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RESUMEN. En el presente trabajo se evaliia el efecto fotobiologico del aceite de
Rosa Mosqueta (Rosa aff. rubiginosa L.), mediante la técnica de fotohemélisis mo-
dificada para un sistema de dos fases. Ademds se determina el grado de enrancia-
miento del aceite de Rosa Mosqueta, usando las técnicas de cromatografia y el test
del 4cido 2-tiobarbitirico (TBA). Los resultados indican diferencias significativas
entre los porcentajes de hemélisis y fotohemélisis, observindose una correlacién
entre la fotohemolisis y la descomposicién de los productos secundarios del aceite,
catalizada por la luz. Se postula la existencia de radicales libres, provenientes de la
lipoperoxidacién del aceite, como las responsables del efecto fotohemolitico ob-
servado.

SUMMARY. “Photobiological Study of Rosa Mosqueta Oil (Rosa aff. rubiginosa
L.)”. The photobiological effect of Rosa Mosqueta oil is evaluated by the photo-
hemolysis technique modified for a two phases system. Furthermore, the degree of
rancidity of Rosa Mosqueta oil is determined by gas chromatography and the tio-
barbituric acid (TBA) technique. Significant differences between hemolysis and
photohemolysis (in percentages) are obtained. A correlation between photohemo-
lysis and light catalyzed descomposition of oil sccondary products is observed. Free
radical species from the oil lipoperoxidation are postulated to be responsible of the

photohemolytic effect obtained.

INTRODUCCION

Numerosas drogas, entre las que cabe
mencionar firmacos, cosméticos, preservan-
tes de alimentos, productos naturales y
agropecuarios, provocan reacciones de foto-
sensibilidad. Es as{ como se han descrito
reacciones de fotosensibilidad producidas
por un componente de filtros solares, como
el dcido p-aminobenzoico (P.A.B.A.)'. A-
demas se ha observado que ciertas grasas
constituyentes de cosméticos al ser expues-
tas a la luz artificial provocan dermatitis,

efecto que se relaciona con un aumento de
los peréxidos, inducido por radiaciones ul-
travioletas.

Ultimamente ha despertado gran interés
en la industria cosmética el beneficio que
produce la aplicacién de aceites vegetales ri-
cos en 4acidos grasos insaturados. No obs-
tante, es necesario tomar ciertas precaucio-
nes debido a que ellos pueden experimentar
facilmente reacciones de oxidacién, ocasio-
nando lipoperdxidos dafinos al ser huma-
no?.
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El accite se semilla de Rosa Mosqueta
es un producto natural formado principal-
mente por dcidos linoleico (40,5% )y lino-
lénico (30,4% ) de gran aplicacién en cos-
mética, por sus excelentes propiedades re-
generadoras de tejidos®.

Considerando la alta proporcion de 4ci-
dos grasos insaturados que conticne el acei-
te de Rosa Mosquecta, la mayor dosis de ra-
diacién que recibe en la actualidad la pola-
cién® y los antecedentes clinicos sobre fo-
todermatitis inducida por el aceite de Rosa
Mosqueta, se lleva a cabo estc estudio pre-
clinico con el objeto de investigar el posible
efecto fototéxico del accite de Rosa Mos-
queta a través de la evaluacion del potencial
fotohemol{tico. Ademds sc investiga la lipo-
xidacién catalizada por la luz solar.

MATERIALES Y METODOS
Preparacién de la suspension de Glébulos
Rojos

Los globulos rojos (G.R.) se aislan de
sangre heparinizada obtenida de pacientes
voluntarios sanos. La sangre se centrifuga a
2000 x g durante 10 min. Después de remo-
ver la capa de leucocitos, los G.R. se lavan
tres veces con buffer fosfato salino (P.B.5.)
de pH 7,4 adicionando P.B.S. en cantidad
suficiente para obtener una suspensién al
2% v/v.

Técnica de irradiacion

Las muestras se irradian mediante una
ldmpara de mercurio de media presién (Ha-
novia 0679 A-36) provista de filtro pyrex
(A > 290 nm). Durante la irradiacién los tu-
bos que contienen las muestras se mantie-
nen cn reactor Ace Glass, con una veloci-
dad de giro constante a una distancia apro-
ximada de 7 cia del centro de la ldmpara.

La radiacién efectiva se limita a las I{-
neas cspectrales de mercurio, superiores a
297 nm. La irradiancia bajo las condiciones

usadas es aproximadamente de 1,5 x 101¢
quantas/s determinada por actinometria.

Preparacion de la emulsion de aceite de
Rosa Mosqueta

Se preparan 2 tipos de emulsiones de
aceite de Rosa Mosqueta, seglin las siguien-
tes formulaciones:
Emulsion I

12,24 g de aceite de
Rosa Mosqueta®

0,33 g de Span 60

Emulsion 11

12,24 ¢ de aceite de
Rosa Mosqueta®

0,33 g de Span 60
0,93 g de Twen 60 0,93 g de Twen 60
100 ml de PBS 100 ml de PBS

©  El aceite de Rosa Mosqueta viene estabilizado
con 0,1% de terbutilhidroquinona (TBH).

®  El aceite de Rosa Mosqueta ademis de TBH
contiene un aceite esencial (Compose N°
21433 Flora matic).

Ambas fases oleosa y acuosa se calien-
tan en forma separada a 60 °C hasta homo-
geneidad. Luego se mezclan y homogeini-
zan durante 5 min en un vortex.

Determinacion del porcentaje de hemélisis

El porcentaje de hemélisis se determina
midiendo el hierro liberado mediante espec-
trofotometr{a de absorcién atémica (Perkin
Elmer, Mod. 360), después de irradiar a di-
ferentes tiempos una baterfa de tubos py-
rex que contienen 2 ml de suspensién de
G.R. (2% v/v) y 5 ml de emulsién de aceite
de Rosa Mosqueta. En ambos tipos de emul-
sién se mide cl efecto fotohemolitico, utili-
zando controles en oscuridad.

Cada ensayo hemolitico se realiza por
triplicado, eligiéndose el valor mediano co-
mo representativo para cada caso.

Determinaciéon del efecto peroxidativo
sobre el aceite de Rosa Mosqueta

Con el fin de determinar el grado de
oxidacién que sufre el aceite de Rosa Mos-
queta al ser irradiado con luz de mercurio
filcrada por pyrex, se utilizan dos técnicas.



La primera se basa en determinar el
malonaldehido (MDA) mediante la técnica
descrita por Placer et al.® modificada para
un sistema de dos fases que se discute mis
adelante. Las determinaciones de MDA se
efectan por triplicado, eligiéndose el valor
mediano como representativo.

La segunda técnica utilizada se basa en
la determinacién de 4cidos grasos por cro-
matografia gaseosa, de acuerdo al método
descrito por la A.O.A.C.°. El extracto lipi-
dico se inyecta en un cromatégrafo de gases
Varian, equipado con una columna D.EG.S.
al 20% sobre chromosorb W-A.W., D.M.C.
S. en soporte de acero inoxidable de 1/8
de pulgada de didmetro externoy 1,8 m de
largo. Como gas portador se utiliza N, (24
psi) con un programa de termperatura de
50-200 °C a una velocidad de 2 °C/min.

Como standard interno se usa 4cido
pentadecanoico.

Ambas determinaciones se realizan en
las emulsiones I y II, usando como control
muestras que se mantienen en oscuridad.

Efecto del Oxigeno y antioxidantes

Con el objeto de determinar la depen-
dencia del O, en el proceso fotohemolitico
se hace burbujear nitrogeno en tubos hemo-
liticos que contienen 2 ml de suspensién de
G.R. y 5 ml de emulsién 1. El burbujeo se
realiza a través de una aguja hipodérmica a
una presion de 1,25 kg/cm? durante 15
min. La mitad de las muestras posterior-
mente se irradian con luz de mercurio fil-
trada por pyrex y las restantes se mantie-
nen en oscuridad como control.

En forma paralela se repite el ensayo
en condiciones de equilibrio atmosférico.

En todos los casos se determina el por-
centaje de hemdlisis y MDA.

Ademais se evaltia ¢l efecto de dos anti-
oxidantes, tiourea y butilhidroxitolueno
(BHT), sobre el porcentaje de fotohemoli-
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sis y MDA, usando como control muestras
en oscuridad.

Andlisis estadfstico

Todas las curvas representadas en los
gréficos se ajustan por el método de los mi-
nimos cuadrados.

En la emulsién I se utilizé el test-stu-
dent para muestras pareadas sobre 10 en-
sayos.

RESULTADQOS Y DISCUSION

El ensayo de fotohemdlisis representa
un método adecuado para determinar el po-
tencial fototdxico de una droga. No obstan-
te, se presentan dificultades al trabajar en el
sistema bifdsico aceite-agua. Con el objeto
de aumentar la estabilidad de la emulsién se
incorpora una mezcla de los tensoactivos
Twen y Span.

Al irradiar la mezcla de tensoactivos no
se observan variaciones significativas en los
porcentajes de hemdlisis, en relacién a los
controles en oscuridad (datos no tabula-
dos). La experiencia anterior demuestra
que la luz no produce cambios fotoquimi-
cos ni fotofisicos sobre la mezcla, atribu-
yéndose las diferencias de hemélisis sola-
mente a la presencia del aceite de Rosa
Mosqueta.

Por otra parte, con el objeto de esclare-
cer el mecanismo fotohemolitico inducido
por el aceite de Rosa Mosqueta, se determi-
na el grado de lipoperoxidacién y enrareci-
miento catalizado por la luz midiendo el in-
dice de malonaldehido a través de la forma-
cién del complejo MDA-TBA.

En la figura 1 se prescntan los porcen-
tajes de hemolisis producidos por la emul-
sion I en muestras controles e irradiadas.

La curva se ajusta por el método de los
minimos cuadrados. Al analizar el coefi-
ciente de determinacién (r?) de los contro-
les, se observa que el tiempo explica solo el
27% de la variacién en la hemélisis. En este
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Figura 1. Hemolisis y fotohemdlisis producida por
emulsién tipo 1.
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Figura 2. Hemdlisis y fotohemolisis producida por
emulsién tipo 11
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Figura 3. Fotohemdlisis producida por ambos ti-
pos de emulsiones.
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das el vaior de r? calculado indica yue el
tiempo de irradiacion cxplica el 95% de lu
variacion en la heinolisis.

Al analizar los datos de i3 ensavos se-



gun el test t-student para muestras parea-
das, se observan diferencias significativas
entre muestras irradiadas y controles (p
~ 0).

“La figura 2 presenta los porcentajes de
hemolisis producidos por la emulsién 1I.

Finalmente, en la figura 3 se comparan
los porcentajes de hemélisis obtenidos al
irradiar ambos tipos de emulsiones. Las di-
ferencias encontradas se atribuyen a la pre-
sencia del aceite esencial incorporado a la
emulsién I1. Probablemente la inhibicion de
la hemolisis producida por el aceite esencial
se debe a un efecto atrapador de radicales
(“quenching”), los cuales posiblemente
sean los responsables del efecto hemolitico
observado.

La figura 4 muestra los valores de MDA
expresados en funcién de la densidad o6pti-
ca (D.O.) del croméforo MDA-TBA, produ-
cidos durante la fotooxidacion del aceite de
Rosa Mosqueta. Las curvas graficadas, al
igual que en los casos anteriores, se ajustan
por el método de los minimos cuadrados.

La produccién de MDA en la emulsién
I indica un grado de lipoperoxidacién im-
portante para el aceite de Rosa Mosqueta.
Las curvas representadas indican que la des-
composicién de los productos secundarios
del aceite aumentan con el tiempo de irra-
diacién. Este efecto es bastante menor en
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la emulsién 11, probablemente debido a la
accién protectora del aceite esencial sobre
la peroxidacién lipidica.

En la tabla 1 se presentan los porcenta-
jes de écidos grasos determinados en las
emulsiones I y II, tanto en las muestras
controles como en las irradiadas 80 min.

Como se observa en la tabla 1, no se
produce variacion significativa en la compo-
sicion de dcidos grasos en ambas emulsiones
antes y después de la irradiacion, lo cual de-
muestra que el proceso de irradiacién no in-
duce la descomposiciéon de éstos; por lo
tanto el aumento de MDA se debe presumi-
blemente a la descomposicién de productos
de oxidacién previamente formados y no a
una oxidacién de dcidos grasos insaturados
catalizada por la luz. El hecho que los valo-
res de MDA encontrados sean similares a
los comunicados por Koster para el hidro-
peroxido de dcido linoleico” corrobora que
el aumento de MDA se debe a la descompo-
sicion de productos de oxidacién previa-
mente formados. Por otra parte, en ausen-
cia de O, no se observan diferencias apre-
ciables en el porcentaje de MDA entre
muestras irradiadas (datos no tabulados),
demostrindose que el O, no interviene en
los procesos oxidativos ni hemolitico del
aceite de Rosa Mosqueta. Esta experiencia,
unida a los resultados sobre la variacién de

% Ac. grasos
Ac. grasos Control Irradiado
Emulsion 1 Emulsion 11 Emulsion 1 Emulsion I
Palmitico 10,24 10,26 10,32 13,41
Estedrico 9,96 10,79 7,79 11,81
Oleico 10,24 9,89 10,92 9,56
Linoleico 41,66 37,82 42,20 35,83
Linolénico 27,88 27.80 28,67 29,37

Tabla 1.

Efecto de la irradiacion sobre 1a composicion de acidos grasos.
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Control Irradiado
Muestra
% hemolisis D.O. % hemlisis D.O.
Emulsién con Tiourea 29,21 0,20 91,42 0,44
Emulsién sin Tiourea 31,75 0,19 89,52 0,49
Emulsién con BHT 11,50 0,13 65,73 0,37
Emulsién sin BHT 31,32 0,15 72,71 0,51

Tabla 2. Efecto de antioxidantes sobre peroxidacién catalizada por luz.

4cidos grasos (tabla 1), confirma el hecho
que durante la irradiacién no se producen
nuevas peroxidaciones del aceite de Rosa
Mosqueta.

En la tabla 2 se muestra el efecto de
dos antioxidantes sobre la fotohemolisis in-
ducida por la emulsion 1, después de ser
irradiada con luz de mercurio durante 60
minutos y en oscuridad,

Como se aprecia en la tabla 2, la tiou-
rea, un atrapador de radicales libres, practi-
camente no produce inhibicién sobre la fo-
tohemolisis, ni variacién en los {ndices de
MDA. En contraste el BHT, también atra-
pador de radicales libres, produce una dis-
minucién de ambos procesos. Lo anterior
indicarfa una mayor efectividad en la cap-
tura de radicales libres por el BHT, que la
tiourea.

La mayor influcncia provocada por ol
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