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Resumen

Este proyecto investigo el potencial del extracto de Lampayo medicinalis F. Phil disuelto en
polietilenglicol (PEG), con el objetivo de validar sus propiedades antibacterianas y
fotoprotectoras para su posible uso cosmético. Se obtuvieron extractos mediante
maceracion en PEG durante tres dias (L3D) y tres meses (L3M), a partir de material vegetal
identificado botanicamente. A continuacion, se realiz6 un tamizaje fitoquimico preliminar
para orientar la caracterizacion quimica de los extractos, complementado con la
cuantificacion de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu y de flavonoides
totales a través de la formacién de complejos con AICls.

La actividad antimicrobiana se evalu6 frente a Cutibacterium acnes, Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis, utilizando el método de difusion en agar y la determinacion
de la concentracién minima inhibitoria (MIC) en placas de 96 pocillos. La capacidad
antioxidante se determind mediante los ensayos cualitativo y cuantitativo con el radical
DPPH. Asimismo, se formularon geles cosméticos a base de los extractos y se evalu6 su
actividad fotoprotectora, tanto de forma cuantitativa a través del céalculo del factor de
proteccion solar (FPS), como cualitativa mediante exposicién a luz UV de amplio espectro.
Ademas, se desarroll6 un modelo de piel artificial utilizando gelatina, glicerina vy
formaldehido, con el objetivo de simular in vitro las propiedades de elasticidad y retencion
de humedad de la piel humana, y evaluar sobre este soporte las formulaciones cosméticas.

Los extractos mostraron rendimientos de 62,48% y 65,47% p/p para el macerado de tres
dias y tres meses respectivamente. El tamizaje fitoquimico reveldé la presencia de
alcaloides, saponinas, triterpenos, terpenoides, taninos, flavonoides, glucésidos, cumarinas
y quinonas. El contenido de polifenoles fue de 96,1 £+ 4,5 mgy 91,0 £ 4,5 mg equivalentes
de acido galico (EAG)/mL, mientras que el contenido de flavonoides alcanz6 24,1 + 3,6 mg
y 21,2 + 2,4 mg equivalentes de quercetina (EQ)/mL, para los extractos de tres dias y tres
meses respectivamente. La MIC frente a C. acnes fue de 25 mg/mL, mientras que para S.
aureus y S. epidermidis fue superior a 50 mg/mL. La actividad antioxidante, medida por
inhibicion del radical DPPH, fue de 30,13 + 4,97% y 30,06 + 1,55%. En cuanto a la
formulacion cosmética, se logré desarrollar un gel compatible a base de carbopol, y se
establecié un factor de proteccion solar de 12,12 y 11,94 en los geles respectivos (inferior
al minimo de 15 FPS en productos de mercado), ademas de comprobar cualitativamente
su capacidad para bloquear la radiacién UV. Los resultados respaldan el potencial de
Lampayo medicinalis como ingrediente activo en productos cosméticos con efecto antiacné
y fotoprotector, con la posibilidad de mejorar su FPS con mayor concentracién del extracto
en la formulacidn, abriendo asi nuevas perspectivas para su aprovechamiento terapéutico.

Palabras clave: Lampayo medicinalis, acné, Cutibacterium acnes, actividad antibacteriana,
actividad antioxidante, fotoproteccion.



Evaluation of the Potential of the Polyethylene Glycol Extract of Lampayo medicinalis
F. Phil (Verbenaceae) for Its Use as an Anti-Acne and Photoprotective Cosmetic Agent

Abstract

This project investigated the potential of Lampayo medicinalis F. Phil in polyethylene glycol
(PEG) as solvent, with the aim of validating its antibacterial and photoprotective properties
for potential cosmetic use. Extracts were obtained by maceration in PEG for three days and
three months, using botanically identified plant material. A preliminary phytochemical
screening was performed to guide the chemical characterization of the extracts,
complemented by the quantification of total polyphenols using the Folin-Ciocalteu method
and total flavonoids through aluminum chloride (AICl;) complex formation.

Antimicrobial activity was assessed against Cutibacterium acnes, Staphylococcus aureus,
and Staphylococcus epidermidis using the agar diffusion method and the determination of
the minimum inhibitory concentration (MIC) in 96-well microplates. Antioxidant capacity was
evaluated using both qualitative and quantitative DPPH radical scavenging assays. In
addition, cosmetic gels were formulated based on the extracts, and their photoprotective
activity was analyzed both quantitatively, by calculating the sun protection factor (SPF), and
gualitatively, through exposure to broad-spectrum UV light. An artificial skin model was also
developed using gelatin, glycerin, and formaldehyde to simulate the in vitro elasticity and
moisture-retention properties of human skin, enabling testing of cosmetic formulations.

The extraction yields were 62.48% and 65.47% p/p for the three-day and three-month
extracts, respectively. Phytochemical screening revealed the presence of alkaloids,
saponins, triterpenes, terpenoids, tannins, flavonoids, glycosides, coumarins, and quinones.
Total polyphenol content was 96.1 + 4.5 mg and 91.0 + 4.5 mg gallic acid equivalents
(GAE)/mL, while total flavonoid content was 24.1 + 3.6 mg and 21.2 £+ 2.4 mg quercetin
equivalents (QE)/mL for the three-day and three-month extracts, respectively. The MIC
against C. acnes was 25 mg/mL, while MICs for S. aureus and S. epidermidis exceeded 50
mg/mL. Antioxidant activity, measured by DPPH inhibition, was 30.13 + 4.97% and 30.06 +
1.55%. A compatible cosmetic gel was successfully formulated using Carbopol, with SPF
values of 12.12 and 11.94 (lower than the minimum of 15 FPS in market products), (lower
than the minimum of 15 FPS in market products), and UV-blocking capacity confirmed
through qualitative assays. These findings support the potential of Lampayo medicinalis as
an active cosmetic ingredient with anti-acne and photoprotective properties, with the
possibility of improving its SPF with a higher concentration of the extract in the formulation,
thus opening new opportunities for therapeutic applications.

Keywords: Lampayo medicinalis, acne, Cutibacterium acnes, antibacterial activity,
antioxidant activity, photoprotection.



Glosario de términos

Polietilenglicol (PEG): Polimero hidrosoluble utilizado como vehiculo para la extracciéon de
compuestos activos en formulaciones farmacéuticas y cosméticas.

Extracto vegetal: Solucion concentrada que contiene compuestos bioactivos obtenidos a
partir de material vegetal mediante técnicas de extraccion, como la maceracion.

Maceracion: Método extractivo que consiste en mantener el material vegetal en contacto
con un solvente durante un tiempo determinado para disolver sus componentes activos.

Tamizaje fitoquimico: Conjunto de pruebas cualitativas utilizadas para identificar grupos
funcionales o clases de metabolitos secundarios presentes en un extracto vegetal, como
alcaloides, flavonoides, taninos, entre otros.

Polifenoles: Compuestos vegetales con mdaltiples grupos fendlicos, conocidos por su
capacidad antioxidante y sus efectos beneficiosos en la piel.

Flavonoides: Subgrupo de polifenoles con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
fotoprotectoras.

Actividad antimicrobiana: Capacidad de una sustancia para inhibir el crecimiento de
microorganismos.

Difusién en agar: Ensayo microbioldgico que permite observar la inhibicién del crecimiento
bacteriano alrededor de un disco impregnado con antibiotico o extracto, formando un halo
de inhibicion.

Concentracion minima inhibitoria (MIC): Minima concentracion del extracto que inhibe

visiblemente el crecimiento bacteriano. Se determina generalmente en microplacas de 96
pocillos.

Actividad antioxidante (DPPH): Evaluacion de la capacidad de los extractos para
neutralizar radicales libres mediante el método del radical DPPH, que cambia de color al
ser reducido.

Factor de Proteccion Solar (FPS): indice que mide la eficacia de un producto para
proteger la piel frente a la radiacion UVB.

Luz UV de amplio espectro: Fuente de radiacion ultravioleta que emite en los rangos UVA
y UVB.

Carbopol: Polimero sintético utilizado como agente espesante y estabilizante en productos
cosméticos y farmacéuticos. Permite formular geles transparentes y estables.

Piel artificial: Modelo in vitro desarrollado con biopolimeros como gelatina, glicerina y
formaldehido, disefiado para simular propiedades biomecéanicas y de humedad de la piel
humana.



Abreviaciones

C. acnes: Cutibacterium acnes.

S. aureus: Staphylococcus aureus.

S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis.

AMPs: Péptidos antimicrobianos.

TLRs: Receptores tipo Toll.

IL-1, IL-6, IL-8: Interleucinas 1, 6 y 8.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

%: Porcentaje/porciento.

L. medicinalis: Lampayo medicinalis.

FPS: Factor de proteccion solar.

UV, UVA, UVB: Radiacion ultravioleta, A y B.

PEG: Polietilenglicol.

MIC: Concentracion minima inhibitoria.

3R: Principio de las tres erres en bioética.

L3D: Extracto de lampayo macerado por 3 dias

L3M: Extracto de lampayo macerado por 3 meses.

HPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de alta resolucién-masa/masa.

LB: Libermann-Burchardt

CPT: Contenido de polifenoles totales.

CFT: Contenido de flavonoides totales.

mg EQ/mL: Miligramos equivalentes de quercetina por mililitro de extracto
mg EAG/mL: Miligramos de equivalentes de acido galico por mililitro de extracto
OD: Densidad de absorbancia.

UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro de suspensién bacteriana.
DMSO: Dimetilsulfoxido.

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil.

AOX: Antioxidante.
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1. Introduccion
El acné, también conocido como acné comun o acné vulgaris, es una enfermedad
inflamatoria crénica de la piel que afecta comun y principalmente a personas entre 12 a 25
afos, teniendo un coste no s6lo econdémico por los tratamientos, sino que también uno
psicolégico, puesto que se ha observado una mayor prevalencia de depresion y/o ansiedad
en individuos que la padecen [1].

Esta enfermedad se caracteriza por afectar a los foliculos pilosebaceos (Figura 1), los
cuales son estructuras anatomicas de la piel constituidos por tres componentes
interrelacionados: el foliculo piloso, conducto desde el cual crecen las fibras capilares
gracias a los queratinocitos; la glandula sebacea, compuesta por sebocitos y responsable
de la secrecion de la sustancia oleosa que lubrica y protege la piel denominada “sebo”; y el
musculo piloerector, pequefio musculo liso capaz de contraerse y hacer que el cabello se
erice. A pesar de tener estas estructuras distribuidas a lo largo de todo el cuerpo, con
excepcion de las palmas de las manos y las plantas de los pies, el acné suele concentrarse
en las zonas del rostro, pecho y espalda debido a la alta concentracién de glandulas
sebaceas en estas porciones de la piel. Si bien, es de amplio conocimiento que el desarrollo
de esta condicién cutanea es multifactorial, su etiopatogenia reside primeramente en el
efecto estimulante que tienen las hormonas androgénicas sobre los foliculos pilosebaceos.
Los andrégenos son los que estimulan el crecimiento y desarrollo de estas estructuras en
la pubertad, y luego los que propician la proliferacién de los queratinocitos, sebocitos y las
células epiteliales escamosas presentes en estas unidades cuando ya estan desarrolladas

[2]3].
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Al presentar acné, hay una sobreestimulacion de los receptores androgénicos presentes en
los foliculos pilosebaceos, ya sea por un desbalance hormonal o sensibilidad de los
receptores, lo que conlleva como consecuencia a una produccion elevada de sebo
(hiperseborrea) y a un aumento del recambio celular de los queratinocitos. La lesién acneica
se produce cuando dichas células muertas no son capaces de salir del infundibulo del
foliculo (la apertura hacia la superficie de la piel) y forman un tapon, obstruyendo el
transporte de sebo, queratinocitos y productos de desecho a la capa méas externa de la piel.
El tapdn formado no impide que se siga produciendo sebo y el crecimiento del cabello bajo
este, lo que desencadena que se acumule y ejerza presion mecéanica en la unidad
pilosebacea. La presion generada por esta acumulacion de productos compromete la
disponibilidad de oxigeno para las células que componen esta estructura, restringiendo su
metabolismo y propiciando un ambiente ideal para que los microorganismos cominmente
encontrados en la piel colonicen los foliculos [2][3]. En el caso de las bacterias, estas
corresponden principalmente a Cutibacterium acnes, aunque también se han encontrado
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis siendo parte de la microbiota normal
de la piel, todas bacterias grampositivas anaerobias [5].

En el acné toma especial importancia C. acnes, puesto a que se ha observado que en
pacientes con esta condicibn se produce una disbiosis de los diferentes filotipos
identificados de esta bacteria en la superficie cutanea. Esto es debido a que las condiciones
anaerobicas y rica en lipidos del foliculo pilosebaceo promueven la proliferacion selectiva
del filotipo IA-1, cepa con el potencial y virulencia para desencadenar y exacerbar la
respuesta inflamatoria. La presencia de estas bacterias y sus productos como enzimas
lipasas, proteinas proinflamatorias y acidos grasos liberados por la degradacion de sebo
son capaces de activar la respuesta inmune innata del organismo, induciendo la produccion
de péptidos antimicrobianos (AMPS) y la interaccién con receptores tipo Toll (TLRsS) en
gueratinocitos, sebocitos y células inmunes residentes de la piel. Esta interaccion activa la
cascada de sefializacion que estimula la liberacién de citoquinas proinflamatorias, como IL-
1, IL-8, TNF-a y IL-6. Quimioquinas, como IL-8, atraen a neutréfilos que se encargan de
fagocitar bacterias y restos celulares, produciendo la gran cantidad de material muerto que
forma lo que se reconoce como “pus” en las diferentes lesiones causadas por el acné [5, 6,
7].

Debido a que los procesos para el desarrollo del acné son diversos, es posible que se
produzcan diferentes lesiones cutdneas en el mismo individuo, las que se pueden clasificar
como “lesiones por retencion” (comedones abiertos y cerrados) o “lesiones inflamatorias”
(papulas, pustulas, nédulos y quistes) [8]. Segun la cantidad vy el tipo de lesiones presentes
en la superficie cutanea del paciente también se puede clasificar el acné en “no inflamatorio”
e “inflamatorio” con diferentes severidades. La clasificacion resulta de suma importancia
para poder elegir correctamente una terapia farmacolégica segun las necesidades de cada
individuo (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion del acné segun severidad y tratamiento recomendado a seguir [9].

Tipo de acné Caracteristicas Tratamiento

Comedoliticos topicos o

No inflamatorio Solo comedones L. .
peréxido de benzoilo
Inflamatorio Comedones y escasa cantidad de Comedoliticos topicos y/o
leve papulas y pustulas antibiéticos topicos
Inflamatorio Comedones y muchas papulas y Comedolitico tépico y
moderado pustulas. Puede haber algun quiste antibiético via oral
Inflamatorio Ademas de comedones, papulas y Tratamiento sistémico con
severo pustulas, aparecen nodulos y/o quistes retinoides orales

Dentro de los tratamientos que existen actualmente es posible encontrar diversas opciones,
tanto medicamentosas como cosméticas. Dentro de lo que a medicamentos refiere, existen
los retinoides tépicos, que son derivados de la vitamina A usados como monoterapia en el
acné leve, y de mantenimiento en el moderado y severo. Los mas utilizados son Tretinoina,
por su capacidad de regular la descamacion del epitelio del foliculo pilosebaceo evitando
gue se obstruya, y Adapaleno, que normaliza la diferenciacion celular del mismo epitelio,
previniendo la formacion de comedones, ademas de que ambos tienen actividad
antiinflamatoria [10]. A pesar de ser ampliamente empleados como terapia, nho son bien
tolerados, sobre todo en personas con la piel mas sensible debido a que causan efectos
secundarios como fotosensibilidad, irritacion cutanea, sensacién de quemazén, sequedad
y enrojecimiento de la piel, o en casos mas graves quemaduras [11].

Otra opcidn son los antibiéticos topicos. Los mas utilizados para el acné vulgaris son
Eritromicina y Clindamicina, puesto que son capaces de reducir las colonias de C. acnes
en la superficie de la piel y dentro de los foliculos pilosebaceos [10]. A pesar de ser una
terapia efectiva, la principal desventaja que presentan es que no pueden ser usados como
monoterapia por un tiempo muy prolongado, debido a que las bacterias desarrollan
resistencia a estos antibiéticos rapidamente. Para intentar evitar este problema y aumentar
la eficacia del tratamiento, suelen administrarse en combinacién con peréxido de benzoilo,
un bactericida no selectivo con actividad contra C. acnes y adicionalmente con efecto
gueratolitico que evita la formacion de comedones. Por su efecto puede utilizarse como
monoterapia en acné leve un tiempo acotado, pero su aplicacion tiene efectos secundarios
como irritacién en la piel, picor, guemazoén, sequedad, enrojecimiento y fotosensibilidad, lo
gue vuelve a la piel mas sensible a quemaduras y dafio cutaneo [11].

También se utilizan antibiéticos orales como Eritromicina, Doxiciclina, Minociclina o
Tetraciclina para acné moderado y severo, debido a que son capaces de inhibir la



proliferacion de C. acnes y con ello las moléculas proinflamatorias que liberan estas
bacterias. Sin embargo, al igual que con los antibi6ticos tdpicos, pueden desarrollar
resistencia facilmente por su uso prolongado a bajas dosis. Para evitarlo también, se
recomienda administrarlos en conjunto con peroxido de benzoilo o retinoides tépicos, pero
su uso también genera fotosensibilidad en el usuario y que otras bacterias desarrollen
resistencia [10, 11].

Adicionalmente, existe la opcion de tratamiento con Isotretinoina, un retinoide oral usado
como tratamiento de primera linea en acné severo y recalcitrante. Actda disminuyendo la
produccion de sebo, alterando el ecosistema cutaneo y reduciendo la colonizacién de C.
acnes, ademas de estimular el recambio celular en los queratinocitos [10]. Si bien, es una
buena opcién terapéutica, es embriotdxico y teratogénico, por lo que su uso debe ser
evaluado caso a caso. Sumado a esto, tiene un amplio historial de efectos secundarios que
incluyen sequedad e irritacion de la piel, irritacion de la conjuntiva, resequedad de mucosas
en boca, vagina y faringe, y fotosensibilidad. Incluso se han registrado efectos de depresion
en algunos pacientes [11].

Por otro lado, a lo que tratamientos cosméticos refiere, se encuentra el acido salicilico
tépico, disponible en variadas formas cosméticas como jabones o crema. Este es un
compuesto con propiedades comedoliticas, queratoliticas y antiinflamatorias, puesto que su
efecto principal consiste en disolver uniones celulares entre queratinocitos del estrato
cérneo, facilitando la exfoliacibn de esta capa de la piel y evitando obstruccion
folicular. Entre los efectos adversos mas comunes se incluyen irritacion local, eritema,
sequedad, descamacion y sensacion de ardor, especialmente en pieles sensibles o al usar
concentraciones mas altas [12]. Continuando con otro tratamiento tépico, se encuentra
el 4cido azelaico, el que posee actividad antimicrobiana contra C. achesy S. epidermidis
[13], efecto queratolitico y comedolitico ya que normaliza la diferenciacion y proliferacion de
gueratinocitos, y ademas tiene propiedades antiinflamatorias. Aunque su perfil de tolerancia
es generalmente bueno al ser aplicado como crema o sérum , el 4cido azelaico puede
provocar irritacion local leve, incluyendo enrojecimiento, picor, quemazén, escozor o
sequedad, especialmente durante las primeras semanas de uso 0 con concentraciones
elevadas [14].

Otro compuesto utilizado es el &cido glicélico, en forma de crema, serum o ténico, debido a
gue su mecanismo de accién principal consiste en disminuir la cohesion de los
gueratinocitos del estrato c6rneo, promoviendo una exfoliacion controlada y acelerando la
renovacion epidérmica, lo que reduce la formaciéon de microcomedones y mejora la textura
de la piel. Los efectos adversos mas frecuentes incluyen irritacion, eritema, descamacion,
escozor y fotosensibilidad, especialmente al iniciar el tratamiento o cuando se utilizan
concentraciones superiores al 10 % en pieles sensibles [15]. Asimismo, también se usa el
retinol, un compuesto derivado de la vitamina A que promueve una normalizacion de la
gueratinizacion folicular, inhibicién de la formacién de microcomedones y aumento del
recambio epidérmico [16] ademas de ser capaz de modular la respuesta inmune innata
frente a C. acnes. Sin embargo, su uso no esta exento de reacciones adversas. El retinol



puede inducir una "dermatitis retinoide" caracterizada por eritema, descamacion, ardor,
sequedad, prurito y fotosensibilidad, especialmente durante las primeras semanas de
tratamiento, cuando la piel alin no ha desarrollado tolerancia. Ademas, es comuan observar
una fase inicial de purga, en la que pueden emerger lesiones preexistentes en desarrollo,
fenébmeno transitorio que usualmente remite en cuatro a seis semanas [17].

Debido a las notables desventajas que tiene cada uno de los farmacos y cosméticos que
se usan comiunmente es que resulta necesario buscar un nuevo enfoque en el tratamiento
del acné. Se ha vuelto importante la busqueda de moléculas que puedan actuar sobre mas
de uno de los factores involucrados en el desarrollo de esta enfermedad y que, ademas,
tengan muy pocos o incluso nulos efectos secundarios sobre las personas que las utilicen.

En esta busqueda surge como opcion el uso de plantas medicinales, puesto que han sido
utilizadas histérica y ampliamente por la poblacion debido a los diferentes compuestos
guimicos farmacoldgicamente activos que presentan. Este tipo de compuestos, conocidos
como metabolitos secundarios, se agrupan en cuatro clases principales: terpenos,
compuestos fendlicos, glicosidos y alcaloides, los que tienen diferentes efectos que incluyen
actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, antiviral, y otras dependiendo de su
estructura y sinergismo entre compuestos [18, 19].

En Chile, en el ano 2010, se entregd una guia titulada “Listado de Medicamentos Herbarios
Tradicionales”, en que se listan 103 especies vegetales utilizadas popularmente por la
poblacién chilena como terapia. En el listado se nhombran las especies con su nombre
cientifico, nombre comudn, una monografia para reconocer la planta, sus propiedades
terapéuticas con o sin respaldo cientifico y la manera de administrarlas. Incluye plantas de
59 familias diferentes, dentro de las cuales destacan las Asteraceae, Lamiaceae, Fabaceae,
Rosaceae y Verbenaceae [20]. En este contexto, la familia Verbenaceae toma relevancia,
puesto que estd ampliamente distribuida en el mundo, y en Chile se distribuye en varias
zonas del pais, pero concentradas principalmente en la zona norte [21], donde se
encuentran especies tales como el Cedron (Aloysia citriodora), Lampayo (Lampayo
medicinalis), Rica-Rica (Acantholippia deserticola), Verbena (Verbena litoralis), entre otras,
en las que se ha documentado compuestos con actividad antiinflamatoria, antioxidante,
antibacteriana, y mas diversos efectos bioldgicos [22, 23, 24, 25]

Es por eso que, una de las especies que podria ser candidata como agente antiacné es
Lampayo medicinalis, conocida cominmente como lampayo o lampaya (Figura 2). Es un
arbusto endémico de Chile, el cual se puede encontrar exclusivamente en el altiplano de la
region norte del pais, debido a que sus condiciones para crecer requieren de una altitud
elevada, aridez extrema y exposicion directa al sol sin proteccion [26]. Las hojas de esta
especie son utilizadas en forma de infusion en la medicina tradicional para tratar diferentes
afecciones como dolor en los huesos, problemas en la préstata, afecciones renales y de las
vias urinarias, y en trastornos hepéaticos y de las vias biliares [20].



Figura 2. Foto de la especie Lampayo medicinalis tomada en el sector de Ollagtie, Region
de Antofagasta. Autora: Waleska Vera.

Gracias a Morales, G. & Paredes, A. [23], se conocen los principales compuestos quimicos
presentes en un extracto de alta polaridad de la especie, lo que puede orientar a los posibles
efectos que tiene esta planta en el organismo, ademas de los documentados por el uso

tradicional (Tabla 2).

Tabla 2. Principales metabolitos identificados en una particion de acetato de etilo del
extracto hidroalcohdlico de L. medicinalis [23] y efectos biolégicos documentados.

Compuesto Efecto biolégico
5-hidroxi-7,4"-dimetoxiflavona Antiinflamatorio [27], antibacteriano [28]
5-hidroxi-7,3",4" -trimetoxiflavona Antimelanogénico [29]

Antimelanogénico [30], antiinflamatorio [31],

velutina
antibacteriano [32]
cirsilineol Antiinflamatorio [33], antibacteriano [34]
piceol Antiinflamatorio [35]
piceina Antioxidante [36]
genipin Antiinflamatorio [37], antibacteriano [38]

Respecto a ello, la actividad antiinflamatoria, antioxidante y hepatoprotectora de extractos
de L. medicinalis ha sido respaldada en diversos trabajos experimentales [23, 39, 40, 41,
42], y, adicionalmente, como se puede observar en la Tabla 2, diversos trabajos también
han documentado que los metabolitos aislados presentes en L. medicinalis, los que



corresponden principalmente a polifenoles y flavonoides [23, 40], tienen actividad biol6gica
gue podria posicionar a esta especie como un potencial agente antiacné, principalmente si
se utiliza un extracto total de la especie, debido al sinergismo que suelen tener los
metabolitos secundarios entre ellos. Esto, debido a que estos compuestos al ser probados
de manera aislada han demostrado actividad antibacteriana contra una variedad de
bacterias Gram positivas y negativas [28, 32, 34, 38] que, si bien no ha sido sobre las
bacterias especificas del acné, es un indicativo de que esta planta podria tener efecto sobre
las cepas C. acnes, S. aureus y S. epidermidis que colonizan al foliculo pilosebéaceo,
atacando a la enfermedad desde ese eje.

Por otra parte, la mayoria de estas moléculas tiene actividad antiinflamatoria, que es una
de las aristas principales a tratar en pacientes con esta patologia debido a que reducir la
inflamacion puede acelerar la resolucién de las lesiones, hacer que duren menos y prevenir
la aparicion de nuevas, ademas de minimizar el dafio en la piel y el riesgo de cicatrizacion.
Adicionalmente, se puede observar que incluso hay metabolitos con capacidad
antimelanogénica, lo que resulta una propiedad bastante atractiva para ayudar a mejorar el
aspecto del cutis, ya que en el acné se produce un efecto denominado “hiperpigmentacion
post-inflamatoria (HPI)”, en el cual los mediadores proinflamatorios estimulan la
sobreproduccién de melanina por parte de los melanocitos, depositando este pigmento en
las lesiones del acné, manchando la piel [43].

Asimismo, si se consideran los estudios realizados a la planta L. medicinalis, esta ha
demostrado una fuerte accién antioxidante en extractos de polaridad alta [23], lo que podria
ser otro eje de tratamiento para el acné, debido a que esta condicidn estd asociada con un
aumento en la produccién de radicales libres que aportan a la inflamacion y al dafio en las
células del foliculo pilosebéaceo. Los antioxidantes actian neutralizando los radicales libres,
reduciendo el estrés oxidativo, la inflamacién y el dafio celular en la piel [44]. También esta
documentado que la planta es capaz de inhibir eficazmente procesos inflamatorios agudos
en un modelo murino a dosis desde los 37,5 mg en un extracto hidroalcohdélico [42].

Sumado a esto, un factor importante para considerar a L. medicinalis como un agente
antiacné, es que ademas de poseer todas las actividades bioldégicas mencionadas, esta
comprobado que tiene un indice de proteccion solar (FPS) de 10,7 [45]. La fotoproteccién
es vital en el dia a dia porgue protege de la radiacion ultravioleta (UV) irradiada por el sol y
sus diferentes tipos, como la UVB, que es capaz de penetrar la capa mas externa de la piel
y producir guemaduras e incluso melanoma si es gue la persona se expone en exceso a la
luz solar, y la UVA, capaz de penetrar capas mas profundas de la piel, aportar al
envejecimiento y agravar las quemaduras producidas por la UVB [46]. Si bien este factor
no es un valor muy alto a comparacion de la mayoria de los protectores solares disponibles
comercialmente, y al contrario de las opciones antiacné disponibles que han sido descritas,
un producto derivado de lampayo en vez de producir fotosensibilidad estaria protegiendo la
piel de la persona que lo utilice, debido a que tiene compuestos de los que se tiene reporte
como fotoprotectores, como los polifenoles, que son capaces de absorber energia en la



regién UV y dispersarla en forma de calor o florescencia, protegiendo a la piel del dafio solar
[47].

Para investigar el potencial de L. medicinalis como ingrediente antiacné y fotoprotector, se
utilizard como solvente polietilenglicol (PEG) de bajo peso molecular para extraer los
metabolitos. Esto debido a que el PEG es denominado un “biosolvente”, por ser poco toxico,
no volatil y biodegradable, lo que lo hace seguro tanto para el ambiente como para quien lo
utilice. EI PEG, especificamente el PEG 400, también surge como una opcion debido a que
guimicamente es un solvente polar, pero en su estructura tiene una cadena larga de tipo
etoxilada (—CH2CH20—) lo que le confiere una zona polar (los grupos —OH terminales)
y una zona levemente lipofilica (la cadena etoxilada). Su estructura permite que se
comporte como un solvente anfifilico ideal para extraer una amplia diversidad de
compuestos polares como flavonoides y polifenoles, y en menor medida, otros no tan
polares como terpenoides [48, 49, 50]

Es en base a todos estos antecedentes que surge la pregunta: ¢ Lampayo medicinalis tiene
potencial como ingrediente cosmético antiacné y fotoprotector?; Puesto que, gracias a la
diversidad de sus metabolitos, se podria desarrollar una formulacién topica con el extracto
de esta planta, para obtener el efecto antibacteriano, antiinflamatorio y antioxidante en las
zonas afectadas por el acné donde se aplique, como rostro o cuello.

Para caracterizar el extracto, se realizara un tamizaje fitoquimico para identificar los
diferentes grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto, ademas del método
Folin-Ciocalteu y AICI3 para cuantificar el contenido total de polifenoles y flavonoides.
Adicionalmente, se medira la actividad antimicrobiana del extracto con el ensayo de difusion
en agar, para identificar si es que la planta es capaz de inhibir las bacterias presentes en el
acné, y el ensayo en microplaca para concentracion minima inhibitoria (MIC), para poder
establecer la dosis de la formulacién y la concentracién del extracto en el producto final.
Finalmente, se calculara el factor de proteccién solar (FPS) usando la ecuacién de Mansur
al extracto y se probara su capacidad como fotoprotector, y su interaccion con la piel en
general, utilizando tarjetas de prueba ultravioleta (UV) y un modelo de piel desarrollado in
vitro, en consecuencia de la Ley 21.646 promulgada en Chile que prohibe el uso de
animales para pruebas de seguridad y eficacia, y del principio de las tres erre (3R) en la
experimentacién con seres vivos, que habla sobre Reducir al minimo la cantidad de
animales, Refinar los procedimientos para minimizar el sufrimiento animal, y siempre
Reemplazar por técnicas alternativas si existe la opcion.



2. Objetivos

1) Objetivo general
Formular un gel cosmético con propiedades antimicrobianas y fotoprotectoras para el
tratamiento del acné basado en un extracto en PEG de hojas de Lampayo medicinalis.

2) Objetivos especificos

1. Caracterizar los metabolitos secundarios presentes en el extracto L. medicinalis
mediante tamizaje fitoquimico y cuantificar la concentracién de flavonoides y
polifenoles totales mediante técnicas espectrofotométricas.

2. Determinar la actividad antimicrobiana, la concentracion minima inhibitoria (MIC) y
la actividad antioxidante del extracto de L. medicinalis.

3. Elaborar un gel cosmético como vehiculo compatible para el extracto de L.
medicinalis.

4. Estimar el factor de proteccién solar (FPS) del extracto de L. medicinalis y de la
formulacion final.

5. Disefar un modelo de piel sintética de antebrazo para medir humedad, elasticidad
y proteccion ultravioleta (UV) al aplicar la formulacion final.
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3. Metodologia

1) Material vegetal
El material vegetal fue recolectado en el norte de Chile, camino a la localidad de Rio Grande
(22°40'08.4"S 68°18'30.5"W), en las cercanias de la ciudad de San Pedro de Atacama. La
recoleccién se llevo a cabo durante el mes de diciembre de 2024. Luego, lo recolectado se
trasladé al Laboratorio de Quimica de Metabolitos Bioactivos de la Universidad de
Valparaiso (LAQUIMEB), protegido tanto de la luz, como de la humedad y la temperatura.

2) Identificacion taxondmica
El material botanico (hojas de lampayo) fue identificado taxondmicamente mediante
comparacion con el espécimen, voucher VALPL_PLV:2283, del herbario VALPL de la
Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Playa Ancha. Esto se realizé
mediante el método de Schultze [51] por la botanica Mg. Pamela Ramirez, curadora del
herbario.

3) Procesamiento del material y analisis de particulas

En el laboratorio, el material vegetal fue lavado con abundante agua potable para poder
eliminar cualquier resto de tierra, insectos u otras especies vegetales, y se dejé secar por
una semana a temperatura ambiente protegido de la luz del sol. Cuando el material estuvo
seco, se separaron manualmente las hojas de los tallos. Las hojas fueron trituradas con un
molinillo (Sukaldari multifunction desintegrator). El polvo resultante fue tamizado con un
tamiz N°45, con un mesh de 355 micrones, para obtener un tamafio medio de particula
(D50) homogéneo.

Para verificar el tamafio de particula y la distribucion del tamafio de estas, se tomé una
muestra del polvo y se analiz6 en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la
Universidad de Valparaiso, mediante difraccion laser, haciendo uso del equipo HELOS
BR/RODOS (Sympatec®) con sistema de dispersidon seca y analisis a través del software
PAQXOS 6.0. El equipo fue operado a 2 bar como presion de dispersion, usando el lente
R5 para amplio rango de tamafio de particula (1-850 um).

4) Preparacion del extracto en PEG de L. medicinalis

Para preparar el extracto se adapté la metodologia de Suran, J. [49], por lo que se utilizaron
20 g de polvo fino de lampayo, los que fueron macerados en 100 mL de PEG (Kollisolv®
PEG 400, BASF Pharma). Se prepararon dos extractos, uno que fue macerado durante tres
dias (L3D) con agitacion constante en un agitador magnético (Magnetic Stirrer SH-2), a
temperatura ambiente y protegido de la luz, y uno que fue macerado durante tres meses
(L3M), en refrigeracién para evitar degradacién de los compuestos y con agitacion
periddica. Una vez finalizado el tiempo de maceracion, las mezclas se filtraron por gravedad
utilizando un papel filtro Whatman N°2 y una malla de nylon mesh 400. Los extractos
obtenidos se masaron y se almacenaron a 4°C, protegidos de la luz. Finalmente, se
determinaron los porcentajes de rendimiento del extracto mediante la ecuacion 1:
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YeRen dim i ent _ (Masa extracto filtrado (g)) 100
oRendimientop/p = (Masa solvente inicial (g)) x

5) Caracterizacion fisica del extracto

I. Propiedades organolépticas
Se registraron las caracteristicas de color, olor, y textura de los extractos.

II. Densidad
Se utiliz6 el método de picndmetros de vidrio, en el cual se maso el picnémetro vacio (m1),
con los extractos (m2) y con agua destilada (m3) en una balanza analitica (Boeco BAS31)
. Para calcular la densidad se determind el volumen del picnémetro con la ecuacion 2:

_ (m3 —ml)
" Densidad del agua a la T° de trabajo

Con el volumen del picnémetro conocido se calcul6 la densidad con la ecuacion 3:

(m2 —m1l)

Densidad del extracto = v

Ill. Viscosidad relativa
La viscosidad relativa de ambos extractos, L3D y L3M, se determiné utilizando un
viscosimetro rotacional de Brookfield (Modelo BHT) con adaptador de pequefia muestra
con el husillo N°29, a una velocidad de 50 rpm y una temperatura de 25°C. La muestra
utilizada tenia un volumen cercano a los 7 mL.

IV. pH
La determinacion de pH de los extractos se realiz6 diluyendo estos en agua destilada a una
concentracion de 100 mg/mL, y se utilizé un pHmetro calibrado previamente con soluciones
buffer a pH 4,00 y 7,00 para una lectura precisa.

6) Tamizaje fitoquimico

En la unidad de investigacién | se propuso un andlisis por HPLC-MS/MS que permitiria
caracterizar y cuantificar la composicién quimica del extracto PEG de lampayo. Sin
embargo, la continua busqueda bibliografica, nos hizo decidir no utilizar esta técnica. Esto
debido a la naturaleza de este solvente en cuanto a su alta capacidad de ionizacién, lo que
seria un interferente en el andlisis, debido a que sélo se observarian sefiales de PEG en el
espectro. A raiz de ello, se propuso realizar un tamizaje (screening) fitoquimico que permite
analizar e identificar cualitativamente los principales grupos de compuestos presentes en
este extracto vegetal.

El tamizaje fitoquimico se realiz6 con un alicuota liqguida de cada extracto
(aproximadamente dos gotas) y en triplicado en tubos de ensayo, con el objetivo de obtener
resultados con mayor validez. Se consideré la reaccion como positiva cuando se detect6 la
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aparicion de color, precipitado, espuma o fluorescencia (la cual fue determinada usando
una lampara UV a una longitud de onda de 365 nm). Los ensayos para identificar la
presencia o ausencia de metabolitos secundarios se pueden resumir en la Tabla 3:

Tabla 3. Metabolitos a detectar y las respectivas pruebas para realizarlo.

M li -
etabo t.o Ensayo Resultado positivo
secundario
Hager Precipitado sélido amarillo
M Turbidez o precipitado
Alcaloides [52, ayer amarillo
53]
Wagner Precipitado marron rojizo
Dragendorff Precipitado sélido rojo
Saponinas [52] Espuma Espuma >5 mm
Terpenos
Color rosa a morado
Triterpenos Libermann-Burchardt [52, 53, 54]
Fitoesteroles Verde
Triterpenos Amarillo

Salkowski [52]

Fitoesteroles

Rojo en capa inferior

Cloroformo y &cido sulfdrico

Terpenoides [55] concentrado

Coloracioén café

Taninos [52] Cloruro férrico (FeCI3) 12,5%

Hidrolizables: Azul completo

Condensados: Verde oscuro

Cloruro de aluminio (AICI3) 3% [55]

Florescencia verde

Flavonoides Shinoda [52] Naranja, r\(l)ij;)l,e igsa, azul o
Glucésidos [53] Fehling Coloracién o precipitado rojo
Cumarinas [52] Fluorescencia Florescencia azul-celeste
Quinonas [52] Quinonas Coloracion roja

Cada uno de los ensayos se realizé siguiendo su respectivo procedimiento, los cuales se

desglosan a continuacion:
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Alcaloides: Se afadieron 2 mL de acido clorhidrico 37% (HCI) a cada muestra y se llevaron
a un bafio ultrasonido por 15 minutos a 40°C. Pasado el tiempo, se filtraron con papel filtro
y luego con una pirinola de 0,22 um, para que las muestras quedaran lo mas transparente
posible. Una vez listo, se tomé una alicuota de cada filtrado para cada ensayo y se
agregaron 20 gotas de cada uno de los reactivos para alcaloides: Hager, Mayer, Wagner y
Dragendorff en cada uno de los tubos de ensayo correspondientes. Se consideraron
positivas las pruebas en las que aparecio un precipitado (ver Tabla 3).

Saponinas: Se diluyeron dos gotas de cada extracto en 5 mL de agua destilada en tubos
de ensayo y se agitaron manualmente de forma vigorosa durante 30 segundos y se dejé
reposar durante 15 minutos posterior a la agitacion. Se considerdé como positiva la prueba
cuando la altura de la espuma formada fue mayor a 5 mm, y ademas persistié pasado el
tiempo de reposo.

Terpenos, Triterpenos y Fitoesteroles: Para el ensayo de Libermann-Burchardt (LB), se
disolvié una alicuota de cada muestra en 10 mL de cloroformo. Posteriormente se tomé una
alicuota de 5 mL de la solucién anterior, se agregaron 0,25 mL de anhidrido acético por las
paredes de los tubos de ensayo y, por ultimo, se afiadi6 2 gotas de &cido sulfarico
concentrado. Se consider6 positiva la prueba cuando hubo formacién de color verde, que
indica la presencia de fitoesteroles, y/o rosa a morado, que indica la presencia de terpenos
y triterpenos.

Para el ensayo de Salkowski, se disolvié una alicuota de cada muestra en 10 mL de
cloroformo. Posteriormente se filtraron las soluciones y se agregaron tres gotas de acido
sulfarico concentrado, se agitaron y mantuvieron en reposo. Se consideré como positiva la
prueba cuando se observd la formacion de color amarillo, que indica la presencia de
triterpenos, y/o la formacién de color rojo en la capa inferior del tubo de ensayo, que indica
la presencia de fitoesteroles.

Terpenoides: Se tomd una alicuota liquida de cada muestra y se les agregé 1 mL de
cloroformo a cada uno de los tubos de ensayo. Posteriormente se les agregaron 3 gotas de
acido sulfarico concentrado y se considero la prueba como positiva cuando se observé una
coloracion café.

Taninos: Se tomoé una alicuota de cada muestra y se agregaron 3 gotas de cloruro férrico
al 12,5%. Se consider6 como positiva la prueba para taninos hidrolizables cuando se
observé formacién de color azul, y cuando hubo formacién de color verde oscuro para
taninos condensados.

Flavonoides: Para el ensayo con cloruro de aluminio al 3%, se disolvié una alicuota para
cada muestra en 1 mL de metanol. Posteriormente, se sembraron 10 uL de cada solucién
en tiras de papel filtro, los que fueron pulverizados con una solucién de cloruro de aluminio
al 3%. Se consider6 como positiva la prueba cuando se observé florescencia verde en el
papel filtro al observar bajo la luz UV a 365 nm.
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Para el ensayo de Shinoda, se diluyd una alicuota de cada muestra en 1 mL de agua
destilada en tubos de ensayo y se les agregd un pedazo de viruta de magnesio. Después,
se calentaron los tubos hasta los 60°C y se adicioné HCI concentrado por las paredes de
los tubos de ensayo. Se consideré como resultado positivo cuando aparecié una coloraciéon
naranja, rojo, rosa, azul o violeta.

Glucésidos: Se tom6 una alicuota de cada muestra y se les agregaron 2 mL de solucién
de Fehling A (CuSO,-5H,0) y 2 mL de solucién de Fehling B (KNaC,H,O4-4H,0O+NaOH).
Después, se llevaron los tubos a un bafio termorregulado a 80°C por 3 minutos. Una vez
pasado el tiempo, se sacaron los tubos del bafio y se dejaron reposar 20 minutos. Se
consider6é como positiva la prueba cuando aparecié una coloracién roja o precipitado rojo.

Cumarinas: Se tomé una alicuota de cada muestra y se disolvieron en 1 mL de agua
hirviendo en tubos de ensayo. Se cubrio6 la boca de cada tubo con papel filtro empapado en
una solucion de hidroxido de sodio 1N. Después, se llevaron los tubos a un bafio
termorregulado a 100°C por 15 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se esper6 a que
se enfriaran hasta temperatura ambiente, y el papel filtro frio se expuso a luz UV a 365 nm.
Se considerd como positiva la prueba cuando se observé florescencia azul-celeste.

Quinonas: Se tom6 una alicuota de cada muestra y se agregaron 2 mL de una solucién
1:1 — agua destilada:metanol. Posteriormente se agregaron 1 mL de acido sulfarico
concentrado. Se considerd como positiva la prueba cuando se observé la formacién de una
coloracioén roja.

7) Determinacion del contenido de polifenoles totales (CPT) mediante el
meétodo de Folin-Ciocalteu
La determinacion de polifenoles totales (CPT) del extracto en PEG de L. medicinalis se hizo
a través del método de Folin-Ciocalteu, el que tiene su fundamento en la capacidad de los
polifenoles de reducir el reactivo de Folin de Mo (IV), que tiene una coloraciéon amarilla, a
Mo (V), que adquiere una coloracién azul la que puede ser medida con espectrofotometro
para cuantificar la cantidad de polifenoles en el extracto [56].

Para determinar el CPT se construy6é una curva de calibrado con una solucién patron
acuosa de acido galico de concentracion 500 pg/mL. A partir de esta, se prepararon
soluciones de concentracion 20, 30, 40, 50, 60 y 70 ug/mL, que fueron las concentraciones
con las que se construy6 la curva. Se tomaron 100 uL de cada solucion y se depositaron
en tubos Eppendorf ambar. A estos se les adiciond 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu en
oscuridad (en un periodo de 2 minutos) y se les agreg6 800 pL de carbonato de sodio al 5%
p/v (acuoso). Los tubos con cada punto de la curva se agitaron manualmente y se colocaron
en un bafio ultrasonido por 20 minutos a 40°C. Para construir la curva se prepar6 un blanco
con 100 pL de agua, 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu y 800 pyL de carbonato de sodio al
5% plv.

Para determinar el CPT de los extractos en PEG de L. medicinalis, se diluyé una alicuota
de cada uno en agua destilada para obtener soluciones de concentracibn 6 mg/mL
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(concentracion determinada experimentalmente) y se les dio el mismo tratamiento que a los
puntos de la curva de calibrado.

La medicion de los puntos de la curva de calibrado, asi como de la muestra del extracto de
L. medicinalis, se realiz6 en un espectrofotobmetro (ZUZI Spectrophotometer Model
4201/50), en triplicado, a una longitud de onda de 740 nm. El contenido de compuestos
fendlicos presentes en la muestra se extrapolé del promedio de las curvas de calibrado del
acido galico. El CPT se expres6 como mg EAG/mL (miligramos de equivalentes de acido

8) Determinacion del contenido de flavonoides totales (CFT) mediante el
método de AICIs

La determinacion del contenido de flavonoides totales (CFT) del extracto en PEG de L.
medicinalis se determiné por el método colorimétrico con AICls. El fundamento de este recae
en que el ion aluminio es capaz de formar un complejo coloreado con los grupos carbonilo
e hidroxilo presentes en flavonoles y flavonas [57]. Primero, se construyé una curva de
calibrado con una solucién patron acuosa de quercetina de concentracion 200 yg/mL. A
partir de esta, se prepararon soluciones de concentracion 20, 40, 80, 100, 150 y 180 pg/mL,
que fueron las concentraciones con las que se construyé la curva. Se tomaron 30 pL de
cada solucién y se les adicioné 10 uL de AlClsal 10%, 10 yL de acetato de sodio 1M y se
completd con 250 uL de agua. Para construir la curva se prepard un blanco con 10 uL de
AICls al 10%, 10 pL de acetato de sodio 1My 280 pL de agua. Para determinar el CFT de
los extractos en PEG de L. medicinalis, segun la metodologia de Castillo & Vera [58], se
prepard una solucién acuosa de concentracion 40 mg/mL, la que se fue determinada en la
préactica.

Para medir la absorbancia, se rellenaron los pocillos de una microplaca de 96 pocillos en el
siguiente orden: 30 pL del extracto o punto de la curva, 10 yL de AICIs, 10 pyL acetato de
sodio 1 My 250 pL de agua (fd=10). Esto se dejo reaccionando protegido de la luz por 30
minutos. Transcurrido ese tiempo se midio la absorbancia contra el blanco del ensayo, lo
gue se realizé por triplicado en un lector de multiplaca (confirmar marca y modelo), a 465
nm. La cantidad de flavonoides totales presentes en la muestra se extrapolé del promedio
de la curva de calibrado de quercetina y se expres6 como mg EQ/mL (miligramos
equivalentes de quercetina por mililitros de extracto en PEG de L. medicinalis).

9) Determinacién de la actividad antimicrobiana del extracto de L.
medicinalis

La determinacion de la actividad antimicrobiana de L. medicinalis se realiz6 en el
Laboratorio de Productos Naturales, en la Facultad de Medicina de la Universidad Diego
Portales, en conjunto con la Dra. Jessica Bravo. Las cepas bacterianas que se utilizaron
para las pruebas microbioldgicas incluyeron las cepas de referencia Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y Cutibacterium acnes ATCC
11827, todas bacterias Gram positivas anaerobias. Para el ensayo de difusion en agar, se
usaron placas de agar Mueller-Hinton (Merck®©) con y sin sangre a 37°C para cultivar a S.
aureus y S. epidermidis, y placas de agar Brucella (Merck®) a 37°C bajo una atmésfera
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enriquecida con 10% de CO; para cultivar a C. acnes. Por otro lado, en el ensayo en
microplaca para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC), se us6 medio de
cultivo liquido Mueller-Hinton Broth (Merck©) para cultivar S.aureus y S. epidermidis, y
medio de cultivo liquido Brucella Broth (Merck®©) para C. acnes, con las mismas condiciones
de incubacién mencionadas anteriormente.

Antes de realizar los ensayos microbiolégicos se tuvieron que hacer tinciones Gram
(Coloracion de Gram (Modificacion de Hiicker) Biopack®) de todas las bacterias que se
cultivaron tanto en agar como en caldo, para confirmar morfolégicamente que fueran
efectivamente las bacterias de interés, y como estrategia para identificar si se produjo
contaminacién con otros microorganismos.

l. Tincién Gram
Para llevar a cabo la tincién de Gram, se esparcieron alicuotas de bacterias en portaobjetos
con pocillos de 5 mm, y se fijaron a la superficie con calor. Una vez secos los portaobjetos,
se procedio a realizar la tincion de Gram.

Primero, se afiadi6é colorante cristal violeta a las bacterias fijadas, y después de 60
segundos se enjuago el portaobjetos con agua para eliminar el exceso de colorante, y se
sacudio el exceso de agua. Después, se afiadié una solucién de yodo para fijar el colorante
a las bacterias, y después de 60 segundos, se enjuagé y sacudi6 el portaobjeto. Luego, se
afiadié una solucion de etanol al 99% por 5 segundos para eliminar el exceso de colorante
de las bacterias Gram positivas, y se enjuagd nuevamente con agua el portaobjeto por otros
5 segundos. Por ultimo, se afadié safranina por 30 segundos para poder identificar la
presencia o ausencia de bacterias Gram negativas en los cultivos. Una vez enjuagado y
secado el portaobjeto, se examind bajo microscopio. [59] Se utilizé un microscopio éptico
(Motic BA210) para observar toda el area del portaobjeto con la tincion, con el objetivo x100
y su respectivo aceite de inmersidén para una correcta observacion.

Il. Ensayo de difusién en agar
Para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos frente a las bacterias de interés,
se llevo a cabo un ensayo de difusion en agar mediante siembra en superficie tipo césped
en las placas, utilizando hisopos estériles. Las suspensiones bacterianas se prepararon
ajustando su densidad a una absorbancia (OD) de 0,08 medida a 550 nm, correspondiente
aproximadamente a una concentracion de 1x10® UFC/mL, usando solucién salina estéril.
Para cada microorganismo se prepararon, por triplicado, las siguientes condiciones: control
de crecimiento (sin tratamiento), sensidisco de eritromicina (15 ug), sensidisco de
tetraciclina (30 pg), disco de papel filtro estéril de 5 mm impregnado con PEG (control de
vehiculo), disco impregnado con extracto L3D y disco impregnado con extracto L3M. En el
caso de S. aureus y S. epidermidis, las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C,
mientras que las placas con C. acnes fueron incubadas durante 48 horas a 37 °C bajo una
atmaosfera enriquecida con 10% de CO,, dada su condicion anaerobia facultativa. Al finalizar
los periodos de incubacién, se midié el diametro de los halos de inhibicién alrededor de los
discos con la ayuda de un pie de metro, expresando los resultados en milimetros. Los datos
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obtenidos de los extractos se compararon con los antibiéticos de referencia utilizando la
ecuacion 4.

.. ) (Halo de la muestra)
Actividad relativa (%) = 100

" (Halo del control positivo)

Ill. Ensayo para determinar Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC)

La determinacioén de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de los extractos, L3D y L3M,
y del antibiotico de referencia, tetraciclina, se realiz6 mediante el método de microdilucion
en caldo de cultivo en placas de 96 pocillos, siguiendo los lineamientos del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Para ello, en los pocillos de la columna 2 a la
11 se depositaron 100 pL de medio de cultivo liquido con DMSO al 4% (v/v), mientras que
el pocillo 12, correspondiente al control negativo (sin crecimiento bacteriano), se completd
con 200 pL de medio de cultivo con DMSO al 2%. En el pocillo 1 se adicionaron 200 pL de
extracto a una concentracion inicial de 50 mg/mL disuelto en DMSO al 99%.

100 pL 100 pL
axtracto/ 100 pL medio medio
200 pL 100 pL 200 uL antibictico + DMSO 4% con DMSO 4% +
axiracta/ meadio medio 100 pL extractaantibidtico 100 pL
antibidtico DMSO 4% DMSO 2% bacterias + 100 pL bacterias bacterias
200 pL
€ ) Yor ( OO YOO ( ’\:’A).© +—  madio
> PO DMSO 2%
( ( Y (52 B[S IS]ISIS] ).
Control ~ o 4 L A O LB L 4B b
pOSitivo QOOOOOLOOOQ (-\.).O
g Control — >
© negativo

) Extractos o OO OOAOE
antibiotico - —

Dilucionss seriadas

Figura 3. Condiciones experimentales previas y posteriores a las diluciones seriadas y la
adicion de las bacterias a evaluar para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC).
Figura creada con BioRender.

A patrtir del pocillo 1, se realizaron diluciones seriadas decrecientes por un factor de 2, desde
el pocillo 1 al 10, transfiiendo 100 pL de cada pocillo al siguiente y mezclando
homogéneamente antes de cada transferencia, descartando finalmente los 100 L tomados
del pocillo 10. Posteriormente, se agregaron 100 pL de suspension bacteriana fresca,
equivalente a 1x10”8 bacterias/mL, a cada pocillo del 1 al 11 para completar un volumen
final de 200 pL. El pocillo 11 actué como control positivo de crecimiento bacteriano (sin
extracto), y el ensayo se realiz6 por pseudotriplicado (n=1) paraS. aureus,S.
epidermidisy C. acnes, incluyendo para cada cepa las siguientes condiciones
experimentales: extracto L3D, extracto L3M vy tetraciclina a 20 mg/mL. Las placas
inoculadas fueron incubadas a 37 °C con agitacién continua (100-120 rpm). Para S.
aureus y S. epidermidis, la incubacion se mantuvo durante 24 horas en aerobiosis, mientras
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gue para C. acnes se prolongd por 48 horas en una atmdésfera enriquecida con 10% de
CO..

Tras el tiempo de incubacion, se retiraron 50 puL de cada pocillo correspondiente a las
posiciones 1 a 12 de los tres replicados de cada condicién; los volimenes fueron reunidos
y homogeneizados por posicién, y luego sembrados sobre placas de agar para confirmar la
MIC por crecimiento bacteriano. Las placas se incubaron bajo las mismas condiciones
descritas para cada microorganismo. Finalmente, la absorbancia de las placas de
microdilucion fue leida a 550 nm mediante un lector de microplacas (Tecan infinite F50), y
tras la incubacion de las placas sembradas, se observaron visualmente y se contaron las
unidades formadoras de colonias (UFC) para corroborar los resultados obtenidos por
espectrofotometria.

10) Determinacion de la actividad antioxidante
Se evaluo la capacidad antioxidante de ambos extractos de lampayo, L3D y L3M, utilizando
un método cualitativo y uno cuantitativo.

I. Método cualitativo

Para la determinacion de la actividad antioxidante de manera cualitativa de los extractos,
se utilizd PEG solo como control negativo, y Gold-Vit C® (vitamina C) como control positivo.
Se tomd aproximadamente una punta de espatula de vitamina C y se solubiliz6 en 1 mL de
PEG. Se tom6 una alicuota de 10 uL del PEG, la vitamina C y los extractos L3D y L3M,
respectivamente, y se sembraron en 4 placas cromatograficas de silica gel,
aproximadamente a 1 centimetro del borde inferior de estas. Posteriormente, se realiz6 una
elucién de las placas empleando dos combinaciones de solventes, una de baja polaridad
utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo 8:2, y una de alta polaridad utilizando una
mezcla de cloroformo-metanol 85:15. Finalizada la elucion, las placas se dejaron secar a
temperatura ambiente para evaporar los solventes y luego se rociaron con una solucién de
DPPH 0,2% disuelto en PEG. Las placas se dejaron expuestas a la luz visible por 30
minutos y se consideré como resultado positivo a las muestras que presentaron manchas
de color amarillo sobre un fondo violeta al evaluarse bajo luz visible [60].

II. Método cuantitativo DPPH
Para evaluar la actividad antioxidante de manera cuantitativa, se llevé a cabo la prueba
DPPH segun lo documentado por el trabajo de Zufiga-Lépez [61]. Para esto, se prepararon
soluciones de 50 mg/mL de ambos extractos, L3D y L3M, y una solucién de DPPH de
0,0394 mg/mL ambos disueltos en metanol. A la solucion de DPPH también se le agregaron
50 mg/mL de PEG para igualar las condiciones para el blanco.

En tubos eppendorf ambar se afiadieron por triplicado 10 uL de cada muestra y 1440 L de
DPPH y se incubaron por 20 minutos protegidos de la luz. Pasado el tiempo, se sembraron
200 uL de las soluciones en una placa de 96 pocillos y se llevé al equipo espectrofotométrico
(misma marca y modelo que flavonoides) para realizar la medicién a una longitud de onda
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de 517 nm frente al blanco. Posterior a la medicién, se calculé el % de inhibicion de
captacion de radicales libres de DPPH mediante la ecuacion 5:

Ab-A
@b —am .

%Inhibicion DPPH = b

00

Donde Ab corresponde al blanco, es decir la absorbancia de la soluciéon de DPPH y Am
corresponde a las absorbancias de las muestras de los dos extractos con DPPH,
respectivamente.

11)Elaboracién de formulacion tdpica con extracto en PEG de L.
medicinalis

Debido a que los extractos en PEG de L. medicinalis, L3D y L3M, son miscibles en agua,
se formulé un gel cosmético empleando como agente gelificante al acido poliacrilico
(carbopol) a una concentracion del 0,6%, con el objetivo de obtener un gel no
comedogénico, apto para aplicacion tépica en pieles con tendencia acneica. La
composicion de la formulacién incluy6 el extracto en PEG, propilenglicol, glicerina y agua
purificada con conservantes (parabenos) en porcentajes definidos experimentalmente, en
cantidad suficiente para completar 50 g de producto. Los ingredientes seleccionados
presentan bajo potencial comedogénico y han sido ampliamente utilizados en cosmética
por su capacidad humectante y su buena compatibilidad dérmica.

El proceso de elaboracion consisti6 en humedecer el carbopol dispersandolo en el
propilenglicol mediante agitacion continua para evitar la formacibn de grumos.
Posteriormente, se incorpor6 el extracto en PEG, la glicerina y el agua bajo agitacién
manual suave. Finalmente, se ajusté el pH de la mezcla mediante la adicién de
trietanolamina hasta alcanzar un valor entre 5,5 y 6, compatible con el pH fisiolégico de la
piel, y, ademas, para la formacion del gel hasta alcanzar una viscosidad final en el rango
de 10.000 a 50.000 mPa-s, adecuada para facilitar la aplicacion tépica y prolongar el tiempo
de permanencia del producto sobre la piel.

12) Actividad fotoprotectora
Para determinar si es que los extractos de lampayo, L3D y L3M poseen actividad
fotoprotectora in vitro contra la luz ultravioleta UVA y UVB, se hizo uso de la ecuacién de
Mansur para estimar el factor de proteccion solar (FPS) de los extractos y las formulaciones
cosméticas respectivamente. Adicionalmente, se realizé una evaluacién cualitativa de la
capacidad de los extractos y las formulaciones de lampayo de bloquear la luz UV.

I. Estimacién del factor de proteccion solar del extracto en PEG vy las
formulaciones de L. medicinalis

Para la estimacion del factor de proteccién solar (FPS) de los extractos en PEG de L.

medicinalis in vitro, se usé la misma metodologia descrita en el trabajo de Gajardo & col.

[45]. Para ello, se diluyeron los extractos hasta una concentraciéon de 25 mg/mL en etanol

y se midié la absorbancia entre las longitudes de onda 290-320 nm, en intervalos de 5 nm
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en un espectrofotrometro (ZUZI Model 4201/50), debido a que son las longitudes en las que
la radiacion UVB es mas intensa. En el caso de los extractos, se hizo uso de un blanco
compuesto de PEG 25 mg/mL en etanol. Para la estimacion del FPS de los geles
cosméticos de L3D y L3M, se hizo una dilucion de los geles a 25 mg/mL con una mezcla
etanol-agua 30:70, y se utiliz6 como blanco la mezcla etanol-agua debido a que se midio la
fotoproteccion del gel por completo. Con los datos obtenidos se aplicd la ecuacion de
Mansur (ecuacion 6):

FPS = CFx333m™y EE (A)xI(A)xAbs(A)

Donde CF es el factor de correccion (10), EE es la eficacia eritematica del sol, | es la
intensidad de la irradiacién solar en cada longitud de onda y Abs es la absorbancia medida
de la muestra a cada longitud de onda. Los valores de “EE x I” son valores constantes para
cada longitud de onda, los que fueron determinados por Sayre, R.M. & col. [62] y se
presentan en la Tabla 4:

Tabla 4. Valores normalizados para el calculo de FPS in vitro.

Longitud de onda (A) EE x | (normalizado)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

13) Desarrollo de modelo de piel sintética
Para poder medir como se comportan los geles de lampayo sobre la humectacién vy
elasticidad de la superficie cutanea sin tener que hacer pruebas in vivo, se precisé de un
modelo de piel replicable en laboratorio, el que fuera capaz de imitar las caracteristicas
mecanicas de la piel del ser humano, especialmente del antebrazo, que es una de las zonas
del cuerpo donde se prueban cosméticos en el ser humano.

Para ello se tom6 como referencia los trabajos de Keshavarzi, F. & col., Lir, . & col., y Deng,
Y. & col. [63, 64, 65], por lo que se utilizé gelatina como polimero que imita la composiciéon
de la piel, glicerol como plastificante para entregarle flexibilidad a la gelatina y formaldehido
como agente reticulante, para generar estabilidad de las redes poliméricas de gelatina y
entregar resistencia mecanica. Se utilizd un disefio de experimentos Box-Behnken (DoE)
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para definir el comportamiento de la elasticidad y humedad del modelo de piel al cambiar
las concentraciones de las tres variables (gelatina, glicerol y formaldehido) y establecer la
mejor combinacion que imite la piel de antebrazo y rostro. El disefio experimental considerd
las siguientes variables: concentracion de gelatina (5, 10 y 15%), concentracion de glicerol
(20, 40 y 60%) y concentracion de formaldehido (0, 0,5 y 1%), y fue aleatorizado con un
total de 15 ejecuciones (Tabla 5):

Tabla 5. Combinaciones aleatorias de las concentraciones de gelatina, glicerina y
formaldehido, sefialadas como concentracion baja (-), media (0) y alta (+).

Patron Gelatina (%) Glicerina (%) Formaldehido (%)
-0+ 5 40 1
--0 5 20 0,5
000 10 40 0,5
0-+ 10 20 1
000 10 40 0,5
+-0 15 20 0,5
0++ 10 60 1
0+- 10 60 0
-0- 5 40 0
+0 - 15 40 0
000 10 40 0,5
+0+ 15 40 1
++0 15 60 0,5
-+0 5 60 0,5
0-- 10 20 0

Para la elaboracién de las laminas de piel sintética se disolvié gelatina (Bloom ~300 g,
Sigma Aldrich) en agua destilada (55°C) y se ajusto el pH a 9 afiadiendo NaOH 1M. Luego,
se afadié la cantidad correspondiente de glicerol (MMPP), y una vez se alcanzé una
temperatura de 45°C, se agreg6 el formaldehido (Sigma Aldrich) a la solucién de gelatina y
se llevo a un bafo de ultrasonido a 45°C por 5 minutos para eliminar las burbujas en la
solucion. Posteriormente, se vertid 4 mL de cada solucién de gelatina en placas Petri de
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35x10 mm, cuidando que fuera una capa uniforme. Por Ultimo, las placas se dejaron reposar
cubiertas por 24 horas.

La evaluacion de las propiedades mecanicas de las pieles sintéticas se llevd a cabo
mediante mediciones de contenido de humedad y elasticidad superficial. Para determinar
la hidratacion se utilizé un MoistureMeter® SC (Delfin), instrumento basado en la medicion
de la constante dieléctrica del estrato corneo, lo que permite estimar de forma indirecta el
contenido de agua presente en la piel. La elasticidad, por su parte, fue evaluada mediante
un ElastiMeter® (Delfin), equipo disefiado para registrar la capacidad de recuperacién
mecanica de la superficie cutanea tras la aplicacion de una presion controlada. Las
mediciones se realizaron diariamente durante cinco dias consecutivos, con el objetivo de
observar la evolucion de estos parametros en el tiempo. Posteriormente, se selecciono el
dia cuyos resultados mostraron menor variabilidad, y los datos obtenidos fueron ingresados
al software estadistico JIMP®. A través de este programa se evalud si existia correlacion
entre los valores de humedad vy elasticidad, con las diferentes proporciones de gelatina,
glicerol y formaldehido. Con base en este analisis, se seleccioné la formulacién cuya
respuesta fue mas cercana a las caracteristicas de la piel humana, con el fin de utilizarla
como modelo sintético para la posterior aplicacion y evaluacion de formulaciones
cosméticas.

14) Evaluacion cualitativa de la fotoproteccidon
Para confirmar la capacidad de L. medicinalis para bloquear la radiacién ultravioleta, se
utilizaron tarjetas de prueba UV. Esto debido a que las tarjetas tienen un compuesto
fotocromatico que, al ser expuesto a este tipo de radiacion, son capaces de absorber
energia y cambiar su estructura molecular, alterando la forma en que reflejan la luz visible,
por lo que cambian de color. A mayor intensidad de radiacion UV, mayor intensidad de
color. La configuracion experimental se puede observar en la Figura 4:

Luz UV amplio
espectro

10 cm
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placa petri
£

o 3E
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Figura 4. Esquema de la configuracion experimental de la evaluacion cualitativa de
proteccién UV. Creado con Canva.
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Con esta configuracion, se evalué la capacidad de fotoproteccion de distintas variables
aplicadas sobre piel artificial, bajo condiciones controladas de irradiacion. Las condiciones
experimentales incluyeron: exposicion directa a la luz UV, piel artificial sin tratamiento
(control negativo), piel con gel base sin extracto, piel con filtros solares Eusolex® 6300 y
Eusolex® 4360 como control positivo, aplicados a una concentracion de 15 mg cada uno
en 30 mL de glicerina, piel con extracto L3D, piel con extracto L3M, piel con gel formulado
con extracto L3D y piel con gel formulado con extracto L3M. A cada muestra se aplicd una
dosis de 2 mg/cm? de producto respectivo, la cual fue uniformemente esparcida sobre la
superficie con un dedo enguantado durante 30 segundos.

Posteriormente, las muestras se dejaron en reposo por 20 minutos para permitir la
formacion de la pelicula superficial, tras lo cual cada placa fue colocada individualmente en
el compartimento de la camara. Una tarjeta UV se posicioné directamente bajo la camara,
alineada con la muestra, y se procedi6 a irradiar durante 10 segundos con la lampara UV.
Inmediatamente después de la exposicion, se capturé una imagen de cada condicién
experimental. Todas las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el
software ImageJ, utilizando parametros estandarizados de intensidad y area de cambio de
color en las tarjetas UV.
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4. Resultados y discusiones

1) Identificacién taxonémica

La identificacion taxonémica de las hojas de lampayo fue llevada a cabo por la botanica Mg.
Pamela Ramirez, curadora del Herbario VALPL de la Facultad de Ciencias Naturales y
Exactas de la Universidad de Playa Ancha. Para ello, se aplico el método de Schultze [51],
mediante el cual se identific6 que el material recolectado corresponde a Lampayo
medicinalis F. Phil, lo cual fue comparado con el comprobante VALPL_PLV:2283, el cual es
el voucher herbario que registra la identificacion realizada al espécimen certificado. Los
resultados se pueden apreciar en la Figura 5:

Figura 5. A(4x), B(10X) y C(40X) Lampayo medicinalis Phil. (Lampayo recolectado). D(4x),
E(10X) y F(40X) Lampayo medicinalis Phil. (Lampaya de referencia Voucher
VALPL_PLV:2283)

La morfologia de las hojas de lampayo evidencia caracteristicas anfiestomaticas, con
estomas abundantemente distribuidos y dispuestos de manera similar (A y D).

Asimismo, se observd una cuticula de espesor considerable, sin presencia de células
anexas alrededor de los estomas. Las células oclusivas mostraron un engrosamiento
cuticular a nivel del ostiolo (B-E y C-F), situdndose por debajo del plano de las células
epidérmicas adyacentes, lo cual reafirma la correcta identificacion de la especie. Para el
analisis, los tejidos fueron observados y comparados utilizando un microscopio 6ptico con
lentes de aumento de 4x, 10x y 40x. Esto permiti6 examinar con precision el tipo de
estomas, la morfologia de las células epidérmicas y epinervias, asi como la presencia y
caracteristicas de distintos tipos de tricomas y glandulas. Estos resultados son
concordantes con las investigaciones previas realizadas en LAQUIMEB por Castillo [58],
Lépez [55] y Caballero [67].

2) Procesamiento del material y andlisis de particulas
Los resultados obtenidos al realizar la caracterizacion granulométrica del polvo de lampayo,
muestran una distribucién amplia de tamafios de particula, con valores caracteristicos
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de Xi0,3 = 14,91 pm, Xsg,3 = 42,14 um, Xg¢,3 = 252,50 um y Xg9,3 = 406,44 um, lo que indica
que el 90% de las particulas tienen un tamafio inferior a 252,50 um, y solo un 10% son
menores a 14,91 um. El diametro medio superficial (SMD) fue de 28,32 um, mientras que
el didmetro medio volumétrico (VMD) alcanz6 los 88,79 um, evidenciando la presencia de
particulas de mayor volumen que influyen en el valor promedio. La curva de distribucién
present6 una simetria del 98,85%, lo que indica un perfil continuo y homogéneo. Los valores
obtenidos se resumen en la Tabla 6:

Tabla 6. Resultados y parametros caracteristicos de tamafio de particula del polvo de L.
medicinalis.

Parametro Significado Valor (um)
X103 10% de las particulas < este tamano (fraccion fina) 14,91
X50,3 50% < este tamano (mediana) 42,14
X90,3 90% < este tamafio (fraccién gruesa) 252,50
X99,3 99% < este tamafo (valor extremo superior) 406,44
SMD Diametro medio superficial 28,32
VMD Diametro medio volumétrico 88,79

Los valores obtenidos indicaron que el polvo de lampayo utilizado presentd una distribucion
de tamafo polidispersa, esto debido a que hay muchas particulas finas (que aportan
superficie) y algunas particulas grandes (que aportan volumen y masa). El valor Xsq,3 =
42,14 ym indica que al menos la mitad de la muestra esta compuesta por particulas finas,
lo cual es beneficioso en términos de area superficial porque favorece una interaccién mas
eficiente con el solvente al realizar la extraccion. Esto se complementa con el SMD = 28,32
um, que refleja una alta disponibilidad de area de contacto, util para maximizar la liberacién
de compuestos solubles durante la maceracion. Por otro lado, la presencia de particulas
grandes, evidenciada por el valor de Xq¢,3 Y X99,3, puede afectar la eficiencia del proceso de
extraccién. Sin embargo, el hecho de que el 90% de las particulas sean menores a 252,50
pum indica que la fraccién es minoritaria y probablemente no compromete en gran medida
la eficiencia de extraccion.

Si bien la muestra vegetal tamizada con malla de 355 um mostré una distribucién de tamafio
mayoritariamente inferior al limite del tamiz, con una fraccion significativa de particulas finas
(X10,3 = 14,91 pm), la presencia de particulas mas grandes sugiere que se podria llevar a
cabo un proceso de molienda y tamizado mas riguroso para obtener una distribucion de
tamafo mas homogénea. Aun asi, la granulometria observada se considera adecuada para
fines extractivos, debido a que hay estudios que evidencian que el rendimiento de los
extractos vegetales puede aumentar al disminuir el tamafio de particula [67], pero si este
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disminuye demasiado, puede entorpecer el proceso de extraccion por aglomeracioén, por lo
que el polvo utilizado fue capaz de ofrecer una buena relacion entre superficie disponible y
manejabilidad del polvo [68].

3) Preparacién del extracto en PEG de L. medicinalis

Para preparar el extracto L3D, se utilizaron 20 g de polvo finoy 111,7 g de PEG, y posterior
al filtrado se obtuvo un peso de 69,8 g, por lo que al aplicar la “ecuaciéon 1”7, arrojé un
rendimiento de 62,48% p/p. En el caso del extracto L3M, se utilizaron 10 g de polvo fino y
55,9 g de PEG, obteniendo un peso final de 36,6 g después de filtrar, por lo que su
porcentaje de rendimiento correspondi6 a 65,47% p/p. Estos valores se consideran
moderadamente altos y se asemejan al rendimiento de 78,6% p/p obtenido en la
metodologia que se us6 como referencia [49].

Dada la naturaleza no volatil del PEG, cuyo punto de ebullicion sobrepasa los 200°C, es
gue no se pudo estimar el porcentaje de rendimiento de la manera tradicional (masa del
extracto seco/masa de la materia prima seca * 100), porque el solvente no se lograria
evaporar sin comprometer la integridad de los compuestos extraidos. Sin embargo, los
rendimientos obtenidos para los extractos L3D y L3M indican que, en ambos casos,
aproximadamente dos tercios del peso del solvente inicial se recuperaron en forma de
extracto liquido tras el proceso de extraccion vy filtrado, lo que resulta especialmente
relevante porque el extracto se utilizara directamente en forma liquida. Ademas, la similitud
entre los rendimientos obtenidos para ambos extractos sugiere que la extraccion aplicada
fue reproducible, a pesar de que se utilizaron masas diferentes de planta y solvente.

Aun asi, este método no permite estimar directamente la cantidad real de compuestos
extraidos desde el lampayo, debido a que el extracto permanece como solucion.

4) Caracterizacion fisica del extracto

I. Caracteristicas organolépticas.

Los extractos obtenidos posterior al proceso de maceracién vy filtrado, resultaron en un
liguido no turbio, de color verde intenso y apariencia homogénea, sin particulas en
suspension. En cuanto al olor, adquirieron el olor caracteristico del lampayo, como el que
presenta la especie en su estado natural, pero con menor intensidad y mas dulce. Y en
cuanto a textura, resultaron con una consistencia ligeramente viscosa, similar a la de un
jarabe liviano debido al solvente utilizado. El aspecto de los extractos se puede apreciar en
la Figura 6:
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Figura 6. Aspecto de los extractos L3D y L3M posterior al filtrado.

Il. Densidad, viscosidad relativay pH
Los resultados obtenidos al medir la densidad, viscosidad relativa y pH se resumen en la
Tabla 7:

Tabla 7. Resultados de los parametros de densidad, viscosidad y pH.

Parametro L3D L3M

Densidad (g/mL) 1,145 1,146
Viscosidad (mPas) 124 130
pH 5,4 5,3

El PEG por si solo tiene una densidad de 1,13 g/mL, una viscosidad de 110 mPas y un pH
entre 4,5-7,5 (en este caso el valor registrado fue de 5,6), por lo que el cambio de estas
propiedades se debe a que los extractos liquidos finales ya no son PEG puro, sino una
mezcla del solvente mas los compuestos solubilizados desde el material vegetal. Estos
compuestos, en su mayoria de alta polaridad, tienen su propia masa molecular y
propiedades para formar enlaces, y al disolverse en el PEG son capaces de aumentar la
masa total y la viscosidad del solvente, y también de disminuir el pH (sobre todo compuestos
fendlicos como los flavonoides [69]). Ademas, las leves diferencias entre L3D y L3M puede
tener directa relacién con los tiempos de maceracion, el solvente en L3M estuvo de manera
mas prolongada (3 meses) en contacto con el material vegetal.

5) Tamizaje fitoquimico
Los resultados del analisis fitoquimico se clasificaron utilizando la siguiente escala: ausente
(-), presencia leve (+), presencia abundante (++) y presencia muy abundante (+++). Los
resultados del analisis indicaron la presencia de alcaloides, saponinas, fitoesteroles,
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terpenoides, taninos, flavonoides, glucésidos, cumarinas y quinonas, tanto en el extracto

L3D como en el L3M, lo que se resume en la Tabla 8:

Tabla 8. Resumen de los resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos L3D y L3M.

Metabolito Resultado
. Ensayo
secundario L3D L3M
Hager - -
Mayer - -
Alcaloides
Wagner +++ +++
Dragendorff +++ +++
Saponinas Espuma + +
Terpenos + +
Triterpenos Libermann-Burchardt + +
Fitoesteroles - -
Triterpenos + +
Salkowski
Fitoesteroles - -
Terpenoides Cloroformo y &cido sulfdrico ++ ++
. Cloruro férrico (FeCl3) H: - H: -
Taninos o
12,5% C: +++ C: +++
Cloruro de aluminio (AICI3)
. % +++ +++
Flavonoides 3%
Shinoda +++ +++
Glucésidos Fehling ++ ++
Cumarinas Fluorescencia + +
Quinonas Quinonas +++ +++
Alcaloides

Al agregar los diferentes reactivos a los extractos acidificados con HCI, se pudo observar la
formacion de precipitado en todos los tubos, tanto para L3D como para L3M, como se puede

observar en la Figura 7:
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Figura 7. Resultados de los ensayos de Hager, Mayer, Wagner y Dragendorff para
alcaloides, en los extractos L3D y L3M en triplicado.

Si bien para el reactivo de Hager y Mayer hubo formacién de precipitado, este no fue del
color que indica la literatura (amarillo, crema) [53], por lo que se consider6 como un
resultado negativo (-). No obstante, los extractos si dieron positivo para los reactivos de
Wagner y Dragendorff, debido a que ocurrio la formaciéon de precipitado de color marrén
rojizo y rojo respectivamente, y fue clasificado como una presencia muy abundante (+++)
debido a que se puede observar de forma muy evidente el precipitado.

Los alcaloides son compuestos de naturaleza basica que contienen uno o mas atomos de
nitrégeno, cominmente incorporados dentro de estructuras ciclicas. Esta configuracion
estructural les confiere buena solubilidad en solventes polares, especialmente en medios
acidos donde se protonan formando sales hidrosolubles. Estos metabolitos se pueden
clasificar en alcaloides heterociclicos (o tipicos), que presentan el nitrbgeno como parte de
un anillo, y alcaloides no heterociclicos (o atipicos), en los que el nitrdgeno se encuentra
fuera del sistema ciclico principal.

A pesar de que muchos alcaloides presentan cierta toxicidad, tales propiedades pueden
representar mecanismos de defensa quimica contra herbivoros o patégenos. De hecho, en
las plantas, su biosintesis se considera una estrategia adaptativa frente a presiones
ambientales, incluyendo infecciones microbianas y ataques de depredadores [70]

Ademas, los alcaloides han sido ampliamente estudiados por sus diversas actividades
bioldgicas. Entre los efectos mas destacados se encuentran las propiedades citotoxicas,
anestésicas, antibacterianas, antifingicas, antidiabéticas, antidepresivas y antioxidantes, lo
gue los convierte en una fuente valiosa para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
[71, 72]

Los resultados obtenidos coinciden con los registrados por Caballero [66] al aplicar los
mismos reactivos en un extracto hidroalcohdlico de lampayo. En su trabajo se cuantificaron
los alcaloides por el método de azul de bromocresol [73] presentando un valor de 0,38
Mg/100g de papaverina clorhidrato, lo que sugiere una baja presencia de alcaloides en L.
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medicinalis. En base a esto, es que los resultados obtenidos de L3D y L3M podrian hasta
tratarse de falsos positivos debido a que los reactivos de Dragendorff y Wagner reaccionan
de manera inespecifica con compuestos nitrogenados que han sido protonados en medio
acido [52], y también podria explicar el resultado negativo de los reactivos de Hager y
Mayer, por la escasa o nula presencia de alcaloides en los extractos.

Saponinas

Al aplicar la prueba de espuma a los extractos L3D y L3M, se obtuvieron los resultados
observados en la Figura 8:

L3D L3M

Figura 8. Resultados del ensayo de espuma para saponinas, en los extractos L3D y L3M
en triplicado.

La espuma formada en ambos extractos persistio después de los 15 minutos de reposo
indicados en el método. En el caso de L3D, la altura de la espuma de los tres tubos fue
menor a 5 mm, por lo que tedricamente se clasificaria como un resultado negativo (-) a la
presencia de saponinas, sin embargo, la espuma persistio de manera estable hasta el dia
siguiente, por lo que se clasifico finalmente como un resultado positivo (+). En el caso de
L3M, la espuma fue de 5-10 mm en dos de los tubos, y menor que 5 mm en solo uno. A
diferencia de L3D, este si se pudo clasificar directamente como un resultado positivo (+) a
la presencia de saponinas por la cantidad de espuma, y por su estabilidad, que también
perduré hasta el dia siguiente.

Las saponinas son metabolitos estructuralmente complejos, tienen una porcion glucidica
(glucén) y una no glucidica (aglucén), y se encuentran distribuidas de manera ubicua en el
reino vegetal. Estos compuestos poseen una haturaleza anfipdtica, ya que combinan un
esqueleto hidrofobico (el aglicon) con una regién hidrofilica (los azlUcares). Esta propiedad
les otorga caracteristicas espumantes y emulsionantes, por eso la naturaleza del ensayo
de espuma. Segun el tipo de esqueleto carbonado del aglicon, las saponinas se clasifican
en esteroidales, alcaloides esteroidales y triterpenoides y han demostrado una amplia gama
de actividades biologicas, incluyendo propiedades antimicrobianas, antifungicas,
insecticidas, pesticidas, molusquicidas, hipocolesterolémicas, anticarcinogénicas,
antiinflamatorias y antivirales [74]

La presencia de estos compuestos en los extractos concuerda con la literatura, lo que se
ha registrado en las investigaciones de Garrido & col. [75] por cromatografia en capa fina



31

(TLC), ademas de los ensayos de espuma realizados por Lépez [55] y Caballero [66] de un
extracto hidroalcohdlico.

Terpenos, triterpenos, fitoesteroles y terpenoides

Al llevar a cabo el ensayo de Libermann-Burchardt y Salkowski en los extractos L3D y L3M,
se obtuvieron los resultados observados en la Figura 9:

L3D
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Figura 9. Resultados del ensayo de Libermann-Burchard y Salkowski para terpenos,
triterpenos y fitoesteroles, en los extractos L3D y L3M en triplicado.

En el caso del ensayo de LB, se consider6 como un resultado positivo (+) a la presencia de
terpenos vy triterpenos por la formacion de coloracion rojiza en los tubos de ensayo, y
negativo (-) para fitoesteroles porque no hubo formacién de coloracién verde. La suspension
de color verde que se observa en el ensayo fue debido a que el PEG de los extractos no
fue completamente miscible en cloroformo.

En el caso del ensayo de Salkowski, se consider6 como un resultado positivo (+) a la
presencia de triterpenos debido a la formacion de coloracion amarilla en la solucién y el
fondo de los tubos de ensayo, y negativo para fitoesteroles porque no existioé formacion de
coloracion roja.

Para el ensayo de terpenoides, al agregar el acido sulflrico a los extractos disueltos en
cloroformo, se obtuvieron los resultados observados en la Figura 10:
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L3D

Figura 10. Resultados del ensayo de cloroformo y acido sulfirico para terpenoides, en los
extractos L3D y L3M en triplicado.

Se consideré la prueba como positiva (++) a la presencia de terpenoides debido a que
existid la formacion de coloracion café de manera abundante para ambos extractos en el
fondo de los tubos de ensayo.

Los terpenos, también conocidos como isoprenoides, constituyen un grupo amplio y diverso
de metabolitos secundarios. Aunque terpenos Yy terpenoides suelen utilizarse
indistintamente, presentan diferencias quimicas: los terpenos son compuestos volatiles e
insaturados formados por unidades monoméricas de isopreno (Cs), mientras que los
terpenoides corresponden a una clase modificada de terpenos que contienen grupos
funcionales adicionales en distintas posiciones de la molécula. La clasificacién de los
terpenos se basa principalmente en el nimero de unidades de isopreno, por lo que asi se
distinguen monoterpenos (C,,), sesquiterpenos (C,s), diterpenos (C,,), triterpenos (Cs,),
entre otros. Dentro del grupo de los terpenoides se incluyen compuestos como iridoides,
sesquiterpenoides, lactonas sesquiterpénicas, diterpenoides, saponinas triterpenoides,
saponinas esteroidales, cardendlidos, bufadiendlidos, fitoesteroles, cucurbitacinas,
nortriterpenoides, carotenoides, y otros derivados triterpénicos [76].

Los terpenos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, particularmente en las
plantas, donde conforman componentes caracteristicos de los aceites esenciales. Estas
moléculas son responsables de caracteristicas sensoriales como el aroma, sabor y color de
las plantas. Entre las propiedades farmacolégicas atribuidas a estos compuestos se
destacan sus efectos antiinflamatorios, antibacterianos, antitumorales y antivirales, asi
como su potencial en el tratamiento y prevenciéon de enfermedades cardiovasculares [77].

Los fitoesteroles son terpenoides esteroideos cuya estructura es analoga a la del colesterol.
Estos compuestos se localizan principalmente en las membranas celulares de las plantas,
donde cumplen funciones estructurales similares a las del colesterol en células animales,
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modulando la fluidez y permeabilidad de las membranas. Han demostrado poseer otras
actividades  biologicas, como  propiedades  antiinflamatorias,  antioxidantes,
inmunomoduladoras, antitumorales y antimicrobianas [78].

Dado que el PEG es un solvente polar, no se esperaria la extraccion de compuestos con
baja polaridad, como los terpenos y fitoesteroles, los cuales suelen mostrar mayor afinidad
por solventes mas apolares. Sin embargo, en el estudio realizado por Garrido & col. [75],
se confirmo la presencia de terpenos en extractos de diferente polaridad obtenidos a partir
de L. medicinalis, lo que sugiere que algunos terpenos, particularmente aquellos con grupos
funcionales ligeramente més polares, podrian encontrarse presentes incluso en extractos
polares como los de L3D y L3M. En contraste, la ausencia de fitoesteroles en estos
extractos es completamente esperable, considerando su estructura altamente lipofilica'y su
escasa solubilidad en medios polares como el PEG. De hecho, este tipo de metabolitos ha
sido identificado exclusivamente en extractos preparados con solventes menos polares,
tales como hexano o acetato de etilo [55].

Taninos

Al agregar el cloruro férrico al 12,5% a las alicuotas de L3D y L3M, se obtuvieron los
resultados observados en la Figura 11:
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Figura 11. Resultados del ensayo de cloruro férrico al 12,5% para taninos, en los extractos
L3D y L3M en triplicado.

La prueba se consider6 como positiva (+++) para taninos condensados debido a la
formacion de una coloracién verde muy intensa y evidente, pero negativa (-) para taninos
hidrolizables porque no se observé la formacion de coloracion azul completa.

Por definicion, el término “tanino” se aplica comiunmente a cualquier compuesto polifendlico
de alto peso molecular que posea un nimero suficiente de grupos hidroxilo y otros grupos
funcionales capaces de formar enlaces con distintas macromoléculas. Estos metabolitos
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son hidrosolubles y tienen la capacidad de formar complejos con proteinas, acidos
nucleicos, alcaloides, minerales y polisacaridos. Una de las caracteristicas mas distintivas
es su astringencia, y se encuentran distribuidos ampliamente en casi todas las partes de
las plantas.

Desde el punto de vista estructural, los taninos se dividen en dos grandes clases: los taninos
hidrolizables y los taninos condensados [79]. Los hidrolizables estan formados por un
alcohol poli hidroxilado, generalmente glucosa, cuyos grupos —OH se encuentran
esterificados con &cidos fendlicos, como el acido galico o elagico. Este tipo de taninos
puede ser hidrolizado facilmente en condiciones &cidas, basicas o enzimaticas. En
contraste, los taninos condensados, también conocidos como proantocianidinas, son
polimeros de unidades de flavan-3-ol (como catequina o epicatequina), unidas entre si por
enlaces carbono-carbono. Esta conformacion estructural los hace resistentes a la hidrdlisis,
incluso bajo condiciones extremas.

Estos compuestos son reconocidos por sus propiedades antiinflamatorias,
cardioprotectoras y antioxidantes, y su consumo se ha asociado con una reduccion del
riesgo de desarrollar enfermedades cronicas, tales como enfermedades cardiovasculares,
diabetes y cancer [80].

La presencia de estos metabolitos en los extractos L3D y L3M coincide con lo registrado en
el trabajo de Morales & col. [42] en el tamizaje fitoquimico de un extracto etandlico de alta
polaridad. El resultado obtenido también coincide con los de Lopez y Caballero [55, 66], con
la diferencia de que en los extractos en PEG no se detectaron taninos hidrolizables.

Flavonoides

Al llevar a cabo el ensayo con cloruro de aluminio al 3% y el de Shinoda, se obtuvieron los
resultados observados en la Figura 12:
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Figura 12. Resultados del ensayo de cloruro de aluminio 3% y Shinoda para flavonoides,
en los extractos L3D y L3M en triplicado.

En el caso del AICI3 al 3%, se considerd la prueba como positiva (++) a la presencia de
flavonoides, puesto que al exponer los papeles filtro a luz UV a 365 nm, se pudo observar
fluorescencia de color verde de manera evidente tanto para L3D como para L3M. Por otro
lado, también se considerd la prueba de Shinoda como positiva (++) debido a que aparecio
una coloracion naranja evidente en todos los tubos de ensayos.

Los flavonoides son un grupo amplio y diverso de metabolitos secundarios polifendlicos que
se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Su estructura bésica esta
compuesta por 15 atomos de carbono dispuestos en un esqueleto C6-C3-C6, es decir, dos
anillos bencénicos (A y B) conectados por una cadena de tres carbonos que forma un anillo
heterociclico (C). Se clasifican en funcién de su grado de oxidacién y patrén de sustitucion
del anillo central en: flavonas, flavonoles, antocianinas e isoflavonas [81]. Estos compuestos
han evidenciado una variedad de actividades biolégicas como antioxidantes,
antiinflamatorios, antimicrobianos,  antifungicos,  antivirales, anticancerigenos,
cardioprotectores y vasodilatadores [82].

En el contexto de los extractos L3D y L3M, la presencia de flavonoides resulta sumamente
relevante puesto que tienen la capacidad de actlar como filtros naturales frente a la
radiacion UV, especialmente en las plantas, donde protegen a los tejidos de los dafios
inducidos por la luz solar. Como estos compuestos poseen una estructura conjugada, les
permite absorber eficientemente radiacion UV-B (280-320 nm) y UV-A (320-400 nm) y
disipar la energia absorbida de manera no dafiina en forma de calor o fluorescencia (como
se puede observar en la Figura X) evitando la formacion de radicales libres en los tejidos,
ademas de ser capaces de neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS) si es que se
llegan a producir efecto de la radiacion UV [83].

La presencia de estos compuestos en los extractos L3D y L3M resulta esperable, dado que
se trata de metabolitos con naturaleza polar, lo que favorece su solubilidad y extraccion en
un solvente polar como lo es el PEG. Ademas, diversos trabajos han reportado la presencia
de flavonoides en extractos polares obtenidos a partir de L. medicinalis, lo que respalda su
deteccién en las muestras analizadas [23, 39, 41, 42].

Glucosidos

Una vez terminado el tiempo de reposo después de agregar los reactivos de Fehling A 'y
Fehling B e incubar por 3 minutos a 80°C, se obtuvieron los resultados observados en la
Figura 13:
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Figura 13. Resultados del ensayo de Fehling para glucésidos, en los extractos L3D y L3M
en triplicado.

La prueba se consideré como positiva (+) a la presencia de glucésidos puesto que pasado
el tiempo de reposo se pudo observar la formacion de una coloracion roja dentro de los
tubos de ensayo para ambos extractos.

El ensayo de Fehling se basa en la deteccion de azlcares reductores, los cuales poseen
grupos hidroxilo libres en su estructura que les permiten formar puentes de hidrégeno,
facilitando su solubilidad en solventes polares como el PEG. Dentro de este grupo de
compuestos se encuentran diversos glucosidos, cuya variedad estructural ha sido
ampliamente descrita. Asi, Morales y Paredes [23] identificaron el piceol, una aglicona
derivada del glucésido iridoide genipdsido, a la cual se le ha atribuido actividad
antimetastasica. Por otro lado, también se identific6 la molécula de genipina, la que se
destaca por sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antidiabéticas,
anticancerigenas, antiplaquetarias y antimicrobianas.

Al ser compuestos polares, se podria esperar la presencia de estos en los extractos L3D y
L3M en base a la naturaleza polar del solvente utilizado.

Cumarinas

Al realizar el ensayo de fluorescencia, una vez estuvieron frios los papeles filtro, se
observaron bajo luz UV a 365 nm, obteniendo los resultados de la Figura 14:

L3D L3M

Figura 14. Resultados del ensayo de fluorescencia para cumarinas, en los extractos L3D y
L3M en triplicado.

El ensayo se consideré como positivo (+) a la presencia de cumarinas debido a que los
papeles filtro de ambos extractos evidenciaron una leve fluorescencia azul-celeste bajo luz
UV, aunque L3D demostré una fluorescencia mas intensa que L3M.
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Las cumarinas son una familia de metabolitos secundarios derivados del grupo de las
benzopironas, porque su estructura basica consiste en un anillo bencénico fusionado con
una lactona a-pirona. Estas son moléculas que estan ampliamente distribuidas en el reino
vegetal. La polaridad de estos metabolitos depende de sus sustituyentes, pero la cumarina
base (sin sustituciones) es relativamente apolar por tener una estructura aromatica y una
lactona ciclica con poca capacidad para formar enlaces de hidrégeno con el agua y tampoco
posee grupos altamente polares ionizables como carboxilos o aminas. No obstante, algunas
cumarinas sustituidas, especialmente aquellas con grupos hidroxilo o glicésidos, pueden
presentar una mayor solubilidad en solventes polares.

Las cumarinas tienen relevancia debido a que presentan actividad anticoagulante,
antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, antiviral, entre otros [84, 85, 86].
Ademas, son conocidas por su capacidad de absorber radiacién ultravioleta,
particularmente en la region UV-B y UV-A, debido a su sistema conjugado aromatico que
permite transiciones electronicas T—1*.

La presencia de estos compuestos en los extractos L3D y L3M, aunque leve, resulta
interesante dado que no ha sido reportada previamente en los estudios fitoquimicos
publicados sobre L. medicinalis. En investigaciones anteriores, como las de Ormazabal &
col. [40] y Morales & Paredes [23], no se menciond la deteccién de este tipo de metabolitos
en extractos obtenidos con solventes tanto polares como apolares. Sin embargo, en el
presente trabajo se observé una sefal positiva tenue en el ensayo de fluorescencia. Esto
podria explicarse por la naturaleza del solvente utilizado, PEG400, el cual es polar y puede
solubilizar compuestos moderadamente apolares, siempre que contengan grupos
funcionales polares (como hidroxilos o glicésidos).

Quinonas

Al llevar a cabo la prueba para detectar la presencia de quinonas, se obtuvieron los
resultados que se muestran en la siguiente Figura 15:

L3D

L3M
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Figura 15. Resultados del ensayo de quinonas para quinonas, en los extractos L3D y L3M
en triplicado.

En base a los resultados, se considerod la prueba como positiva (+++) a la presencia de
quinonas en ambos extractos debido a la formacion evidente y abundante de coloracién
roja en todos los tubos de ensayos empleados en la prueba.

Las quinonas constituyen una clase de compuestos caracterizados por la presencia de dos
grupos carbonilo conjugados dentro de un anillo aromatico de benceno. Se originan a partir
de la oxidacién de compuestos fendlicos presentes en las plantas y, segun el nimero de
anillos y la disposicién del sistema conjugado, se clasifican en benzoquinonas (un solo
anillo), naftoquinonas (dos anillos fusionados) y antraquinonas (tres anillos fusionados). La
relevancia de estos metabolitos radica en sus grupos cetonicos, cuyos atomos de oxigeno
favorecen la formacion de enlaces de hidréogeno y otras interacciones con moléculas
polares, facilitando su extraccion en solventes de alta polaridad [87].

La deteccion de quinonas en los extractos L3D y L3M es coherente con su presencia
documentada en diversas especies de la familia Verbenaceae, particularmente en forma de
naftoquinonas [88]. La presencia de estos compuestos en los extractos de L. medicinalis
resulta especialmente relevante si se considera el uso tradicional de esta planta como
agente antimicrobiano. En este sentido, diversas especies pertenecientes a la familia
Verbenaceae han demostrado una potente actividad antimicrobiana in vitro, o que sugiere
gue la bioactividad atribuida a esta especie podria estar relacionada, al menos en parte,
con la presencia de compuestos tipo quinona [89].

Como se ha observado, los extractos preparados en PEG presentaron una composicion
variada de metabolitos secundarios, los cuales poseen diversas actividades bioldgicas. Esta
variedad fitoquimica puede atribuirse, en gran medida, a las propiedades fisicoquimicas del
solvente utilizado. EI PEG de bajo peso molecular, como PEG 300, se caracteriza por tener
una polaridad elevada (1m* = 0,94), una capacidad aceptora de enlaces de hidrogeno similar
a la del metanol (B = 0,60 frente a B = 0,62), y una capacidad donadora de enlaces de
hidrogeno menor (a = 0,45 frente a a = 0,93) [90]. Dado que la diferencia de polaridad entre
PEG 300 y PEG 400 es minima, estas propiedades pueden extrapolarse al solvente
utilizado en este trabajo.

Los parametros 11, B y a pertenecen a la escala solvatoquimica de Kamlet-Taft, la cual
permite describir cuantitativamente cdmo un solvente puede interactuar con diferentes
solutos. Un valor alto de Tm* indica una elevada polaridad, mientras que un valor medio-alto
de B refleja una buena capacidad para actuar como base de enlace por puente de
hidrégeno. Por otro lado, un valor moderado de a sugiere una acidez débil o capacidad
limitada para donar enlaces de hidrégeno [91, 92, 93]

Estas caracteristicas fisicoquimicas hacen de PEG 400 un solvente verséatil, capaz de
disolver tanto compuestos altamente polares como aquellos de polaridad intermedia, lo que
explica la diversidad de compuestos extraidos. En particular, su capacidad para formar
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interacciones con grupos funcionales como hidroxilos (—OH), aminas (—NH;) y acidos
carboxilicos (-COOH). Ademas, de permitir una extraccién eficaz de flavonoides, taninos,
alcaloides y otros metabolitos identificados mediante el tamizaje fitoquimico.

6) Determinaciéon del contenido de polifenoles totales (CPT) mediante el
meétodo de Folin-Ciocalteu
Se construyé la curva de calibrado (Figura 15) con las absorbancias de las concentraciones
de &cido galico entre 20 y 70 uL/mL para determinar el CPT de los extractos L3D y L3M. La
curva de calibrado se someti6 a pruebas de regresion lineal obteniendo un R? de 0,991.

CPT y=0,0128x-0,1151
R?=0,991
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Figura 16. Curva de calibrado para la determinacion de CPT usando soluciones patron de
acido galico pg/mL.

Las absorbancias obtenidas de los extractos L3D y L3M fueron interpoladas en la curva de
calibrado. A partir de aquellos datos, se determin6 que el CPT para L3D fue de 96,1 + 4,5
mg EAG/mL, y para L3M fue de 91,0 + 4,5 mg EAG/mL.

En estudios previos se han reportado distintas concentraciones de polifenoles totales (CPT)
en extractos obtenidos mediante diferentes métodos y solventes. Por ejemplo, Garrido &
col. [75] reportaron valores de 9,36 + 3,55 mg EAG/g para una decoccion, 58,08 + 3,40 mg
EAG/g para maceracion en metanol, 18,85 + 0,62 mg EAG/g para maceracion en agua, y
37,28 + 2,87 mg EAG/g para infusién, expresado en g de extracto seco. Por otro lado,
Morales y Paredes [23] informaron una CPT de 49,18 + 0,86 mg EAG/g en un extracto
hidroetanodlico seco. Asimismo, los trabajos de Castillo y Caballero [58, 66] indicaron un
valor de 19,6 £ 1,9 mg EAG/g y 14,0 £ 0,4 mg EAG/g de extracto hidroetanélico seco.

Si bien no es posible establecer una comparacion directa con los resultados reportados en
estudios previos, debido a que en este trabajo la concentracion de compuestos en los
extractos se expresé en unidades de mg/mL (en lugar de mg/g de extracto seco), esta
diferencia se debe a que el extracto se encuentra disuelto en un solvente liquido que no
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puede ser evaporado para obtener un residuo seco. No obstante, el valor obtenido puede
considerarse elevado en relacién con el volumen de muestra empleado. Cabe sefialar que
este valor relativamente alto podria estar influenciado por la naturaleza polar del solvente
utilizado, lo que favoreceria la solubilizacién de compuestos fendlicos, dada su alta
polaridad y afinidad por medios polares.

7) Determinacién del contenido de flavonoides totales (CFT) mediante el
método de AICl3
Se construyé la curva de calibrado (Figura 16) con las absorbancias de las concentraciones
de quercetina entre 20 y 180 pug/mL para determinar el CFT de los extractos L3D y L3M. La
curva de calibrado se someti6 a pruebas de regresion lineal obteniendo un R? de 0,9989
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Figura 17. Curva de calibrado para la determinacion de CFT usando soluciones patrén de
quercetina pg/mL.

Las absorbancias obtenidas de los extractos L3D y L3M fueron interpoladas en la curva de
calibrado. A partir de aquellos datos, se determind que el CFT para L3D fue de 24,1 + 3,6
mg EQ/mL, y para L3M fue de 21,2 + 2,4 mg EQ/mL.

En estudios previos se han reportado distintas concentraciones de flavonoides totales (CFT)
en extractos obtenidos mediante diferentes métodos y solventes. Por ejemplo, Garrido &
col. [75] reportaron valores de 1,36 + 0,06 mg EQ/g para una decoccion, 1,16 + 0,11 mg
EQ/g para maceracion en metanol, 0,51 + 0,02 mg EQ/g para maceracién en agua, y 0,73
+ 0,02 mg EQ/g para infusién, expresado en g de extracto seco. Por otro lado, Morales y
Paredes [23] informaron una CFT de 0,06 + 0,01 mg EQ/g en un extracto hidroetandlico
seco. Asimismo, los trabajos de Castillo y Caballero [58, 66] indicaron un valor de 16,5 *
0,3 mg EQ/g y 10,3 £ 0,4 mg EQ/g de extracto hidroetanélico seco.

Al igual que con la CPT, no es posible realizar una comparacion directa con los extractos
L3D y L3M debido a que estos se encuentran en estado liquido y no pueden ser secados,
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pero aun asi los valores obtenidos en este trabajo son considerablemente superiores a lo
registrado en trabajos previos.

Esto podria sugerir que el uso de PEG como solvente permitié una extraccion mas eficiente
de flavonoides, lo que podria estar relacionado con su elevada polaridad y capacidad de
formar enlaces por puentes de hidrégeno.

8) Determinacion de la actividad antimicrobiana del extracto de L.
medicinalis

I. Tincion Gram
Al observar bajo microscopio los portaobjetos con las bacterias fijadas y tefidas, tanto de
los medios sélidos como liquidos, se observo lo indicado en la Figura 18:

Cutibacterium acnes Staphylococcus epidermidis Staphylococcus aureus

ATCC 11827 ATCC 12228 ATCC 25923

Figura 17. Tinciones Gram realizadas a las bacterias Cutibacterium acnes, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis, observadas bajo microscopio 6ptico con obijetivo
x100.

Como se puede observar en las imagenes, se confirmd la naturaleza Gram positiva de las
tres bacterias empleadas, ademas de su morfologia y agrupacion bacteriana caracteristica.

En el caso de C. acnes, se identifico su forma de bacilos grampositivos cortos, pleomorficos,
delgados, no ramificados y no formadores de esporas, los que se agrupan formando
estructuras que asemejan a arafias [94]. En el caso de S. aureus y S. epidermidis, se
identific6 su forma de cocos grampositivos, los que se agrupan en racimos, pares vy,
ocasionalmente, en cadenas cortas [95]. Para todos los cultivos realizados de las tres
bacterias empleadas no se observé en ningdn momento la contaminacién con otros
microorganismos al momento de la tincion Gram.
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Il. Ensayo de difusion en agar
Una vez terminado el tiempo de incubacion de las diferentes bacterias empleadas en el
ensayo, se midieron los halos de inhibiciéon con ayuda de un pie de metro. Con los datos
obtenidos, se aplico la ecuacion de actividad relativa (%) para comparar la potencia de los
extractos con respecto a los antibiéticos de referencia. Los resultados se resumen en la
Tabla 9:

Tabla 9. Resultados de los halos de inhibicién para Cutibacterium acnes, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis al aplicar discos de eritromicina, tetraciclina y los
extractos L3D y L3M.

0, 0,
: Halo Control: /0. Control: /o.
Compuesto Bacteria Relativo Relativo
(mm) E (mm) T (mm)
(B) ()
C. acnes 1,15 60,00 1,92 % 60,00 1,92 %
L3D S. aureus 1,50 31,34 4,79 % 25,05 5,99 %

S. epidermidis 0,41 15,57 2,63 % 17,68 232 %

C. acnes 8,61 60,00 14,35 % 60,00 14,35%

L3M S. aureus 1,12 31,34 3,57 % 25,05 4,47 %

S. epidermidis 0,78 15,57 5,01 % 17,68 4,41 %

Segun los criterios establecidos por el Instituto de Normas Clinicos y de Laboratorio (CLSI),
se considera a S. aureus y S. epidermidis bacterias no resistentes cuando el halo de
inhibicion con tetraciclina y eritromicina es de un diametro superior a 19 y 23 mm,
respectivamente para cada antibiético. Segun esos valores, S. aureus no es una bacteria
resistente, pero si lo es S. epidermidis, lo que se refleja en la escasa actividad de los
extractos ante esa bacteria.

En el caso de C. acnes no hay criterios de sensibilidad establecidos, pero es evidente que
no es una bacteria resistente al haber inhibido por completo el crecimiento de ambos
antibidticos.

Habiendo establecido las caracteristicas de sensibilidad de las cepas empleadas, al calcular
la actividad relativa de los compuestos L3D y L3M en relacién con los controles positivos
eritromicina (15 pg) y tetraciclina (30 ug), se observd que L3M presentd un 14,35 % de la
actividad antimicrobiana de ambos antibiéticos frente a C. acnes. En contraste, L3D mostré
apenas un 1,92 % de eficacia relativa. Frente a S. aureus, L3M presentd una actividad
relativa del 3,57 % en comparacion con eritromicina y del 4,47 % frente a tetraciclina. En el
caso de S. epidermidis, la actividad relativa fue de 5,01 % (eritromicina) y 4,41 %
(tetraciclina).
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Estos resultados indican que, aunque las formulaciones no alcanzan la potencia de
antibiéticos clinicos estandar, L3M exhibe una actividad leve pero especifica contra C.
acnes, y L3D es consistentemente mas débil que L3M, mientras que su eficacia frente a
cocos Gram positivos fue limitada, posiblemente debido a la escasa difusién de los
extractos en el medio sélido por su viscosidad o a una baja afinidad de L3D y L3M hacia
estos microorganismos.

Ill. Ensayo para determinar Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)
Una vez transcurrido el tiempo de incubacién (24 horas para S. aureus y S.epidermidis, 48
horas para C. acnes), las microplacas fueron leidas por espectrofotometria a una longitud
de onda de 550 nm, obteniéndose los resultados que se presentan en la Figura 19:
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion (%) observado para Cutibacterium acnes,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis a concentraciones decrecientes de
los extractos L3D, L3M y tetraciclina. CC corresponde al control de crecimiento (solo medio,
con bacterias) y CE corresponde al control de esterilidad (solo medio, sin bacterias). Para
cada condicion experimental se utilizé un Unico indculo bacteriano (n=1), sembrado en tres
pocillos de la misma microplaca (3 pseudoréplicas técnicas) con el objetivo de reducir el
error técnico de la medicion.

Al interpretar estos datos, se observo que ni los extractos L3D y L3M, ni el antibi6tico de
referencia lograron inhibir el crecimiento de las tres bacterias evaluadas en mas de un 95 %
en funcion de la absorbancia. Sin embargo, la fiabilidad de estas mediciones se vio
comprometida por la interferencia del color de los extractos y de la propia tetraciclina a dicha
longitud de onda. Esta interferencia se evidencio particularmente en algunos pocillos, como
los de la posicion 1 (50 mg/mL L3D y L3M; 20 mg/mL tetraciclina), los cuales se encontraban
visualmente transparentes (sin turbidez asociada al crecimiento bacteriano), pero
presentaron absorbancias elevadas debido a la formacién de precipitados o residuos secos
por evaporacion del solvente, generando lecturas artificialmente altas.

Dado que esta interferencia limit6 la interpretacion cuantitativa basada exclusivamente en
la absorbancia, se opt6 por realizar una confirmacion microbiolégica mediante resiembra.
Para ello, se tomé 1 pL de los pseudotriplicados previamente homogeneizados y se sembré
en placas con agar para evaluar el crecimiento bacteriano.

Los resultados obtenidos a partir del desarrollo de unidades formadoras de colonias (UFC)
se presentan en la Tabla 10 y Figura 20:

Tabla 10. Resultados de la confirmacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) por
resiembra para C. acnes, S. aureus y S. epidermidis.

Bacteria L3D L3M Tetraciclina
C. acnes 25 mg/mL 25 mg/mL 0,04 mg/mL
S. aureus > 50 mg/mL > 50 mg/mL 5 mg/mL

S. epidermidis > 50 mg/mL > 50 mg/mL 20 mg/mL
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Figura 20. Placas de agar con la MIC para C. acnes, S. aureus y S. epidermidis,
comparadas con las placas de los controles de crecimiento positivo (+) y negativo (-)

Si bien no es posible establecer una comparacion directa entre la potencia del antibiético
de referencia y la de los extractos a causa de la gran diferencia del valor de la MIC, se
observo que tanto L3D como L3M fueron capaces de inhibir completamente el crecimiento
de C. acnes a una concentracion de 25 mg/mL. En cambio, frente a S. aureus y S.
epidermidis, ambos extractos lograron controlar parcialmente el crecimiento bacteriano a
una concentracién de 50 mg/mL, en comparaciéon con el control positivo (sin antibiético).
Estos resultados sugieren una actividad antimicrobiana selectiva de los extractos,
especialmente dirigida contra C. acnes.

La mayor actividad observada de los extractos L3D y L3M frente a C. aches podria estar
relacionada con abundante presencia de metabolitos secundarios de tipo fendlico, tales
como flavonoides, taninos y cumarinas, conocidos por su capacidad antimicrobiana y
antiinflamatoria. Los flavonoides, en particular, actian alterando la integridad de la
membrana celular bacteriana, inhibiendo enzimas asociadas a la virulencia. Por su parte,
los taninos poseen un alto nimero de grupos hidroxilo que les permite quelar proteinas [96],
alterar el equilibrio osmético de la membranay ejercer un efecto bacteriostatico y antibiofilm,
con MIC reportada de 125 pg/mL frente a C. acnes []. Las cumarinas, aunque menos
estudiadas, también han demostrado actividad antimicrobiana directa. La accién conjunta
de estos compuestos se ve potenciada por el hecho de que C. acnes, como bacteria
anaerobia aerotolerante, presenta sistemas antioxidantes limitados, lo que la hace mas
susceptible al estrés oxidativo inducido por estos metabolitos al alterar su membrana celular
[97]. En contraste, bacterias aerobias como S. aureus y S. epidermidis poseen mecanismos
mas eficaces para neutralizar este tipo de dafio, lo cual podria explicar la menor actividad
observada de los extractos L3D y L3M frente a estas cepas [98, 99]. Esta selectividad
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sugiere que los extractos evaluados podrian representar una alternativa natural
prometedora para el control especifico de C. acnes en productos topicos.

9) Determinacion de la actividad antioxidante

I. Método cualitativo

Los resultados de la accion AOX cualitativa de los extractos L3D y L3M de L. medicinalis,
indicaron que ambos tienen actividad AOX, dado que se logré apreciar la decoloracién del
color violeta del DPPH a un color amatrillo, tanto del control positivo (vitamina C) como de
ambas muestras. Se observé esta actividad en las placas eluidas con solventes de alta
polaridad y baja polaridad, aunque la intensidad del color amarillo es menor a la que exhibio
el control positivo (Figura 20). Con estos resultados se decidio llevar a cabo la cuantificacion
de dicha actividad AOX.

Alta polaridad Baja polaridad

L3M L3D

Figura 21. Placas de silica sembradas con vitamina C (+), PEG (-) y los extractos L3D y
L3M, luego de ser eluidas con solventes de alta y baja polaridad y reveladas con DPPH.

Il. Método cuantitativo DPPH
Las absorbancias obtenidas pasados los 20 minutos que indica el ensayo, fueron utilizadas
para aplicar la ecuacion 5. Una vez aplicada, los resultados del efecto AOX de L3D resultd
en un valorde 30,13 + 1,17% de inhibicidon de radicales libres de DPPH a una concentracion
de 50 mg/mL de extracto, mientras que el efecto AOX de L3M resulté en un valor de 30,06
+ 1,55% de inhibicion, a la misma concentracion. Los resultados obtenidos indican que tanto
el extracto L3D como el L3M presentan actividad antioxidante con valores muy similares
entre si, Io que sugiere que, a esta concentracion, ambos extractos tienen una eficacia
comparable para neutralizar radicales libres.



47

El ensayo de DPPH se basa en la capacidad de ciertos compuestos antioxidantes para
donar un electron o un atomo de hidrégeno al radical estable DPPHe+, generando una
disminucion en la absorbancia a 517 nm. Por lo tanto, estos resultados permiten inferir que
ambos extractos contienen compuestos con capacidad reductora, capaces de estabilizar
radicales libres mediante transferencia de electrones o protones [100]. A comparacion con
los trabajos de Lopez y Caballero [55, 66] que registraron una actividad AOX de 22,93 +
4,81%y 12,8 +4,97% a una concentracion de 5 mg/mL de extracto hidroetandlico seco, los
extractos L3D y L3M presentaron un potencial antioxidante considerablemente superior. Es
por ello que la magnitud de inhibicion observada puede considerarse como indicativa de
una actividad antioxidante intermedia, especialmente si se compara con antioxidantes de
referencia como el acido ascérbico o el BHT, los cuales pueden reducir los radicales libres
hasta un 50% en concentraciones tan bajas como 4.2 ug/ml y 13.5 pg/ml respectivamente
[101].

El hecho de que ambos extractos presenten una inhibicién casi idéntica sugiere que podrian
compartir una composicion fitoquimica semejante en cuanto a sus compuestos fenélicos o
flavonoides, grupos mayoritariamente responsables de la actividad antioxidante en
extractos vegetales. Esto concuerda con estudios previos que han relacionado la presencia
de flavonoides, taninos y otros polifenoles con la capacidad de eliminar radicales libres.

Sin embargo, es importante considerar que el DPPH es un ensayo in vitro y mide
Unicamente un tipo especifico de actividad antioxidante (donacién de hidrégeno), por lo que
estos valores no reflejan necesariamente la eficacia en sistemas biologicos mas complejos.
Ademds, dado que la concentracion usada fue relativamente alta (50 mg/mL), seria
relevante realizar una curva dosis-respuesta para determinar la concentracion minima
eficaz (ICs,) y poder comparar de forma mas objetiva el poder antioxidante de cada extracto.

Finalmente, la baja desviacion estandar en ambos casos indica buena reproducibilidad del
ensayo, lo que da solidez a los resultados obtenidos. En conjunto, estos hallazgos
respaldan el potencial uso de los extractos L3D y L3M como fuentes de antioxidantes
naturales, aungque serian necesarios estudios adicionales, como la evaluacion en otros
modelos antioxidantes complementarios (por ejemplo, ORAC), para tener una visibn mas
completa de su actividad.

10)Elaboracion de formulacion tdépica con extracto en PEG de L.
medicinalis
Para la elaboracion de la formulacion tépica, se eligié carbopol como polimero gelificante
debido a su capacidad de formar geles ideales para aplicaciones cosméticas. También, se
decidi6 utilizar glicerina y propilenglicol como excipientes humectantes [102], ademas de
parabenos para asegurar la conservacion del gel en el tiempo. Todos estos ingredientes
fueron compatibles para usar como vehiculo para los extractos en PEG de lampayo.

Para definir las concentraciones de cada uno de los ingredientes del vehiculo para los
extractos, se tomaron como referencia los porcentajes cominmente utilizado de los mismos
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en preparaciones cosméticas [102]. En el caso del carbopol, se suele usar de 0,5-2% de
polimero, por lo que se prepararon geles con 0,3 a 0,6% para definir la consistencia
deseada. Para la glicerina, se suele utilizar una concentracion menor a 20% en aplicaciones
cosméticas, por lo que se decidio probar con una concentraciéon baja (3-5%) puesto que a
concentraciones mas altas dejo una sensacion pegajosa en la piel. El propilenglicol también
se suele utilizar a concentraciones menores al 20%, por lo tanto, se decidi6 probar con una
concentracion de 5-7% debido a que a esa concentracion el excipiente logré aportar una
sensacion de “toque seco” al ser aplicado en la piel. Para incorporar los parabenos a la
formulacion, se prepar6é agua conservante segun las indicaciones del formulario nacional
[103], y para definir el porcentaje a afiadir de los extractos, se tomé como referencia la MIC
(25 mg), resultando en un 10% del peso final de la formulacion.

Después de probar distintas combinaciones de concentraciones del polimero y los demas
ingredientes, se decidi6 por utilizar 0,6% de carbopol, 3% de glicerina, 7% de propilenglicol,
10% de los extractos y agua conservante en cantidad suficiente para 50 g. Se prepard un
gel para L3D y un gel para L3M, a los que se les ajust6 el pH a 6 con trietanolamina (Figura
22).

Por ultimo, se midi6 la viscosidad de ambos geles con un viscosimetro rotacional de
Brookfield, obteniendo un valor de 12.400 mPas para cada uno.

L3D L3M Vehiculo

p—

Figura 22. Aspecto de los geles elaborados con la formulacion final.

La decisién de formular un gel cosmético con cada uno de los extractos en vez de una
emulsién se basa en consideraciones tanto dermatolégicas como tecnoldgicas. En primer
lugar, las personas con piel acneica tienden a presentar una produccién excesiva de sebo,
lo que resulta en una piel grasa con tendencia a la obstruccién de los poros. El uso de
formulaciones con fases oleosas, como las emulsiones tradicionales (especialmente tipo
O/W o W/O con alto contenido graso), podria agravar esta condicién, promoviendo la
formacion de comedones y brotes acneicos. Por lo tanto, el uso de un gel acuoso, libre de
lipidos, con muy baja carga grasa, resulta mas adecuado para este tipo de piel.
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Desde el punto de vista tecnoldgico, la formulacion de un gel ofrece la ventaja de poder
prepararse a temperatura ambiente 0 mediante procesos en frio. Esto es especialmente
importante en este caso, debido a que permite preservar la estabilidad y la integridad de los
compuestos bioactivos extraidos desde el lampayo, los cuales podrian ser sensibles al calor
(como algunos flavonoides, acidos fendlicos o alcaloides termosensibles). En cambio, la
elaboracion de emulsiones generalmente requiere fases calientes que superan los 60 °C,
lo que incrementa el riesgo de degradacion de estos principios activos.

Ademas, la base acuosa de los geles favorece una buena hidratacion superficial de la piel,
lo que también es relevante en el tratamiento del acné. Aunque pueda parecer
contradictorio, la piel acneica puede presentar deshidratacion, especialmente cuando se
somete a tratamientos secantes como perdoxido de benzoilo, retinoides o antibiéticos
topicos. Esta deshidratacion puede inducir una sobrecompensacion por parte de las
glandulas sebaceas, aumentando la producciéon de sebo [104]. Por esta razén, el uso de
productos hidratantes libres de aceite, con buena capacidad humectante y emoliente, como
los geles cosméticos con glicerina, propilenglicol o pantenol, puede ayudar a mantener el
equilibrio hidrico de la piel sin obstruir los poros ni fomentar la formacién de nuevas lesiones.

Es por estos factores que se justifica el uso de una formulacién en gel para el cuidado de
pieles con tendencia acneica, maximizando la estabilidad y eficacia del extracto vegetal
utilizado.

11) Actividad fotoprotectora

I. Estimacién del factor de proteccion solar del extracto en PEG vy las
formulaciones de L. medicinalis
Al aplicar la ecuacién de Mansur a las absorbancias de los extractos, se obtuvo que el
extracto L3D arrojé un valor estimado de 11,97 FPS, y L3M arroj6 un valor de 11,79 FPS.
En el caso de los geles cosméticos, al aplicar la ecuacién se obtuvo un valor para el gel
L3D de 12,13 FPS, y uno de 11,94 FPS para el gel L3M.

El Factor de Proteccién Solar (FPS) es una medida que indica cuantas veces un producto
fotoprotector aumenta la capacidad natural de la piel para resistir el enrojecimiento o
eritema causado por la radiacion UV, principalmente UVB. Por ejemplo, un FPS 15 permite
gue solo 1/15 de la radiacién UVB alcance la piel, es decir, bloquea aproximadamente un
93% de esta radiacion. A modo comparativo, un FPS 30 bloquea un 97%, y un FPS 50
cerca de un 98% de la radiacion UVB.

Segun la clasificacibn establecida por la Comisibn Europea y otras agencias
internacionales, los productos con FPS entre 6 y 10 se consideran de baja proteccion, entre
15y 25 de proteccion media, y los superiores a 30 como de alta o muy alta proteccion [105].

En este contexto, los extractos L3D y L3M presentaron valores de FPS estimados que se
ubican dentro del rango de proteccién media a baja, lo que indica que, si bien no ofrecen
una proteccion comparable a la de los bloqueadores solares comerciales de amplio
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espectro, si proporcionan un cierto nivel de defensa frente a la radiaciéon UVB. Esto es
especialmente relevante considerando que los tratamientos convencionales para el acné,
como el perdxido de benzoilo o los retinoides tdpicos, no contienen componentes con efecto
fotoprotector intrinseco, y de hecho, pueden aumentar la fotosensibilidad de la piel,
haciendo necesario el uso complementario de fotoprotectores.

Cabe sefalar que los valores de FPS obtenidos fueron calculados mediante la ecuacién
propuesta por Mansur & col., que estima el FPS in vitro a partir de la absorbancia de las
muestras en la region UVB (290-320 nm). Este método proporciona un valor teérico o
estimado, que no sustituye al FPS in vivo, el cual se determina por métodos estandarizados
gue evallan el eritema inducido en voluntarios humanos tras la exposicion solar controlada.

El potencial fotoprotector de los extractos podria deberse a la presencia de compuestos
fendlicos, como flavonoides y cumarinas, conocidos por su capacidad de absorber radiacion
en las longitudes de onda de UVA (320—-400 nm) y UVB (290-320 nm). Estos metabolitos
secundarios no solo actian como filtros solares naturales al absorber y disipar la energia
UV, sino que también presentan propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, ayudando a
neutralizar el estrés oxidativo inducido por la radiacién solar.

En resumen, si bien los geles preparados con L3D y L3M no serian adecuados como
protectores solares unicos, podrian ser un complemento dentro de formulaciones tdpicas
destinadas a pieles con tendencia acneica, especialmente por su capacidad de
proporcionar cierto grado de fotoproteccion natural y antioxidante, lo que no suele estar
presente en los tratamientos tradicionales para el acné.

12) Desarrollo de modelo de piel sintética

Los datos que fueron ingresados al software JMP, fueron aquellos de humedad y elasticidad
obtenidos al quinto dia de las mediciones. Esto debido a que fue el dia que menos
variabilidad presentaron los datos. Se compararon las variables de humedad y elasticidad
con respecto a las diferentes proporciones de gelatina, glicerina y formaldehido, y se obtuvo
que para la humedad hubo un R?=0,90 y para la elasticidad un R?=0,91, lo que indica que
si hubo una correlacion entre las diferentes concentraciones de los tres ingredientes con la
variacién de humedad y elasticidad de las 15 pieles hechas.

Los datos fueron graficados (Figura 24) y se eligieron las variables que mas asemejaran a
las obtenidas de piel real. Es por esto que se seleccion6 una concentracion de 40% de
glicerina, 5% de gelatina y 0,5% de formaldehido para hacer la piel que fue utilizada en la
prueba de fotoproteccién con las tarjetas UV.
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Figura 23. Gréficos realizados que relacionan las concentraciones de gelatina, glicerina y
formaldehido con la humedad y elasticidad de las pieles artificiales. (A) Relacion entre
gelatina y glicerina con la humedad. (B) Relacion entre gelatina y formaldehido con la
humedad. (C) Relacion entre glicerina y formaldehido con la humedad. Las zonas rojas son
las que se consideraron para la eleccion debido a que predecian mayor humedad a esas
concentraciones. (D) Relacion entre gelatina y glicerina con la elasticidad. (E) Relacion
entre gelatina y formaldehido con la elasticidad. (F) Relacion entre glicerina y formaldehido
con la elasticidad. En este caso se consideraron las zonas azules para simular la

elasticidad, debido a que un menor valor de N/m significa mayor elasticidad.

Se eligieron esos porcentajes porque segun el modelo predictivo, se obtendria una
humedad de aproximadamente 5 (el mayor valor obtenido experimentalmente) y una
elasticidad de 70 N/m, muy parecida a la de la piel real. EI formaldehido no influyé de
manera significativa en ambas variables, aunque igualmente se seleccioné una
concentracion intermedia.

A pesar de las mdltiples formulaciones ensayadas, no fue posible obtener valores de
humedad superficial mas elevados, incluso al aplicar vehiculos como el gel de lampayo.
Este comportamiento puede explicarse por la constante dieléctrica baja generada por la
mezcla base de gelatina y glicerina. Aunque ambos compuestos son higroscopicos y
poseen cierta capacidad de retencion hidrica, la sefial medida por el equipo MoistureMeter®
se basa en la constante dieléctrica del material. Es decir, no basta con que un material
retenga agua; también debe poseer una constante dieléctrica suficientemente elevada
como para que dicha retencion sea detectada por el equipo.
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En este contexto, materiales como la lecitina de soya, urea, sales como NaCl o biopolimeros
como goma xantana podrian representar aditivos prometedores, debido que estos no solo
aumentarian la capacidad del sistema para retener agua, sino que también podrian mejorar
la respuesta dieléctrica del modelo de piel artificial, haciéndolo méas sensible y realista frente
a las mediciones instrumentales. De hecho, se iniciaron pruebas preliminares con
formulaciones mejoradas que incluian algunos de estos compuestos, observandose un
comportamiento favorable: en lugar de requerir cinco dias de hidratacién para alcanzar
niveles detectables de humedad superficial (como ocurria con la mezcla original), estas
nuevas formulaciones mostraban respuestas positivas al MoistureMeter® desde el dia
siguiente. Sin embargo, debido a un desperfecto técnico en el computador con el que se
hicieron las mediciones, los datos cuantitativos asociados a dichas pruebas se perdieron,
lo que impide respaldar empiricamente estas observaciones.

B) (A%) Np ) 3

-~

c) (31) (&) (&)

Figura 24. Aspecto de las pieles artificiales en sus respectivas placas petri. (A) Pieles
mejoradas sin lecitina de soya. (B) Pieles mejoradas con lecitina de soya. (C) Piel base de
gelatina, glicerina y formaldehido.

Aun asi, los resultados obtenidos a lo largo de la aplicacién del disefio experimental resaltan
el potencial de esta metodologia para el desarrollo de modelos de piel artificial replicables
en laboratorio. El enfoque empleado, utilizando ingredientes comunes, seguros y facilmente
manipulables, representa una alternativa viable para la evaluacion preliminar de productos
cosméticos, especialmente en contextos donde no se desea 0 no se puede utilizar piel
humana o animal. La mejora en la sensibilidad dieléctrica del modelo representa un area
critica para futuras investigaciones, y abre la posibilidad de optimizar esta plataforma hacia
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modelos cutaneos mas complejos, que simulen no solo parametros fisicos como humedad
y elasticidad, sino también permeabilidad, interaccion con ingredientes bioactivos y
estabilidad frente a formulaciones topicas.

I. Evaluacion cualitativa de la fotoproteccién

Para evaluar la capacidad fotoprotectora, las fotos tomadas de las tarjetas UV fueron
analizadas digitalmente mediante ImageJ, utilizando la descomposicién en canales RGB y
el analisis en escala de grises. Los resultados mostraron que todos los tratamientos con
extractos y formulaciones generaron valores de luminosidad promedio (“Mean”) superiores
al control negativo expuesto directamente a radiacién UV (97.901), lo que indica una mayor
claridad del color y, por ende, una mayor proteccion. Los resultados del analisis se resumen
en la Figura 23 y Tabla 11:

Color Rojo Verde Azul

Gel L3D

Extracto L3D

Gel L3M

Extracto L3M

Control
filtros solares

Control piel

Control
exposicion
directa
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Figura 25. Variacion en la intensidad de color de las tarjetas UV con diferentes tratamientos
de fotoproteccion.

Tabla 11. Valores obtenidos al realizar el andlisis en escala de grises de la fotoproteccién
cualitativa de diferentes tratamientos por ImageJ.

Tratamiento Rojo Verde Azul Pr(;rgeBdio
Gel L3D 137.134 87.121 151.283 125.179
Extracto L3D 135.671 85.240 150.415 123.775
Gel L3M 134.941 84.497 149.909 123.116
Extracto L3M 130.802 77.152 145.192 117.715
Control filtros solares 125.830 74.541 139.202 113.191
Control piel 122.755 65.759 140.882 109.799
Control exposicion directa  114.617 56.785 122.300 97.901

Destacaron especialmente el gel con extracto L3D (125.179) y el extracto L3D aplicado
directamente (123.775), los cuales superaron incluso al control positivo con filtros solares
(113.191). De manera similar, el extracto y gel L3M también presentaron valores superiores
al control gelatinoso sin extracto (“control piel”, 109.799). Estos resultados sugieren que los
extractos L3D y L3M, especialmente en su formulacion en gel, tienen un efecto fotoprotector
potencialmente comparable al de los filtros solares usados en las condiciones
experimentales empleadas. Sin embargo, es importante destacar que este método tiene un
caracter predominantemente cualitativo, ya que, si bien permite comparar la intensidad
relativa del oscurecimiento de las tarjetas UV tratadas con distintas muestras, no entrega
un valor directo de absorbancia o indice de proteccion, como si lo harian métodos
espectrofotométricos o pruebas in vivo bajo normativas especificas (como COLIPA o FDA
para FPS).

Ademas, las condiciones bajo las cuales se llevd a cabo el experimento no reproducen
fielmente la situacién real de exposicion solar. La fuente de radiacion UV empleada en
laboratorio probablemente emite una intensidad mucho mayor que la recibida por la piel
humana bajo exposicién natural, ya que en condiciones reales la radiacién solar llega
atenuada por la atmésfera vy filtrada por distintos factores ambientales (latitud, nubosidad,
ozono, hora del dia, entre otros). En el sistema experimental, la distancia entre la fuente de
UV vy la muestra suele ser minima para asegurar la reaccion de la tarjeta UV en tiempos
controlados, pero eso implica una sobrecarga de radiacién respecto a la exposicion solar
natural.
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Otro aspecto a considerar es la naturaleza de las tarjetas UV, las cuales cambian de color
en funcién de la radiacion recibida, pero su sensibilidad puede variar entre lotes o estar
influenciada por la temperatura, humedad o grosor de la capa aplicada. Asimismo, el
andlisis mediante ImageJ, aunque robusto y reproducible, depende de factores como la
iluminacion de la fotografia, la calibracion de color de la cdmara, y la homogeneidad de la
superficie analizada.

A pesar de las limitaciones, la metodologia utilizada si permitio establecer que los extractos
vegetales evaluados, en especial L3D, son capaces de reducir la exposicion a radiacion UV
en condiciones experimentales controladas, lo que sugiere la presencia de compuestos con
propiedades absorbentes de UV o reflectantes, como flavonoides, taninos, &cidos fendlicos
0 cumarinas. El experimento no permitié establecer un valor numérico de fotoproteccion
(como un FPS), pero si respaldé el potencial uso de los extractos L3D y L3M como
ingredientes fotoprotectores.
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5. Conclusion
Los resultados obtenidos en el andlisis fitoquimico, revelé6 que Lampayo medicinalis
contiene una diversa gama de metabolitos secundarios, incluyendo flavonoides, cumarinas,
taninos, triterpenos y compuestos fendlicos. Estos compuestos no solo explicarian su efecto
antibacteriano, sino que ademas justificarian las actividades antioxidantes, antiinflamatorias
y fotoprotectoras observadas experimentalmente, todas ellas fundamentales en el enfoque
terapéutico integral del acné.

Asimismo, se demostré que L. medicinalis posee efectivamente actividad antibacteriana
frente a Cutibacterium acnes, una de las principales bacterias implicadas en la fisiopatologia
del acné. Esta actividad fue selectiva, ya que la accion antimicrobiana se manifestdé con
mayor potencia frente a C. acnes en comparacion con otras bacterias cutdneas como S.
epidermidis y S. aureus. Este hallazgo resulta particularmente relevante en el contexto
terapéutico, dado que la selectividad antimicrobiana es un atributo altamente deseable para
evitar disbiosis en la microbiota cutanea y empeorar la condicion del acné.

Por otro lado, la extraccién realizada con PEGA400 resultdé ser altamente eficiente,
permitiendo la obtencion de extractos ricos en compuestos bioactivos, con minimas
diferencias en composicion y actividad biolégica en diferentes tiempos de extraccion (tres
dias y tres meses) lo que sugiere que es posible reducir significativamente los tiempos de
extraccion sin comprometer la calidad del extracto. Este solvente demostré ser una opcién
segura, versatil y compatible con formulaciones cosméticas, lo cual lo posiciona como un
excelente vehiculo para el desarrollo de productos topicos.

En relacién con el modelo de piel artificial desarrollado, se logré obtener un sistema que,
aunqgue con respuesta leve, fue capaz de mostrar una respuesta detectable a la hidratacion,
lo que valida parcialmente su utilidad como plataforma experimental para la evaluacion
preliminar de propiedades cosméticas como la humectacion o la fotoproteccién. Si bien ain
requiere optimizacién, particularmente en cuanto a su capacidad dieléctrica y sensibilidad,
representa una base prometedora y replicable para futuros estudios in vitro, sin necesidad
de recurrir a modelos animales o humanos.

En conjunto, los resultados de esta investigacion destacan el alto potencial biolégico y
tecnolégico de Lampayo medicinalis, tanto como agente antiacné, fotoprotector y
antioxidante, como también como fuente de compuestos bioactivos de interés
farmacoldgico y cosmético. No obstante, sera indispensable avanzar hacia estudios in vivo
en sujetos humanos que permitan validar la eficacia y seguridad de estos extractos en
condiciones fisiolégicas reales, asi como su verdadera capacidad fotoprotectora, ademas
de realizar mas estudios sobre la composicion del lampayo y la posibilidad de aislar y
sintetizar los metabolitos con la accidn bioldgica de interés, con el objetivo de practicas que
puedan generar una depredacién del recurso.
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7. Anexos

1) Absorbancias CPT
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L3D

M ABS Curva 1 | ABS Curva 2| ABS Curva 2n promedio
20 0,182 0,199 0,121 0,167
30 0,241 0,259 0,210 0,237
40 0,375 0,415 0,351 0,382
a0 0,534 0,552 0,504 0,530
o0 0,674 0,701 0,649 0,675
70 0,768 0,800 0,740 0,769
muestra 1 muestra 2 |muestra 3
R 0,9910
pendiente 0,0128 UA 0,458 0,528 0,471
interseccion -0,1151 UA 0,498 0,528 0,471
uA 0,438 0,528 0,471
promedio 0,498 0,528 0,471
ug EAG / mL mg/mL
1| 479781869 95956,37375| 95,95637375
2| 50,3259546| 100651,9093| 100,6519093
3| 45,8651959| 91730,39179| 91,73039179
fd 2000
96,11289161 4,462817709




[ ABS Curva 1 | ABS Curva 2| ABS Curva 2n promedio
20 0,182 0,199 0,121 0,167
30 0,241 0,255 0,210 0,237
40 0,375 0,419 0,351 0,382
50 0,534 0,552 0,504 0,530
60 0,674 0,701 0,649 0,675
70 0,768 0,800 0,740 0,769
R 0,9910 muestra 1 muestra 2 | muestra 3
pendiente 001258 UA 0,456 0,499 0,444
interseccion -0,1151 UA 0,456 0,499 0,444
UA 0,456 0,499 0,444
promedio 0,456 0,499 0,444
ug EAG f mL mg,/mL
1| 44691312 89382,624| B9332624
2| 48,0564458| 96112 B916( 96,11235916
3| 43,7522049( 875044098 87 5044098
fd 2000

90,9999752 452640676

L3m
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2) Absorbancias CFT

1 ABS Curva 1 | ABS Curva 2| ABS Curva Zn promedio
20 0,014 0,017 0,011 0,014
40 0,033 0,028 0,020 0,027
80 0,063 0,063 0,050 0,059
100 0,075 0,082 0,059 0,072
150 0,115 0,122 0,086 0,109
180 0,141 0,143 0,097 0,127
muestra | muestra
R 02,9989 1 2 muestra 3
pendiente| 0,0007 UA 0,069 0,061 0,051
nterseccio -0,0002 uA 0,069 0,061 0,051
uA 0,065 0,061 0,051
promedio 0,069 0,061 0,051
ug EAG f mL mg/mL
1| 96,4717065( 27580,9081( 27,5908
2| 853177203 24400868 24,4009
3| 71,3752376 20413318 20,4133
fd 286
24135 3,589617

L3D

70



[ ABS Curva 1 | ABS Curva 2| ABS Curva 2n promedio
20 0,014 0,017 0,011 0,014
40 0,033 0,028 0,020 0,027
20 0,063 0,063 0,050 0,059
100 0,075 0,082 0,059 0,072
150 0,119 0,122 0,086 0,109
180 0,141 0,143 0,097 0,127
muestra | muestra
R 0,9989 1 2 muestra 3
pendiente| 0,0007 UA 0,056 0,057 0,046
nterseccio -0,0002 UA 0,056 0,057 0,046
UA 0,056 0,057 0,046
promedio 0,056 0,057 0,046
ug EAG J mL mg,/ mL
1| 73,346479 22407093 22,4071
2| 797407273 22805,848| 22 8053
3| 64,4039963( 18584195429( 18,4195
fd 286
21,2108 2,42553

L3m
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3) Absorbancias MIC
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Bacteria y compuesto 1 2 3 4 5 6
S. aureus L3M 0,200766667) 0,216133333 0,3059| 0414166667 0,5298 0,5924
5. aureus L3D 0,152333333| 0,201166667 0,3354| 0,397666667 0,3897 0,5112
S. aureus Tetraciclina 0,2380666607 0,3086| 0,450333333| 0,435433333 0,2599 0,3767
S. epidermidis L3M 0,1576 0,1668| 0,145133333| 0,259733333 0,3247| 0,352566667
S. epidermidis L3D 0,1573| 0,192433333 0,2593 0,4167| 0,508133333 0,5298
S. epidermidis Tetracicli 0,5616 0,3068| 0,401033333| 0,2303660607 0,3234| 0,329366667
C.acnes L3M 0,131366667( 0,148533333 0,3808 0,4453| 0,640466667| 0,7535033333
C.acnes L3D 0,178066667| 0,341366667 0,2732| 0,722266667 0,7093 0,7223
C. acnes Tetraciclina 0,593 0,588466667| 0,352866667| 0,297633333| 0,369933333 0,3898
7 8 9 10|11 {control positivo) |12 {control negativo)

0,63594 0,677 0,7082| 0,71263333 0,658166667 0043766667
0,555733333 0,5171 0,4866| 0,58946667 0,6222 0,056033333
0,210833333| 0,293366667 0,3056 0,2624 0,561833333 00436
0400566667 0,411566667| 0,42893333| 044626667 0417733333 0,0477
0,574933333| 0,580933333 0,5669| 0,58086667 0,574233333 0,050166667
0,331766667( 0,285466667 0,2579| 0,29976667 0,5575 0,0562
0,6849| 0,651566667 0,6615 0,6059 0,706666667 0,041166667

0,7043( 0,740066667( 0,74956667 0, 7066 0,6987 0042033333
0,253666667| 0,176433333| 0,19886667| 0,17286667 0,714 0,0431
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