morfo\drtual 2do Congreso virtual de Ciencias Morfoldgicas
2014 2da Jornada virtual de la Catedra Santiago Ramén y Cajal

CREMA DEL VIMANG CON ACTIVIDAD ANTI-FOTOENVEJECIMIENTO. I-
EVALUACION HISTOPATOLOGICA UTILIZANDO UN MODELO IN VIVO

Angel R. Concepcion Alfonso*, Roberto de la Pefia Pino, Rall Fernandez Regalado, René Delgado.
Instituto de Ciencias Basicas y preclinicas “Victoria de Giréon”, ISCMH, MINSAP, CUBA.
Calle 146 y ave 31, Cubanacan, Playa, La Habana. Telf: 208 48 77. E-mail:

aconce@giron.sld.cu

Resumen

Es conocido que el envejecimiento cutaneo esta influenciado por factores endégenos y exdégenos.
Entre los factores exdgenos, la radiacion ultravioleta (RUV) es la mas dafiina de todas, porque
provoca fotoenvejecimiento. El dafio mas significativo ocurre en las fibras colagenas y elasticas,
los fibroblastos, las células del sistema inmune cutaneo, la microvasculatura y el estrato
epidérmico. La destruccién de los elementos constitutivos de la piel esta relacionada con la
generacion de especies reactivas de oxigeno a este nivel, lo cual ha sido contrarrestado con
diferentes tratamientos.

Por estudios in vitro e in vivo es conocido que el VIMANG posee propiedades antioxidantes.
Tomando en cuenta estos antecedentes, se decidi6 evaluar una crema del VIMANG, mediante
métodos histopatolégicos en un modelo animal.

Se utilizaron ratones Balb/c/Cenp, machos, de 25 gramos de peso y depilados en el lomo e
irradiados con luz UVB, que provoca un envejecimiento agudo.

Los animales fueron separados en los siguientes grupos: grupo | depilado; grupo Il depilado e
irradiado; grupo Ill depilado, irradiado y tratado con una crema neutra; grupo IV depilado,
irradiado y tratado con una crema del VIMANG.

El tratamiento fue realizado dos veces al dia, durante cinco dias, sobre el lomo de los ratones. Se
utiliz6 el método de eutanasia por traccidon cervical. Las muestras del lomo fueron procesadas
mediante técnicas histopatolégicas

Fue observado entre otros, regeneracion de las fibras coldgenas y elasticas en los grupos tratados
con la crema del VIMANG.

Los resultados muestran que la crema del VIMANG posee efectos regeneradores de la piel.
Palabras clave: Crema del VIMANG, irradiacion UVB, fotoenvejecimiento, evaluacion

histopatolégica.
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INTRODUCCION

El Envejecimiento consiste en una pérdida progresiva de la capacidad homeostatica del
organismo, manifestada en una reduccion de sus funciones y un aumento de la
vulnerabilidad a las enfermedades [1,2].

Especificamente en el envejecimiento cutaneo intervienen tanto factores endégenos como
exogenos [3]. Dentro de estos ultimos, las radiaciones ultravioletas (RUV) son las mas
dafiinas, provocando el llamado fotoenvejecimiento [4].

Se ha estudiado en modelos bioldgicos el efecto del fotoenvejecimiento utilizando luz UV y
se ha observado que la destruccion de diferentes elementos constitutivos de la piel, esta
relacionado con la generacion de Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) a ese nivel, lo cual
ha sido contrarrestado con diferentes tratamientos [5,6]. Los dafios mas significativos
producidos por efecto de la exposicién a los rayos UV, ocurren en las fibras colagenas, fibras
elasticas, los fibroblastos, las células inmunes cutaneas y el estrato epidérmico [7].

Por otra parte existen inquietudes acerca de la peligrosidad para la salud, de algunos
componentes artificiales utilizados en la elaboracion de los cosmeéticos, incluidos los de
proteccién solar, a la vez que se hace mayor la demanda de cosméticos naturales [8].
Partiendo de estos antecedentes y de los estudios in vitro e in vivo del Vimang (producto
natural obtenido del &rbol Mangifera indica), del cual se sabe posee propiedades
antioxidantes [9-12]; se decidié evaluar la capacidad regeneradora de una crema formulada
empleando el Vimang como principio activo, con posible actividad anti-fotoenvejecimiento,
aplicada en ratones expuestos a los efectos de la luz UVB, evaluando parametros

histopatoldgicos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 40 ratones Balb/c/Cenp (ratones Balb/c del Centro de producciéon de animales
de laboratorio de Cuba), machos, de 25 g de peso, mantenidos en una sala a 22 + 2° C; con
ciclo de iluminacién artificial 11-13 horas. Los ratones recibieron 4 gramos de pienso para
ratones 1000 CMO ALYco Cenp per capita, diariamente y agua ad libitum en botellas de
250mL; se alojaron en cajas colectivas de policarbonato diseflada para la especie, a razén
de 10 animales por caja.

Los ratones se mantuvieron 72 horas de reposo antes del comienzo del proceso
experimental, posteriormente fueron depilados en el dorso, manteniéndolos 72 horas mas,
para detectar cualquier dafo que pudiera haber provocado la crema depilatoria. A

continuaciéon se expusieron a las irradiaciones de una fuente de luz UVB (4 Dosis Eritemal



Minima), durante media hora de exposicion a una distancia de 60 cm. para provocar
alteraciones de los diferentes elementos constitutivos de la piel, que semejan un
envejecimiento agudo.
Los ratones fueron distribuidos en 4 Grupos:
I. Depilado no irradiado.

Il. Depilado e irradiado.

I11. Depilado, irradiado y frotado con la crema neutra (sin principio activo).

IV. Depilado, irradiado y frotado con la crema del VIMANG.
Se aplico el tratamiento solo a los Grupos IlIl (crema neutra) y IV (crema del VIMANG);
estas cremas fueron elaboradas en el Centro de Quimica Farmacéutica (se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C en frascos plasticos herméticamente cerrados hasta su empleo), la
dosificacion y esquema de tratamiento fue aproximadamente un gramo de la crema, frotada
sobre el dorso de los animales (area de 0,5 cm?), dos veces al dia (0,5 g cada vez), durante
cinco dias. Concluido el experimento a todos los ratones se les practicé la eutanasia por
dislocacioén o traccién cervical, previamente sedados con Tiopental 50 mg/Kg, IP.
Se tomaron muestras de piel del dorso para el procesamiento histopatolégico (técnica de la
parafina); se hicieron cortes a 6um y coloracibn con Hematoxilina-Eosina, Van Gieson y
Verhoeff, realizdndose las observaciones histopatoldégicas mediante un microscopio binocular
Olympus, de fabricacién Japonesa.
Para la evaluacion histopatoldgica se confecciond una tabla con los resultados cualitativos
observados y un gréafico de barras donde se expresa la medida del grosor de la epidermis,
empleandose el programa SPSS para ejecutar un ANOVA y aplicar el test de Bonferroni para

comparaciones binarias con un nivel de significacion p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los animales del Grupo | no se observaron alteraciones histopatoldgicas (tabla 1, figuras
1y2).

En los animales de los Grupos Il y Il (tabla 1, figura 1 y 2), se encontraron alteraciones
tales como acantosis e hiperqueratosis, que conjuntamente con otros factores, impiden el
paso del agua transepidérmica. Estd demostrado que el déficit de agua va ocasionando en la
piel una apariencia seca, arrugada y escamosa [13] y que la irradiacion UVB provoca
proliferacion de los queratinocitos e hiperplasia de la epidermis [14,15]. Obsérvese que en
el Grupo IV tratado con la crema del VIMANG, estas patologias disminuyen o desaparecen

(tabla 1, figuras 1y 2).



Respecto a las alteraciones vasculares como congestion y hemorragia, fueron severas en el
grupo depilado e irradiado (Grupo Il). Los rayos UV y las radiaciones causan también la
formacion de radicales libres, los cuales inactivan o destruyen los fosfolipidos; esta
peroxidacion lipidica resultante parece estar relacionada con ciertas enfermedades
inflamatorias, lo que justifica el efecto de esta crema, por su actividad antiinflamatoria [16].
En los fendmenos de envejecimiento de la piel, intervienen los procesos de degradacion de
las fibras colagenas [13] y de las fibras elasticas [17]. Estos procesos se aceleran en caso
de un severo fotoenvejecimiento, ya que la accion de los rayos UV afecta el funcionamiento
de los fibroblastos, células productoras de estas fibras [17]. Por ello la destruccion y
desorganizacion de las fibras colagenas, unido a las alteraciones de las fibras elasticas,
observadas en los Grupos Il y Ill constituyen una evidencia clara de que los animales de
ambos Grupos sufrieron un severo fotoenvejecimiento. En diferentes estudios morfologicos
realizados, se ha demostrado que bajo la influencia de la luz UV se destruye el colageno y

aumenta el numero de las fibras elasticas, produciendo la llamada elastosis solar [17,18].

CONCLUSIONES

Los resultados histopatolégicos obtenidos, indican que la crema del VIMANG utilizada, posee
efectos positivos sobre la piel, con recuperaciéon de las fibras coldgenas, elasticas y demas
elementos constitutivos de la piel en su conjunto; lo cual sugiere que presenta actividad
antifotoenvejecimiento.
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ANEXOS

Tabla 1: Relaciéon de los dafios histopatoldgicos del experimento con ratones Balc/Cenp.

GE | AC HI HE 1 CO | DFC | DFE
| - - - - - - -
I | +++| +++ [ +++ | +++ | +++ | +++ | +++
Hnr | +++ + + +++ | +++ ++ | +++ | +++
v + + + + + + +

Criterio: (-) NORMAL; (+) LEVES; (++) MODERADOS; (+++) SEVEROS.

GE:

l.
1.
I
V.

Grupos Experimentales.

Grupo depilado.

Grupo depilado irradiado sin crema.

Grupo depilado irradiado tratado con crema neutral.

Grupo depilado irradiado tratado con crema Vimang.

Patologias especificas:

AC-

Acantosis; HI- Hiperqueratosis; HE- Hemorragia; Il-Infiltrado Inflamatorio; CO-

Congestion; DFC- Dafos a las fibras colagenas; DFE- Dafios a las fibras elasticas.
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Figura 1. Grosor de la epidermis en los diferentes grupos.
I. Grupo depilado.
I1. Grupo depilado irradiado sin crema.
I11. Grupo depilado irradiado tratado con crema neutral.
IV. Grupo depilado irradiado tratado con crema Vimang.
Valores de la Media + SD; letras superiores diferentes indican diferencias significativas para

p<0.05 (Test de Bonferroni).

Fig. 2. Cortes de piel. Coloraciéon H-E.

De izquierda a derecha: control, irradiada (al centro) e irradiada y tratada con la crema del
vimang. 1-Epidermis 2- Dermis. Observe la acantosis de la epidermis en la irradiada y la
recuperacion en el caso de la tratada con vimang. La flecha indica un area de hemorragia.

Bar = 20 pm



