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RESUMEN

La piel es el érgano méas expuesto de manera directa al dafio por radicales libres y
el desequilibrio de su defensa antioxidante acelera el mecanismo de envejecimiento
y predispone al cancer cutaneo. Actualmente existen ensayos clinicos que
proporcionan evidencia del beneficio de los antioxidantes al ser aplicados de
manera tépica. Consecuencia de esto, el desarrollo de productos farmaceéuticos que
lo contienen ha crecido de modo acelerado en los ultimos afios, principalmente
como complemento en la terapia contra el envejecimiento cutaneo.

A través de los afios Callistemon citrinus ha sido extensamente analizado desde el
punto de vista farmacoldgico y otras propiedades biolégicas son: inhibidor de la
actividad de la elastasa (Kim et al., 2009), como atrapador de radicales libres, (Das
y Singh, 2012), antihelmintico, antimicrobiano y antimicotico (Oyedeji et al., 2009),
ademas de presentar actividad antioxidante (Mansour, 2010).

El objetivo de este trabajo fue elaborar una crema con propiedad antioxidante a
base del extracto de C. citrinus para proteger a la piel. Se utilizaron extractos
etandlicos y hexanicos de hoja y de flor, la capacidad antioxidante se determin6 por
los métodos de FRAP, DPPH Y ABTS, se cuantifico la cantidad de fenoles y
flavonoides totales y la composicién quimica se analiz6 por cromatografia de gases
acoplada a masas.

Los compuesto mayoritarios en los extractos hexanicos fueron: en la flor Eucaliptol,
Mentol y Elemene y en la hoja Eucaliptol, Escualeno y Mentol; y en los extractos
etandlicos de la flor fueron: D-limoneno, Eucaliptol y a-Terpineolo y de la hoja
Eucaliptol Fitol y Terpinoleno. La mayor capacidad antioxidante asi como el mayor
contenido de fenoles lo presento el extracto de la flor, mientras que la hoja tuvo el
mayor contenido de flavonoides. Con relacion a las propiedades organolépticas,
fisicoquimicas y de estabilidad las formulaciones que cumplen con las

caracteristicas mencionadas fueron la formula 4 y 8.

Palabras claves: Callistemon citrinus, actividad antioxidante, radical libre,

metabolitos secundarios, fenoles



ABSTRACT

The skin is the organ most exposed directly to damage by radical free and the
imbalance of its antioxidant defense accelerates the aging mechanism and
predisposes to skin cancer. There are clinical trials that provide evidence of the
benefit of antioxidants when applied topically. As a result, the development of
pharmaceutical products containing it has grown so accelerated in recent years,

mainly as a complement in the therapy against skin aging.

Through the years Callistemon citrinus has been widely analyzed from the point of
view of the drug and other biological properties are: elastase activity inhibitor (Kim
et al., 2009), and free radical trap, (Das and Singh, 2012), anthelmintic, antimicrobial
and antifungal (Oyedeji et al., 2009), as well as present antioxidant activity (Mansour,
2010).

The objective of this work was to elaborate a cream with antioxidant property based
on the extract of C. citrinus to protect the skin. Ethanolic and hexane of leaf and
flower extracts were used, the antioxidant capacity was determined by the methods
of FRAP, DPPH and ABTS, quantified the amount of phenols and total flavonoids

and chemical composition was analyzed by gas chromatography coupled to masses.

The major compounds in the hexanic extracts were: Eucalyptol, menthol and
Elemene flower and leaf Eucalyptol, squalene and menthol; and in extracts of flower
ethanol were: d-limonene, Eucalyptol and a-Terpineolo and Eucalyptol, Phytol, and
Terpinolene sheet. The highest antioxidant capacity as well as the higher content of
phenols present flower extract, while the sheet had the highest content of flavonoids.
With regard to organoleptic, physico-chemical properties and stability, formulations

that comply with the characteristics mentioned were the formula 4 and 8.

Key words: Callistemon citrinus, antioxidant activity, radical free, secondary

metabolites, phenols



1. INTRODUCCION

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemorial. Durante cientos y miles de afos los remedios
naturales, y sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el
anico recurso de que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el
conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales
(Cano et al., 2009). A las plantas también se les atribuyen beneficios dentro de la
cosmética natural, ofreciendo ventajas para la salud de la piel, ya que al no ser
agresivas fortalecen y mejoran las funciones dérmicas, gracias a sus componentes

guimicos naturales (Cifuentes et al., 2013).

Los metabolitos secundarios juegan un papel importante en las plantas
ornamentales y alimentarias. Por ejemplo, olor, gusto, sabor y color. Muchos
metabolitos secundarios de las plantas son usados como sustancias quimicas
finas, tales como medicamentos, colorantes, insecticidas, fragancias y sabores
(Serrano, 2012). Entre ellos, los flavonoides son polifenoles estudiados por sus
multiples propiedades terapéuticas y cosméticas, metabolitos atrapadores de
radicales libres, tanto en la fase inicial como en la de propagacion. En
consecuencia, protegen la membrana de la célula y por ende todos los procesos
de la misma, frenando su deterioro, con un efecto antienvejecimiento, proclamado

en productos “anti-aging” (antiedad) (Nadinic, 2009).

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que
necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical
libre por quedar con un electron desapareado, iniciAndose asi una verdadera
reaccibn en cadena que destruye nuestras células. Estas acciones se dan
constantemente en las células de nuestro cuerpo, proceso que debe ser
controlado con una adecuada proteccion antioxidante (Avello y Suwalsky, 2006).
Los antioxidantes son un conjunto de compuestos quimicos o productos biologicos



gue contrarrestan de una manera directa o indirecta los efectos nocivos de los
radicales libres u oxidantes, tales como oxidacion a lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, alterando las funciones celulares. Se han clasificado en dos principales
sistemas, el sistema enzimatico y no enzimatico. Cuando estos sistemas

antioxidantes fracasan se produce un exceso de radicales libres (L6pez, 2012).

Callistemon citrinus (Curtis) Skeels (Syn. Callistemon lanceolatus DC, "crimson
bottlebrush™) es una planta perteneciente a la familia Myrtaceae y es nativa de
Australia, pero se encuentra ampliamente distribuida en diferentes partes del
mundo, incluyendo las regiones tropicales y subtropicales del Sur de América y
Asia. La planta es comunmente conocida como “bottlebrush” (cepillo) por su
semejanza a un cepillo cilindrico para limpiar botellas. C. citrinus es la especie
mas ampliamente cultivada entre las 34 especies del género Callistemon. La
planta es un arbusto o arbol pequefio, que crece hasta 7,5 m de altura y posee

flores de color carmesis y anteras rojo oscuras (Shrestha et al., 2015).

C. citrinus posee propiedades farmacolégicas y biologicas. En la india es usado
para el tratamiento de diabetes mellitus (Brushan y Bansal, 2015) también tiene
actividad antiespasmodica (Shrestha et al., 2015), actividad antifungica y
bactericida (Jamzad et al.,, 2014), inhibidor de la actividad de la elastasa, como
atrapador de radicales libres y presenta actividad antioxidante (Singh, 2012).

Recientemente Cid-Estrada (2014) analiz6 los extractos etandlicos de flor y hoja
de C. citrinus, reportando un alto contenido de fenoles asi como una importante
actividad antioxidante, sin embargo Pérez-Gonzéalez (2016) comprob6 que dicha

actividad antioxidante se debe a los compuestos fenélicos encontrados.

El objetivo del presente trabajo fue elaborar una crema con propiedad
antioxidante, utilizando los extractos de hoja y flor de C. citrinus.



2. ANTECEDENTES
2.1 Plantas medicinales

El uso de plantas medicinales se remonta a los inicios de la civilizacién humana,
las culturas antiguas como la China, la India y la Nor-Africana han proporcionado
evidencia sobre el uso de este recurso con fines curativos (Jiménez-Arellanes et
al., 2014). Este patrimonio cultural se ha transmitido de generacion en generacion,
de manera que algunas costumbres subsisten y son ejercidas de manera

cotidiana, tanto en areas rurales como urbanas (Garcia et al., 2012).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), una planta medicinal es
aguella que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propositos
terapéuticos y/o pueden servir como principios activos 0 como precursores para la
semi-sintesis de nuevos farmacos (Jiménez-Arellanes et al., 2014). La OMS y la
Organizacion de Naciones Unidas (ONU), estiman que el 80% de los habitantes
de nuestro planeta, dependen de las plantas medicinales para satisfacer sus

necesidades de atencion primaria en la salud (Cifuentes et al., 2013).

Las plantas poseen caracteristicas medicinales debido a principios activos
referidos a las propiedades quimicas que se encuentran en ellas; principios que se
localizan en las diferentes partes de la planta como hojas, flores, tallos, semillas o

raices (Cifuentes et al., 2013).

En la actualidad existe un interés creciente en la medicina alternativa para la cura
de numerosos padecimientos y enfermedades que afectan a los seres humanos
(Alvarez, 2012), es por eso que a las plantas también se les atribuyen beneficios
dentro de la cosmética natural, ofreciendo ventajas para la salud de la piel, ya que
al no ser agresivas fortalecen y mejoran las funciones dérmicas, gracias a sus

componentes quimicos naturales (Cifuentes et al., 2013).



2.2 Metabolitos secundarios

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de
los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples,
0 para degradar las complejas y obtener las simples (Garcia y Carril, 2009). Los
metabolitos secundarios (MS) son compuestos derivados del metabolismo
primario (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011). Los metabolitos secundarios son
compuestos de bajo peso molecular (Sepulveda-Jiménez et al., 2003) que no
solamente tienen una gran importancia ecoldgica porque participan en los
procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento
de la simbiosis con otros organismos y en la atraccién de insectos polinizadores y
dispersores de las semillas y frutos ya que antiguamente se aceptd que las
sustancias secundarias se producian con funciones relativas inespecificas,
después se encontré que muchas de éstas poseen altos rendimientos y que tienen

multiples funciones en las plantas (Wink, 1999).

Tal es la sintesis activa de MS, que se induce cuando las plantas son expuestas
a condiciones adversas tales como: a) el consumo por herbivoros (artrépodos y
vertebrados); b) el ataque por microorganismos: (virus, bacterias y hongos); c) la
competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes
especies de plantas; y d) la exposicién a la luz solar u otros tipos de estrés
abiético (Figura 1) (Sepulveda-Jiménez et al.,, 2003). Otros tienen una funcién
fisiologica, por ejemplo los alcaloides, las pectinas que pueden servir para el
transporte de nitrégeno toxico y compuestos de almacenamiento, mientras que los
compuestos fendlicos como los flavonoides realizan una funcion como protectores

de rayos ultravioletas (Wink, 1999)
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Figura 1. Eventos en los cuales, los MS se inducen durante la
respuesta defensa de las plantas (fuente: elaboracion propia).

Es importante destacar que los MS también reciben la denominacion de productos
naturales y tienen un importante y significativo valor medicinal y econdmico,
derivado este dltimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria y
farmacéutica. Un gran numero de estos productos naturales, que ya se usaban en
la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizaban en
la actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor,

aromas, colorantes, etc. (Garcia y Carril, 2009).

2.2.1 Clasificacidon de metabolitos secundarios
Los MS se pueden clasificar de diferentes maneras: en funcibn a sus
caracteristicas quimicas, origen vegetal u origen biosintético (Verpoorte y

Alferman, 2000). En todos estos casos es inevitable la superposicion. Por ejemplo,



por ser moléculas generalmente polifuncionales es dificil ubicarlas en un
determinado grupo quimico, o dos compuestos totalmente diferentes tienen la
misma accion, o la misma fuente de produccién puede originar compuestos muy
distintos (Marcano y Hasegawa, 2002). Las tres clases principales de metabolitos
secundarios de acuerdo a su biosintesis son los terpenos, alcaloides vy

compuestos fenolicos (Azcon y Talén, 1993) (Figura 2).
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Figura. 2. Estructura quimica de MS: el mentol, un monoterpeno (izquierda);
la nicotina, un alcaloide (centro); y el eucaliptol, un compuesto fendlico
(derecha) (Fuente: elaboracion propia).

a) Terpenos

Los terpenoides o isoprenoides, se derivan de la fusion de unidades de cinco
carbonos llamada isopreno (2-metil-1,3butadieno) (C5) y se clasifican de acuerdo
al nimero de unidades de isopreno que los forman (Sepulveda-Jiménez et al.,
2003). Se dividen en seis grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, tetraterpenos y esteroles, dentro de los cuales se encuentran los
carotenos, el taxol entre otros (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011). Los terpenos que
se encuentran en los aceites esenciales son generalmente monoterpenos (Garcia
y Carril, 2009), que son sustancias lipofilicas, volatiles, responsables del olor
caracteristico de muchas plantas (Romo, 2006), como ejemplo esta el limoneno y
el mentol, constituyentes de los aceites de limon y menta, respectivamente (Garcia
y Carril, 2009).



b) Alcaloides

Los alcaloides son compuestos heterociclicos que generalmente se sintetizan a
partir de aminoacidos, tales como triptoéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y
ornitina, solos o combinados con terpenoides. También se pueden derivar de
purinas (Sepulveda-Jiménez et al., 2003). Estos son fisiol6gicamente activos en
humanos (cocaina, nicotina, morfina) y por supuesto de gran interés en la industria

farmacologia (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011).

Los alcaloides son localizados en los tejidos periféricos de los diferentes érganos
de la planta, es decir en el recubrimiento de las semillas, corteza del tallo, raiz o
fruto y en la epidermis de la hoja; esto permite pensar que los alcaloides cumplen
una importante funcion como es la de proteger a la planta, por su sabor amargo de

éstos, del ataque de insectos (Acosta, 2008)

Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen
un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de polifenoles o
fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo. La mayoria de los compuestos fenolicos derivan de la fenilalanina.
(Garcia y Carril, 2009) En los polifenoles se incluyen los &cidos fendlicos,

cumarinas, flavonoides y taninos.

Las aplicaciones farmacéuticas de estos compuestos son considerables, se
refieren a sus efectos como analgésicos, antibacterianos, antihepatotoxicos,
antioxidantes, antitumorales, inmunoestimulantes, (Pérez-Alonso y Jiménez,
2011), antimutagénicos, antihistaminicos (Munir y Sarfraz, 2014) y también
presentan propiedades fisiologicas tales como antialergénica, antitrombatico,

cardioprotector y efectos vasodilatadores (Balasundram et al., 2006).

Cabe destacar que los efectos beneficiosos derivados de compuestos fendlicos se
han atribuido a su actividad antioxidante (Balasundram et al., 2006), esto debido a



la capacidad que tiene los fenoles para actuar como agentes reductores
neutralizando radicales libres, como los radicales de oxigeno y descomponiendo

peroxidos (Gonzalez, 2016).

2.3 Callistemon citrinus

El género Callistemon pertenece a la familia Myrtaceae y es el género
ornamental més importante de Australia (Alvarez et al., 2011). Callistemon es un
género de 34 especies de arbustos, todos ellos endémicos de Australia (Goyal et
al., 2012) pero ahora se extienden por todo el mundo, y comprenden arbustos o
pequefios arboles que se han utilizado para la silvicultura y como arboles de
granja (Petronilho et al., 2013).

Las especies de Callistemon se utilizan para la produccion de aceites
esenciales, plantaciones cortavientos, recuperacién en tierras degradadas y la
horticultura ornamental, entre otras aplicaciones (Oyedeji et al., 2009) como
control de malezas y como bioindicadores para la gestibn ambiental (Haque et
al., 2012).

El género Callistemon es conocido en la medicina popular por sus propiedades
tales como antitusivas, antibronquitis, efectos insecticidas y sus aceites volatiles
han sido utilizados como agentes antimicrobianos y antifangicos (Goyal et al.,
2012).

C. citrinus (Callistemon; estambres hermosos; citrinus, por su aroma a limoén),
también conocida como arbol del cepillo, escobillén rojo, cepillo cilindrico, entre

otros.

C. citrinus es un arbusto o arbolillo siempre verde, de 1-5 m, carece de pelos salvo
en las ramillas jovenes, que llevan pelos sedosos, y a veces en las inflorescencias.

Las hojas van en disposicion alterna y son estrechamente elipticas o lanceoladas,
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bastante rigidas, generalmente agudas, con nervadura pinnada (se suelen
apreciar bien tanto el nervio medio como los laterales); al estrujarlas tienen un olor
muy aromatico, como a limén. Las inflorescencias son unas espigas cilindricas de
5-10 cm, no muy apretadas, de un color rojo muy vivo, que se debe a los
filamentos de los estambres, con el eje y los calices frecuentemente pelosos.
(Gonzélez, 2006) (Figura 3).

Los puntos de la flor roja brillante de C. citrinus son muy ricas en néctar y atraen
a muchas aves (Oyedeji et al., 2009). C. citrinus también podria ser recomendado
para la forestacion de la regidon industrial debido a resistencia de sus hojas a

emisiones industriales (Zandi-Sohani et al.,2012).

Figura 3. Detalle de la inflorescencia de C. citrinus en
el sitio de estudio.



2.3.1Taxonomia y clasificacion cientifica

Los principales sinonimos de C. citrinus en la literatura son Callistemon
lanceolatus y Metrosideros citrina.

C. citrinus fue descrito por Skeels y publicado en el U.S. Department of Agriculture
Bureau of Plant Industry Bulletin 282: 49 en 1913. Previamente, habia sido

descrito en 1794 por Curtis, quien lo nombro Metrosideros citrina.

Su clasificacion cientifica es la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Tribu: Melaleuceae
Geénero: Callistemon
Especie: C. citrinus (Curtis) Skeels 1913

Sinonimia: Callistemon lanceolatus, Metrosideros citrina (Lopez, 2015)

2.3.2 Usos y atribuciones

C. citrinus ha sido estudiado para mostrar varios efectos farmacoldgicos. La fruta 'y
las hojas han exhibido efectos de bloqueo de canales de calcio y actividad anti-
espasmadico (Shrestha et al., 2015), también se ha encontrado que las diferentes
partes de esta planta han sido utilizadas en la medicina popular como un recurso
comun para la diarrea, disenteria, reumatismo y antibronquitis (Mabhiza et al.,
2016).
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C. citrinus también se ha utilizado para tratar condiciones como el dolor
gastrointestinal (Shrestha et al., 2015), tiene actividad anticaries, hepatoprotector e
hipoglucémico (Shaha y Salunkhe, 2014) y actividad cardioprotectora (Ahmed y
Rahman, 2016). Los resultados de estudios recientes mostraron que el extracto de
hojas de C. citrinus ha mostrado buena actividad contra bacterias Gram positivas,

Gram negativas y hongos (Zandi-Sohani et al., 2012). Se sabe que los aceites de
hoja de C. citrinus tienen propiedades antimicrobianas, fungitéxicas,

antinociceptivas y actividades antiinflamatorias (Kumar et al., 2015).

Los monoterpenoides y sesquiterpenoides se encuentran ampliamente en la
naturaleza, especialmente en plantas y frutas, y puede promover un amplio
espectro de beneficios para la salud humana, principalmente antiinflamatorios,
antibacterianos y actividades antitumorales. El 1,8-cineol y el a-terpineol se han
aislado como principales compuestos de las hojas y flores de C. citrinus. En el
aceite esencial de la hoja de C. citrinus se identificé limoneno (Kumar et al., 2015).
En los extractos etandlicos de las hojas y flores se determiné la presencia de a-
pineno, B-pineno, a-terpineno, 1,8-cineol, linalol, trans-pinocarveol, 4-terpineol,
geraniol y a-terpineol que han mostrado tener actividades anti-bacterianas y
antifangicas (Petronilho et al., 2013). ElI 1,8-cineol es conocido por sus
propiedades medicinales y aromatizantes. También es un compuesto amigable
con el medio ambiente con potencial para reemplazar a los solventes industriales

que agotan el ozono (Kumar et al., 2015).

2.4 Dano oxidativo, radicales y antioxidantes

La piel es el 6rgano mas expuesto de manera directa al dafio por radicales libres
(RL) y el desequilibrio de su defensa antioxidante acelera el mecanismo de
envejecimiento y predispone al cancer cutaneo. En 1950 Denham Harman fue el
primero en proponer la “Teoria del envejecimiento celular inducido por radicales
libres” (Ramos y Pérez, 2010), planteé la relacion entre radicales libres y

envejecimiento. Se sefiald que la expectativa de la vida humana podria aumentar
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al disminuir los efectos del proceso oxidativo. Asi las especies reactivas del
oxigeno (ERO), entre otros, los radicales libres, pueden alterar la membrana
interna o el ADN mitocondrial lo que conlleva mas produccion de ERO, en
consecuencia mas dafio y aumento del estrés, al producirse mas oxidantes y

perderse el equilibrio requerido por la célula (Coronado et al., 2015).

Una defensa antioxidante integrada es crucial para proteger a la piel de los ERO
existe, sin embargo, un numero considerable de estudios que proporcionan
evidencia de sus beneficios, tales como capacidad fotoprotectora vy

anticarcinogénica (Solari et al., 2011).

2.4.1 Radicales libres y sus efectos cutaneos

Desde el punto de vista quimico, los RL son todas aquellas especies quimicas,
cargadas o no, que en su estructura atdbmica presentan un electron desapareado o
impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera gran
inestabilidad (Gutiérrez, 2002). El origen de los RL puede ser: a) endogeno,
metabolismo aerobico celular, dafio oxidativo por las células fagociticas, isquemia;
y b) exdgeno, radiacién ultravioleta, contaminacion ambiental, humo de tabaco,
plaguicidas (Ramos y Pérez, 2010), alcohol o debido a una alimentacién no
adecuada (Ledn et al.,, 2015), los medicamentos y los aditivos quimicos en
alimentos procesados (Paniagua et al., 2004). La vida media biolégica del RL es
de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a
su alrededor provocando un gran dafio a moléculas, membranas celulares y
tejidos (Avello y Suwalsky, 2006). Existen algunas circunstancias en que también
se producen RL como son: Dieta hipercalérica, dieta insuficiente en antioxidantes,
procesos inflamatorios y traumatismos, fendmenos de isquemia y reperfusiéon y

ejercicio extenuante (Gutiérrez, 2002).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) es el término que se aplica
colectivamente a las moléculas radicales y no radicales que son agentes oxidantes

y/o son facilmente convertidos a radicales (Avello y Suwalsky, 2006). Son los RL
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derivados de la cadena respiratoria, que a nivel cutaneo pueden provocar
acumulacion de lesion oxidativa en moléculas de vida larga como el colageno y la

elastina (Ramos y Pérez, 2010).

La exposicién a la radiaciéon UV es la principal causa de estrés oxidativo en la piel
y, por lo tanto, es un importante factor de riesgo para el desarrollo de problemas
de la piel, por ejemplo, formaciéon de arrugas, lesiones y cancer. Sobre la
exposicién a la luz del sol, las moléculas de la piel absorben UVR (radiacién
ultravioleta) que da lugar a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).
Existen dos tipos de ERO: el tipo 1 consiste en una Unica molécula de oxigeno
excitado (O;), mientras que las moléculas de oxigeno con electron despareado,
constituyen el segundo tipo de ERO: Las mas importantes son: radical anion
superoxido (O,"), el perdxido de hidrogeno (H,0,), radical hidroxilo (HO)+ y el
radical 6xido nitrico (NO). Las entidades reactivas de oxigeno ejercen un efecto
perjudicial sobre las fracciones celulares incluyendo las paredes celulares, las
membranas lipidicas, las mitocondrias, el nacleo y el ADN que producen "estrés
oxidativo", es decir, una diferencia entre ERO y antioxidantes, siendo ERO en
exceso conduciendo a lesion tisular y desarrollo de enfermedad incluyendo
envejecimiento, cancer, isquemia, lesion hepatica, artritis y sindrome de

Parkinson, entre otras (Jadoon et al., 2015).

Se ha postulado que al menos 50% del dafio de la piel inducido por la luz solar es
atribuible a la formacién de RL. La exposicion a radiacion ultravioleta (UVR) induce
produccion de croméforos, moléculas que al absorber la luz (principalmente UVB

pero también UVA) producen RL (Ramos y Pérez, 2010).

2.5 Antioxidantes y sus efectos en la piel

Los antioxidantes se definen como aquellas sustancias que, presentes en bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas tales como

proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de ADN) (Gutiérrez, 2002),
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retardan o previenen la oxidacion. La oxidacién es una reaccion quimica de
transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones
de oxidacién pueden producir radicales libres, estos producen reacciones en
cadena que dafan las células (Solari et al.,, 2011). Al interactuar con el radical
libre, el antioxidante cede un electron, se oxida y se transforma en un RL débil no

toxico (Paniagua et al., 2004).

Dado que los sistemas vivos tienen la capacidad de mantener homeostasis de
ERO en la célula, la piel humana estd protegida de UVR a través del complejo
sistema de defensa antioxidante (Jadoon et al., 2015), existen dos tipos de
antioxidantes: los enddgenos, dotados por el propio sistema biol6gico, y los
exogenos, tomados de la dieta (Paniagua et al., 2004) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de los principales antioxidantes de la piel.

ORIGEN ENZIMATICO COFACTORES DERIVADOS DE LOS
ENZIMATICOS O NUTRIENTES
“ELEMENTOS TRAZA”
Inhibitorios: Vitamina B3:
- Oxidasa de NADPH Nicotinamida
- Sintasa de O, Acido nicotinico

Neutralizantes:

- Superoxido dismutasa

Citosodlica Zinc Vitamina E (Tocoferol)

- SOD mitocondrial Manganeso

- Glutation peroxidasa Selenio

- Catalasa Hierro

Reparadores: Vitamina C (Acido L-

- Ceruloplasmina y SOD Cobre ascorbico)

extracelular Fitoquimicos: Polifenoles
del té, flavonoides,
estilbenos.
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Si hay desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes enddgenos, los antioxidantes
exdgenos son utiles para restablecer el equilibrio. Los antioxidantes exdgenos
forman parte de compuestos que no pueden ser sintetizados por el cuerpo
humano. Vitaminas, ascorbato, carotenoides y polifenoles, que constituyen este
altimo tipo de antioxidantes que también participan en el mantenimiento de la
homeostasis oxidativa. Los antioxidantes enddgenos se agotan en capas
epidérmicas y dérmicas de la piel expuestas al sol bajo el efecto de los niveles
elevados de ERO generados por UVR. Tal agotamiento se traduce en la actividad
disminuida de estos antioxidantes produciendo dafio a la piel. Con la edad, los
antioxidantes enddégenos se consumen constantemente aumentando el riesgo de
estrés oxidativo; entonces el uso de antioxidantes exdégenos como estrategia de

prevencion es esencial (Jadoon et al., 2015).

Se ha reportado que la vitamina C mejora la apariencia de la piel fotodafiada y
aumenta la sintesis de fibras de elastina y colageno. Por otro lado existen los
antioxidantes derivados de las plantas, como son los flavonoides que son
compuestos polifendlicos de los que se han identificado mas de 8000. Otros
antioxidantes de origen vegetal que ha probado actividad antioxidante
fotoprotectora y anticarcinogénica son: el carotenoide licopeno, la silimarina
(extracto del “cardo lechero” o Sylibum marianum), extracto de semilla de uva
(Vitis vinifera), picnogenol (extracto de corteza de pino) y la idebenona, entre

muchos otros, algunos en fase experimental (Ramos y Pérez, 2010).

2.6 Emulsiones cosmeéticas

El estudio de las emulsiones es de gran interés, ya que se encuentra en una
inmensa cantidad de productos que utilizamos a diario como son las cremas para
el cuidado personal, de la piel, pintalabios, algunos alimentos (helados, leche,
mantequilla) y productos agroquimicos como los insecticidas y pesticidas. En el

sector de los cosméticos, las cremas hidratantes, protectoras para los rayos UV,
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también son emulsiones de particulas aceitosas dispersas en agua (Aranberri y
Fletcher, 2006). Las emulsiones pueden servir como vehiculo ideal para permitir la
incorporacion de muchos ingredientes importantes y necesarios para formular un

producto de cuidado de la piel o de proteccién solar (Santos, 2010).

Una emulsion es un sistema disperso, estabilizado mediante la adicion de un
agente emulgente adecuado, de dos fases inmiscibles, en el que ambas, la fase
interna y la externa, son liquidas. El tamafio de particula de la fase interna varia
entre 0.5y 100 um. La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
define una emulsidbn como un liquido que contiene gotas liquidas y/o cristales

liquidos dispersos (Higuero, 2004).

2.6.1 Tipos de emulsiones cosméticas

Las emulsiones cosmeéticas deben presentar atributos que le dan mayor valor al
producto final, tales como: sensorial agradable, aspecto atractivo, facilidad de
aplicacién y de esparcimiento, estabilidad fisico quimica y microbioldgica, facilidad

de ser absorbida por las capas superiores de la piel, entre otros (Santos, 2010).

2.6.1.2 Emulsién aceite en agua (O/W)

Es aquella en que la fase externa estd constituida de agua o de componentes
hidrosolubles (Figura 4). La fase interna consiste en uno 0 mas tipos de aceites y
grasas. Estan caracterizadas por presentar conductividad eléctrica y dispersarse
en agua (Santos, 2010). En la terapéutica dermatologica actual, la emulsion de
fase externa acuosa (O/W) es el medio mas adecuado para incorporar principios
activos eficaces en diversas patologias de la piel. Tiene las siguientes ventajas:
Permite incorporar varios principios activos con facilidad, los hidrosolubles, en la
fase acuosa; los liposolubles, en la fase oleosa; y los termolabiles, en la emulsion

terminada; por su composicion hidrata la piel sin aportar excesiva grasa.
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Los principales inconvenientes de las emulsiones es debido a que tienen mayor
inestabilidad con respecto a otras formas y su elaboracion es laboriosa (Higuero,
2004). Este tipo de emulsiones son formuladas en lociones de proteccion solar,
leches de limpieza de piel, cremas para el dia, bases de maquillaje, crema para
las manos no grasosas, cremas para el cuerpo, lociones infantiles, entre otros
(Santos, 2010).

2.6.1.3 Emulsién agua en aceite (W/O)

En este tipo de emulsidn, el agua es dispersada y el aceite es la fase externa o la
fase continua (Figura 4). Este tipo de emulsion no presenta conductividad eléctrica
ni se dispersa en agua (Santos, 2010). Las emulsiones W/O tienen un papel
terapéutico mas limitado, reservandose a zonas hiperqueratdsicas y cuando se
requiere un aporte graso a la piel (Higuero, 2004). Estas emulsiones son utilizadas
en productos de proteccion solar resistente al agua, cremas “universales”, cremas
para la noche, cremas protectoras, cremas infantiles, cremas para pieles muy

secas, cremas para los pies (Santos, 2010).
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Figura 4. Tipos de emulsiones (Fuente: elaboracion propia).
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2.6.2 Componentes de las emulsiones

Fase oleosa
Formada por ingredientes no polares. En esta clase de ingredientes estan las
materias primas grasas, aceites y ceras, incluyendo el alcohol y los acidos grasos,

los esteres, los hidrocarburos, los glicéridos y las siliconas.

Fase acuosa

Es la parte de la emulsién constituida por el agua y por los demas materiales
hidrofilicos del sistema. Puede ser formada por ingredientes humectantes, como la
glicerina o el propilenglicol; los polimeros hidrosolubles, que aumentan la
viscosidad o proporcionan acondicionamiento; preservantes, colorantes,
electrolitos o ingredientes activos, como extractos botanicos o proteinas

hidrolizadas.

Interface

Son los tensioactivos con propiedades emulsionantes, fundamentales para la
formulacién. Permiten, aisladamente o en mezclas, obtener la dispersion
homogénea y estable de aceites 0 sustancias grasas en agua, Yy viceversa,
formando emulsiones W/O u O/W (Santos, 2010).

2.6.2.1 Estabilidad de las emulsiones

El proceso de ruptura de las emulsiones puede ocurrir mediante varios
mecanismos de inestabilidad diferentes (Aranberri y Fletcher, 2006) (Figura 5)

gue estan relacionadas a sus caracteristicas fisicas (Santos, 2010) tales como:

Cremeacion: las particulas de menor densidad tienden a subir hacia la superficie
de la emulsién. Este fendmeno puede ser revertido por medio de agitacion
sencilla, pues se trata de un problema poco serio de inestabilidad y no hay

aglomeracion de particulas.
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Figura 5. Mecanismos que contribuyen a la inestabilidad de las emulsiones (fuente:
Aranberri, 2006).

Sedimentacion: fendbmeno semejante al de la Cremeacion, pero, a diferencia de
este, se produce la unién de las particulas mas pesadas que se depositan en el

fondo de la emulsion. Puede ser revertido con agitacion.
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Floculacién: ocurre debido al desbalanceamiento de la carga eléctrica en las
micelas, lo que reduce la fuerza repulsiva entre las mismas. Las goticulas de la
fase interna se asocian entre si de forma reversible y con fuerza de baja

intensidad. Puede ser revertido con agitacion.

Coalescencia: particulas de la fase interna se combinan y forman particulas
mayores. Si un numero muy grande de particulas se unen, el resultado sera la

separacion completa de las dos fases. Es irreversible (Santos, 2010).

Engrosamiento de gotas (ostwald ripening): se debe al crecimiento de las gotas
mas grandes a costa de las mas pequefias hasta que estas Ultimas practicamente
desaparecen. Este proceso ocurre a una velocidad que es funcién de la solubilidad
de la fase dispersa en la fase continua y se debe a que la presién interna de las

gotas es mayor en las gotas mas pequefias (Aranberri y Fletcher, 2006).
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3. JUSTIFICACION

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises
en desarrollo, gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso de
extractos de plantas o sus principios activos. Las especies vegetales constituyen
hoy mas que nunca una gran fuente de ingredientes para la cosmética, por lo que
son objeto de creciente investigacion y desarrollo de productos por parte de la
industria cosmética. La moda actual de los productos naturales se ha extendido en
farmacia y también en cosmética. Ademas de las preferencias del consumidor,
esta tendencia se mantiene gracias a la facilidad de extraccion y de analisis de los
componentes vegetales.

Callistemon citrinus es una planta nativa de Australia pero ya se encuentra en
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo. En muchos paises son
utilizados los extractos de hoja y flor de C. citrinus para el tratamiento de diversas
afecciones en humanos, ya que posee diversas propiedades medicinales, pero en
este caso el enfoque es evaluar la capacidad que tiene de atrapar radicales libres
y en la propiedad antioxidante que posee esta planta. Para ello se propone la
elaboracién de una crema que proteja de los radicales libres y evite la resequedad

de la piel.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Elaboracion de una formulacién cosmética con actividad antioxidante usando

extractos de hoja y flor de Callistemon citrinus.

4.2. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion de compuestos fendlicos totales de los
extractos etandlicos y hexanicos de flor y hoja de la planta de C. citrinus.

e Determinar la concentracion de flavonoides en los extractos etandlicos y
hexanicos de flor y hoja de la planta C. citrinus.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos etanolicos e
hexanicos de flor y hoja de la planta C. citrinus mediante diferentes
métodos.

e Comprobar actividad antimicrobiana de los extractos de flor y hoja de C.
citrinus.

e Elaborar una formulacion cosmética que ayude a proteger la piel de los

radicales libres.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Recoleccion de material vegetal

Las hojas y flores de Callistemon citrinus fueron colectadas de plantas adultas que
se encuentran ubicadas sobre el camellén de Avenida Universidad, afuera de las
instalaciones de Ciudad Universitaria de la Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo en el mes de agosto del 2016 en Morelia, Michoacén, México.
5.2. Preparacion de extractos etandlicos

Una vez colectadas las hojas y flores se pesaron en fresco y se maceraron con
etanol al 98% en una relacion 1:10 (1 gramo de tejido por cada 10 mL de etanol).
Los extractos se dejaron reposar en oscuridad a una temperatura de 10°C durante
5 dias. Posteriormente, los extractos se filtraron y se llevaron a sequedad por
evaporacion con remocion al vacio en rotavapor a 45°C. El extracto concentrado

de flor y hoja se almacené a 4°C hasta su posterior utilizacion (Figura 6.)

Colecta de Maceracion en
plantas Peso en fresco EtOH
G Sequedad en Extractos

Filtracion rotavapor concentrados

Almacenamiento

Figura 6. Metodologia de los extractos de Callistemon citrinus.

23



5.3. Descripcion de las materias primas quimicas empleadas

Toda crema se compone de una sustancia base (excipiente), una materia prima y
un principio activo, este ultimo en una pequefia cantidad y es el que realiza la

accion de la crema.

Cuadro 2. Compuestos base para hacer una emulsion.

MATERIA PRIMA USO Y PROPIEDADES

Alcohol estearilico Tiene propiedades emolientes vy
emulsificantes débiles, aumentando la
viscosidad y consistencia de las
emulsiones.

Alcohol cetilico Es un emulgente, aumenta Ila
estabilidad de las emulsiones. Tiene
accion emoliente por impedir la
desecacion de la epidermis en su capa
cornea al retardar la evaporacion del
agua de la superficie cutanea,
guedando la piel mas blanda y flexible.
Lauril sulfato de sodio El lauril sulfato sédico es un agente
detergente (surfactante anidnico) y
humectante que es efectivo tanto en
medio acido como en medio basico.
También actia de emulsificante
anionico, formando emulsiones O/W
Monoestearato glicerilo Es usado habitualmente  como
estabilizante en emulsiones W/O vy
también a veces como coemulgente en

las O/W.
Aceite mineral Tiene propiedades hidratantes vy
protectoras, y alta eficacia limpiadora.
Glicerina Es emoliente, protegiendo y

ablandando la piel. En cosmética se
usa ampliamente por sus propiedades
emolientes y humectantes

Agua Es un componente fundamental para
realizar la crema emulsion e hidratante
de la piel
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5.4. Formulacién de “Base suave retirable con agua”

Alcohol estearilico 59
Alcohol cetilico 39
Monoestearato de glicerilo 29
Glicerina 5mL
Aceite mineral 5mL
Lauril sulfato de sodio 29
agua destilada cbp 100 mL
nipagin 5 gotas

5.4.1. Preparacion de extractos oleosos

Relacion 1:10 (1 g de tejido vegetal por cada 10 mL de aceite mineral).
5.4.2. Preparacion de extractos etandlicos

Relacion 1:10 (1 g de tejido vegetal por cada 10 mL de etanol).

5.4.3. Preparacion de extracto hexanico oleoso

Las flores y hojas fueron maceradas, por separado, con hexano en una relacion
1:10 (un gramo de tejido por 10 mL de hexano). Ambos extractos se dejaron
reposar durante quince dias dentro de matraces Erlenmeyer cubiertos con papel
aluminio. Ambos extractos se filtraron para después ser llevados a sequedad

utilizando un rotavapor a una temperatura de 45°C.
Los extractos fueron resuspendidos en 10mL de aceite mineral.
5.4.4. Formulaciones elaboradas

Formula 1: base suave retirable con agua (25g), 1 mL de extracto hexanico oleoso

de flor y 5 gotas de nipagin.

Formula 2: base suave retirable con agua (100g), 3 mL de extracto hexanico

oleoso de flor y 10 mL de extracto etandlico de flor. Sin nipagin.
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Formula 3: base suave retirable con agua (100g), 10 mL de extracto oleoso de flor

(centrifugado) y 10 mL de extracto etanolico de flor. Sin nipagin

Formula 4: base suave retirable con agua (100g), 3 mL de extracto oleoso de flor

(centrifugado) y 10 mL de extracto etandlico de flor. Sin nipagin

Formula 5: base suave retirable con agua (100g), 3 mL de extracto oleoso de flor

(sin centrifugar) y 10 mL de extracto etandlico de flor. Sin nipagin

Formula 6: base suave retirable con agua (25g), 1 mL de extracto hexanico oleoso

de hoja y 5 gotas de nipagin.

Formula 7: base suave retirable con agua (100g), 10 mL de extracto etandlico de

hoja y 5 gotas de nipagin

Formula 8: base suave retirable con agua (100g), 3 mL de extracto oleoso de Hoja

(centrifugado) y 10 mL de extracto etandlico de hoja.

5.5. Metodologia de la elaboracién de emulsién O/W

La formulacion del producto consiste en una emulsion de aceite en agua (O/W). La
elaboracion del producto estd definida por dos fases: la fase oleosa que esta
constituida por alcohol estearilico, alcohol cetilico, monoestearato de glicerilo y
aceite mineral y la fase acuosa esta formada por agua destilada, lauril sulfato de

sodio y glicerina.

Los componentes de la fase oleosa, incluidos los emulgentes fueron mezclados en
un vaso de precipitado, en otro vaso se vertieron los componentes de la fase
acuosa. Posteriormente, la fase oleosa se sometié a calentamiento a la
temperatura de fusion del componente con punto de fusibn mas elevado, en este
caso, el monoestearato de glicerilo con un punto de fusion de 54-64°C. También
la fase acuosa fue calentada a la misma temperatura que la fase oleosa,
finalmente se prepard la emulsion por adicion de la fase acuosa sobre la oleosa,

con agitacion moderada durante toda la fase de enfriamiento. Posteriormente, se
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afiadi6 el extracto oleoso y el extracto etandlico, homogeneizando la emulsion
(Figura 7).

Pesar Pesar
componentes de componentes de Calglnetgg;ase
la fase oleosa la fase acuosa
Emulsionar: .
Calentar fase S ;Cigsg - Agitar
acuosa g moderadamente
Afadir extractos Homogenizar

Figura 7. Metodologia para elaborar una emulsién O/W.

5.6. Caracterizacion del producto final

Una vez formulada y preparada la crema se valoraron las siguientes propiedades
organolépticas: color, olor, brillo, textura, consistencia y apariencia. También se
analizaron las propiedades fisicoquimicas, en este caso el pH. Finalmente se

efecturon las pruebas de estabilidad mediante el proceso de centrifugacion.

5.7. Determinacion de la actividad antioxidante
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5.7.1. Técnica DPPH (Segun Karamac et al., 2005 modificado por CID-
Estrada)

Se preparo el reactivo DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidrazil a 500 pM en etanol y una
solucion buffer (Tris-HCl a 0.1 M con un pH de 7.4). Para la curva patron se utilizd
el trolox o &cido ascorbico. La reaccion fue: 0.1 mL del extracto agregandole 0.5
mL del reactivo DPPH y 0.4 mL de la solucion buffer transcurridos 20 min para que

haga reaccion, determinando la absorbancia a 517 nm.

5.7.2. Técnica FRAP (Segun Thaipong et al., 2006 modificado por CID-
Estrada)

Se preparo la solucion FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power) en relacion
1:1:10 compuesta de las siguientes soluciones: [2,4,6-Tris(2-piridil)-s—triazina,
TPTZ a 10 mM], (FeCI3 a 20 mM) y (Acetato de sodio a 300 mM con un pH de
3.6). Como estandar se utilizé Trolox. Una vez obtenida la solucién FRAP se hizo
la siguiente reaccion: se tomo6 0.2 mL del extracto agregandole 3 mL de la solucion
FRAP dejando 20 min en oscuridad para que se lleve a cabo la reaccion y
después se tomaron lecturas a 593 nm en el espectrofotometro.

5.7.3. Técnica ABTS (Segun Arnao et al. 2001, modificado por CID-Estrada)

Se prepar6 las soluciones stock de ABTS (Acido 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6- sulfénico), 7.4 mM y de persulfato de potasio 2.6mM. A
continuacion, se preparo la solucion de trabajo mezclando las 2 soluciones stock
en cantidades iguales y se dejo reaccionar durante 12 h a temperatura ambiente
en la oscuridad. Después, la solucion de trabajo se diluyé mediante la mezcla de 1
mL de la solucion stock de ABTS con 60 mL de metanol y se tomaron lecturas en
el espectrofotdmetro esperando obtener una absorbancia de 1.1 + 0.02 unidades a
734 nm. Para los ensayos se utilizdé la siguiente reaccion: del extracto de la
muestra se tomd 150 pL y se dejo reaccionar con 2850 pL de solucién stock de

ABTS durante 2 h en oscuridad. A continuaciéon, se determin6 la absorbancia a
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734 nm. Para la curva patron se utiliz6 trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid) en un rango de 25 a 600 puM.

5.7.4. Técnica determinacion de Fenoles (Segun Pripdeevech et al., 2010,

modificado por CID-Estrada)

A 0.2 mL de la solucion problema, se le afiadié 1.0 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, 1 mL de una solucién acuosa de Na2CO3 7% y 5 mL de agua destilada,
se mezclo vigorosamente, y se dejo reposar 30 min a temperatura ambiente, y

después se tomaron lecturas a 765 nm. Se us6 acido galico como estandar.

5.7.5. Técnica determinacion de Flavonoides (Segun Chang et al., 2002,

modificado por CID-Estrada)

A 500 pL de extracto se le afiadié 1500 pL de etanol al 95%, 100 pL de AICl; al
10% y 100 uL de acetato de potasio (1M) y 2800 uL de agua destilada, se agito la
mezcla y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min, después se determiné

la absorbancia a 415 nm. Se uso6 rutina como estandar.

5.8. Determinacion de la actividad antibacteriana

5.8.1. Preparacion de medio de cultivo

Para las pruebas de actividad antibacteriana se utiliz6 medio de cultivo Luria, el
cual, para un litro contiene: 10g de peptona (triptona), 10g de NaCl, 5g de extracto

de levadura y 15g de agar bacteriologico, a pH 7.

El medio se esterilizé (autoclave) a una temperatura de 121°C/a 15 libras de
presion por 15 minutos; y fue vertido en cajas Petri, dejandose enfriar a
temperatura ambiente para posteriormente sellarse con plastico adherible. Se
almacenaron a 5°C para ser usadas en un lapso de 5 dias después de la

preparacion.
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5.8.2. Inoculacion de placas de Petri

Las cajas se inocularon mediante la metodologia de rayado, esparciendo con una
asa 30uL de cada una de las bacterias, en fase logaritmica, de manera uniforme,

rotando la caja aproximadamente 60° para asegurar una distribucion homogénea.

Cada caja se dividié en cuatro cuadrantes, y se agreg6 a dos secciones 3uL de
solucion de los diferentes extractos y en las otras dos secciones se agregd una
porcion de las diferentes cremas. Los ensayos se llevaron a cabo utilizando 2
cajas de Petri por cepa bacteriana, de 2 bacterias Gram positivas: Staphylococcus

epidermidis y Staphylococcus aureus.

También se utilizaron dos cajas Petri con medio de cultivo Luria divididas en dos
secciones donde en cada seccion afiadimos una porcidon de crema de cada

extracto.
5.9. Analisis Estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los datos obtenidos en los ensayos
DPPH, FRAP, ABTS fueron expresados en UM Trolox (TEAC). También se
analizaron las muestras mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los antioxidantes mas seguros de origen vegetal son esenciales para prevenir la
progresion de trastornos mediados por radicales libres. Los radicales libres (FR)
se crean cuando las células utilizan oxigeno para generar energia. Un proceso de
oxidacion, que se produce naturalmente en el cuerpo humano, implica la
transferencia de electrones de un &tomo a otro. Dado que el oxigeno es el dltimo
aceptor de electrones en el flujo de electrones, sistema que produce energia en
forma de ATP, la oxidacion es una parte esencial de la vida aerdbica y el
metabolismo humano. Pero el problema surge cuando el flujo de electrones del
proceso de oxidacion se desparejan y posteriormente generan radicales libres,
conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO), tales como superoxido,

hidroxilo, per6xido de hidrogeno y 6xido nitrico (Sampath et al., 2016).

6.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las

capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende
del microambiente en que se encuentra el compuesto. Alternativamente, diversos
compuestos cromogenos (ABTS, DPPH y FRAP) son utilizados para determinar la
capacidad de los compuestos fendlicos que contienen las plantas para captar los
radicales libres generados, operando asi en contra los efectos perjudiciales de los
procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas de oxigeno (Kuskoski,
2005).

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de
alimentos y plantas medicinales. Pero aquella que ha recibido una preferencial
atencion es la técnica que utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
Este radical libre es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a
través de un proceso caracterizado por la cesidbn de un atomo de hidrégeno
proporcionado por el agente oxidante (Guija-Poma et al., 2015). La actividad

antioxidante es dependiente de la concentracion del extracto (Kuskoski, 2005).
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Existe una gran variedad quimica de compuestos que presentan actividad
antioxidantes y presentan diferente  mecanismo de accién, el usar Unicamente un
método para la determinacion de la actividad antioxidante no provee de una
informacion confiable del perfil antioxidante de una planta, es por eso que la
literatura sugiere el uso de dos o mas técnicas que midan dicha capacidad. En
este estudio usamos tres métodos diferentes el DPPH, ABTS y el FRAP. La
actividad antioxidante en de los extractos etandlicos se describen en el cuadro 3y
los resultados de los extractos hexanicos se describen en el cuadro 4.

Cuadro 3. Capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de hoja y flor

de Callistemon citrinus y contenido de fenoles y flavonoides totales.

Capacidad antioxidante Fenoles | Flavonoides
(MM Trolox/g peso fresco)
ABTS DPPH FRAP GAE Rutina
mg/mg de mg/mg de
tejido tejido
Hoja de C. citrinus | 4499.22 | 7275.56 | 9786.54 0.66 0.06
Flor de C. citrinus | 4499.22 | 12264.44 | 11189.1 1.01 0.01

Cuadro 4. Capacidad antioxidante de los extractos hexanicos de hoja y flor

de Callistemon citrinus y contenido de fenoles y flavonoides totales.

Capacidad antioxidante Fenoles | Flavonoides
(MM Trolox/g peso fresco)
ABTS DPPH FRAP GAE Rutina
mg/mg mg/ mg de
de tejido tejido
Hoja de C. citrinus 5582.43 | 10801.12 | 2044.16 0.52 0.04
Flor de C. citrinus 10801.12 | 25007.94 | 3264.65 0.95 0.27
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Los resultados obtenidos en la determinaciéon de la activad antioxidante por el
método DPPH, se ha expresado en equivalentes de Trolox (TEAC) para las
muestras de hoja y flor de C. citrinus. Los valores obtenidos varian, en el extracto
etandlico de flor con una concentracion de 1226.44 uM de Trolox/mg de extracto
seco y en el extracto etandlico de hoja con 727.55 uM de Trolox/mg de extracto
seco. La capacidad antioxidante de los extractos hexanicos es mayor que la
concentracion de los extractos etandlicos, en el extracto hexénico de hoja hay una
concentracion de 10801.12 uM de Trolox/mg de extracto seco, el extracto de flor
con una concentracion de 25007.94 uM de Trolox/mg de extracto seco presento la

mayor capacidad antioxidante.

Actualmente el método ABTS es usado tanto para materiales bioldgicos,
compuestos puros o0 extractos de plantas de naturaleza hidrofila o lipofilica
(Kuskoski et al., 2004) en este caso los valores obtenidos en los extractos
etandlicos tanto de hoja como flor son iguales, dando una concentracion de
449.921 pM de Trolox/mg de extracto seco. Los resultados obtenidos de los
extractos hexanicos tienen mayor capacidad antioxidante que los extractos
etandlicos, el extracto de flor con una concentracion de 10801.12 uM de Trolox/mg
de extracto seco a diferencia del extracto de hoja con una concentracion de

5582.43 uM de Trolox/mg de extracto seco.

El método de FRAP consiste en medir el incremento en la absorbancia a 593nm
que se desarrolla cuando el complejo TPTZ-Fe* se reduce a TPTZ-Fe*? asi de
esta forma, la capacidad antioxidante que presentan los extractos de diferentes
plantas se mide como la capacidad reductora del extracto (Garcia et al., 2011).
Los valores mas altos como reductores lo posee el extracto etandlico de flor de C.
citrinus con una concentracion de 1118.9102 uM de Trolox/mg de extracto seco
mientras que el extracto etanolico de hoja tiene una concentracion de 978.653 uM
de Trolox/mg de extracto seco. Como describimos anteriormente los resultados
obtenidos de los extractos hexanicos son mayores que los etandlicos, en este

caso la concentraciéon de la hoja casi se duplica teniendo 2044.16 pM de
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Trolox/mg de extracto seco y triplicAndose el valor de la flor con mayor capacidad
reductora del extracto con una concentracion de 3264.65 uM de Trolox/mg de

extracto seco.

6.2. Contenido de compuesto fendlicos

Los compuestos fendlicos son muy importantes como constituyentes de las
plantas debido a su habilidad para secuestrar radicales libres (Jauregui et al.,
2007). La concentracibn de compuestos fendlicos totales de C. citrinus se
expresan en mg acido galico equivalente/mg de extracto seco. El contenido de
compuestos fenolicos totales es un poco variable, el extracto etandlico de la flor de
C. citrinus presenta mayor contenido respecto de la hoja de C. citrinus con una
concentracion de 0.1005 mg de GAE/mg de extracto seco y 0.0655 mg de
GAE/mg de extracto seco, respectivamente. Los resultados obtenidos de los
compuestos fendlicos del extracto hexanico de flor y hoja, varian un poco teniendo
en hoja 0.52 mg de GAE/mg de extracto seco y en flor con mayor concentracion
0.95 mg de GAE/mg de extracto seco.

6.3. Contenido de flavonoides

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de
una combinacién de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de
radicales libres (Trueba, 2003). La concentracién del contenido de flavonoides de
C. citrinus se expresan en mg de Rutina/ mg de extracto seco. La hoja de C.
citrinus tiene una concentracion de 0.0619 mg de Rutina/mg de extracto seco
mientras que la concentracion de flor es menor con 0.0106 mg de Rutina/mg de
extracto seco. En los valores obtenidos del contenido de flavonoides en los
extractos hexanicos, varian mucho respecto a los extractos etandlicos, teniendo
asi en hoja 0.04 mg de Rutina/mg de extracto seco y en flor una concentracion de
0.27 mg de Rutina/mg de extracto seco.

34



6.4. Analisis de muestras mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC/MS)

Entre los compuestos analizables por GC-MS figuran los de interés ambiental,
aromas Yy fragancias, drogas y sus metabolitos, solventes. Entre diversos
productos naturales, se han caracterizado miles de terpenos y terpenoides,
derivados fendlicos y alcaloides (Martinez, 2011). La composicion quimica de los
extractos de C. citrinus tanto hexanicos como etandlicos se determiné mediante su
analisis por GC/MS. Entre los compuestos mas abundantes identificados en el
extracto etanolico de flor tenemos D-limoneno, Eucaliptol y a-Terpineolo y en la
hoja tiene Eucaliptol, Fitol y Terpinolen. En la Figura 8, se registran los
compuestos mayoritarios identificados en los extractos de las especies vegetales

estudiadas.

EXTRACTOS ETANOLICOS
10%
9%
w 8%
2 7‘?
E 69
Z 5%
Q4%
8 %Zé ;
()
IR s | =
. . o- .
D-limoneno | Eucaliptol Terpineolo phytol terpinolen
M flor 3,31% 2,35% 1,81% 0,00% 0,00%
® hoja 0,00% 7,48% 0,00% 4,80% 1,54%

Figura 8. Composicion quimica de los extractos etanolicos
determinada por GC-MS.

También se determinaron los compuestos de los extractos hexanicos, entre los

mas abundantes de los extractos hexanicos de flor tenemos el Eucaliptol, Mentol y
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Elemene mientras que en la hoja encontramos Eucaliptol, Escualeno y Mentol

como se muestra en la Figura 9.

EXTRACTOS HEXANICOS

50%

40%

30%

20%

0% - B

PORCENTAIJE

Eucaliptol Mentol Elemene Escualeno
M flor 16,07% 25,07% 7,47% 0,00%
¥ hoja 28,76% 13,07% 0,00% 14,06%

Figura 9. Composicion quimica de los extractos hexanicos
determinada por GC-MS.

6.5. Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos de hojay

flor de C. citrinus

Numerosas son las investigaciones que se realizan encaminadas a la busqueda
de nuevos compuestos con actividades biologicas a partir de fuentes naturales. Un
considerable numero de estudios han sido encaminados hacia la evaluacion de
actividades antimicrobianas en extractos y aceites esenciales de plantas
medicinales y arométicas. Para ello se han empleado las técnicas in vitro dada la
sencillez y reproducibilidad de las mismas (Hernandez, 2001). En este trabajo se
analizé la actividad antibacteriana de la hoja y flor de C. citrinus. Los bacterias
seleccionadas fueron dos especies Gram positivas: Staphylococcus aureus y

Staphylococcus epidermidis. En la Figura 10 se muestra el efecto antibacteriano
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de los extractos etandlicos de flor y hoja de C. citrinus, el que present6 halos de

inhibicién antibacteriana contra las dos bacterias.

S. epidermidis

S. aureus

Figura 10. Efecto de los extractos etandlicos de la hoja y flor de C.
citrinus sobre el crecimiento de las dos bacterias Gram positivas:
Staphvlococcus epidermidis v Staphvlococcus aureus.

La flora cutanea esta conformada por bacterias, hongos y parésitos y se divide en
2 grupos: la flora residente y la flora transitoria, teniendo S. epidermidis en flora
residente y S. aureus en flora transitoria (Delgadillo, 2002), es por eso que se
realizé la comparacién con una porcién de crema, apreciando en la Figura 11, que
la crema de flor presenta un ligero halo de inhibicion solo en S. epidermidis

indicativo de que la crema no afectara la flora normal de la piel.
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¥ S. epidermidis

Figura 11. Efecto de la crema de flor de C. citrinus sobre el crecimiento de
la bacteria Gram positiva: Staphylococcus epidermidis.

Las emulsiones, en especial las O/W, tienen un importante riesgo de
contaminacion microbioldgica; esta contaminacion puede provenir de las materias
primas mas susceptibles a contaminarse, como el agua o algunos extractos
vegetales o de los envases que pueden favorecerla. Por este motivo se deben
realizar controles microbiolégicos, para asegurar que no se produce la
contaminacion ni que los conservantes pueden ser inhibidos por la accion de los
emulgentes empleados (Muijica et al., 2010). En la Figura 12 puede observase que
no hay presencia de crecimiento bacteriano en la crema debido a las propiedades
antibacterianas de los extractos utilizados, cabe mencionar que la formulacién
utilizada no contiene ningun conservante, uno de los mas frecuentemente usado
es el nipagin (parahidroxibenzoato de metilo 6 metilparaben 6 E-218). Los
ésteres del acido p-hidroxibenzoico, presentan propiedades conservantes, su

modo de accion es sobre la membrana del microorganismo.
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Figura 12. Crema sin presencia de crecimiento bacteriano debido a las
propiedades antibacterianas de los extractos.

6.6. Caracterizacion del producto final

Una vez terminada la crema con poder antioxidante se valoraron algunas
propiedades, entre ellas estan: las propiedades organolépticas, fisicoquimicas y de
estabilidad. Las caracteristicas organolépticas proporcionan una primera impresion
de la calidad del producto, deben presentar aspecto homogéneo, color y olor
agradable o por lo menos aceptable y textura suave luego de la aplicacion via
topica (Isla, 2005). En el Cuadro 5 se presentan los resultados de las propiedades

organolépticas y fisicoquimicas.
Cuadro 5. Propiedades organolépticas y fisicoquimicas de la crema.

Color Birillo Olor Apariencia Textura Consistencia pH

Férmula verde presenta Citrico homogénea suave  cremosa 5.1
8

Férmula sui presenta Citrico homogénea suave  cremosa 51
4 géneris
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Cabe mencionar que el color y el olor (Figura 13) viene dado por los extractos de

la planta de C. citrinus.

Figura 13. Color del producto terminado. Crema de hoja
(izquierda) y crema de flor (derecha).

Las pruebas de estabilidad indican las preservacién de sus propiedades fisicas y
guimicas a través del tiempo (Mujica et al., 2010). La centrifugacién es una
prueba que indica si hay separacion de fases (Figura 14), en la que se aprecia que
la prueba de centrifugacion es negativa, ya que no presenta separacion de fases,

es decir que sus propiedades se han mantenido.

Figura 14. Prueba de estabilizacion: centrifugacion.
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6.7. Aceptacion del producto terminado

Durante el dia la piel se enfrenta a las agresiones ambientales como la radiacion
ultravioleta y contaminacion, que alteran el funcionamiento celular, para lo cual es
necesario utilizar productos que hidraten y lubriguen con activos que arrastran
moléculas de agua al interior de la epidermis, y emolientes que fortalecen la capa
lipidica, a fin de que la piel pueda retener mejor la humedad y disminuya su
evaporacion. Sin embargo, es en la noche cuando la piel se recupera. Al dormir
los musculos se relajan, la sangre llega al cerebro con mayor fluidez, el sistema
inmunoldgico se fortalece y las células se regeneran mas rapido. Es por ello, que
las cremas destinadas a las horas de suefio se basan en activos capaces de
potenciar la regeneracion celular y reactivar procesos biolégicos esenciales como
la reparacion de las defensas, para construir una barrera frente al exterior (Mujica
et al.,, 2010). En este trabajo para conocer la aceptaciéon del producto, las
muestras de crema fueron probadas en 13 personas de diferente sexo (8 mujeres
y 5 hombres), comprendidas en diferentes edades, a quienes se les recomendo
utilizar la crema durante un mes aplicando de dia y de noche en la piel limpia y
seca. Posteriormente las personas voluntarias dieron su testimonio que el
producto cumplia con las propiedades organolépticas descritas, enfocandose en
gue el aspecto y la consistencia es muy buena. Algunas personas opinaron que la
textura que se siente al utilizar la crema es muy suave, incluso al momento de
remover la crema con agua, la suavidad y proteccion en la piel contintan. Hay
personas que afirman haber conseguido mejoras en el aspecto de la piel, tanto en

cara Como en manos.
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7. CONCLUSION

Los extractos hexanicos de flor de Callistemon citrinus presentd tanto mayor
actividad antioxidante como contenido de fenoles y flavonoides que la hoja de C.

citrinus.

Los extractos etandlicos de flor de C. citrinus presentaron mayor capacidad
antioxidante que la hoja, aunque el extracto de hoja presenté mayor cantidad de

flavonoides.

Se logré formular y elaborar la crema a base de los dos diferentes extractos de
Callistemon citrinus, con poder antioxidante, protegiendo la piel, dejando una

sensacion de frescura y suavidad tanto en manos como en cutis.
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ANEXOS
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Figura 15. Curva patron del trolox para la técnhica DPPH.
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Figura 16. Curva patron del trolox para la técnica FRAP.
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Figura 17. Curva patron del trolox para la técnica ABTS.
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Figura 18. Curva patron del 4cido gélico para la determinar fenoles.
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Figura 19. Curva patrén de rutina para determinar flavonoides.
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