 2
mL de agua y 0,4 mL de alcohol amilico, agitar y observar el color en la fase
amilica.

La reaccion se considera positiva si aparece un color que va desde el rosado
débil hasta carmesi oscuro.

Si es rojo indica presencia de antocianidinas. Si es marrén indica presencia de
catequinas.

Deteccion de Cardenolidos:

Reaccién de Kedde

Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:

Reaccion de Liebermann Burchard.

Deteccion de Alcaloides:

Reaccion de Mayer, Dragendorff, Hager y Wagner
» FRACCION E

Deteccion de Flavonoides:

Reaccion de Shinoda.

Deteccion de Leucoantocianidinas:

Reaccion de Rosenheim
» FRACCIONF

Deteccion de Saponinas:

Prueba de espumas *’.
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6.2. ESTUDIO FARMACOTECNICO
6.2.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:
> MATERIALES
e Materiales de laboratorio:
- 06 Baguetas simples.
- 01 Probeta de 10 ml, 50 ml,100 y 500 ml Pirex.
- 0l Beakerde 5, 10, 50 y 1000 ml.
- 0l Pipetade 1 ml, 5 ml y 10 ml.
- 04 Morteros y pilén.
- 10 Tubos de ensayo.
- 01 Gradilla para tubos de ensayo.
e Excipientes:
- Carbopol 940.
- Metilparabeno.
- Propilparabeno.
- Glicerina.
- Trietanolamina.

- Propilenglicol.

> EQUIPOS:

- Balanza Analitica METTLER TOLEDO.

- Cocina MIRAY.
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» REACTIVOS QUIMICOS:
- Etanol 96°.

- Agua desionizada.

» OTROS:

- 30 envase pote para 100 cc con tapa rosca

6.2.2.PRE FORMULACION DEL GEL FOTOPROTECTOR:

6.2.2.1, ENSAYO DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO
DEL ALGA MARINA.

Se realizaron los ensayos de solubilidad del extracto en excipientes que se

emplearian en el proceso de elaboracion del gel, sirviéndonos de criterio para la

eleccion del excipiente adecuado, permitiendo su incorporacién durante la

elaboracion del gel.
Esta prueba se realizd de la siguiente manera:

- Secolocd 2 mL de glicerina, alcohol, propilenglicol y agua desionizada en
cada uno de los tubos de ensayo.

- Se procedi6 a pesar 0.1 g del extracto etandlico del alga marina y se colocd
en cada tubo de ensayo.

- Se realizaron agitaciones contantes y se registro el grado de solubilidad

observado %%,
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6.2.3.FORMULACION DEL GEL FOTOPROTECTOR AL 2.5%, 5%, 10%, 20%
» FORMULA®:
- Carbopol 5%

- Trietanolamina (TEA) 1%

- Glicerina liquida 6%
- Propilparabeno 0.005%
- Metilparabeno 0.005%
- Extracto etandlico X%

- AguaDesionizadac.s.p. 100 mL
» PROCEDIMIENTO

- En un vaso precipitado se calent6 agua desionizada a 80°C e incorporamos
propilparabeno y metilparabeno, se agitd6 hasta completa disolucion y se
enfrio hasta temperatura ambiente.

- Afladimos Carbopol 940 y agitamos contantemente hasta la formacién de un
gel homogéneo. - Adicionamos la trietanolamina gota a gota hasta que el
preparado adquiera consistencia del gel.

- Seguidamente incorporamos el extracto a base del alga marina “Caulerpa
filiformis (Suhr) Hering” y agitamos lentamente hasta conseguir un gel
homogéneo.

- Finalmente colocamos el gel en envases de plastico, estos deben estar

debidamente rotulados 6162,
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6.3. CONTROL DE CALIDAD DEL GEL FOTOPROTECTOR.
6.3.1.MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

> MATERIALES

e Materiales de laboratorio:

- 03 Baguetas simples.

- 01 Probeta de 10 ml, 50 m1,100 y 500 ml Pirex.

- 01 Beaker de 5, 10, 50 y 1000 ml.

- 30 placas Petri

- 02 Placas de vidrio 20 x 20 cm

» EQUIPOS:

- Balanza Analitica METTLER TOLEDO.
- Viscosimetro BROKFIELD.

- pHmetro METTLER TOLEDO

- Contador de Colonias HELLIGE.

- Autoclave GREET MED MODELO YX -280 D.
- Estufa BOEKEL.

- Mechero BUNSEN.

» MEDIOS DE CULTIVO

- Agar Soya Caseina

- Agar Sabouraud Dextrosa

- Caldo MacConkey (CMcC).

- Agar MacConkey.

- Caldo Soya Caseina (CSC)
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- Agar Cetrimide

- Agar Manitol Sal

» REACTIVOS QUIMICOS:
- Agua desionizada.

- Buffer fosfato pH 7,2

6.3.2.ENSAYOS ORGANOLEPTICOS:

Son procedimientos utilizados para evaluar las caracteristicas de un producto
detectable por los 6rganos de los sentidos: aspecto, color, olor, gusto y tacto, siendo
estas suigeneris de alga marina.

Aspecto: Se observo visualmente si la muestra en estudio presento cambio en la
separacion de fases, precipitaciones, nubosidad, etc.

Olor: Se utilizd una tira para introducirla en un extremo de la muestra, luego
retiramos el papel para percibir el olor presente en el gel.

Color: Se tom6 una pequefia cantidad del gel en una luna de reloj limpio y seco, para
luego registrar el color observado. %3,

Estas cualidades organolépticas fueron medidas a las 24 horas, 7, 15, 30 dias, desde

su preparacion.

6.3.3.ENSAYOS FISICOQUIMICOS.
6.3.3.1. EXTENSIBILIDAD:
Bajo de denominaciéon de extensién o extensibilidad de un gel se entiende su

capacidad para ser aplicado y distribuido en la piel.
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Este método consiste en valorar el indice de extensibilidad, basandose en el aumento
de la superficie de una determinada cantidad de muestra al ser sometida,
progresivamente, a presiones crecientes a iguales intervalos de tiempo, aunque el
area de extensibilidad no se describe como ensayo oficial, permite estimar la
consistencia en semis6lidos .
Procedimiento:
- Colocar la placa inferior de vidrio (20 x 20 cm) sobre una hoja de papel
milimetrado.
Trazar las diagonales.
- Colocar 0.2 g+ 0.01 g de gel sobre el punto de interseccion.
- Pesar la placa de vidrio superior y poner la placa de vidrio sobre la
formulacion.
- Colocar las pesas en ¢l centro de la placa superior.
- Después de 1 minuto, medir el didmetro (cm) de la circunferencia o elipse
formada (diametro inicial), se tomaron los valores de los 8 radios formados.
E] area de extensibilidad (AE) se calcul6 segin la siguiente expresion:
AE=7* r?
Dénde:
r= radio promedio de las 8 mediciones (mm) ¢*.
6.3.3.2. DETERMINACION DE PH:
Se define el pH como el valor dado por un instrumento potenciométrico
(medidor de pH) apropiado, adecuadamente normalizado, capaz de reproducir

valores de pH de hasta 0,02 unidades de pH que emplea un electrodo indicador
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sensible a la actividad del i6n hidrégeno, el electrodo de vidrio y un electrodo de

referencia apropiado.

Procedimiento:
- Setomé 10g de gel, luego se coloc6 en un vaso de precipitado.
- Se sumergié el electrodo directamente dentro de la muestra, se espero Hasta
que la lectura se estabilice, para proceder a registrar el resultado.
- Previamente sel.ajust(’) el equipo con la solucion reguladora de pH.

- Se tomé medidas de pH por triplicado para cada concentracién .

6.3.3.3. DETERMINACION DE VISCOSIDAD:

La viscosidad es la resistencia que el producto ofrece a la deformacion o al
flujo, es una variable que caracteriza reoldgicamente un sistema. La evaluacion de
este parametro ayuda a determinar si un producto presenta la consistencia o fluidez
apropiada y puede indicar si la estabilidad es adecuada, es decir, indica el
comportamiento del producto a lo largo del tiempo 5,

Procedimiento:

- Se colocé 25g de la muestra en el viscosimetro de Brokfield a una
temperatura de 25°C £ 0.1°C, velocidad de 10 rpm y spin N° 4, durante 2
minutos.

- Finalmente se tomé el tiempo desde el punto de partida hasta la sefial

indicada en el viscosimetro Brookfield.

- Finalmente se registr6 el resultado en cP (Centipoice) ¢’.
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6.3.4. CONTROL MICROBIOLOGICO.

Estas pruebas se basan en la capacidad de determinar la presencia de
microorganismos a través del uso de medios de cultivo: nutritivos, de
enriquecimiento, seleccién y/o diferenciales, capaces de permitir su recuperacion a
partir de materias primas o productos no estéﬁies y/o de evidenciar ciertas
caracteristicas bioquimicas, producto del metabolismo de los diferentes

microorganismos a investigar.

6.3.4.1. PRUEBAS DE RECUENTO MICROBIANO:
RECUENTO TOTAL DE MICROORGANISMOS AEROBIOS (METODO DEL VACIADO EN
PLACA O SIEMBRA EN PROFUNDIDAD).

Procedimiento:

Transferir 10 g de la muestra y afiadirlos a un frasco de dilucion que

contiene 90 mL de buffer fosfato pH 7,2 estéril. Agitar el frasco

vigorosamente (25 veces) o hasta homogenizar. Rotular 107,

- Con una pipeta y con el uso de ias tiras indicadoras de pH determinar el pH
de la dilucién anterior. El mismo debe estar entre 6 y 8.

- Transferir con una pipeta estéril, 10 mL de la dilucién 10! a un frasco de
dilucién con 90 mL de buffer fosfato pH 7,2 estéril. Agitar y rotular 102,

- Con una pipeta estéril, transferir porciones de 1 mL de la dilucién 107 a

cada una de 2 placas de Petri estériles.
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- Con una pipeta estéril, transferir porciones de 1 mL de la dilucién 102 a
cada una de 2 placas de Petri estériles.

- Verter en cada una de las placas, 15 mL de Agar Soya Caseina, fundido y
enfriado a 45°C, mezclando cuidadosamente las muestras con el agar. Dejar

solidificar e incubar en posicién invertida a 32,5 = 2,5° C por 3 a 5 dias .

RECUENTO TOTAL DE HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS (MI:JTODO DEL
VACIADO EN PLACAS O SIEMBRA EN PROFUNDIDAD.
Procedimiento:
- Transferir 10 g de la muestra y afiadirlos a un frasco de dilucién que contiene
90 mL de buffer fosfato pH 7,2 estéril. Agitar el frasco vigorosamente (25
veces) o hasta homogenizar. Rotular 107
- Con una pipeta y con el uso de las tiras indicadoras de pH determinar el pH
de la diluci6n anterior. E1 mismo debe estar entre 6 y 8.
- Transferir con una pipeta estéril, 10 mL de la dilucién 10! a un frasco de
dilucién con 90 mL de buffer fosfato pH 7,2 estéril. Agitar y rotular 102,
- Con una pipeta estéril, transferir porciones de 1 mL de la dilucién 10! a cada
una de 2 placas de Petri estériles.
- Con una pipeta estéril, transferir porciones de 1 mL de la dilucién 102 a cada
una de 2 placas de Petri estériles.
- Verter en cada una de las placas, 15 mL de Agar Sabouraud Dextrosa,
fundido y enfriado a 45°C, mezclando cuidadosamente las muestras con el
agar. Dejar solidificar e incubar en posicion vertida a 32,5 +2,5° C por 5a 7

dias 8.
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6.3.4.2. PRUEBAS DE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS:

DETECCION DE Escherichia coli.

Procedimiento:

Transferir 10 g de la muestra y afiadirlos a un frasco de dilucion que contiene
90 mL de buffer fosfato pH 7,2 y agitar.

Determinar el pH de la dilucion anterior con el uso de una pipeta Pasteur y de
tiras indicadoras de pH. El mismo debe estar entre 6 y 8.

Transferir con una pipeta estéril, 10 mL de la mezcla anterior a un balén o
fiola que contiene 90 mL de Caldo Soya Caseina y agitar.

Incubar a 32,5 + 2,5° C por 18 a 24 horas.

Aislamiento de E. coli.:

Agitar la mezcla anterior (CSC) y transferir 1 mL a un balén o fiola con 100
mL de Caldo MacConkey (CMcC). Incubar a 42 - 44° C por 24 - 48 horas.
Agitar la mezcla incubada (CMcC) y con el uso del asa hacer un aislamiento
a partir del Caldo MacConkey a una placa con Agar MacConkey. Incubar a

32,5+2,5° C por 18 - 72 horas 65,

DETECCION DE Pseudomona aeruginosa.

Procedimiento:

Transferir 10 g de la muestra y afiadirlos a un frasco de dilucién que contiene

90 mL de buffer fosfato pH 7,2 y agitar.
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- Determinar el pH de la dilucion anterior con el uso de una pipeta Pasteur y de
tiras indicadoras de pH. El mismo debe estar entre 6 y 8.

- Transferir con una pipeta estéril, 10 mL de la mezcla anterior a un balén o
fiola que contiene 90 mL de Caldo Soya Caseina (CSC) y agitar.

- Incubar a 32,5+ 2,5° C por 18 a 24 horas.
Aislamiento de Pseudomonas aeruginosa:

- Agitar la mezcla incubada (CSC) y con el uso del asa hacer un aislamiento a

Agar Cetrimide. Incubar a 32,5 + 2,5° C por 18 - 72 horas 870,

DETECCION DE Staphylococcus aureus.
Procedimiento:
- Transferir 10 g de la muestra y afiadirlos a un frasco de dilucién que contiene
90 mL de buffer fosfato pH 7,2 y agitar.
- Deterrﬁinar el pH de la dilucién anterior con el uso de una pipeta Pasteur y de
tiras indicadoras de pH. El mismo debe estar entre 6 y 8.
- Transferir con una pipeta estéril, 10 mL de la mezcla anterior a un baldn o
fiola que contiene 90 mL de Caldo Soya Caseina (CSC) y agitar.
- Incubar a 32,5 £ 2,5° C por 18 a 24 horas.
Aislamiento de Staphylococcus aureus:
- Agitar la mezcla incubada (CSC) y mediante un asa hacer aislamiento a Agar

Manitol Sal. Incubar a 32,5 + 2,5° C por 18 - 72 horas .
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6.4. EVALUACION DEL EFECTO FOTOPROTECTOR:

MODELO BIOLOGICO DEL CENTRO DE HISTOTERAPIA

!

PLACENTARIA.

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

>

MATiL‘RIALES

Material biol6gico:

Ratones albinos cepa Balb/c
Matérial de campo:

20 J auias metalicas.

02 Cuédernillos de apuntes.
Materiales de laboratorio:

30 Frd%cos para muestras bioldgicas.
02 Camaras de vidrio.

EQUIPOS:

Cémaré de Bioseguridad.
Espectrofotémetro UNICO-UV 2100.
Balanzg Analitica METTLER TOLEDO.
REACTIVOS:

Formol al 10%.

PRODUCTOS COMERCIALES:

Crema depiladora Depilé®

Gel fotoprotector Bahamas®
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6.4.2. GRUPOS DE EXPERIMENTACION:

Se usaron 25 ratqnes albinos de la cepa Balb/C con un promedio de peso entre 24-
26g, obtenidos del Bioterio de la facultad de Medicina (UNMSM); se distribuy6 en 8
grupos experimlentales (cuadro 01), separados en jaulas independientes,
manteniéndose en condiciones estables de humedad, temperatura e iluminacién, y
fueron depilados con una crema depiladora Depilé® en el area del lomo del animal

. ., ... 7
de experimentacion 72 horas antes de iniciar el ensayo .

Cuadro 01: Distribucion de ratones albinos de cepa Balb/C en grupos para la

evaluacion biolégica.

Grupo A: Animales solo depilados. (No expuesto a radiacion UVC)

Grupo B: Animales sin aplicacion de producto alguno (Expuestos a radiaciéon UVC).

Grupo C: Animales con previa aplicacion topica del gel base (Expuestos a radiacion
uvaQ).

Grupo D: Animales con previa aplicacién topica del gel al 2.5%*(Expuestos a

radiaciéon UVC).

Grupo E: Animales con previa aplicacion topica del gel al 5%* (Expuestos a
radiacion UVC).

Grupo F: Animales con previa aplicacion tépica del gel al 10%* (Expuestos a

radiaciéon UVC).

Grupo G: Animales con previa aplicacién tépica del gel al 20%* (Expuestos a

radiacion UVC).

Grupo H: Animales con previa aplicacion topica fotoprotector comercial (expuesto
a radiaciéon UVC).

Fuente: Los autores / (*) Concentracion del gel a base del extracto etandlico del alga marina
:Caulerpa filiformis (Suhr) Hering
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6.4.3.METODO EXPERIMENTAL:

Se utilizé gel del extracto etandlico a concentraciones de 2.5% , 5% , 10% y 20% de
concentracion del extracto etandlico del alga marina; formulacion Gel base (es decir
exceptuando el extracto de la féormula) y el fotoprotector comercial Bahamas®, los
que fueron aplicados en el lomo del ratén en un drea de 2 mg/cm? , 30 minutos
antes de ser irradiado con la lampara UVC de 8.3 w a una distancia 30 cm por
encima del ratén, para una dosis mica de 23,4 j/cm?, recibiendo cada ratén una

radiacién 1,3 mW/cm? durante 30 minutos 7.

6.4.4. EVALUACION MACROSCOPICA:

Los animales de experimentacion fueron observados minuciosamente
inmediatamente después de transcurrir el tiempo de exposicion a la lampara UVC el
1°,2° 3°4°,5°6°y 7° dia, se evalud las caracteristicas y expresiones clinicas en la

piel de los ratones tomando como referencia una escala establecida’! (Cuadro 02).

Cuadro 02.-Escala numérica para la evaluacion clinica “Reacciones Cutaneas”

REACCIONES CUTANEAS™ PUNTAJE
Piel normal / ausencia de eritema 0

Eritema apenas perceptible

Eritema perceptible (leve)
Eritema (bien definido)

Eritema dérmico (moderado a grave)

Eritema intenso (rojo intenso, lesiones profundas)

Lesiones dérmicas cdstricas

N OV W B W N

Lesiones costro-descamativas

Fuente: Los autores
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6.4.5.EVALUACION HISTOPATOLOGICA:
Para la evaluacion histopatologica el 7° dia se tomaron lomos de los animales a fin de
73

procesar dichos tejidos por las técnicas clasicas de hematoxilina — eosina ™.

Aspectos Eticos: Durante el estudio los animales de experimentacién fueron tratados

de acuerdo a lo estipulado en el Cdigo de Etica, basado firmemente en el principio

de las tres “Rs” (Reemplazar, Reducir y Refinar) 7 7.

6.4.6. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS.
Se consider6 variables cualitativas, indicando las caracteristicas observacionales de
las expresiones clinicas en la piel (lomo) de los ratones.
Cada caracteristica corresponde a una categoria y fue medida bajo la clasificacion de
dichos atributos. Las variables cualitativas son de tipo ordinal, ya que estén

identificadas por una escala establecida.
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7. RESULTADOS

7.1. SCREENING FITOQUIMICO

Tabla N° 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico obtenido a

partir del alga Caulerpa Filiformis (Suhr) Hering.

FRACCIONES METABOLITOS RESULTADOS
A Taninos -
Aminoécidos +
Flavonoides -
B Triterpenos y/o Esteroides +
Quinonas -
C Alcaloides -
Triterpenos y/o Esteroides +
D Alcaloides -
Flavonoides -
Triterpenos y/o esteroides +
Leucoantocianidinas -
E Leucoantocianidinas y/o Catequinas -
Flavonoides -
F Saponinas +

Leyenda: signo (+) indica presencia, signo () indica ausencia.

Fuente: Los autores/ / Laboratorio de Investigacién en Productos Naturales de la facultad

de Farmacia y Bioquimica de la UN.ICA

7.2. ESTUDIO FARMACOTECNICO:

Tabla N° 2.- Ensayo de Solubilidad de extracto etandlico del alga marina “Caulerpa
filiformis (Suhr) Hering”.

Solubilidad Alcohol Glicerina Propilenglicol  Agua Desionizada
2 mL 2 mL 2 mL 2 mL

Extracto +++ +++ + + +

etandlico 0,1g.

Leyenda: Muy soluble (+++), soluble (++), poco soluble (+), insoluble (-).

Fuente: Los autores/ / Laboratorio de Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la UN.ICA
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7.3. CONTROL DE CALIDAD DEL GEL FOTOPROTECTOR

Tabla N° 3.- Cualidades Organolépticas que presentan los geles al 2.5%, 5%, 10% y

20%.
Geles  Parametros Organolépticos  Especificacion Resultados
Olor Caracteristico Caracteristico
Color Verde Verde claro
2.5%
Aspecto Viscoso Gel viscoso
Textura Uniforme Uniforme
Olor Caracteristico Caracteristico
Color Verde Verde claro
5%
Aspecto Viscoso Gel viscoso
Textura Uniforme Uniforme
Olor Caracteristico Caracteristico
Color Verde Verde
10%
Aspecto Viscoso Gel viscoso
Textura Uniforme Uniforme
Olor Caracteristico Caracteristico
Color Verde Verde oscuro
20%
Aspecto Viscoso Gel viscoso
Textura Uniforme Poco Uniforme

Fuente: Los autores/ / Laboratorio de Quimica y Anélisis Instrumental de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la UN.ICA

Las caracteristicas organolépticas del producto se mantuvieron constantes durante el
estudio Jo cual demuestra que no se produjeron degradaciones en las formulaciones y

garantizando la aceptabilidad sensorial del producto®.
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Tabla N° 4.- Determinacion de la extensibilidad de geles al 2.5%, 5%, 10% y

20%.
CONCENTRACION DEL ESPECIFICACION RESULTADOS
GEL (%) (cm?)

Gel al 2.5% Maéximo 4.5 cm ? 45cm?
44cm?
42cm’

Gel al 5% Méximo 4.5 cm ? 4.3cm?
4.1cm?
45cem?

Gel al 10% Méximo 4.5 cm 2 42cem?
4.5cm?
4.0cm?

Gel al 20% Méximo 4.5 cm ? 4.0cm?
42cm?
39cm?

Fuente: Los autores/ / Laboratorio de Quimica y Analisis Instrumental de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica de la UN.ICA

Los geles evidencian una Optima extensibilidad conforme se le agregaba el peso
correspondiente, lo que permite una buena extension del producto sobre la piel y un
grosor adecuado de capa de gel ; contribuyendo a la fotoproteccién por reflexién y

bloqueo fisico de los rayos UV. %,
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Tabla N° 5.- Determinacion del pH de los geles al 2.5%, 5%, 10% y 20%.

CONCENTRACION DEL ESPEC}FICACI RESULTADOS

GEL (%) ON

Gel al 2.5% 5.5-6.5 6.0

5.9

5.8

Gel al 5% 5.5-6.5 5.8

5.7

5.5

Gel al 10% 5.5-6.5 5.8
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5.9

Gel al 20% 5.5-6.5 5.8

5.9

5.5

Fuente: Los autores/ / Laboratorio de Quimica y Analisis Instrumental de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica de la UN.ICA.

Los resultados expresados en la tabla N°5 indican que el pH de las formulaciones
son ligeramente 4cidos, siendo compatibles con el pH de la piel (4.5 — 5.9),
impidiendo el desarrollo de microorganismos patégenos .

Asimismo el grado de acidez ideal (pH 5.5) que conserva el manto acido de la piel ,

ayuda a renovarla y protegerla, ya que los productos alcalinos arrasan con el manto
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acido, asimismo, los productos cosméticos con pH 7 neutro alteran la funcién acido

protectora de la piel o agravan problemas de pieles delicadas, reactivas o sensibles 3.

Tabla N° 5.- Viscosidad de los geles al 2.5%, 5%, 10% y 20%.

Gel (%) ESPECIFICACION RESULTADOS
Gelal 2.5 % 30 000 — 60 000 centipoise 32 250 centipoise
Gelal 5% 30000 — 60 000 centipoise 36 465 centipoise
Gel al 10 % 30 000 —- 60 000 centipoise 44 070 centipoise
Gel al 20 % 30 000 — 60 000 centipoise 59 030 centipoise

Fuente: Los autores/ Laboratorio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

UNMSM.

Los valores de viscosidad obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos
lo cual garantiza la consistencia o fluidez apropiada del gel e indican que el producto
es estable y tendrd buen comportamiento reoldgico lo largo de su tiempo de vida®.

Asimismo, observamos que a mayor concentraciéon los geles presentaron mayor
viscosidad, y Segin Alamo P., Contreras M., Sifontes G. (2012), a mayor
viscosidad, mayor permanencia de los protectores solares en la piel, esta

caracteristica coadyuva a la fotoproteccién contra dafio solar 7.
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Tabla N° 6.- Control Microbiolégico de geles al 2.5%, 5%, 10% y 20%.

GELES ANALISIS ~y RESULTADO
X% MICROBIOLOGICo _ PSPECIFICACION s
Recuento de aerobios
mesofilos 1000 UFC/g maximo 1000 UFC /g
Recuento de mohos y 100 UFC /g maximo 100 UFC /g
2.5% levaduras
Escherichia Coli Ausente/lg Ausente/lg
Pseudomona Aeruginosa Ausente/lg Ausente/l1g
Staphylococcus Aureus Ausente/lg Ausente/lg
Recuento de aerobios
mesofilos 1000 UFC /g méaximo 1000 UFC /g
Recuento de mohos y 100 UFC /g méaximo 100 UFC /g
5% levaduras
Escherichia Coli Ausente/lg Ausente/lg
Pseudomona Aeruginosa Ausente/lg Ausente/l1g
Staphylococcus Aureus Ausente/lg Ausente/lg
Recuento de aerobios
meso6filos 1000 UFC /g maximo 1000 UFC /g
Recuento de mohos y 100 UFC /g maximo 100 UFC /g
10% levaduras
Escherichia Coli Ausente/lg Ausente/lg
Pseudomona Aeruginosa Ausente/lg Ausente/lg
Staphylococcus Aureus Ausente/lg Ausente/lg
Recuento de aerobios
mesofilos 1000 UFC /g méximo 1000 UFC /g
Recuento de mohos y 100 UFC /g maximo 100 UFC /g
20% levaduras
Escherichia Coli Ausente/l1g Ausente/lg
Pseudomona Aeruginosa Ausente/lg Ausente/lg
Staphylococcus Aureus Ausente/lg Ausente/lg

Fuente: Los autores / Laboratorio de Analisis Microbiolégico de la Facultad de Ciencias,

Escuela de Biologia de la UN.ICA

Los Geles cumplen con las especificaciones para recuento microbiano y prueba para

microorganismos especificos segtin Farmacopea de los Estados Unidos de América

(USP 37), lo cual garantiza la inocuidad de las formulaciones °°.
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7.4. EVALUACION DEL EFECTO FOTOPROTECTOR

7.4.1. EVALUACION MACROSCOPICA:

CUADRO 03.- Efectos observados después administracién tépica de los Geles

durante los 7 dias de Evaluacion Clinica.

G Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
rupos 1 2 3 4 5 6 7
A Piel normal | Piel normal | Piel normal | Piel normal | Piel normal | Piel normal | Piel normal
Eritema Eritema . Lesiones Lesiones Lesiones Lesiones
. (s Eritema - costro- . -
perceptible | dérmico . dérmicas . dérmicas dérmicas
intenso s descamativ s .
B (leve) moderado costricas as costricas costricas
Eritema Eritema Eritema Eritema Lesiones Eri Lesiones |
. . . P P ritema P
perceptible (bien (bien dérmico dérmicas intenso dérmicas
C (leve) definido) definido) | moderado | costricas cOstricas
Eritema Eritema Eritema Eritema . . .
. . . . Eritema Eritema Eritema
perceptible (bien dérmico dérmico infenso intenso intenso
D (leve) definido) | moderado | moderado
Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema
perceptible (bien {bien (bien (bien (bien (bien
E (leve) definido) definido) definido) definido) definido) definido)
Eritema Eritema . Eritema Eritema Eritema Eritema
. Eritema . . .
apenas perceptible intenso perceptible (bien perceptible apenas
F perceptible (leve) (leve) definido) (leve) perceptible
Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema
apenas perceptible | perceptible | perceptible { perceptible apenas apenas
G perceptible (leve) (leve) (leve) (leve) perceptible | perceptible
Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema Eritema
apenas apenas perceptible | perceptible apenas apenas apenas
H perceptible | perceptible (leve) (leve) perceptible | perceptible | perceptible :

Fuente: Los autores / Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la U.N.ICA

Los datos obtenidos durante los 7 dias de técnica, demostraron que los grupos

D y E presentaron eritemas bien definidos y eritemas apenas perceptible
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respectivamente y los grupo F y G presentaron eritemas apenas perceptibles

demostrando un alto grado de fotoproteccion similar al gel fotoprotector Bahamas®.

CUADRO 04.- Valoracion de la Evaluacion Clinica de acuerdo a la Escala

numérica para la evaluacion clinica “Reacciones Cutaneas” (Cuadro 02)

Columnal DIA1 DIA2 | DIA3 | DIA4 DIAS | DIA6 | DIA7
Blanco (A) 0 0 0 0 0 0 0
Control (B) 2 4 5 6 7 6 6
Gel Base (C) 2 3 3 4 6 5 6
Gel al 2.5% (D) 2 3 4 4 5 5 5
Gel al 5% (E) 2 3 3 3 3 3 3
Gel al 10% (F) 1 2 3 2 3 2 1
Gel al 20% (G) 1 2 2 2 2 1 1
Gel Comercial (H) 1 1 2 2 1 1 1

Fuente: Los autores

En esta tabla se aprecia los datos cuantitativos del Cuadro 03 de acuerdo a la Escala

de Reacciones Cutaneas’?.
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GRAFICO N° 01.- Comportamiento de la evaluacién clinica de la administracién
del gel al 2.5% de extracto etandlico obtenido a partir de Caulerpa filiformis (Suhr)

hering.

M Blanco (A)

& Control (B)
7 Gel Base (C)
M Gel al 2.5% (D)

B Gel Comercial {H)

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4  DIAS DIA6 DIA7

Fuente: CUADRO N° 04

GRAFICO N° 02.- Comportamiento de la evaluacién clinica de la administracién
del gel al 5% de extracto etanélico obtenido a partir de Caulerpa filiformis (Suhr)
Hering.

W Blanco (A)

@ Control (B)
0 Gel Base (C)
.. Gel al 5% (E)

= Gel Comercial (H)

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIA6 DIA7

Fuente: CUADRO N° 04
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GRAFICO N° 03.- Comportamiento de la evaluacién clinica de la administracion

del gel al 10% de extracto etanolico obtenido a partir de Caulerpa filiformis (Suhr)

Hering.
7 -
= Blanco (A)
| Control (B)
1 Gel Base (C)
Gel al 10% (F)

m Gel Comercial (H)

DIA1 DiIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIA6 DA7

Fuente: CUADRO N° 04
GRAFICO N° 04.- Comportamiento de la evaluacién clinica de la administracion
del gel al 20% de extracto etandlico obtenido a partir de Caulerpa filiformis (Suhr)

Hering.

M Blanco (A)

& Control (B)
2 Gel Base (C)
@ Gel al 20% (G)

B Gel Comercial (H)

DIiA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIA6 DIA7

Fuente: CUADRO N° 04
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GRAFICO N° 05.- Comparacion de la evaluacion clinica entre los a base de

extractos obtenido a partir de Caulerpa filiformis (Suhr) Hering.

M Blanco (A)
O Control (B)

1 Gel Base (C)
= Gel al 2.5% (D)
" Gel al 5% (E)
1 Gel al 10% (F)
e @ Gel al 20% (G)

i1 ] ® Gel Comercial (H)

DIA1 DIA2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA7

Fuente: CUADRO N° 04

En el grafico N° 05 se observa que grupo Control (B) presenta un alto grado
de lesion dérmica por exposicion a radiacion UVC en comparacion con el grupo con
aplicacion topica del Gel comercial (H) los cuales presentan lesiones dérmicas
minimas. Asimismo se confirma que las formulaciones al 2,5% (grupo D), 5%
(grupo E), 10% (grupo F) y 20% (grupo G) presentan efecto fotoprotector,
evidenciandose que hay una relacion directamente proporcional entre la
concentracion del gel y el grado de fotoproteccion; sim embargo ninguna

concentracion alcanzé a superar la eficacia del gel comercial Bahamas ®.
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7.42.EVALUACION HISTOPATOLOGICA:

Tabla 06.- Analisis microscépico del efecto de la administracién del gel a base del
extracto etandlico del alga marina Caulerpa filiformis (Suhr) Hering.

GRUPO DE

EVALUACION ANALISIS HISTIOLOGICO
Grupo A: Control . . . . — .
(Exposicion UV) Epidermis y dermis sin alteraciones significativas.

Epidermis: necrosis leve con formacion focal de ampolla con
Grupo B:Blanco escasa reaccion inflamatoria aguda constituida por
(Sin exposicion polimorfonucleares,
uv) Dermis: infiltrado perivascular de linfocitos de grado leve a
nivel intersticial polimorfonucleares de grado leve.

Epidermis: necrosis leve con polimorfonucleares.
Dermis: infiltrado inflamatorio perivascular de grado leve a
nivel intersticial polimorfonucleares de grado moderado.

Grupo C: Gel
Base sin extracto

Epidermis: con leve acantosis y espongiosis suprabasal con
Grupo D: Gel a  paraqueratosis leve.
base de extracto al Dermis: infiltrado inflamatorio perivascular de grado leve a
2.5% nivel intersticial polimorfonucleares de grado moderado
proliferacion de fibroblastos.

Grupo E: Gel a  Epidermis: necrosis con abundante cuerpo apoptosico.
base de extracto al Dermis: infiltrado inflamatorio perivascular de linfocitos a
5% nivel intersticial polimorfonucleares de grado levé.

Grupo F:Gel a Epidermis: necrosis con poco cuerpo apoptosico.
base de extracto al Dermis: infiltrado inflamatorio perivascular de linfocitos a
10% nivel intersticial polimorfonucleares.

Grupo G: Gela Epidermis: acantdtica con queratosis marcada.

Dermis: infiltrado inflamatorio perivascular de linfocitos a
base de extractoal . . . . . ”
nivel intersticial polimorfonucleares y escasa proliferacion de

0,
20% fibroblastos.
Grupo H: Gel Epide-rm%s: acantét.ica con qu.eratos.is marcada. . .
comercial I?erm_ls: 1nf§lt.rad0 1r-1ﬂamator10 perivascular de linfocitos a
"Bahamas" nivel intersticial polimorfonucleares y moderada

proliferacion de fibroblastos.
Fuente: Anatomia patoldgica (Hospital Regional de Ica).

Los estudios histolégicos realizados por la pat6loga verifican el observado durante

los 7 dias de evaluacién clinica.
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8. DISCUSION.

La luz solar produce dafio cutineo debido a que las radiaciones ultravioleta
(RUV) son absorbidas por el ADN, ARN, proteinas, lipidos de membranas y
organelas celulares presentes en la epidermis y la dermis, incluyendo el sistema
vascular produciendo dafios a nivel celular y tisular; estos efectos de la RUV son
acumulativos y dosis-dependientes y estan en relacion a la duracion, frecuencia e
intensidad de la radiacién; como efecto inmediato conducen a la liberacion de
histamina, prostaglandinas y citoquinas que producen inflamacién, y como efecto

tardio cancer de piel®%!,

La radiacién UVA es responsable de la pigmentacién directa de la piel, penetran
hasta la dermis produciendo dafios acumulativos en el coldgeno y la elastina
conocidos como fotoenvejecimiento, juega un papel esencial en el
desencadenamiento de alergias solares y determina dafio en el ADN induciendo al
melanoma maligno. Los rayos UVB son causantes del eritema solar y originan
mutaciones en los oncogenes y genes supresores de tumores del tipo carcinoma
basocelular y espinocelular 3> % La radiacién UVC es considerada la méas perjudicial
para la salud humana’!, ya que son capaces de romper los enlaces moleculares de los

compuestos organicos pudiendo dar lugar a mutaciones ®1.
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El uso de fotoprotectores solares constituye una alternativa para atenuar estos
efectos por exposicion solar, los primeros fotoprotectores a base de productos
naturales contenian sélo filtros UVB y estaban creados para prevenir el eritema.
Actualmente encontramos formulas con combinaciones que protegen de una gran

parte del abanico de RUV e Infrarrojos 5% %,

Actualmente la industria cosmética emplea algas marinas como materia prima para la
formulacién de protectores solares, ya que poseen moléculas biologicamente activas
con capacidades antioxidantes y capaces de absorber radiacién UV,

Es asi que los geles al 2.5%, 5%, 10% y 20% a base del extracto etandlico del alga
marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” constituyen una alternativa para la
proteccion frente a rayos UV, los cuales cumplen con los controles de calidad
realizados evidenciando buenas caracteristicas reologicas, un sistema estable durante

la formulacién®’, 6ptima extensién del producto sobre la piel ¢

contribuyendo a la
fotoproteccion por reflexion y bloqueo fisico de los rayos UV 76, compatibilidad
con el pH de la piel’®% ¢ demostrando inocuidad 8 y aceptabilidad sensorial del
producto %,

Segin evaluacién macroscdpica al 7mo dia de tratamiento se concluye que
los geles al 2.5% y 5% presentan moderado efecto fotoprotector, en comparacién con
los geles al 10% y 20% que alcanzaron mayor efectividad de fotoproteccion
observandose minimo enrojecimiento de piel e histologicamente se evidencié
epidermis acantética con queratosis marcada, necrosis con poco cuerpo apoptosico, y

dermis con infiltrado inflamatorio perivascular de linfocitos a nivel intersticial

polimorfonucleares y escasa proliferacion de fibroblastos, pero ninguno alcanzé a
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superar la eficacia del gel comercial Bahamas®. Concluyendo de que a mayor

concentracion del extracto en el gel mayor efectividad fotoprotectora.

Los diferentes metabolitos encontrados en las algas de este género, han mostrado
considerable actividad en diferentes ensayos biolégicos. Los Triterpenos y/o
esteroides son los principales metabolitos sintetizados por las algas verdes del género
Caulerpa® , estos actian como antioxidantes protegiendo los lipidos, la sangre y
demés fluidos corporales del ataque de radicales libres de especies del oxigeno® que
dafian que dafian directamente fibras elasticas y coldgenas y la matriz extracelular
dérmica* , los que fueron evidenciados en el Screening fitoquimico realizado,

ademas de identificarse saponinas y aminoacidos.

Estudios recientes sugieren que las saponinas poseen propiedades
anticancerigenas e inmunoestimuladoras. Las propiedades anticancerigenas de las
saponinas parecen deberse al resultado de sus efectos antioxidantes,
inmunomoduladores y reguladores de la proliferacion celular 8, También poseen
actividad antiinflamatoria®® que probablemente reduce los efectos de la exposicion a

radiacion solar coadyuvando a la accion fotoprotectora del gel.

La efectividad fotoprotectora gel a base del extracto del alga marina, puede deberse
también a la presencia de aminoacidos de tipo micosporinas (MAAs) que tienen
actividad conocida actuando en las formulaciones como filtros quimicos frente a la
radiaciéon UV, absorbiendo de la radiacién solar, captando la energia y la

transforméandolo en una longitud de onda distinta inocua para la piel y por su
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actividad antioxidante en la disminucién de los efectos causados por los radicales
libres %

La clorofila presente en la familia Caulerpaceae podria ejercer proteccion contra
dafio solar formado a nivel del estrato corneo, una pelicula aumentaria la reflexion
de radiacién UV y refractaria los rayos solares®” también actiia como reconstituyente
sanguineo estimulando la activacion fibrobléstica, aumentan la sintesis de colageno y
de 4cidos mucopolisacaridicos e inhibiendo la fase inflamatoria de c€lulas
hipertréficas y queloides ®. Entre los componentes de la clorofila destaca el fitol que
es un diterpeno %. Por lo tanto, la presencia de los metabolitos triterpenos y/o
esteroides, saponinas, aminoécidos en el extracto etandlico del alga marina podrian
ser responsables de efecto fotoprotector, por otra la naturaleza de la formulacion

coadyuvaria al efecto.

De acuerdo a los resultados obtenidos se podria considerar como
concentraciones de eleccién los geles al 10% y 20% por evidenciar mayor efecto

fotoprotector en la evaluaciéon macroscopica e histoldgica.

Estos estudios proporcionan una base cientifica y abren el camino a futuras
investigaciones para el uso de nuevas alternativas fotoprotectoras, a base de
compuestos naturales de origen marino, atenuando los efectos por sobreexposicién a

los rayos ultravioleta siendo este un problema que se viene intensificando -
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9. CONCLUSIONES.

Seglin el tamizaje fitoquimico realizado sobre el extracto etandlico del alga
marina Caulerpa filiformis (Suhr) Hering se detectaron: aminoécidos y
metabolitos secundarios (Triterpenos y/o esteroides, saponinas).

Se obtuvo alto grado de solubilidad con los siguientes excipientes de la
formulacién: alcohol, glicerina liquida, propilenglicol, agua; permitiendo su
incorporacién durante la elaboracion del gel.

Se formularon Geles a base del extracto del alga marina a diferentes
concentraciones: 2.5%,5%,10% y 20%, siendo las concentraciones del 10 % y
20% mas efectivas frente al dafio solar, segin los datos obtenidos de' la
evaluacion macroscopica e histologica.

Los geles a concentraciones 2.5%, 5%, 10% y 20% cumplen con los controles
de calidad: pardmetros organolépticos, ensayos fisicoquimicos y control
microbiolégico, seglin la Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP
vigente) y la Serie de Calidad de Productos Cosméticos de la Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Los metabolitos secundarios presentes en el alga marina podrian ser los
responsables de la efectividad fotoprotectora coadyuvados por las propiedades

de las formulaciones que facilitan su biodisponibilidad.
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10. RECOMENDACIONES.

Continuar con la investigaciéon fitoquimica y farmacolégica de otras
actividades bioldgicas atribuidas a la especie.

Elaborar otras formas farmacéuticas compatibles con los metabolitos del alga
marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering”.

Elucidar el o los metabolitos responsables de la actividad fotoprotectora del
alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering”.

Determinar el factor de proteccion solar (FPS), para cuantificar la efectividad
del producto para prevenir las quemaduras solares causadas por los rayos UVB.
Determinar la vida til del producto terminado del gel cosmético a base del

alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering”.
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12. ANEXOS

ANEXO 01

Clasificacion taxonomica del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering”

UNIVERSIDAD NACLONAL MAYOR DI SAN MARCOS:
Hbronidid dd Pl DECANA DE AMERICA
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ANEXO 02

Playa Chaco - Paracas: Ubicacion del lugar de recoleccion de “Caulerpa

[filiformis (Suhr) Hering”
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ANEXO 03
Obtencidn del extracto etandlico del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr)

Hering”.

Recoleccion del vegetal.

Macerado

Filtrado

v

Concentrado

Extracto
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ANEXO 04
MARCHA FITOQUIMICA: Esquema general de una marcha Fitoquimica.

Muestra seca 50 g

J

200 mL de etanol, macerar 20
horas a temperatura ambiente,
. reflujar 4 horas, filtrar en caliente,
Taninos lavar con etanol y llevar a 50 mL.
R. Gelatina
R.FeCl; Fraceién A Extracto
Aminoacidos 1
R. de ninhidrina Separar 2 mL etandlico
Flavonoides
R. shinoda
Insoluble [ Solucién 4cida ]
Lavar con H,O, secar, . ..
¢ ’ Filtrar, alcalinizar con NH;,
agregar 5 mL de CH, ’ g
Cla,filtrar,secar extraer con CH,Cl (2x 15 mL)
(Na,SOy), llevar a 5 mL.
Fraccion B [ Fase diclorometénica ] Fase acuosa
Secar (Na;SOy), Saturar con Na;SO4
Esteroides filtrar (0,1 g de sal
R. Liebermann Burchard acnfllhlct:ilra])ﬂ(e;(}t;ag;())n
Cla: 2),
Quinonas (2X25mL)
Fraccion C
Evaporar a sequedad
+ 2 mL HCl 1%,
filtrar,
Cardendlidos Evaporacién
R. Kedde L 4mL Filtrado de Fase diclorometénica Fase acuosa
Esteroides +2mL CHCls alcaloides etandlica remanente
R. Liebermann
Secar Na,SO4
filtrar.
Fraccién D Fraccion E
- Disolver en 2 mL de EtOH
Flavonoides
R. shinoda
l l l l Lencoantocianidinas
\4 R. Rosenheim
Flavonoid L ntocianidinas  Cardendlidos Esteroides, Alcaloides
R. shinoda R. rosenheim Anillos lactona Triterpenos R. Mayer
R. liebermannBurchard R. Wagner
R. Hager
R. Muniere
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ANEXO 05

Pre formulacién y formulacion del gel fotoprotector a base de extracto etandlico del

alga “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering”.
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ANEXO 06
Determinacion de la viscosidad de los geles al 2.5%, 5%, 10% y 20%

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(Universidad det Perii, DECANA DE AMERICA)Y

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Por la presente, se deja;

CONSTANCIA

il

k Que, en la Facultad de Farmacia y Bio‘qﬁimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, se realizd la determinacion de viscosidad con viscesimetro Brokfield det
producto: gel cosmético a buse de extracto del alga marina “Cawlerpa filiformis (Suhr)
Hering, al.2.5%, 5% y 10%, 20%. La cantidad de muestra 1iiilizzldu fue de 25 g, la
medicién se realizé a 25 C, con el spin'N° 1 y a 10 rpm.

Los resultados obtenidos fueron:
Al 2.5%: 32250 ¢P.
Al 5%: 36 465 cP
Al 10%: 44070 cP
Al20%: 59 030 cP

Se expide la presente constancia a solicitud de las tesistas, para su uso cuando se requierd.

Lima, 06 de abril de 2015

Doc
Facultad de Fa

Jr, Puno 1002 Lima, 1 - Perd Telf: 3284736 anexo 21}
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ANEXO 07
Evaluacién biologica del efecto fotoprotector de los geles al 2.5%, 5%, 10% y
20%

91



ANEXO 08

Andlisis microscépico, tratamiento de muestras por el método de hematoxilina-

eosina.
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ANEXO 09

Resultado microscopico del tratamiento al finalizar el séptimo dia, con el gel

protector a base de extracto etandlico del alga.

PIEL NORMAL PIEL CON INFILTRADO INFLAMATORIO

MUESTRAH1
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ANEXO 10

DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO: Anatomia Patolégica (Hospital Regional — Ica)

DIAGNOSTICO MICROSCOPICO (ANATOMOPATQLOGICO)

MUESTRA A )
AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EPIDERMIS Y DERMIS SIN
ALTERACIONES SIGNIFICATIVAS

MUESTRA B

AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EN LOS 2/5 SUPERIORES DE LA
EPIDERMIS NECROSIS CON FORMACION FOCAL DE AMPOLLA CON ESCASA
REACCION INFLAMATORIA AGUDA CONSTITUIDA POR
POLIMORFONUCLEARES, DERMIS INFILTRADO PERIVASCULAR DE
LINFOCITOS DE GRADO LEVE A NIVEL INSTERTICIAL POLIMORFONUCLEARES
DE GRADO LEVE.

MUESTRA C

AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EPIDERMIS EN LOS 2/3 SUPERIORES
DE LA EPIDERMIS NECROSIS CON PRESENCIA DE POLIMORFONUCLEARES DE
GRADO LEVE, DERMIS INFILTRADO INFLAMATORIO PERTVASCULAR DE
GRADO LEVE, A NIVEL INSTERTICIAL POLIMORFONUCLEARES DE GRADO
MODERADO.

MUESTRA D
AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EPIDERMIS CON LEVE ACANTOSIS Y
ESPONGIOSIS SUPRABASAL CON PARAQUERATOSIS LEVE, DERMIS PRESENTA
INFILTRADO INFLAMATORIO PERIVASCULAR DE GRADO LEVE, A NIVEL
INSTERTICIAL POLIMORFONUCLEARES DE GRADO MODERDO Y
PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS.

MUESTRA E .

AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EPIDERMIS QUE PRESENTA EN LOS
2/3 SUPERIORES NECROSIS CON ABUNDANTE CUERPO APOPTOSICO, DERMIS
PRESENTA INFILTRADO INFL.AMAORIO PERIVASCULAR DE LINFOCITOS, A
NIVEL INSTERTICIAL POLIMORFONUCLEARES DE GRADO LEVE.

2 y@f \
'é':ﬁ?é"'cm Qﬁi;’;ﬁ%gi%l.

MEDICOANATOMOPATOL =Y
P. 30265 RE, 10334

DIAGNOSTICO MICROSCOPICO (ANATOMOPATOLOGICO)

MUESTRA F .

AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EPIDERMIS QUE PRESENTA EN LOS
1/3 SUPERIOR NECROSIS CON CUERPOS APOPTOSICOS, DERMIS PRESENTA
INFILTRADO INFLAMATORIO PERIVASCULAR DE LINFOCITOS, DERMIS A
NIVEL DE INSTERTICIO POLIMORFONUCLEARES.

MUESTRA G
AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EPIDERMIS ACANTOTICA CON
QUERATOSIS MARCADA, DERMIS INFILTRADO INFLAMATORIO
PERIVASCULAR DE LINFOCITOS, POLIMORFONUCLEARES Y MODERADA
PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS.

MUESTRA H

AL EXAMEN MICROSCOPICO SE OBSERVA EPIDERMIS ACANTOTICA CON
QUERATOSIS MARCADA, DERMIS INFILTRADO INFLAMATORIOQ
PERIVASCULAR DE LINFOCITOS, INSTERTICIO PRESENTA
POLIMORFONUCLEARES Y ESCASA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS.
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