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1. RESUMEN

En los ultimos afios se ha incrementado la incidencia de la radiacion ultravioleta
(RUV) en la superficie terrestre lo que ha producido un aumento de los efectos
agudos (quemaduras solares o eritemas, fotoinmunosupresion, reacciones
fotosensibles y alergias) ademas de crénicos (fotoenvejecimiento y cancer) en
la piel. Para evitar o reducir éstos dafios es necesario tomar medidas de
fotoproteccion. Existen compuestos organicos con capacidad fotoprotectora
que pueden ser extraidos de plantas como es el caso del resveratrol y del
trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno (estilbeno metoxilado) aislados
de la corteza de Yucca periculosa. Para su evaluacion se utilizaron dos
modelos biol6gicos. En el primer modelo de fotoproteccion in vitro se determiné
si las sustancias a evaluar protegen de la muerte celular inducida por la RUV-B
en Escherichia coli. Los resultados mostraron que el estilbeno metoxilado
protege por mas tiempo de la muerte celular que el resveratrol. Por otro lado en
el modelo in vivo se utilizaron cuyos para determinar el factor de proteccion
solar (FPS) de ambas sustancias, estudiar si los estilbenos evitan el dafio
histopatoldgico en la piel de cuyos y determinar si existe diferencias entre el
namero de células de quemadura en ambos tratamientos. EI FPS de ambos
estilbenos es similar, ambos protegen de dafios en la piel causados por la
radiacion ultravioleta. El estilbbeno metoxilado produce mas células de
guemadura que el resveratrol, habiendo una diferencia significativa. Por lo tanto

se concluye que ambos estilbenos poseen capacidad fotoprotectora.
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2. INTRODUCCION

2.1 Estructuray funcion de la piel

La piel es el 6rgano de mayor extension del cuerpo, representa del 15 al 20%
del peso corporal. Estd formada por tres capas principales: la superficial
compuesta por epitelio estratificado plano queratinizado llamado epidermis; una
de tejido conectivo subyacente, la dermis, y por debajo de esta ultima, se
encuentra la hipodermis, la cual en algunas regiones esta formada por tejido
adiposo. La hipodermis, a su vez esta adherida de forma laxa a una fascia
profunda subyacente, o al periostio del hueso (Fawcett, 1995).

2.1.1 Laepidermis

La epidermis se divide en varios estratos celulares basados en la diferenciacion
del queratinocito o queratinizacién. Este proceso, es una serie compleja de
eventos bioquimicos y estructurales genéticamente programados que se
producen progresivamente en los queratinocitos posmitéticos (Fitzpatrick,
2005). Cada etapa de diferenciacion es mas especializada, limita la estructura y
funcion de la célula, ademas es regulada por una variedad de factores
intrinsecos y extrinsecos; por lo tanto es vulnerable a la alteracion en cada uno
de los niveles (Eckert, 1992). Las capas de la epidermis son las siguientes,

empezando por el estrato mas profundo (Figura 1):

a) El estrato basal, también denominado estrato germinativo, esta
representado por una Unica capa de células cilindricas que descansan sobre la
lamina basal. Contiene a las células madres que, por mitosis, dan origen a las

células nuevas llamadas queratinocitos (Ross y col., 1997).

A medida que, por divisibn mitética, aparecen en este estrato los nuevos
gueratinocitos, éstos avanzan hacia la préxima capa y comienzan el proceso de
migracion hacia la superficie. Este proceso finaliza cuando la célula se
transforma en célula queratinizada madura, que posteriormente se descamara
(Ross y col., 1997).
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Figura 1. Capas de la piel (http://www.monografias.com/trabajos29/piell.jpg)

b) El estrato espinoso tiene varias capas celulares. Las células son mas
grandes que las del estrato basal y tienen forma poliédrica qua a medida que
ascienden se van aplanando, presentando abundantes prolongaciones
citoplasmaticas o “espinas”, que le confieren el nombre a esta capa (Ross y
col.,, 1997). Las prolongaciones son uniones llamadas desmosomas que
mantienen unidas a las células de este estrato (Fitzpatrick, 2005).

C) El estrato granuloso es la capa mas superficial de la porciébn no
queratinizada de la epidermis. Esta capa varia en su espesor. Las células
contienen abundantes granulos de queratohialina (Ross y col., 1997), que son
proteinas ricas en histidina y cistina asociadas con la diferenciacion epidérmica
(Fitzpatrick, 2005).
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d) El estrato corneo es la capa que varia en espesor y es la mas ancha en
piel gruesa. Se compone de células grandes, aplanadas, anucleadas llenas de
queratina, sin organelos citoplasmaticos, muertas, intimamente unidas entre si

por queratosomas (Rossy col., 1997).

Aunque los queratinocitos son el tipo celular dominante, aproximadamente el
90% del total de las células que forman la piel, se pueden encontrar otro tipo de
células aisladas por toda la epidermis (Ross y col., 1997). Un ejemplo son las
células de Langerhans que suelen localizarse en las capas superiores del
estrato espinoso e intervienen en las respuestas inmunoldgicas al presentar los
antigenos a los linfocitos T. También se encuentran las células de Merkel, que
tienen un papel esencial en la percepcion sensorial. Otro tipo celular son los
melanocitos, que producen la melanina, pigmento clave en el color de la piel
(Fawcett, 1995).

2.1.2 Ladermis

Por debajo de la epidermis esta la dermis. Esta es una capa resistente de tejido
conectivo fibroso, filamentoso y amorfo que aloja las redes nerviosas y
vasculares y los apéndices formados en la epidermis (Fitzpatrick, 2005). En
donde se identifican dos capas: una capa papilar superficial y una capa
reticular (Fawcett, 1995).

La capa papilar superficial o laxa, es proximal a la epidermis, se amolda a sus
contornos y tiene aproximadamente su mismo espesor (Fitzpatrick, 2005). Esta
formada por fibroblastos y otras células de tejido conectivo ampliamente
dispersas entre haces estratificados al azar de fibras de colagena finas,
principalmente colagena de tipo lll. Contiene una red laxa de fibras elasticas y

muchos capilares (Fawcett, 1995).

La capa reticular o densa, representa la mayor parte de la dermis, esta
constituida por haces toscos muy empaquetados de fibras mas gruesas,

principalmente de colagena de tipo | (Fawcett, 1995; Fitzpatrick, 2005).
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Los fibroblastos, los macrofagos y los mastocitos son células propias de la
dermis; otras, como los linfocitos, células plasméticas y otros leucocitos
derivados de la sangre, pueden ingresar en la dermis como respuesta a

diversos estimulos (Fitzpatrick, 2005).

El fibroblasto que es el principal tipo celular de la dermis, tiene como funcion
primordial, la sintesis y la remodelacion de las proteinas del tejido conectivo
como la fibronectina y la colagena (Fitzpatrick, 2005). La fibronectina la utiliza
el fibroblasto para anclarse a la matriz del coladgeno. Los fibroblastos secretan
colagenasa y gelatinasa para remodelar las fibras de colageno (Holbrook vy
Wolf, 1997).

Los macréfagos derivan de precursores celulares de la médula Osea
(Fitzpatrick, 2005). Funcionan presentando antigenos a las células linfoides
como parte de la respuesta inmune ademas de fagocitar particulas o patégenos
qgue invaden la dermis, también sintetizan y secretan interleucina | (IL-1),

factores de crecimiento, prostaglandinas e interferén (Holbrook y Wolf, 1997).

Los mastocitos estan presentes en toda la dermis, pero se concentran
alrededor de los vasos sanguineos. Estas células producen granulos de
sustancias vasoactivas y guimoatrayentes como la histamina. Los mastocitos
responden a la luz, frio, trauma agudo, vibraciébn y presién, asi como a
estimulos quimicos e inmunoldgicos; cuando existe alguno, estos liberan el
contenido de lo granulos iniciando la quimiotaxis o la vasodilatacion (Holbrook y
Wolf, 1997).

2.1.3 Lahipodermis

La capa mas interna de la piel es la hipodermis, que es una pelicula de células
adiposas derivadas del mesodermo y constituye la parte mas profunda de la
piel, funciona como agente amortiguador entre las capas externas de la piel y
las estructuras internas como musculo y hueso. También provee de energia de
reserva, confiere movilidad a la piel, aisla y moldea el cuerpo (Holbrook y Wolf,
1997).
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2.1.4 Funciones de la piel

La piel tiene diversas funciones importantes, entre ellas; la de barrera que
protege al organismo contra agentes fisicos, quimicos y biolégicos del
ambiente externo. Interviene en la homeostasis del cuerpo ya que contribuye a
mantener constante el ambiente interno, al regular la temperatura corporal y la
hidratacion. Por otro lado, la funcién sensorial de la piel es importante pues
brinda informacién sobre el ambiente externo, por lo que es informativa y
protectora al mismo tiempo; también tiene funciones de excresion a través de
glandulas sudoriparas; ademas de convertir en vitamina D a las moléculas

precursoras de ésta (Ross y col., 1997).

La exposicidon solar de la piel favorece la fotobiogénesis de la vitamina D. La
radiacion ultravioleta penetra en la epidermis y transforma el 7-
dehidrocolesterol en vitamina D. Otro aspecto importante de la funcion
protectora de la piel es su capacidad para aumentar la producciéon de melanina,
la cual ayuda a controlar los efectos de la radiacién durante una exposicion
prolongada. Sin embargo un exceso de radiacion electromagnética emitida por

el sol puede ser muy nociva para la piel (Fawcett, 1995).

2.2 Radiacion ultravioleta (RUV)

El sol emite un espectro continuo de energia radiante, en el cual se pueden
encontrar la luz ultravioleta, luz visible y el espectro infrarrojo (Figura 2).
Aproximadamente el 6% de la radiacion solar que alcanza la superficie de la
tierra es la radiacion ultravioleta, el 48% es luz visible y 46% luz infrarroja
(Pathak, 1986).

Luz
Wizible

Ut ra-
jaletal

Infrarrojo Microondos Onda Corta, Onda Larga

t
1pm 1 rm Elu.m 1 mm 1m 1km

Longitud de Onda,
UU=B & -4

Figura 2. Espectro electromagnético (http://www.ideam.gov.co/radiacion.htm)
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La luz ultravioleta a su vez se subdivide en tres zonas: UV-A, UV-B y UV-C
(Bouzas, 2003).

La zona UV-C, conocida como radiacion germicida o radiacion ultravioleta
corta, se encuentra entre los 200 y 290 nm (Bouzas, 2003). Este tipo de
radiacion es absorbida por las capas atmosféricas, por lo que no incide en la
superficie terrestre, sin embargo puede producirse por fuentes ultravioletas

artificiales y ser perjudicial para la piel (Garcia, 1998).

La zona UV-B, se encuentra entre las longitudes de onda comprendidas entre
los 290 y 320 nm. Se le conoce como la radiacién de quemaduras solares o
radiacion ultravioleta media (Bouzas, 2003). Esta es responsable de la
produccion de quemaduras de piel, eritema y edema, también estimula la
pigmentacién ya que penetra en la epidermis hasta la capa basal e induce la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS) (Garcia, 1998).
Representa el 0.1% de la radiacion electromagnética que alcanza la tierra, pero
su energia es 100 veces mas eficaz para producir eritema que la UV-A y causa
dafo directo en el ADN (Bouzas, 2003).

La zona UV-A, denominada radiacion ultravioleta de onda larga, tiene
longitudes de onda comprendidas entre 320 y 400 nm con un punto maximo en
los 340 nm. Este tipo de radiacion puede penetrar a las capas mas profundas
de la piel que son la dermis y la hipodermis. Es la zona responsable del
bronceado directo de la piel sin inflamacion preliminar, producida por la
fotooxidacion de la melanina presente en la capa superior de la piel, también
produce un eritema débil y produce en mayor concentracion EROS que la UV-
B, incluyendo el radical superéxido y el peréxido de hidrégeno (Halliday, 2005).
Este tipo de radiacion tiene una mayor longitud de onda y por tanto su energia
es menor. Representa el 4.9% de la radiacion solar que llega a la tierra
(Bouzas, 2003).
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2.2.1 Efectos de la RUV

Las respuestas bioguimicas a la radiacion UVB en la piel incluyen cambios en
la sintesis de ADN, ARN, aumento en las proteinas, en las actividades
enzimaticas, disrupcidon de lisosomas y generacion de mediadores de

inflamacion (Fitzpatrick, 2005).

La inflamacién es la respuesta tisular se caracteriza por el aumento de flujo
sanguineo y paso de leucocitos al tejido, el cual produce tumefaccion,
enrojecimiento, aumento de la temperatura, dolor y pérdida de la funcién
(Delves y col., 2008).

Los efectos que la radiacion UV produce sobre la piel, pueden ser de dos tipos:
a) efectos agudos como las quemaduras solares, la fotoinmunosupresién y las
reacciones fotosensibles; b) efectos cronicos como el fotoenvejecimiento y la

fotocarcinogénesis (Pathak, 1986).

a) Agudos. Las quemaduras solares, también conocidas como eritemas,
son causadas por una lesion temporal en la epidermis debido a la destruccién
de células de la capa celular espinosa de la piel. También el dafio es
provocado por la desnaturalizacion de sus componentes proteinicos, que
provoca la liberacién de sustancias similares a la histamina que generan una
dilatacién en los vasos sanguineos, causando hinchazéon de la piel y estimula la
proliferacion de células basales. Las quemaduras se deben en un 98% a
efectos de la radiacion UV-B y 2% a la UV-A (Bouzas, 2003).

La fotoinmunosupresion es una consecuencia de la accion de la radiacion UV-B
sobre las defensas inmunoldgicas del organismo, dando lugar a enfermedades
recurrentes de la piel. Los efectos a largo plazo de la inmunosupresion inducida
por radiacion ultravioleta incluyen una posible proliferacion de células
anormales y en el desarrollo de alguna forma de cancer (Matsumura y

Ananthaswamy, 2004).
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Las reacciones fotosensibles son el resultado de cuando se ingieren o se esta
en contacto con algunos farmacos o productos naturales como los psoralenos y
se expone a la RUV, se manifiesta una reaccién alérgica como la fotodermatitis
(Bouzas, 2003).

b) Cronicos. El fotoenvejecimiento promueve cambios al proceso natural
del envejecimiento en las areas expuestas al sol. Se requieren muchos afios de
exposicion al sol para tener efectos notorios y es una de las consecuencias de
la sobre exposicion crénica a la radiacion UV-A (Wlaschek y col., 2001). Los
cambios mas importantes del fotoenvejecimiento se producen en la dermis, y
se caracterizan por la presencia de material basofilo en la dermis media y

superficial, fendmeno conocido como elastosis (Bouzas, 2003).

La fotocarcinogénesis es la suma de una serie de eventos bioquimicos
simultdneos y secuenciales que tienen como resultado el desarrollo del cancer.
Esta enfermedad se produce debido a que las células del organismo al perder
sus mecanismos normales de control de la reproduccion provocan un

crecimiento desordenado (Bouzas, 2003).

Las células de cancer se desarrollan a partir de células normales por un
proceso llamado transformacién. El primer paso en este proceso es la
iniciacion, en el cual un cambio en el material genético de la célula la prepara
para transformarse en cancerosa. Las mutaciones pueden ser ocasionadas por
un agente carcindégeno (quimicos, virus, radiacion, luz solar, etcétera). No todas
las células son igualmente susceptibles a estos agentes, pero una alteracion
genética o el efecto de algun otro agente, conocido como promotor, puede
aumentar la posibilidad de las células para convertirse en cancerosas. El
segundo paso en la carcinogénesis es la promocion, donde una célula que ha
iniciado su cambio se convierte en cancerosa. Finalmente se tiene un
crecimiento anormal del tejido, que da lugar a la formacion de un tumor que
puede ser benigno o maligno, a este proceso se le denomina progresion, donde

una célula con mutaciones acumula otra serie de dafios produciendo la
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alteracion de mecanismos moleculares que controlan la proliferacion celular
(Bouzas, 2003).

2.2.2 Fotoproteccion

Para evitar o reducir los efectos nocivos de la radiacién UV es necesario tomar
medidas de proteccién como evitar la exposicion prolongada en las horas de
mayor irradiacion (10 am a 3 pm), emplear ropa protectora como sombreros,
paraguas y lentes de sol, asi como administrar topicamente productos quimicos
gue aumenten las defensas naturales de la piel y el empleo de filtros solares
(Garcia, 1998).

Los filtros solares pueden clasificarse de acuerdo al tipo de proteccién que
ofrecen, como bloqueadores fisicos y absorbedores quimicos (Cancino, 1998;
Serpone y col., 2005).

Los blogueadores fisicos son sustancias que reflejan o dispersan la radiacién
ultravioleta, generalmente son monodxidos metalicos. Ejemplos de estos
blogueadores fisicos incluyen al oxido de zinc, didxido de titanio y petrolato
rojo. Este tipo de filtros se presenta en cantidades suficientes, van a reflejar
toda la radiacién UV, visible e infrarroja. Cominmente, se utilizan en conjuncion
con los absorbedores quimicos para aumentar la proteccién solar (Cancino,
1998).

Los filtros quimicos son fotoprotectores organicos que actlan absorbiendo la
radiacion UV-B (Cancino, 1998). Son generalmente compuestos aromaticos
conjugados con grupos carbonilo, que absorben la energia de fotones de las
radiaciones UV (Gasparro, 1997).

Los compuestos organicos con capacidad fotoprotectora pueden ser extraidos
de plantas, ya que estas contienen metabolitos secundarios que junto con otros
compuestos le brindan proteccion contra la radiacion ultravioleta. Un ejemplo

son los compuestos encontrados en las plantas del género Yucca.
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Del extracto metandlico de la Y. periculosa se han aislado estilbenos como el
resveratrol, el trans-3, 3°,5, 5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno (estilbeno
metoxilado) y el 4, 4’-dihidroxiestilbeno (Torres y col., 2003). Este tipo de
compuestos tienen dos anillos aromaticos conjugados lo que potencialmente

les brinda capacidad fotoprotectora.

2.3 Estilbenos

Los estilbenos son compuestos fendlicos formados por la condensacion del
acido p-hidroxicinAmico con tres moléculas de malonil coenzima A, mediante la
accion de la estilbeno sintetasa (Gorham, 1989; Frémont, 2000). Desempefian
un papel muy importante en las plantas, especialmente en el periodo de
transicion de albura a duramen; estos compuestos también pueden ser
producidos en respuesta a lesiones o a la colonizacion por patégenos

microbianos (Celimene y col., 2001; Torres y col., 2003).

Compuestos del tipo de los estilbenos han sido encontrados en muchas
familias de plantas, como Vitaceae, Gnetaceae, Polygonaceae, Liliaceae,
Moraceae y Cyperaceae. Este tipo de sustancias presentan diversos efectos
bioldgicos, que incluyen la actividad antioxidante, antifingica (Counet y col.,
2004; Ferré-Filmon y col., 2004), previenen el desarrollo de la aterosclerosis y
de enfermedades coronarias. Muchos estudios también han demostrado el
potencial quimiopreventivo para el cancer (Piacente y col., 2004; Afaq y col.,
2005), el cual se centra en revertir, detener o retrasar las etapas de la

carcinogénesis (Pezzuto, 2006).

2.3.1 Resveratrol
El trans-3,5,4"- tetrahidroxiestilbeno (resveratrol) es una fitoalexina natural que
se encuentra en las plantas como una respuesta defensiva contra las
infecciones por hongos y otros factores de estrés ambientales (Pezzuto, 2006).
Se encuentra presente en las uvas, cacahuates y en otras plantas (Dong, 2003;
Afaq y col., 2005).

11
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En la medicina tradicional japonesa y china, el resveratrol ha sido utilizado para
luchar contra la dermatitis, favus y gonorrea. En estas culturas, lo extraen de la
raiz de Polygonum cuspidatum, llamandolo Ko-jo-kon en japonés (Afaq y col.,
2005).

El resveratrol tiene propiedades antitumorales, anti-inflamatorias y
antioxidantes (Burns y col, 2002). Se ha empleado para tratar diversos tipos de
cancer como el de mama, de pulmoén, de prostata, pancreatico, etcétera. La
forma de su administracién y dosis son diversos, en la mayoria de los casos el
resultado ha sido la reduccion en el crecimiento de tumores, ademas de
prevenir la formacion y desarrollo de los mismos (Lin y Tsai, 1999; Gusman y
col., 2001; Athar y col., 2007).

Uno de los mecanismos moleculares propuestos para explicar las propiedades
quimioprotectoras del resveratrol es porque induce la activacion del p53 que es
un gen supresor tumoral, el cual desempeiia un papel importante en la

apoptosis y control del ciclo celular (Dong, 2003).

HO

N OH
HO

Figura 3. Estructura quimica del resveratrol
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2.3.2 Trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno
El trans-3, 3", 5, 5'-tetrahidroxi-4 -metoxiestilbeno (estilbeno metoxilado)
retarda el crecimiento y desarrollo del gusano Spodoptera frugiperda, insecto

considerado como plaga del maiz (Torres y col., 2003).

También se ha reportado que el estilbeno metoxilado tiene actividad
antiplaquetaria, reduciendo la agregacion de las plaquetas activadas con
trobina y ADP (Olas y col., 2002); disminuye la adhesion plaquetaria a la
colagena vy el fibrindbgeno (Olas y col., 2005); reduce las especies reactivas al
acido tiobarbitarico (Olas y col., 2003). También inhibe la carbonilacién de
proteinas y reduce la oxidacién de los grupos tiol, disminuye la lipoperoxidacién
y los dafios al ADN en plaguetas tratadas con compuestos de selenio y platino
(Olas y col., 2006).

OH

Figura 4. Estructura quimica del trans-3, 37, 5, 5"-tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno

2.3.3 Espectros de absorcién del resveratrol y del estilbeno metoxilado

Los espectros de absorcion en la regién ultravioleta del espectro
electromagnético del resveratrol (Figura 5) y del estilbeno metoxilado (Figura 6)
demuestran que sus picos maximos de absorcion (A max) (Cuadro 1), se

encuentran en la zona UV-B (280-320 nm) (Garcia, en proceso).
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Cuadro 1. Picos maximos de absorcion en la region UV-B (A max) del

resveratrol y estilbeno metoxilado

COMPUESTO

A méx. (nm) en

la region UV-B

Resveratrol

Estilbeno

metoxilado

305.5

316.0

Lo anterior indica que el resveratrol y el estilbeno metoxilado son sustancias

gue potencialmente tienen capacidad fotoprotectora. Por este motivo en el

presente trabajo se compar6 el potencial como filtros solares del trans-3,5,4"-

tetrahidroxiestilbeno y del trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno.
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3. HIPOTESIS

El resveratrol y el estilbeno metoxilado por presentar en su estructura quimica

dos anillos aromaticos que son capaces de absorber la luz UV-B pueden tener

capacidad fotoprotectora y asi disminuir la tasa de mortalidad de una

suspension bacteriana y evitar el dafio causado por la radiacién solar

ultravioleta en la piel de los cuyos.

4.1

4.2

4, OBJETIVOS
Objetivo general
Comparar en modelos biologicos la actividad fotoprotectora del trans-
3,5,4 - tetrahidroxiestilbeno (resveratrol) y del trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-
4’-metoxiestilbeno (estilbeno metoxilado).

Objetivo particulares

Evaluar in vitro la actividad fotoprotectora en la region UV-B del

resveratrol y del estilbeno metoxilado en un modelo bacteriano.

Determinar en conejillos de indias (cuyos) el factor de proteccién solar

(FPS) del resveratrol y del estilbeno metoxilado.

Estudiar histopatolégicamente los tejidos protegidos con las sustancias

fotoprotectoras y los no protegidos.

Comparar la formacion de células de quemadura en los tejidos

protegidos con resveratrol y estilbeno metoxilado.
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5. METODOLOGIA

El trans-3,5,4 -tetrahidroxiestilbeno (resveratrol) vy el trans-3,3",5,5"-

tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno (estilbeno metoxilado) fueron proporcionados

por el laboratorio de Fitoquimica de la UBIPRO de la FES Iztacala. La eficacia

de ambas sustancias como filtros solares se evalud de acuerdo a dos modelos:
e Proteccion utilizando bacterias.

e Proteccion utilizando animales (cuyos)
5.1 Fotoproteccion utilizando bacterias

El primer modelo utilizado fue el propuesto por Avila, 2002. En dicho modelo,
las suspensiones bacterianas fueron expuestas a la radiacion ultravioleta con y
sin proteccion. La RUV es letal para las células bacterianas por lo que se
puede determinar el efecto fotoprotector de los estilbenos al comparar la
constante de mortalidad (K) calculada a partir de curvas de sobrevivencia. La
bacteria que se utilizé Escherichia coli ATCC 25922.

Se preparar6 un inéculo con una concentracién aproximada de 10°
bacterias/ml. Se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos, la pastilla se
resuspendié en 100 ml de bufer de fosfatos (PBS) a pH 7, obteniendo de esta

forma la suspension bacteriana a irradiar.

Los estilbenos se colocaron en cubetas de cuarzo estériles a una
concentracion de 2.0 mg/ml. El control negativo fue metanol (MeOH), solvente

empleado para diluir las muestras a evaluar.

Las unidades experimentales se formaron al unir una cubeta de cuarzo con la
sustancia a evaluar y otra con la suspensién bacteriana. Una vez unidas, se
colocardn a 15 cm de una ldmpara de luz UV-B (312 nm Spectroline EB-280C)
y fueron irradiadas a diferentes tiempos. A esta distancia en dosis de
irradiacién de 0.60 Joule/cm? (medido con un radiémetro Spectroline DM-
300HA) con intensidad de campo de 130 Watt/m?.
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En los experimentos sin proteccidn, la suspension bacteriana fue irradiada
durante diez minutos. Se tomaron 9 muestras de 100 pl cada 30 segundos,
para realizar el conteo de microorganismos sobrevivientes mediante la técnica
de dilucién (Eisenstadt y col., 1994). En los experimentos con proteccion, los
tiempos de irradiacion fueron de 2.5, 5, 10, 15, 30, 60 y 90 minutos. Las

muestras se tomaron en cada uno de los tiempos de irradiacion (Figura 7).

Los resultados se expresaron graficando el logaritmo del numero de
sobrevivientes con relacién al tiempo de irradiacién haciendo una curva de

sobrevivencia. Se realizaron nueve repeticiones por cada experimento.

El andlisis estadistico entre los tratamientos se determind mediante la prueba

de t para hacer la comparacién de pendientes.

Figura 7. Esquematizacion de la metodologia para la irradiacion de E. coli con
luz UV-B
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5.2 Fotoproteccién utilizando animales (cuyos)

El segundo modelo propuesto por Bissett y col., 1989, permitié determinar en el
dorso de los cuyos con y sin proteccion el factor de proteccion solar (FPS) y de
realizar un estudio histopatolégico para comparar el dafio producido por la
RUV-B en los diferentes tratamientos.

Los tratamientos consistieron en tres grupos con cinco cuyos hembras de la
cepa Hartley, cada uno con un peso aproximado de 500 g. El primer grupo
recibi6 la aplicacion tépica de 0.2 g de gel Soavence forte que se utiliz6 como
vehiculo en los siguientes tratamientos, en cada una de las ventanas de
exposicion. Al segundo y tercer grupo se les aplico topicamente 2 mg/cmz
de trans-3, 3,5, 5-tetrahidroxi-4-metoxiestilbeno y del resveratrol en el

vehiculo ya mencionado respectivamente.

5.2.1 Determinacion del FPS en piel de cuyos

Las zonas dorsales de los cuyos (hembras peso promedio de 500 g) se
afeitaron con una rasuradora eléctrica y se depilaron empleando una crema
depiladora Veet para piel sensible. Posteriormente, se lavd la zona depilada.
Después de 24 horas, la piel de la zona dorsal de cada cuyo se cubrié dejando
ventanas de exposicion de 2 cm? donde se aplicaron 2 mg/cm? de las
sustancias a evaluar o del vehiculo (resveratrol, estilbeno metoxilado vy
Soavence forte). Las ventanas de exposicion se prepararon con cinta adherible

y papel aluminio, tres de cada lado de la zona de la espina dorsal.

El lapso de tiempo entre el tratamiento topico y la irradiacion con luz UV-B fue
de aproximadamente de 15 minutos. Los animales se colocaron en sujetadores
a 15 cm de separacion de la lampara de luz UV-B (312 nm, Spectroline EB-
280C). La energia de irradiacion a esta distancia es de 0.60 Joule/cm?
(intensidad de campo 130 watt/m?) calculada con un radiémetro calibrado
(Spectroline DM-300HA).
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Los animales se irradiaron a diferentes lapsos de tiempo (20, 80, 100, 120,
140 minutos). Concluido cada tiempo se cerré la ventana de exposicion

correspondiente (Figura 8).

La formacion del eritema (enrojecimiento en cuatro puntos) se evalué 24 horas
después del experimento, usando como referencia la piel adyacente no
expuesta del animal y la del grupo testigo. El valor de 1 DEM (dosis
eritematogénica minima) que corresponde al tiempo de irradiacién que provoca
enrojecimiento detectable en el area expuesta, se determiné previamente y

corresponde a 20 minutos de exposicion a la dosis antes mencionada.

El factor de proteccion solar se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

FPS = Dosis de UV que provoca 1 DME con proteccion

Dosis de UV que provoca 1 DME sin proteccion

Figura 8. Esquematizacion de la metodologia para la irradiacion de cuyos con
luz UV-B
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El andlisis estadistico entre los tratamientos se determind mediante la prueba

no paramétrica de Mann-Whitney.

5.2.2 Estudio histopatolégico

A partir de los experimentos para la determinacién del FPS de cada una de las
sustancias se tomaron biopsias de aproximadamente 25 mm? del &rea no
expuesta a la RUV sin vehiculo y con vehiculo, de la dosis eritematogénica,

una anterior (suberitematogénica) y una posterior (hipereritematogénica).

Las muestras se conservaron en formaldehido al 10% en buffer de fosfatos
0.1M pH 7 durante 24 horas. Posteriormente, fueron procesadas segun la
técnica histolégica estandar para incluir las muestras en parafina y realizar
cortes histologicos a 5um (Elenitsas y col., 1997). Los cortes se tifieron con

eosina y hematoxilina (Apéndicel).

El estudio histopatolégico consisti6 en la evaluacion de los cambios
degenerativos y necréticos asi como la ausencia o presencia del estrato
corneo, hiperqueratosis, ortoqueratosis, paraqueratosis, atrofia del epitelio,
hiperplasia, acantdlisis, disqueratdsis, espongiosis (Cuadro 2) a nivel de la
epidermis. De la dermis se evaluaron los cambios infamatorios como edema,
infiltrado inflamatorio y el nimero de células de quemadura. El diagndstico se
baso en lo reportado para quemadura por irradiacion de luz UV-B de tipo agudo
comparandolo con el tejido de piel de cuyo sin proteccion con relacion a los
tejidos protegidos con las sustancias fotoprotectoras (Lowe y Friedlander, 1997;
McGregor y Hawk, 2001).
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Cuadro 2. Descripcion de dafios que puede tener la epidermis por efecto de la
RUV (Fitzpatrick, 2005).

DANO EXPLICACION

Hiperqueratosis Engrosamiento del estrato cérneo

_ Estrato cérneo puede parecer cualitativamente similar a
Ortoqueratosis ,
la capa espinosa normal

. Cornificacion defectuosa y acelerada que conduce a la
Paraqueratosis ., , L . PRI
retencion de nucleos picnéticos de células epidérmicas

Acantdlisis Perdida primaria de cohesion de las células epidérmicas

_ o Cornificacion prematura de células individuales en las
Disqueratosis ) ) _
capas viables de la epidermis

o Pérdida secundaria de cohesion entre células por flujo
Espongidsis

tisular en la epidermis

5.2.3 Conteo de células de quemadura

Las células de quemadura se derivan de los queratinocitos dafiados y
representan células en un proceso apoptotico con citoplasma hialino
eosinofilico, ndcleo picnético y estdn adyacentes a células aparentemente
normales. Para cuantificar las células de quemadura se utilizé el objetivo 40x y
se contd en 10 campos en forma aleatoria por corte, se realizo el estadistico de
Mann-Whitney para saber si entre las sustancias habia diferencia significativa

en la produccion de estas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Proteccidn utilizando bacterias
Este modelo se realiz6 para determinar si los estilbenos protegian a un sistema
biolégico de la muerte celular provocada por luz UV-B, los experimentos se

realizaron con poblaciones similares de la bacteria Escherichia coli.

Se evalud el efecto fotoprotector del resveratrol y del estilbeno metoxilado, asi
como una poblacion de bacterias sin proteccion, cabe destacar que como se
describi6 en la metodologia, en los experimentos sin proteccion se utilizd

Unicamente metanol (Avila, 2002).

Log. del # de sobrevivientes

U T T T T 1
0 i 4 ] 8 10 12

Tiempo (minutos) y =-0.7604x + 7.0902
R2=0.9483

Figura 9. Efecto letal de la luz UV-B sobre E. coli sin proteccion (MeOH)

En la figura 9 se observa como la RUV-B provoca la muerte de toda la poblacion

bacteriana a los 10 minutos de exposicion sobre E. coli sin proteccion.
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A diferencia de los experimentos sin proteccion, en la figura 10 se observa que el
resveratrol protege a la poblacion de E. coli del efecto letal de la radiacion
ultravioleta puesto que la muerte de la poblacion ocurre hasta los 60 minutos.
Aunado a lo anterior, el estilbeno metoxilado protegié a las poblaciones
bacterianas hasta un intervalo de 30 a 60 minutos, alcanzando la mortalidad de
toda la poblacién a los 90 minutos (Figura 11). En ambos casos la forma de las
curvas fue similar a la reportada en la literatura cuando se utiliza la luz UV-B como

agente bactericida (Davis y Dulbecco, 1996).

Log. del # de sobrevivientes
= n

»

U T T # T 1

0 20 40 60 80 100
Tiempo (minutos) y=-0.0991x + 7.6945
R2=0.9371

Figura 10. Efecto fotoprotector del resveratrol en una poblacién de E. coli expuesta
a la RUV-B
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Log. del # de sobrevivientes
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Tiempo (minutos) y=-0.0714x+ 7.7087
R2=0.8491

Figura 11. Efecto fotoprotector del estilbeno metoxilado en una poblacion de E.
coli expuesta a la RUV-B

Al hacer la prueba de t para encontrar las diferencias estadisticamente
significativas entre las pendientes (K) se encontré que el estilbeno metoxilado
(t=2, P=0.046) protege mas tiempo a las bacterias de la radiacién UV-B que el

resveratrol.

En la Figura 12 observamos que la curva de supervivencia bacteriana sin
proteccion, solo con MeOH, es una curva de impacto Unico, ya que viene dada por
la accidbn de un uUnico cambio que afecta una estructura fundamental del
microorganismo. Las curvas de supervivencia del resveratrol y del estilbeno
metoxilado, son curvas de impacto mdultiple, ya que es necesario que se acumulen
varios dafios en estructuras celulares determinadas y que exista una disminucion
de la capacidad de reparacion del organismo para que el dafio sea letal en la
poblacion bacteriana (Davis y Dubelcco, 1996).
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La luz ultravioleta produce cambios fotoquimicos en las biomoléculas bacterianas
provocando la muerte celular. Se estima que la exposicion de un cultivo bacteriano
a la RUV produce la disminucion rapida de la poblacion debido a las alteraciones
directas en el material genético y la produccion de especies reactivas de oxigeno
las cuales reaccionan con otros componentes celulares (proteinas, lipidos, etc.)

alterando su funcién y contribuyendo al dafio celular.

Tanto el resveratrol como el estilbeno metoxilado son compuestos que contienen
anillos aromaticos conjugados con un grupo carbonilo en su estructura quimica,
por lo cual pueden absorber la RUV. Estas moléculas conjugadas contienen los
sistemas que permiten la deslocalizacion de electrones sobre la absorcion de un
fotdn de luz ultravioleta (Gasparro, 1997). Por ello, estos estilbenos son capaces
de absorber la RUV e impiden la muerte de la poblacidon bacteriana a diferencia de
lo obtenido en los experimentos sin proteccion donde la muerte celular ocurre a los

10 minutos de exposicion.

/|

Log. del # de sobrevivientes
] L) I on () | o Loa]
|I—I-i-|

S Y - L . \.W. . \wﬁ

0 20 40 60 80 100

L]
|

Tiempo (minutos)
—+— Resveratrol —=— NMetoxilado MeOH

Figura 12. Efecto letal de la luz UV-B sin proteccion (MeOH) y efecto fotoprotector
de los estilbenos (resveratrol y estilbeno metoxilado) en una poblacién de E. coli
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Avila en el 2002, determind que el etil-hexil.(p) metoxinamato (escalol), un filtro
solar comercial, protege de la muerte celular a la poblacién de E. coli, teniendo
una muerte bacteriana a los 60 minutos de exposicion a la RUV. Tanto el
resveratrol y el estilbeno metoxilado tienen capacidad fotoprotectora y podrian ser
utilizados como filtros solares, ya que el resveratrol protege al cultivo bacteriano
de manera similar que escalol y por ende el estilbeno metoxilado protege mas que

este filtro.

6.2 Proteccion utilizando animales (cuyos)

6.2.1 Determinacion del FPS en piel de cuyos
De acuerdo a lo reportado en Avila, 2002, en este modelo biolégico la dosis
eritematogénica minima (DEM), que es la dosis de irradiacion para producir

enrojecimiento detectable es de 20 minutos.
Los cuyos protegidos con resveratrol presentaron una DEM de 100 minutos y un

factor de proteccién solar (FPS) de 5, mientras que los cuyos protegidos con

estilbeno metoxilado tuvieron una DEM 108 minutos y un FPS de 5.4 (Cuadro 3).

Cuadro 3. DEM y FPS del resveratrol y del estilbeno metoxilado

Compuesto 1 DEM FPS
(min.)

Resveratrol 100 5

Estilbeno metoxilado 108 54
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Se realiz6 una prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar las
diferencias en la proteccion de los estilbenos. Se determiné que el resveratrol

confiere significativamente menor proteccion que el estilbeno metoxilado.

El eritema se ha empleado como marcador de dafio de la radiacion UV para
evaluar la capacidad fotoprotectora de diversas sustancias, debido a que se
detecta con facilidad y puede monitorearse a lo largo del tiempo (Rosen, 1997;
McGregor y Hawk, 2001).

La aparicién del eritema depende de la energia total administrada que puede
aumentar por el tiempo de exposicion o la intensidad de la radiacion, asi cuando
se aplica en la piel alguna sustancia con propiedades fotoprotectoras, el tiempo
necesario para producir eritema, aumenta, ya que la cantidad de energia que
penetra en la piel se ve reducida por los sustancias. Lo anterior lo pudimos
observar al aplicar el resveratrol y el estilbeno metoxilado en la piel de cuyo, de tal
forma que la DEM fue mas alta que en los cuyos sin irradiar (20 min) (Rosen,
1997).

No existen diferencias significativas en el FPS del escalol, resveratrol y el
estilbeno metoxilado. Debido a lo anterior se puede afirmar que las sustancias
evaluadas en el presente estudio tienen las mismas propiedades fotoprotectoras

que el filtro solar comercial.

6.2.2 Estudio histopatolégico

De acuerdo con el estudio histopatoldgico, la piel de cuyo normal (sin irradiar)
presenta un epitelio que consta de 4 estratos en 5 a 8 capas de células, células de
langerhans, la dermis laxa y la dermis densa, en donde se observa las glandulas

sebaceas, pelos, musculos erector de pelo y capilares (Figura 13y 14).
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F|gura 13 Fotomlcrografla de plel'de cuyo normal en la que se observa el a) estrato corneo, b)
epitelio, ¢) dermis laxa, d) dermis densa, €) musculo erector del pelo, f) pelo, g) glandula sebacea.
Tincion Hy E, 20x.

i - ”‘" 0 J\\ w
Figura 14. Fotomicrografia de piel de cuyo normal en la que se observa 5a8 capas de celulas en

el epitelio y sus estratos a) estrato corneo, b) estrato granuloso, c) estrato espinoso, d) estrato

basal o germinativo, e) célula de langerhans, f) dermis laxa. Tincién H y E, 200x.
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La piel de cuyo sin proteccién irradiada durante 20 minutos por la luz UV-B,
presenta una dermatitis severa difusa. Con infiltrados inflamatorios
representativos, mayormente neutréfilos y algunos macrofagos; congestion focal,
no se observa la diferencia de la dermis laxa y la densa; edema moderado a
severo multifocal; necrosis multifocal severa en el epitelio del pelo y en el musculo
erector del pelo; teniendo necrosis y apoptosis severa multifocal en el epitelio
(Figura 15).

Figura 15. Fotomicrografia de piel de cuyo irradiada durante 20 minutos con luz UV-B en la que se
observa una dermatitis severa difusa con a) infiltrados inflamatorios representativos, b) congestion,

¢) musculo erector con necrosis. Tincion H y E, 100x.

En la piel de cuyo sin proteccion irradiada por 40 minutos por RUV-B, se observa
una dermatitis severa difusa. Con edema severo difuso; infiltrados inflamatorios
representativos, neutrdéfilos; congestion multifocal; necrosis en el epitelio del pelo
de manera severa y difusa; necrosis difusa severa en el masculo erector del pelo;

necrosis y apoptosis severa difusa en el epitelio (Figura 16).
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Figura 16. Fotomicrografia de piel de cuyo irradiada durante 40 minutos con luz UV-B en la que se
observa una dermatitis severa difusa con a) apoptosis, b) necrosis en el epitelio, ¢c) edema severo

difuso, d) necrosis en el musculo erector. Tinciéon H y E, 50x.

En la piel de cuyo expuesta a la RUV-B durante 80 minutos y protegida con
resveratrol no presentd eritema visible a las 24 horas de haber sido expuesto a la
luz. Sin embargo, en el estudio histopatolégico se observé una dermatitis leve.
Con edema leve multifocal; infiltrados inflamatorios escasos, neutrofilos;

presentando necrosis leve focal en el epitelio de la vaina del pelo (Figura 17).

En los cortes de piel de cuyo protegidos con resveratrol irradiada con luz UV-B
durante 80 minutos y 100 minutos que presentaron eritema visible a las 24 horas
después de irradiar, se observa una dermatitis leve a moderada difusa. Con
necrosis leve a moderada multifocal, disqueratosis multifocal, espongiodsis leve
focal y gran cantidad de cuerpos apoptoticos (células de quemadura) en el epitelio;
edema leve difuso; infiltrado inflamatorios leves, neutrdéfilos; congestion focal leve;

atrofia y necrosis multifocal en el musculo erector de pelo; necrosis moderada
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multifocal del epitelio de pelo; célula sebacea con cambios degenerativos de

manera focal (Figura 18 y 19).

En una dosis posterior a la DEM en los animales protegidos con el resveratrol, es
decir a los 120 minutos de haber sido irradiados con luz UV-B, la piel de cuyo
presenta una dermatitis moderada difusa. Con espongidsis moderada, necrosis
moderada multifocal y gran cantidad de células de quemadura; edema moderado
difuso; infiltrados inflamatorios representativos, neutréfilos; necrosis severa
multifocal en el epitelio de pelo; necrosis severa y atrofia en el masculo erector de

pelo (Figura 20).

Figura 17. Fotomicrografia de piel de cuyo protegida con resveratrol irradiada durante 80 minutos
con luz UV-B, sin eritema visible a las 24 hrs, después de exposicién, en la que se observa una
dermatitis leve, presentando a) edema leve multifocal, b) necrosis leve focal en el pelo. Tincion H y
E, 50x.
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Flguré 18. Fbtommrograﬂa deplel de cuyo proteglda con resveratrol |rra|da durante 80 minutos
con luz UV-B, en la que se observa una dermatitis leve a moderada difusa presentando a)
espongiésis, b) células de quemadura, c) necrosis moderada multifocal en el epitelio de pelo.
Tincién Hy E, 50x.

.d“‘f

Figura 19. Fotomlcrografla de p|el de cuyo proteglda con resveratrol |rrad|ada durante 100 minutos

con luz UV-B, en la que se observa una dermatitis leve a moderada difusa presentando a)

congestion, b) atrofia y necrosis del musculo erector de pelo. Tincion H y E, 100x.
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: y
Figura 20. Fotomicrografia de piel de cuyo protegida con resveratrol iradiada durante 120 mlnutos

con luz UV-B, en la que se observa una dermatitis moderada difusa presentando a) espongidsis, b)
edema moderado difuso, c) necrosis en el epitelio de pelo, d) atrofia y necrosis en el musculo

erector de pelo. Tincién H y E, 50x.

En los cortes de cuyo expuestos a la RUV-B durante 80 minutos y protegidos con
estilbeno metoxilado, no presentaron eritema visible a las 24 horas de haber sido
expuestos a la radiacion. Presentaron en el estudio histopatolégico estos
animales presentaron una dermatitis leve difusa. Con atrofia moderada difusa y
necrosis moderada focal en el epitelio; atrofia del musculo erector de pelo; células
sebaceas con cambios degenerativos; edema moderado multifocal; infiltrados

inflamatorios leves, neutrdéfilos; estrato corneo disgregado leve difuso (Figura 21).

La piel de cuyo protegida con estilbeno metoxilado irradiada con luz UV-B durante
100 y 120 minutos presentd eritema visible a las 24 horas después de irradiar e
histolégicamente se observa una dermatitis leve a moderada difusa. Con necrosis
leve a moderada multifocal, espongiésis leve focal, disqueratosis multifocal y
células de quemadura moderadas de forma multifocal en el epitelio; edema
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moderado multifocal; infiltrado inflamatorios leves, neutrofilos; congestion leve
focal; atrofia y necrosis multifocal en el musculo erector de pelo; necrosis
moderada multifocal del epitelio de pelo; célula sebacea con cambios

degenerativos focalizados; estrato corneo disgregado (Figura 22 y 23).

A los 140 minutos de haber sido irradiados con RUV-B, una dosis posterior a la
DEM en los cuyos protegidos con el estilbeno metoxilado, la piel de cuyo a nivel
histolégico presenté una dermatitis moderada multifocal. Con atrofia moderada a
severa, espongiosis moderada multifocal, necrosis moderada multifocal y gran
cantidad de células de quemadura en el epitelio; edema moderado difuso;
infiltrados inflamatorios representativos, neutréfilos; congestion moderada;
necrosis severa multifocal en el epitelio de pelo; necrosis severa y atrofia en el

musculo erector de pelo; estrato corneo disgregado moderado difuso (Figura 24).

Figura 21. Fotomicrografia de piel de cuyo protegida con estilbeno metoxilado irradiada durante 80
minutos con luz UV-B, sin eritema visible a las 24 hrs, después de exposicion, en la que se observa
una dermatitis leve difusa, presentando a) estrato cérneo disgregado, b) edema moderado
multifocal, c) necrosis moderada focal, d) atrofia en el epitelio. Tincion H y E, 50x.
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b i’ w Il

Figura 22. Fotomlcrografla de piel de cuyo proteglda con estilbeno metoxnado |rrad|ada durante
100 minutos con luz UV-B, en la que se observa una dermatitis leve a moderada difusa
presentando a) estrato cérneo disgregado, b) disqueratésis, c) células de quemadura, d) atrofia y

necrosis en el musculo erector de pelo, e) infiltrado inflamatorio, neutréfilos. Tincion H y E, 100x.

‘ct

Figura 23 Fotomlcrografla de piel de cuyo proeglda con estilbeno metoxilado irradiada durante

120 minutos con luz UV-B, en la que se observa una dermatitis leve a moderada difusa
presentando a) estrato cérneo disgregado, b) espongidsis, c) células de quemadura, d) edema

moderado multifocal. Tincién H y E, 100x.
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Figura 24. Fotomicrografia de piel de cuyo p‘rotegida con estilbeno metoxilado irradiada durante
140 minutos con luz UV-B, en la que se observa una dermatitis moderada multifocal, presentando
a) atrofia en el epitelio, b) congestion, c) atrofia y necrosis del musculo erector de pelo, d) infiltrado

inflamatorios, neutréfilos. Tincién H y E, 50x.

En los cortes histolégicos de los animales irradiados sin proteccion se observo un
dafo severo en el epitelio debido a la necrosis. Cabe resaltar que a diferencia de
lo anterior, en los animales protegidos con el estilbeno metoxilado y el resveratrol

presentaron menos dafio histolégico en el epitelio y en la dermis.

En los tejidos protegidos con resveratrol y estilbeno, se observa que una dosis
antes de que se forme el eritema visible, existen signos de un proceso inflamatorio
leve como es el edema y los infiltrados inflamatorios celulares, siendo una
respuesta para limitar o contrarrestar el dafio causado por la RUV-B (Delves y
col., 2008).
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En la dosis de irradiacion después de haberse formado el eritema visble en la piel
con ambos estilbenos, el dafio no es tan grave como en el tejido no protegido. Lo
anterior nos demuestra que la capacidad fotoprotectora de las sustancias
disminuye conforme se aumenta el tiempo de exposicion a la RUV. Este fenbmeno
se presenta en varios filtros solares comerciales como el escalol y el padimato-O

(Gasparro, 1997; Serpone y col., 2005).

6.2.3 Conteo de células de quemadura

El resveratrol tiene una media de 5.48 células de quemadura por 10 campos
observados y el estilbeno metoxilado tiene una media de 8.46 células (Figura 25),
habiendo una diferencia estadisticamente significativa en su produccion de

acuerdo con la prueba de Mann-Whitney.

Resveratrol Estilbeno metoxilado

Figura 25. Media del conteo de células de quemadura en piel de cuyo protegida
por resveratrol y estilbeno metoxilado irradiada por luz UV-B
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Al tener una media mayor de células de quemadura el estilbeno metoxilado
protege mas que el resveratrol de los dafios agudos producidos por la RUV. Las
células de quemadura o células disqueratdsicas tienen nucleo picnético y
citoplasma eosinofilo (Lowe y Friedlander, 1997). Este tipo de células
aparentemente aparecen dentro de los primeros 30 minutos de exposicion a la luz
UV-B y con un pico maximo entre las 24 a las 48 horas, posteriormente éstas
forman una banda suprabasal a las 72 horas (Cortes, 2006). Las células de
guemadura derivan de los queratinocitos dafiados que experimentan apoptosis
(Middelkamp-Hup y col.,, 2004) como mecanismo protector contra los efectos

carcinogénicos de la RUV (Laethem y col., 2005).
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7. CONCLUSIONES

El resveratrol y el trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno protegen a

las bacterias del efecto letal de la RUV-B.

El trans-3,3°,5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno presento mayor efecto
protector que el estilbeno, protegiendo por mayor tiempo la irradiacién UV-B
a las bacterias.

El resveratrol y el trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno tienen un
FPS similar al escalol (filtro comercial), protegiendo aproximadamente 100

minutos de la formacion del eritema.

El resveratrol y el trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno protegen a

la piel del dafio inducido por la RUV-B a nivel histolégico.

La aplicacion tépica del trans-3,3",5,5 -tetrahidroxi-4"-metoxiestilbeno
(estilbeno metoxilado) genera una mayor produccion de células de

guemadura que el resveratrol.
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APENDICE 1

TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Bello (2009)

La tincion de Hematoxilina-Eosina se trata de una coloracién donde se establece

un contraste entre los dos colorantes para poner de manifiesto estructuras de

diferente composicion quimica.

Método

DESPARAFINAR

1.- Xilol1 - 5 minutos
2.- Xilol 2 - 5 minutos
HIDRATAR

3.-  Alcohol etilico absoluto -

4.-  Alcohol etilicoal 90 % 1 -
5.-  Alcohol etilicoal 90 % 2 -
6.-  Alcohol etilico al 80 % -
7.-  Alcohol etilico al 70 % -

8.-  Agua corriente -
TINCION
9.- Hematoxilina de Harris -

10.- Agua corriente -
11.- Alcohol &acido al 1 % -
12.- Agua corriente -
13.- Agua amoniacal -
14.- Agua corriente -

15.- Eosina -

3 minutos
3 minutos
3 minutos
3 minutos
3 minutos

3 minutos

5 minutos
segundos
segundos
segundos
segundos
segundos

4 minutos
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DESHIDRATAR

16.- Alcohol etilico al 96 % - 30 segundos
17.- Alcohol etilico absoluto 1 - 4 minutos
18.- Alcohol etilico absoluto 2 - 4 minutos
ACLARAR

19.- Xilol1 - 5 minutos

20.- Xilo2 - 5 minutos

MONTAJE

21.- Montaje con resina histolégica
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