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1. Resumen.

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y su principal funcién es delimitar el medio
interno de los seres vivos y protegerlo de los factores ambientales, uno de los cuales es la
luz solar, 1a cual, se divide en ultravioleta, visible e infrarmojo. La luz ultravioleta se divide
en UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm} y UV-C (<280 nm).

La intensa radiaciébn UV-B en la piel humana se ha relacionado con diversas
enfermedades que van desde efitema hasta cancer de piel, también facilita la formacién
de radicales libres, los cuales dafian reversible o irreversiblemente diversas biométeculas
alterando las funciones celulares. Para evitar o reducir dichos efectos se han desarrollado
diversos filtros solares que abscrben a esa longitud de onda.

Los seres vivos tienen mecanismos antioxidantes los cuales actuan como preventivos,
atrapadores o reparadores del dafio. Las plantas que viven en zonas con alta radiacion
UV presentan diversos compuestos con esta propiedad, entre los cuales se encuentra la
vitamina E y otros derivados fendlicos como los flavonokies.

Una de las plantas suculentas mas representativas de la flora mexicana es Yucca filifera,
popularmente conoccida como “palma china °, es de gran importancia en el altiplano
potosino ya que es empleada para diversos fines.

En el presente trabajo se realizé un estudio fitoquimico del compuesto presente en Yucca
filifera que absorbe en fa regién ultravioleta y se evalud su capacidad fotoprotectora y
atrapadora de radicales libres, para lo cual se colectd la corteza en el pozo de Santa
Clara en el municipio de Matehuala a 160 Km al norte de San Luis Potosi.

Se determind el espectro de UV en el extracto etanélico de corteza seca, encontrando un
pico maximo de absorcion a 308 nm, el extracto se purifico mediante cromatografia en
columna en silica gel y filtracién en gel. El compuesto puro se sometié a analisis
espectroscopico de infrarrojo (IR), de resonancia magnética nuclear de protones (RMN'H)
y de "C {RMN™C), encontrando que es una 3-desoxiproantocianidina polimérica con un
peso molecutar aproximado de 2.6 x 10°.

El compuesto activo tiene capacidad fotoprotectora en bacterias ya que las protege del
efecto letal de la radiacidon, ademas de que en cortes histoldgicos de piel de conejo se
observa la proteccién en el tejido conjuntivo y en la prevencion de la formacion de
eritema. Por otro lado los resultados obtenidos de la prueba del difenil-picril-hidracil
{DPPH) muestran gue presenta el 75.54 % de decoloracibn, por Io que se puede
conisiderar como un buen atrapador de radicales libres. Por ultimo el compuesto sirve
como tnica fuente de carbono para el crecimiento de hongos y bacterias obtenidos del
suelo.



2. Introduccion.

2.1 La estructura y funcién de la piel.

La piel es el érgano mas grande del cuerpo, estd compuesta de una gran variedad
de tipos celulares, su principal funcién es delimitar el medio interno de los seres
vivos y protegerio del ambiente externc (Rusell, O., 1992), debido a lo cual sirve
como barrera de proteccién contra el ataque de microorganismos y factores
ambientates fisicos y quimicos (Jurgen, F., 1992). Presenta una estructura
compleja formada por diferentes capas, las cuales son la epidermis, dermis
{dermis reticular) e hipodermis. La epidermis es una capa de epitelio estratificado
que esta conectada al tejido conjuntivo (dermis}); estas se encuentran encima de
una base de tejido adiposo que forma la hipodermis (Leeson, T., 1989; Rusell, O.,
1992).

Figura 1. Estructura de Ia piel. En la seccion A se observa la epidermis (E), la dermis papilar (PD},
dermis reticular (RD), la capa basal (bc) y e estrato corneo (). Enla seccion B se muestra un
prolongamiento de la dermis reticular (RD) y la hipodermis (HD) (Leeson, T., 1989)

El color de la piel en si es amariilo, debido a la presencia de caroteno, pigmento vegetal
que se deposita en el estrato comeo y en las células de grasa de la dermis y la
hipodermis. La sangre que se cbserva a través de la demis la da un tono rojizo. Por
dltimo la presencia de cantidades variables de melanina explica los tonos de color pardo.
La melanina es producida por células especializadas de la epidermis, los melanocitos, su
formatish tiene lugar en los melanosomas. Los factores ambientales como los rayos
ultravioleta aumentan la produccion de melanina y por lo tanto el bronceado (Leeson, T.,
19889).



2.i .1 Radiacién solar.

Uno de los principales factores ambientales a los gue estd expuesta la piel es la
luz solar, la cual se divide en ultravioleta, luz visible e infrarrojo y ondas cortas
(figura 2) (Madhukar, A., 1992).

La luz ultravioleta (UV) se divide en; UV-A (320400 nm), UV-B {280 a 320 nm) y
UV-C (<280 nm}. (Larson, R., 1988, op cif). La region UV-A (320-400 nm), causa
la pigmentacién excesiva de la piel o melanogénesis, 1a UV-B provoca eritema,
quemaduras de piel, también estimula la pigmentacién y el edema, La radiacion
UV-C es absorbida por las capas atmosféricas por o que no incide en la
superficie terrestre, sin embargo, hay lamparas comerciales que tienen esta
longitud de onda, las cuales se emplean como germicidas. (Freeman, S., 1989).

Rayos Luz Infrarrojo  Ondas contas de
X visible radio

uv

0.1 200-400 800 107 10°
Longitud de onda nm

Figura 2. Esquema del espectro electromagnético (Eckert, R.,1892).

La radiacién solar ha sido reconocida como benéfica, ya que los organismos
fotosintéticos captan energia solar para transformarla en biomasa, estos y los
organismos heterotrofos viven en un estado estacionario de equilibrio en la
biosfera. La energia solar es la que provee de la fuerza necesaria para efectuar el
ciclo continuo del didxidc de carbono atmosférico (COz) y del oxigeno (Oo)
{Lehninger, A., 1981).

Ademds de la gran importancia que tiene la energia solar en la fotosintesis, en los
humanos es muy importante ya que promueve ia sintesis de vitamina D, la
deficiencia de ésta conduce a un metabolismo anormal del calcio y fésforo y a una
formacién defectuosa de los huesos como en el raquitismo, ademas estimula la
produccién de melanina, la cual ayuda a controlar los efectos de la radiacion (op
cit, Madhukar, A., 1992).
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Figura 3. La energia solar como fuente, en Jdltimo témino de toda la energia biologica. Las célutas
fotosintéticas emplean la energia de la luz solar para elaborar glucosa y otros productos organicos
de la célula, que son empleados por las célutas heterttrofas como fuentes de energia y carbono
(Lenhinger, A., 1981).

2.1.2 Efectos de la radiacion ultravioleta en la piel.

No podemos pasar por alto que en dosis excesivas la radiacién solar, sobre todo
en la regién del ultravioleta, tiene efectos nocivos. La intensidad de la radiacion
depende de la latitud y altitud geografica, el transcurso del dia, la altitud y la capa
de ozono (Larson, R., 1988) asi que al disminuir esta Gltima aumenta ia radiacion
que llega a la superficie terrestre. Se ha determinado que si diminuye en 1% la
capa de ozono, aumenta hasta en un 2% la radiacion UV-B, por lo que se
incrementa la incidencia de enfermedades. (Freeman, S., 1989; Femandez, G.,
1994).

La sensibilidad de la piel esta determinada genéticamente por el color y la
facultad de respuesta a la radiacién por diversos mecanismos de defensa por lo
que se ha realizado una clasificacidn de la piel en base al color y sensibilidad a la
radiacién solar (tabla1) {(Leeson, T., 1989; Freeman, S., 1689).



La pie! humana tiene diversos mecanismos que le permiten impedir los dafios
causados por |a radiacion UV, los cuales son:

a)Queratinizacion, Es el estrate cérneo de la piel, el cual contiene proteinas que
absorben la luz UV,

b)Pigmentacion. Se secreta melanina por los melanocitos, en la epidermis
adquiriendo el bronceado,

c)Acumulacién de carotenoides. En la epidermis y la hipodermis se acumulan los
carotenos, los cuales actian como estabilizadores de membranas y como
antioxidantes.

d)Superéxido dismutasa y peroxido-reductasa. Disminuyen el efecto de la
radiacion UV eliminando radicales libres.

e)Mecanismos de reparacién del ADN. Eliminan el dafio causado al ADN por la
radiacion, disminuyendo el riesgo de cancer. (Madhukar, A., 1992).

Tipo de piel Color de la piel sin Sensibilidad a la luz Bronceado
exponerse al sol uv
| Blanco Muy sensible +++++ | Siempre enrojece pero
nunca broncea
1 Blanco Muy sensible ++++ | Siempre enrgjece, rara
vez broncea
1] Blanco Sensible +++ Enrojece
moderadamente,
bronceado uniforme
[\ Café claro Moderadamente Enrojece poco,
sensible ++ bronceado marrén
v Café Minimamente sensible Enrojece rara vez,
+ bronceado chocolate
Vi Negro Insensible Nunca enrojece,
. negros o hindues

Tabla 1. Clasificacion de ia piel de acuerdo con su sensibilidad a la luz solar (Modificado de
Madhukar, A., 1992).

A pesar de los mecanismos mencionados |a piel humana esta sujeta a la intensa
radiacion UV, ta cual se ha relacionado con diversas enfermedades que van desde
la formacién de eritema, melanogénesis, envejecimiento prematuro y cancer de
piel (tabla 2). ( Freeman. S., 1988).

Efectos agudos Efectos cronicos
Quemaduras Armugas en la pie
Neomelanogénesis Cancer (melanomas y carcinomas)

Reacciones fotoalérgicas y fototdxicas
Enfermedades fotosensitivas (Lupus, porfiria)

Alteraciones de la respuesia inmune

Tabla 2. Efectos de |a radiacidén ultravioleta en humanos (Madhukar, A., 1992).



2.2 Fotoproteccién.

Para evitar o reducir los efectos nocivos de la radiacion UV es necesario tomar
medidas fotoprotectoras como evitar la exposicién prolongada en las horas de
mayor irradiacion (10 a.m. a 3 p.m.), emplear ropa protectora como sombreros,
paraguas y lentes para el sol, favorecer el bronceado natural con exposiciones
cortas o suberitemogénicas (formadoras de eritema o enrojecimiento), administrar
productos quimicos que aumenten las defensas naturales de la piel y el empleo de
filtros solares, los cuales pueden ser topicos u orates.

Los filtros solares topicos se dividen en quimicos y fisicos.

Filtros quimicos: son preparaciones incoloras las cudles se colocan sobre la piel,
normalmente contienen compuestos quimicos que absorben de 280 a 400 nm,
modifican las propiedades dpticas de la piel y previenen las reaccicnes
fotoquimicas y bioquimicas responsables de la induccién de quemaduras solares
ademas protegen del envejecimiento prematuro,

Filtros fisicos: también se les llama bloqueadores, no absorben la luz, reflejan la
radiacion UV y fa visible. Normalmente son sustancias coloridas , opacas, que se
adhieren a la piel y no se caen después de nadar. No son aceptados
cosméticamente, pero son apropiados para pacientes que son muy sensibles a la
radiaciébn UV y a la visible o para personas que por su trabajo se exponen mucho
tiempo al sol.

Filtros orales. .

La mayoria de la gente no aplica filtros solares topicos en su vida diaria, por lo que
se ha tratado de desarrollar protectores solares sistémicos, los cuales reducen
inevitablemente los efectos de la radiacién. Compuestos como el Aacido
acetilsalicilico y las vitaminas A, C y E se emplean ampliamente, sin embargo su
supuesta fotoproteccion no ha sido determinada, sélo el B-caroteno se ha
recomendado en pacientes con porfira. (Madhukar, A., 1992).

2.3 Radicales libres.
2.3.1 Formacién de los radicales libres.

La radiacion UV incide en el agua, principal componente de los seres vivos, esta
absorbe la energia ionizante, la cual rompe enlaces quimicos induciendo la
formacion de radicales y especies reactivas de oxigeno ( Roger, H., 1993; Pryor,
W., 1994} las cuales intervienen en procesos oxidafivos en los tejidos, ademas
existen factores enddgenos en las células que generan radicales (tabla 3)
relacionados con diversas enfermedades (Pryor, A., 1994),



. Fuentes exdgenas Fuentes enddgenas
Substancias que contribuyen al ¢iclo redox Cadenas transportadoras de electrones
(reduccién-oxidacién de un tejido), Oxidasa de xantina
Oxidaciones de medicamentos {paracetamol, . Dioxigenasa de la indolamina
CCly, Dioxigenasa del tniptéfano
Humo de cigarillo Oxidasa de la galactosa
Radiacién ionizante Ciclooxigenasa
Luz solar Lipoxigenasa
Substacias que oxidan el glutation Neutréfilos
Monocitos y macrofagos
Easindfiios
Células endoteliales

Tabla 3. Fuentes de radicales libres que inciden de las céluias.(Cross, E).

Un radical libre es cualquier atomo o grupo que posee uno ¢ mas electrones
desapareados, pueden ser especies idhicas o eléctricamente neutras pero con
una elevada reactividad quimica (Robertfroid, H., 1993; Pryor, W., 1894)

Los radicales libres se forman por dos mecanismos generales:
a)Mediante la ruptura homolitica de enlaces:

"A—B —» A+B
b}Por la reaccién de moléculas con otros radicales (Pine, S., 1988) :
A _‘B X AX + B

Dentro de la gran variedad de radicales libres encontramos a las especies

reactivas de oxigeno, los cuales son muy activos en los sistemas biolégicos, estos
los pademos clasificar en (tabla 4):

a)Radicales inorganicos: Seperéxido {O2) e hidréxito (OH).
b)Radicales organicos: Peroxil (ROQ), alcoxi (RO'), radicales de acidos grasos

insturados y alilos (CH=CH-CHjy) (Gilbert, P., 1981; Bisby, R., 1993, Pryor, W_,
1994).

Nombre Reaccién
Superdxido O+e _p0p-
Hidroperoxil 0.~ + H+ 3 HO2

Hidronxit 2HO;® -»Hy02 + HO;
H.0, + Fe2 ® OH + OH-
Radical de carbono OH +OH- +RH * R
Peroxil R + 0O -» ROO
Alcoxil ROO + RH ~® ROOH
ROOH +Fe®® OH- + RO

Tabla 4. Generacion de las especies reactivas de oxigeno (Pryor, W., 1994).




2.3.2 Tipos de reaccion de radicales y reaccion en cadena.

Se reconocen tres clases de reacciones mediante las cuales actian los radicales,
la abstraccién de un atomo, transferencia de electrones y la adicién del radical
(tabla 5).

Tipo de reaccién Mecanismo de reaceidn
1.Abstraccion de A+RH— AH+R
un atomo
2. Transferencia XetY—P X +Y-
de electrones
3.Adicion det T+T —P7,
radical

Tabla 5. Reacdones de los radicales libres (Pryor, W., 1994).

Una caracteristica importante de los radicales es la capacidad de llevar a cabo

reaccionas en cadena, las cuales tienen tres fases tipicas: iniciacion, propagacion
y terminacion.

Iniciacion.
Resulta en la creacion de especies con electrones no apareados, un ejemptlo es la
ruptura homolitica en perdxidos.

Propagacion.
El caracter de radical es transferido a otra molécula como un lipido, formando
otros radicales.

Terminacion.

Es el resultado de la conversion de radicales en productos con electrones
apareados (tabla 6). (Pine, S. 1988, Pryor, W., 1994).

Iniciacion
A—B —p»A + B
Propagacion
A+ LH —AH + L
L +00~ * LOO
LOO + LH—™ LOOH + L
Terminacidn
L + L L—L
L' + LOO - —» LOOL

Tabla 6. Fases de las reacciones en cadena tipicas de los radicales fibres. Motécula tipidica (LH),
radical lipidoperoxile (LOO) y radical lipidohidroperoxido (LOOH). (Pryor, W., 1994).



2.3.3 Efectos de los radicales en los sistemas biolégicos.

Los radicales de oxigeno tienen la capacidad de dafar reversible o
irreversiblemente compuestos pertenecientes a todas las clases bioquimicas,
incluyendo &cidos nucléicos {ADN y ARN), proteinas y aminoacidos libres, lipidos,
lipoproteinas, carbohidratos y macromoléculas del tejide conjuntivo, éstas
alteraciones pueden tener impacto sobre el funcionamienta celular, tales como el
metabolismo y la expresidn genética (Gerschman, R., 1954; Cross, E).

La estructura de algunos amincacidos puede ser modificada por lo que pierden su
actividad biclégica, en las proteinas se rompen los enlaces disulfuro, son mas
susceptibles a la protedlisis y pierden su funcién. En lo referente a la interaccion
con el acido desoxirribonucleico (DNA) cambia su estructura, formando dimeros
de pinmidina, la metilacion de bases y los factores de transcripcion afectando la
reqgulacién en la expresién de ciertos genes. Con los lipidos se lleva a cabo la
lipoperoxidacion lo cual afecta a las membranas celulares produciendo lisis
(Larson, R., 1988; Pryor, W., 1994).

En la dltima década se ha obtenido amplia evidencia que indica que los radicales
de oxigeno tienen cierta ingerencia en el desarrollo de muchas enfermedades
(tabla 7), sin embargo su participacién en muchos procesos patologicos todavia es
controvertido. En la piel intervienen en las lesiones por radiacién solar, porfiria,
dermatitis por contacto, coloraciones fotosensibles y en el sindrome de Bloom
(Cross, E.; Athar, M., 1992; Benedic, A., 1994).

Organo involucrado Enfermedades donde intervienen los
radicales libres
Corazon y sistema cardiovascular Cardiomiopatia por alcoholismo, enfermedad de
Keshan, Artericsclerosis.
Pulmaones Enfisema, hiperoxia, displasia broncopulmonar,

sindrome de insuficiencia respiratoria aguda,
neumocosis por polvo mineral.
Rifones Enfermedad nefrotica antiglomerular de 'a
membrana basal, nefrotoxicidad por
aminoglucésidos y por metales pesados.
Tracto gastrointestinal Lesidn hepdtica por endotoxinas y por
tetracioruro de carbono, pancreatitis inducida por
acidos grasos libres.

Ojos Cataratogénesis, hemaorragia ocular, dafio
degenerativo de la retina, retinopatia en bebés
prematuros, retinopatia fética
Pied Lesiones por radiacion solar, porfiria, dermatitis

por contacto, sindrome de Bloom

Tabla 7. Algunas enfermedades relacionadas con los radicales libres, (Cross, E.).




2.4 Mecanismos antioxidantes.

Muchos mecanismos de defensa dentro de los organismos han evolucionado para
limitar los niveles de especies de oxigeno reactivo y el dafio que inducen (Gilbert,
P., 1981; Cross, E.; Jurgen, F., 1992), dichos mecanismos se basan en la
transferencia de un atomo de hidrégeno (a), formando un radical menos activo
debido a entra en resonancia, o por la formacién de iones (b) (Roger, H., 1993).
a)
AH+B —* A-+BH

b)
AH+B <+ AH" + B- » A + BH

Los mecanismos antioxidantes actian como preventivos, aftrapadores o
reparando el daio (figura 4).
Radicales libres

preventives
Axrapa_dores
de radicales Lipidos, proteinas, carbohidratos, ADN

— |

H0;, LOOH, metales, radiacion UV, drogas, etc.

= |

\%

Reaccion en cadena

> Y

dal dafio

—>

Enfermedades

Figura 4. Mecanismos antioxidantes {Niki, E., 1993).

Preventivos.
Suprimen o impiden la formacién de radicales libres, como la catalasa que reduce
el peréxido de hidrdgeno formando agua:




2H0; —» 2H.0 + O

Atrapadores de radicales libres.

Suprimen o rompen la reaccion en cadena de los radicales, impidiendo su
propagacién, pueden ser hidrofilices como la vitamina C o hidrofébicos como la
vitamina E. Los primeros actian en medios acuosos pero no protegen las
membranas celulares.

Reparadores del dafio:

Las principales enzimas son: lipasas, reparan el dafio en los fosfolipidos,
proteasas eliminan las proteinas danadas, las glicosilasas y las nucleasas reparan
el dafio en el DNA (Niki, E., 1993).

lLa luz solar afecta procesos metabdlicos en las plantas como la fotosintesis,
respiracion y fosforilacion, lo que provoca alteraciones fisiologicas, sin embargo.
se ha reportado que la mayoria de las plantas que viven en las zonas con alta
radiacion UV tienen mecanismos antioxidantes que se pueden clasificar en:
enzimas (catalasa, peroxidasa, superdxido dismutasa), compuestos fenélicos
como la vitamina E y flavonoides (Bahorun, T.. 1993; Ritov, V., 1985},
compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila), carotenoides) y
otros compuestos como la vitamina C (Larson, R., 1988).

2.4.1 Vitamina E como antioxidante.

La vitamina E y otros antioxidantes fenclicos interactuan con los radicales
superdxido transfiiéndoles un atomo de hidrégeno, formando el radical fenoxil, el

cual es menos reactivo en sistemas biolégicos (figura 5) (Pryor, W., 1994, Ritov,
V., 1995).

ROO + Ph _OH__, ROOH + Ph _O

Figura 5. Reacci6n de compuestos fendlicos con radicales, con la consecuente fase de terminacidn
Radical peroxil (ROO) y radical fencxil (PhO'} (Ritov, V., 1995).




La vitamina E esta compuesta de a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol, 3-tocoferol,
a-totrienol, B-tocotrienol, §-tocotrieno y y-trocotrienol. El a-tocoferol es el mas
abundante en los tejidos y es al que se le asigna la mayor capacidad antioxidante,
ya gque reacciona con los radicales peroxilo, los cuales se generan por la reaccién
de un radical libre con un fosfolipido de la membrana celular dando lugar a una
molécula que reacciona con el O, La  vitamina E termina la cadena de

reacciones de la peroxidacion de lipidos, gracias a la caracteristica de ser
liposoluble (figura.6).(Packer, L., 1994).

Radical lipidoperoxil Lipido hidroperoxido
o) O M
(o)
Ma Me
Me
o e
]
Mg
1
]
a-tocoferol Radical a-tocoferil
Acido ascorbico

Figura 6. Accidn del a-tocoferol, bloqueando la reacidn en cadena de la lipidoperoxidacion
(Haslam, E., 1996).



2.5 Flavonoides.
2.5.1 Estructura.

Los flavonoides estan distribuidos ampliamente en las plantas, en la raiz, tallo,
polen, semillas, hojas, flores, frutos, la madera y corteza {Harbone, J., 1984; Wolf,
B., 1990). Ausentes practicamente en las algas, aparecen en las briofitas. Se
encuentran en helechos y gimnospermas y ampliamente representados en
angiospermas, donde la diversidad estructural es mayor (Lopez, A., 1996).

Los flavonoides son compuestos fendlicos, los cuales tienen 15 atomos de
carbono en su nicleo basico (2-fenil cromano () o 3-fenil cromano (ll), los cuales
son ordenados en una configuracién Cg-C3-Cs; es decir dos anillos arométicos que
por convencién son lamados A y B unidos por tres atomos de carbono, que daran
origen al anillo C, relacicnados con un nlcleo basico. Los atomos de carbono
individuales son referidos por un sistema de numeracion, en el cual se utilizan
nimeros ordinarios para el anillo A,C y nimeros prima para el anillo B {figura 7).
{Anchenson, R., 1983; Harbone, J., 1984; Lopez, A., 1596).

La mayoria de los flavonoides tienen hidroxiladas las posiciones 5, 7 y 4’ variando
anicamente en e! nivel de oxidacion en el anillo A y B, También se encuentran
como O-gluctsidos. (Avendario, A., 1996).

Figura 7. Estructura basica de los flavonoides (Lopez, A, 1996).

2.5.2 Actividad biolégica.

Existen tres clases de flavonoides mas abundantes, las antocianidinas, flavonas y
flavonoles. Cada una de las clases varia en sus propiedades (tabla 8), por ejemplo
las antocianidinas son pigmentos en las plantas, mientras que las flavonas son
incoloras. (Avendario, A., 1996).
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Flavonoide Numero de estructuras Propiedades bicldglcas
conocidas
Antocianidinas 250 Pigmentos rojos, rosas,
anaranjados, violetas y azules
Chalconas 60 Pigmentos amarillos
Aurcnas 20 Pigmentos amarilios
Flavonas 350 Pigmentos color crema en las
flores
Flavonoles 350 Algunos tienen la actividad de
fepelentes
Flavanonas 150 Poseen sabor amargo
Dihidrochatconas 10 No se conoce actividad
Proantocianidinas 50 Sustancias astringentes
Catequinas 20 Tienen la actividad de curtir
Leucoantocianidinas o 20 Tienen [a habilidad de curtir
34, Flavadioles
Biflavonoides 65 No se conoce ninguna actividad
Isoflavonocides 150 Actividad estrogénica y
fungitéxica

Tabla 8. Clases de flavonoides y sus propiedades biologicas. (Avendafio, A., 1996).

Los flavonoides dado su diversidad estructural constituyen uno de los grupos mas
extensos de metabolitos secundarios en las plantas, estan presentes en ellas no
s6lo como parte constitutiva, ademas también funcionan como defensa en las
infecciones por hongos, dan la pigmentacién a las flores y frutos, asi como el
sabor astringente en muchos casos (Marbone, J., 1984; Haslam, E., 1996; Lépez,
A., 1996).

Los estudios farmacologicos que se basan en la herbolaria tradicional han
determinado que las principales actividades farmacolégicas de los flavonoides son
la actividad antimicrobiana, citotoxica en diferentes lineas celulares (KB, P-388).
Antiinflamatoria, reguladores de enzimas, ast como actividad antioxidante
(Salvayre, R., 1988; Pryor, W., 1994; Galvez, J.1995; Lépez, A., 1996;
Halsam,E.,1998; Zhu,M.,1997).

2.8 Yucca filifera.
2.6.1. Taxonomia {Clasificacién de Hutchinson).

Reino: Vegetal
Subreino: Embryophyta
Divisién: Anthophyta
Clase: Monocotyledonae
Orden: Agavales
Familia: Agavaceae
Género: Yucca
Especie: Yucca filifera Chabaud.




2.6.2 Descripcién.

Yucca filifera es una de las plantas suculentas mas representativas de la flora
mexicana popularmente conocido como “palma china”. (Matuda, E., 1980).

Planta arborescente que llega crecer hasta 20 m de altura. Las plantas adultas
son en general muy ramificadas (hasta 40 ramas).

Hojas hasta de 55 cm de largo por 3.6 cm de ancho; linear oblanceoladas,
constrefiidas cerca de la base, rigidas, generalmente asperas en ambas
superficies; con numerosos filamentos espiralados de color blanco, faciimente
quebradizos, por lo que son mas notables en las hojas jovenes. El escapo
sobresale del follaje; panicula mas o menos cilindrica, pendular; hasta 1.50 m de
largo, multifiora.

Flores extendidas, pediceladas; pedicelos hasta de 2.7 cm de largo; segmentos
inferiores algo mas cortos y mas anchos; filamento de 1.0 — 1.5 cm de largo; pistilo
de 2.3 — 2.5 cm de largo; ovario oblongo de 5.0 — 8.8 cm de largo por 2.7 — 3.3 cm
de diametro; termina en un pico de 0.2 -~ 0.7 cm de largo. Semillas de 8 x 2 mm,

algo rugosas. Florece de fines de abril a fines de mayo. (op ¢it ;Romo de Vivar, A,
1985).

2.6.3. Distribucion.

Se distribuye en los estados de Hidalgo, Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi,
Coahuila y Nuevo Ledn con gran densidad poblacional, por lo que ilega a ser una
de las especies predominantes de los habitats &ridos y semiaridos de dichos
estados.

Su habitat es en planicies con suelos someros, con cuencas endorreicas, con
altitudes entre 500 y 2400 msnm. Forma parte del estrato arboreo, principalmente
en el Matorrat Desértico. (Matuda, E., 1980}

En San Luis Potosi abunda en los suelos aluviales y en algunos valles con
afloramientos de yeso como el de Matehuala y Vaites.
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Figura 8. Mapa de la distribucién de Yucca fiifera (Matuda, E., 1980),

2.6.4 Utilizacion actual y potenciai.

Yucca filifera ha sido utilizada localmente para construir chozas y corrales
empleando sus troncos y hojas (Castafieda, C., 1975; Romo de Vivar, A., 1974,
Maldonado, L., 1985 a; Maldonado, L., 1985 b), las partes tiernas de tallos y hojas
jovenes como forraje, sus fibras son empleadas para hacer cuerdas, sacos y
cepillos, ademas de las raices y las hojas se obtiene jabon (amole), las flores y
frutos son comestibles (Romo de Vivar, A, 1974; Maldonado, L., 1985 a;
Maldonado, L., 1985 b;). También se considera que la cantidad y calidad de
celulosa podria emplearse en la industria papelera.

De las semillas se obtiene 8% de sapogenina, 12% de aceite para consumo
humano y de 20 a 30% de proteina (Romo de Vivar, A.,, 1974). En estudios
bromatoldgicos de los frutos se ha determinado que contienen 2.9% de proteina,
1.10% de calcio y 0.90% de fosforo (France de la Cruz, N., 1979).

Yucca filifera es de gran importancia en el altiplano potosino por la diversidad de
aplicaciones, sin embargo, podria explotarse de forma industrial explotando la
célulosa o las fibras, para repercutir en el beneficio econdmico de las
comunidades de la zona, para lo cual es necesario hacer estudios cientificos sobre
la ecologia de la planta, propagacion in vitro, etc. (Maldonado, L., 1985b).



3.Antecedentes.

Se han realizado varios estudios en los que se demuestra que la intensa radiacion
ultravioleta altera procesos metabélicos en plantas y animales por la formacion de
radicales libres y que los organismos han desarrollado mecanismos que inhiben
los efectos de dichos radicales (Gilbert, P., 1981; Larson, R., 1988, Jurgen, F,
1992).

Se han desarrollado filtros solares para que absorban ia radiacion UV-B con e fin
de minimizar los efectos nocivos, la mayoria de estos tienen en su formulacion
compuestos sintéticos. Recientemente han salido al mercado filtros con productos
naturales, sin embargo la gran mayoria de estos no cuentan con los estudios
apropiados para validar su actividad.

Los mecanismos anti-radicales pueden ser preventivos (impiden la formacion de
radicales), atrapadores de radicales y reparadores del dafio causado (Niki,E.,
1993). Dentro del segundo grupo de compuestos, como ejemplo podemos
mencionar a la vitamina E y los flavonoides (Larson, R., 1988; Bahorun, T., 1983;
Ritov, V., 1995).

Los flavonoides son compuestos con una gran diversidad estructural lo que
conlleva a un sin fin de actividades biolégicas (Harbone, J., 1984; Haslam, E,,
1996, Lopez, A., 1996).

Se han reconocido muchas clases de flavonoides como antioxidantes (Larson, R.,
1988; Wolf, B., 1990; Haslam, E., 1996) y se ha comparado su capacidad para
inhibir la lipoperoxidacion con la vitamina E, encontrando una actividad simitar
(Salvayre, R., 1988). También se han propuesto como componentes de medicinas
o como base de la dieta regular para el tratamiento y prevencidon de diversas
enfermedades, por su actividad como atrapadores de radicales hidroxil,
superéxido y peroxil (Wolf, B., 1990; Haslam, E., 1996).

Los flavonoides para que funcionen como antioxidantes deben formar radicales
intermediarios , por los que se ha estudiado el mecanismo de la formacion y
decaimiento de éstos (Wolf, B., 1993). También se han descrito como inhibidores
de enzimas, sin embargo, no influyen en la actividad de las enzimas glutation
peroxidasa, glutation reductasa y glutation transferasa, las cuales forman parte de
uno de los principales mecanismos antioxidantes de la célula (Galvez, J., 1895}

Las plantas que crecen en zonas con intensa radiacion solar (zonas aridas y
semiaridas) contienen elevadas concentraciones de flavonoides, los cuales les
sirven como antioxidantes (larson, R., 1988).



4. Justificacion

En los ditimos afios ha disminuido la capa de ozono, incrementando la radiacion
UV que incide en la superficie temrestre, fo que repercute en el incremento en las
enfermedades causadas por la luz solar y por las reacciones de radicales libres.
Se han fabricado un sin fin de filtros solares con base en compuestos sintéticos,
pero existen muy pocos de productos naturales.

En ios climas aridos-semiaridos la incidencia de la luz UV es intensa por lo que se
puede suponer que las especies dominantes en estos habitats presentan
compuestos muy eficientes tanto en la filtracién de las radiaciones asi como en los
mecanismos antioxidantes.

Los flavonoides son unc de los principales mecanismos antioxidantes de las
plantas, los cuales se encuentran en altas concentraciones en la corteza vy
siendo Y. filifera, una de las especies predominantes en estos climas, es un buen
candidato para obtener a partir de su corteza un filtro solar con propiedades
antioxidantes.

México es uno de los paises con mas diversidad de flora y fauna, sin embargo
ésta, no se ha aprovechado, en gran medida por la falta de estudios basicos,
ademas de que las zonas aridas — semiaridas constituyen una parte importante del
territorio nacional, el cual tiene muchas especies potencialmente aprovechables,
sin embargo, la gran mayoria de estas presentan problemas de comercializacion.

Es necesario ampliar los estudios tanto ecolégicos como fitoquimicos para
encontrar nuevos productos susceptibles de explotacion, asi como evaluar la
posibilidad de explotacion para uso industrial.

En el presente trabajo se realizd un estudio fitoquimico del compuestoc que
absorbe en la regién ultravioleta presente en la cortera de Y. filifera, y evaluarlo
como filtro solar, sus propiedades antioxidantes, asi como determinar su
biodegradabilidad.



5.0bjetivos.

< Obijetivo general.
Evaluar biclégicamente el filtro solar obtenido de la corteza de Yucca filifera.

< Objetivos particulares.

Aislar e identificar la o las moléculas que absorben en el UV-B, presentes en la
corteza de Y. filffera.

Evaluar in vitro e in vivo las propiedades como filtro solar de la molécula que
absorbe en la region ultravioleta.

Evaluar la actividad antioxidante del o los compuestos responsables de la
absorcion en el UV-B.

Determinar la biodegradabilidad del filtro solar de Y. filifera.



Colecta y secado de la planta.

!

Aislamiento y elucidacién de la estructura.

!

Evaluacion de la capacidad fotoprotectora
in vitro e in vivo

Evaluacion de la capacidad atrapadora
de radicales libres.

!

Biodegradabilidad

Figura 9. Diagrama de |3 estrategia metodoldgica.



6.2 Preparacion del extracto

500 g de corteza seca se sometieron a extraccion mediante reflujo, durante &
horas en 2.5 | de etanol al 80%. La solucién etandlica se concentrd a presion

reducida hasta sequedad. Los sdlidos se extrajeron con cloroformo para proteger
el extracto de la oxidacién.

6.3 Determinacion de la absorbancia.

Se determiné el espectro de U.V. de un extracto etanélico de Yucca filifera (26 pg
de sélidos/ml) en un espectrofotémetro de UV-Vis Perkin-Elmer Lambda |1

6.4 Aislamiento y elucidacion de la estructura del filtro solar.

El filtro solar se purificd mediante cromatografia de filtracion en gel usando como
fase estacionaria Sephadex LH-20 (Farmacia Fine Chemicals) y como fase mdvil,
etanol grado cromatografico (Aldrich). Por ditimo, el compuesto se pasé en una
columna de exclusion molecular utilizando Sephadex G-200 (Farmacia Fine
Chemicals) y como fase movil etanol grado cromatografico (En todas ias fases de
separacion se obtuve el patrén de absorcion de la sustancia).

El peso molecular del compuesto (PM) se determind por comparacion y
extrapolando con sustancias de peso molecular conocido, usando cromatografia
de exclusian molecular (bajo las mismas condiciones que en el caso anterior) y
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (en un equipo de HPL.C LDC
Analitical, Columna TSK Gel G5000 PWXL TOSO HAAS: Fase movil: MeOH/H20
20:80; Vetocidad 1 mi/min: deteccién a 280 nm). Se utilizaron como estandares
internos las siguientes sustancias: Cianocobalamina (PM 1,350), Mioglobina
equina (PM 17,000), Ovoalbimina de pollo (PM 44,000}, Globulina bovina (PM
158,000), Tiroglobulina bovina (PM 670,000}, Dextran (PM 65,600), Ficol (PM
400,000), y Dextran (PM 2'000,000).

El compuesto puro se sometid a andlisis espectroscopico de infrarrojo (Perkin-
Elmer Spectrum 2000), de resonancia magnética nuclear de protones (RMN'H) y
de C (RMN™C) (en un equipo Varian XR-300 A), empleando como solventes
cloroformo  (RMN'C) y metanol (RMN'H) y como estandar intemo
Tetrametitsilano (RMN'H).
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6.5 Evaluacion de la capacidad fotoprotectora en la region del
UV-B del compuesto activo.

Se evaluaron de acuerdo a dos técnicas:
6.5.1 Proteccién usando bacterias.

Un cultivo con 18 horas de incubacién de la bactena Escherichia coli (ATCC
25922) con una concentracion de 1x10® bacterias/mi, se diluyd 1:10 en medio rico
(infusion de cerebro y corazén, Bioxon-112), cuando el crecimiento poblacional
alcanzé una densidad optica (a 550 nm) de 0.3 se centrifugd (6000 rpm, 10°).
Posteriormente, las bacterias se resuspenderon en 10 m! de Ringer P8BS (pH=7.0)
y se colocaron en cubetas de cuarzo estériles Pye Unicam (B538751 A de 1 mm
de espesor). Los filtros solares se disolvieron en metanol al 90%, se depositaron
en cubetas de cuarzo y posteriormente se colocaron junto a los tubos que
contenian la bacteria. Finalmente se irradié (1 Joule m?/seg) con una lampara de
luz UV-B (312 nm Spectroline EB-280 C) a una distancia de 15 cm (intensidad de
campo de 130 Watt/m?) y a diferentes tiempos. El control positivo fue etil-hexil-
metoxicinamato (escalol, ISP VAN DIK) y el control negativo etanol al 90%. Se
realizo el conteo del numero de sobrevivientes de acuerdo al método de
Eisenstadt (1994).

6.5.2 Proteccién usando animales.

Los experimentos se realizaron irradiando conejos machos albinos aduitos de raza
Nueva Zelanda, de 2.5 Kg. de peso promedio. Veinticuatro horas antes del
experimento se les rasuré la parte dorsal y se les asignaron cuadrantes para
exposicidn a la irradiacion a razén de 2 cm? por sustancia a evaluar, de acuerdo
al método estadistico de doble asignacion de numeros aleatorios. La sustancia
problema y el control positivo (escalol) se colocaron en cada cuadrante hasta
alcanzar una concentracién de 2 mg/cm?. El control negativo sera etanol al 90%.
Los conejos se colocaron en sujetadores cubriéndoles los cjos y se les iradié (1
Joule m?/seg) con una lampara de luz UV-B (312 nm, Spectroline EB-280 C), a
una distancia de 15 cm (intensidad de campo de 130 Watt/m?) durante 15 minutos.

Después de la irradiacién, se tomaron biopsias de aproximadamente 2 mm?y se
preservaron en formol al 10%, se procesaron de acuerdo a la técnica histolégica

estandar de Eosina y Hematoxilina realizando posteriormente la interpretacion
" morfomicroscopica del tejido (Fiore, M.H., 1986; Gilchreot, B.A. et al., 1983).

23



6.6 Actividad anti-radicales del compuesto activo.

La actividad de limpieza de radicales libres se evalud midiendo el grado de
decoloracién de una solucién metandlica de difenil-picril-hidracil (OPPH, Sigma D-
9132) por la adicidn del compuesto activo a diferentes concentraciones (25, 50,
100 y 200 ppm). El control positivo fue e! acido tanico (Sigma T0125) a las mismas
concentraciones del compuesto active, se empleé como Dblanco HXO
desionizada. La mezcla de reaccion fue de 1.5 ml de solucién metandlica de
DPPH (20 mgfl) y 750 pl del problema. Posteriormente se midié la absorbancia a
517 nm. El % de decoloracién del DPPH se calculd de acuerdo a la siguiente
ecuacion (Joyeux, M. et al., 1995; Mathiesen, L. et al., 1995):

% de decoloracion = 1 - (absorbancia del problema)/(absorbancia del
blanco).

6.7 Biodegradabilidad.

Se empled el medio Czapek dox modificado, cuya unica fuente de carbono fue el
compuesto activo de Y. filifera a una concentracion de 3 g/L. Este medio se
inoculd con una mezcla de bacterias y hongos aislados de suelo de la zona de
colecta a una concentracion de 10° bac/ml de acuerdo al patrén de Mc. Farland,
con los hongos que estaban presentes en el suelo, que no se cuantificaron. Los
microorganismos se incubaron a 37°C evaluando su crecimiento
espectrofotométricamente (660 nm) cada hora durante 4 dias (Swisher, RD_,
1987, Jyunkai, S., 1996).
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7. Resultados.

7.1 Espectro de absorcidn del extracto de Y. filifera.

Se midi6 el espectro de absorcion del extracto métandlico de Y. fififera de 200 a
400 nm, en ia figura 11 en eje de las ordenadas encontramos longitud de onda y
en el eje de las abcisas la absorbancia en nm, se observo el pico maximo de
absorcion a 308 nm a la concentracién de 26 pug/ml. Cabe hacer notar que se
evaluaron diferentes concentraciones del extracto, hasta obtener el mejor
especlro. De acuerdo a este resultado observamos que si hay absorcion en la
region del UV-B (280-320 nm), por lo que se evidencia que el extracto de Y. filifera
presenta capacidad de filro solar, haciendo notar que dicho espectro muestra
absorcién en el UV-C (200-290 nm) pero no en el UV-A (320-400 nm).
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Figura 11, Patrdn de absorcién del extracto metandlico de Y. filifera (26 ug/mi).



7.2 Aislamiento y elucidacion del filtro solar.

El extracto etandlico presentd una concentracion de sélidos del 10%; mediante
cromatografia de filtracién en gel se obtuvo un compuesto puro de color rojizo, al
cual se le determiné el punto de fusion, el espectro de absorcion en la regién del
UV. y se sometid a la reaccion del cloruro férrico, que indica la presencia de
fenoles. En la tabla 9 se muestran los resultados de las caracteristicas
fisicoquimicas del filtro solar de Y. filifera.

Rendimiento del compuesto puro a partir 4.0% (peso seco de corteza)
de la corteza
p.F. Descompone a 230 °C
YATE A max a 308 nm
Reaccion al cioruro férrico Positiva

Tabla 9. Propiedades fisicoquimicas del filtro solar de Y. filifera, donde se puede observar, el

rendimiento del compuesto puro a partir de la corteza, € punto de fusion (p.F.), el pico maximo de
absorcion en la regidn del ultravioleta (U.V.} y la reaccién al cloruro fémico.

De acuerdo a estos resultados: reaccidn positiva al FeCls, el origen del
compuesto (corteza) y la solubilidad en metanol y etanol, la susiancia es un
compuesto fendlico.

7.2.1 Determinacion del peso molecular.

El peso molecular se determiné mediante cromatografia de filtracion en gel y
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

La figura 12 muestra la grafica del patron de elucion en el HPLC vy la figura 13 los

resultados en la filtracién en gel, en ambos casos se emplearon como estandares
internos las siguientes sustancias: Cianocobalamina (PM 1,350), Mioglobina
equina (PM 17,000), Ovoalbimina de pollo (PM 44,000}, Globulina bovina (PM
158,000}, Tiroglobulina bovina (PM 670,000), Dextran {PM 65,600), Fico! (PM
400,000}, y Dextran (PM 2°'000,000).
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Figura 12. Determinacion del PM utilizando HPLC.
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Figura 13. Determinacién del PM mediante cromatografia de filtracion en gel.

“aproximadamente 2.6 x 10°, haciendo notar que existen pocos compuestos
fendlicos presentes en plantas que presenten este peso molecular, restringiéndose
a dos tipos, del tipo de las ligninas y de los taninos condensados o
Rrreantocianidinas (polimero de antocianidinas).

De acuerdo a estos resultados, el compuesto presenta un peso molecular de
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7.2.2 Estudio espectroscopico del filtro solar.

El estudio de la estructura del monémero lo realizamos usando técnicas
espectroscopicas de infrarrojo (IR), y Resonancia Magnética Nuclear Protbnica y

de *C.

Infrarrojo (IR).

Las principales bandas de absorcion en el IR se muestran en la tabla 10.

Intervalo cm” Grupo Quimico
3,280 OH fendlico
2,914 Metileno
1,260 C-O aromatico
1,037 CH-OH Grupo alcohol de carbohidrato
860-870 Benceno p-sustituido

Tabla 10. Bandas de absorcion en e infrarrojo (IR) del filtro solar.

De acuerdo a estos resultados, se compruebha gue el filiro solar es un compuesto
fendlico; ademas, se presenta sefial de CH-OH (1,037) que puede indicar la
presencia de carbohidratos dentro de la estructura de ia molécula.

Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN'H).

E! espectro de resonancia magnética nuclear de protones del filiro solar presentd
los siguientes desplazamientos quimicos (tabla 11):

Protones en campos altos correspondientes a un metileno cuya sefal se presenta
a 1.23 partes por millén {(ppm} (Metilenocs de anillo pirano). Protdén acoplado con
los dos anteriores cuyo desplazamiento quimico se presenta en 2.5 ppm. Una
sefial a 2.9 ppm que corresponde a un protdn unido a un carbono que sostiene
enlace con oxigeno. Sefales entre 3 y 4 ppm, que corresponden a protones
caracteristicos de carbohidratos. Por titimo, resonancias protonicas en el rango de
6 y 7 ppm que corresponden a protones de grupos fendlicos.

Sefial en (ppm) Interpretacion
1.23 Metileno de anillo pirano
2.5 Protones acoplados a los anteriores
29 Carbono unido a oxigeno
3-4 Carbohidratos
6-7 Grupos fendlicos

Tabla 11. Desplazamientos de la resonancia magnética de protones.
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los resultados obtenidos del espectro de resonancia magnética protonica
indicaron que se trata de un compuesto fenilglucésido del tipo de los antocianos,
por la presencia de metileno correspondiente a los protones de! carbono # 3 del
anillo C (pirano) del antociano, ademds del protén influenciado por C-O (o sea, el
protobn unido al carbono # 2) y por los protones de anillos aromaticos
correspondientes a los ciclos A y B de este tipo de compuestos.

En la Figura 14 se muestra la asignacién de los protones en la estructura tedrica
del monémero del polimero:

Figura 14. Asignacion tedrica de los protones en el mon6mero del filtro sofar.

Resonancia Magnética Nuclear de °C (RMN''C).

£l espectro de resonancia magnética de '°C del filtro solar present6 sefales
quimicas que se asignaron a los carbonos de la estructura anterior siguiendo el
modelo publicado por Porter, en 1989 para proantocianidinas.

Las asignaciones de los desplazamientos quimicos se muestran en ia Figura 15.
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Figura 15. Resonancia Magneética Nuclear de 3¢, asignaciones de los desplazamientos quimicos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la estructura propuesta para el filtro solar
es la siguiente:

N

Figura 16. Estructura propuesta para el filtro solar de Y. filifera.

La estructura que se propone es el de una 3-desoxiproantocianidina polimérica.
Cabe hacer notar que atn falta por determinar el tipo de carbohidrato, el tipo de
enlace glucosidico y la secuencia del o los azicares. Sin embargo, la presencia de
estos es indiscutible como lo evidencia la RMN'H (sefiales entre 3y 4 ppm) y la
presencia de 2 carbonos anomericos (92.2 y 96.9). La posicién de los azicares
que proponemos es la mas comin en este tipo de proantocianidinas {Hemingway,
R.W., 1989).
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7.3 Evaluacién de la capacidad fotoprotectora en la region def UV-
B del compuesto activo.

7.3.1 Proteccion usando bacterias.

Se evalud la capacidad fotoprotectora def compuesto aislado de Y.filifera, el
control positivo fue etil-hexil-metoxicinamato (escalol, ISP VAN DIK) y el contro!
negativo metanol al 80%. Se realizé el conteo del ndmero de sobrevivientes de
acuerdo al método de Eisenstadt, 1994.

En la Figura 17, se observa gue tanto en los cuitivos protegidos con escalol y con
el filtro solar de Y. filifera, la poblacion de bacterias no varia significativamente (p -
0.05) con respecto al indeulo inicial en todos los tiempos, a diferencia de los
cultivos sin proteccién, en los cuales disminuye el nimero de bacterias
significativamente en un orden de magnitud de los 60 a los 120 segundos y
posteriormente llega a cero por el efecto letal de la radiacion, por lo tanto se puede
considerar que el compuesto activo si protege a las bacterias de la radiacién
continua hasta los 240 segundos. Los resultados se muestran por triplicado y se
analizaron mediante el analisis de varianza simple (ANQOVA).
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Figura 17. Evaluacitn de la capacidad fotoprotectora de filtro solar de Y. filifera.

3

su ) Y —#— Sin profeccién (MeCH) ‘



7.3.2Proteccion usando conejos.

Después de gue se irradié a los conejos (6 a 24 horas) se observo la formacioén
de eritema en las zonas sin proteccidon, mientras que en las zonas en las que se
colocaron los filtros solares ( de Y. filifera y el comercial) no habia eritema.

En la foto 1, se observa el corte histologico de la piel de conejo irradiada y sin
proteccion, en la zona epidérmica estad el estrato corneo (a) y el epitelio
estratificado (b); en la zona dérmica encontramos foliculos pilosos agrupados (c)
y partes de tejido conectivo normal (d), ademas de una pequefia lesién en el
arreglo de las fibras de colagena. La folo 2 es el corte de piel irradiada con
proteccién de escalol (2 mg/cm?), en el cual sdlo se observa la regibn dérmica
donde se presenta una glandula cebacea (a), foliculos pilosos (b} y el tejido
conectivo normal (c) . La piel irradiada con proteccién del filtro solar de Y. filifera
(2 mg/cm?) se muestra en la foto 3, se ven foliculos pilosos (a) y tejido conectivo
normal (b).

Fato 1. Carte histoldgico de piel imadiada, sin proteccion (zonas epidérmica y dérmica), a) Estrato
comeo, b) Epitelio estratificado, ¢) Folicules pilosos, d} Tejido conectivo normal, e} Tejido conectivo
dafado.
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Foto 2. Corte histologico de piel imadiada y protegida con escalol, a) Gléndula cebacea, b)
Foliculos pilosos, c) Tejido conectivo normal,

Foto 3. Corte histolGgico de piel iradiada y protegida con el fitro sotar de Y.filifera, a} Foliculos
pilosos, b} Tejido conectivo nomat.
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7.4 Actividad anti-radicales del compuesto activo.

Los resultados obtenidos de !a prueba de decoloracion del difenil-picril-hidracil
(DPPH) con el acido tanico y el compuesto activo de Y filifera se muestran en la
figura 18. En lo referente al 4cido tanico se observa que independientemente de la
concentracién se obtuvieron porcentajes de decoloracién por arriba del 85 +/-
0.78%, mientras que en el filtro solar la actividad limpiadora de radicales aumenta
con la concentracién, hasta llegar a un punto maximo de decoloracién del 75.54
+/- 1.83 % con 200 ppm. Los resultados se muestran por triplicado.

PORCIENTO DE DECOLORACION DEL DPPH
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Figura 18. Porcentaje de decoloracion de una solucién metantlica de difenil-picril-hidracil (OPPH,
20mg/) por la adicién del compuesto activo de Y filifera y por € acido ténico (25, 50, 100 y 200
ppm).
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7.5 Biodegradabilidad.

En la grafica 19 se cbserva el crecimiento de los microorganismos, el cual
empieza a las 8 horas de incubacién, aumentando continuamente hasta llegar a
un pico maximo a la 60 horas con una D.O. de 0.31, la cual se mantiene hasta
las 90 horas, también se observd crecimiento micelial, lo que indica la presencia
de hongos filamentosos, estos crecieron hasta que se agotd el medio de cultivo,
alcanzando una biomasa de 266.6 ua/ml (peso seco) (figura 19).
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Figura 19. Crecimiento de hongos y bacterias, empieando como sustrato el filtro solar de Y filifera.
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8. Discusion.

El compuesto aislado de la corteza de Yuca filifera presenta un pico maximo de
absorcion a 308 nm, en la region del UV-B (290 - 320 nm), también se observa
un pico en la regién del UV-C (200 - 280 nm), sin embargo, no absorbe en el UV-
A, de acuerdo a lo anterior podemos considerar que si presenta la capacidad de
filtro solar (Madhukar, A., 1992),

El filtro solar que se obtuvo presenta un rendimiento del 4.0% a partir de corteza,
presenta reaccién positiva al cloruro férrico y tiene un peso molecular de 2.6 x 108,
el cual se determino mediante cromatografia de filtracién en gel y HPLC;
basandose en estos resultados y teniendo el antecedente de que existen pocos
compuestos fendlicos en las plantas que presenten un peso molecular tan alto, el
tipo de metabolito secundario se limitaba a ligninas o taninos condensados
{proantocianidinas). Gracias a las tecnicas de resonancia magnética nuclear de
protones y de Cy al espectro de infrarrojo, se pudo determinar que se trata de
una 3-desoxiproantocianidina polimérica, aGn falta por determinar el tipo de
carbohidrato, el tipo de enlace glucosidico, asi como la secuencia de azucares, si
existe mas de uno, sin embargo la posicién propuesta es la mas comun en este
tipo de taninos condensados (Hemingway, R. W., 1989).

La capacidad fotoprotectora del compuesto aislado de Y filifera se evalué en
cultivo de E coli, los cuales fueron irradiados con luz ultravioleta, la proteccién del
filtro experimental y el control positivo (escalol), es evidente, ya que la poblacion
de bacterias no decrece, ademas de que se encuentran diferencias significativas
con el control negativo. En o referente a la evaluacién empleando conejos, los
resultados del estudio histépatologico, concuerdan con el estudio anterior, ya que
en la piel iradiada y protegida con los dos filtros solares (experimental y control)
no muestra dafio, comparandola con la irradiada y sin proteccién, cabe mencionar
que el dafio causado en las fibras de coldgena es minimo, pero después de que
transcurrieron aproximadamente 6 a 24 hr de los experimentos se observaba la
formacién de eritema en los conejos irradiados sin proteccién.

La actividad anti-radiacales libres nos indica que el filtro solar tiene un porcentaje
de decoloracién del DPPH del 75.54% a la concentracion de 200 ppm, mientras
que el acido tanico obtuvo 85 % de 50 a 200 ppm. Segun lo reportado por Joyeux,
M., 1985, se considera a un buen atrapador de radicales a aquellos compuestos
que logren el 50% de decoloracion, por lo tanto el filtro solar de Y fififera, es un
buen atrapador de radicales libres, lo cual concuerda con lo descrito para
compuestos fendlicos (Larson, R., 1988; Bahorun, T., 1993; Ritov, V., 1995).
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De acuerdo al estudio de biodegradabilidad, se observa crecimiento, de
microorganismos a partir de las 8 horas de incubacién, el cual continda hasta
llegar a un pico de crecimiento (D.O. 0.165) a las 40 horas, posteniormente
decrece a las 48 horas (D.O. 0.1), en esta etapa del experimento se observaba
turbidez, igual que en un cultivo bacteriano, a las 60 horas el crecimiento alcanzo
un pico maximo de crecimiento (D.0.0.31), cabe mencionar que a partir de las 56
horas se observd el crecimiento micelial, lo que indica la presencia de hongos
filamentosos, los cuales alcanzaron una biomasa de 266.6 ng/ml (peso seco) a las
88 horas.

37



»
.

9. Conclusiones.

El compuesto aislado de Y. filifera es un filtro solar, puesto que presenta
absorbancia en la region del UV-B y del UV-C y muy poca en el UV-A.

El compuesto activo es un polimero de alto peso molecular del tipo de las
glucosilproantocianidinas.

El filtro solar de Y. filifera protege de manera similar que el escalol en los
experimentos de desafio usando radiacion UV-B sobre bacterias y conejos.

Eil filtro solar atrapa radicales libres con una eﬁcuencla de 75.54% a una
concentracion de 200 ppm.

El filtro solar es biodegradable puesto que se wilizd como sustrato alimenticio
de hongos y bacterias.
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