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1. Resumen

La piel es el 6rgano de mayor tamafio en el cuerpo y ofrece proteccién contra las
adversidades del ambiente como la radiacion solar. La radiacion ultravioleta es perjudicial
pues induce dafio a las biomoléculas directamente 0 a través de especies reactivas de
oxigeno. La exposicion aguda a la radiacion ultravioleta produce inflamacion, aumento de
la pigmentacidn, engrosamiento dérmico y epidérmico e inmunosupresion, mientras que la
exposicion cronica puede generar fotoenvejecimiento y cancer de piel. Debido a que los
protectores solares no brindan una proteccion ideal, se ha optado por la utilizacion de
metabolitos secundarios de plantas. EI Tepozén es una especie con alto contenido de
compuestos fendlicos, es de distribucion amplia en México y se le atribuyen propiedades

curativas.

El objetivo de éste trabajo fue determinar el potencial fotoprotector y antioxidante del
Tepozan (Buddleja cordata). Para lo cual, se extrajeron los metabolitos de las partes aéreas
de la planta con metanol y etanol obteniéndose un rendimiento de 15.66% y 11.6%
respectivamente. Los extractos demostraron absorber en las tres regiones del ultravioleta y
se evidencio mediante HPLC la presencia del fenilpropanoide verbascosido y el flavonoide
linarina cuantificandose las cantidades de 285.38 mg/g y 72.77 mg/g respectivamente.

En la prueba de fotoproteccién in vivo, 18 ratones SKH-1 fueron divididos en 5 grupos
(testigo, vehiculo, irradiado, Buddleja y experimental). Todos ellos presentaron hiperplasia,
hipertrofia, edema, y congestion de vasos, de grado leve y extension focalizada. EI grupo
vehiculo se caracterizd por presentar edema mientras que el grupo irradiado mostré atrofia
e hipertrofia, el grupo Buddleja expuso zonas con prolongaciones dermo-epidérmicas a las
cuales se les equipard6 con polipos fibroepiteliales de igual manera que el grupo
experimental. Al comparar los distintos grupos se observo que la piel de los ratones
tratados con Buddleja no presentaron los dafios mostrados por el vehiculo y el experimental

tampoco presentd hipertrofia y atrofia mostradas en el irradiado.



El grupo que presenté un mayor promedio de células de quemadura por campo fue el
vehiculo con 9.8, mientras que el grupo Buddleja obtuvo el menor promedio con 3.3. Los
grupos irradiado y experimental reportaron valores similares siendo de 5.2 y 4.6

respectivamente.

En la cuantificacion de compuestos fendlicos totales, el extracto metandlico del tepozéan
presentd 177.13+1.97 mg de equivalentes de acido galico por gramo de extracto
correspondiendo a un 17.71%. En las pruebas con antioxidantes el extracto mostro
actividad obteniendo una CEszg de 64.19 pg/ml frente al radical DPPHe, una CEsg de 133.6
pg/ml contra el radical O,™- y una CEsp de 1.85 + pg/ml para neutralizar el radical HOe. Sin

embargo el extracto no mostro actividad quelante.

El extracto de B. cordata mostré tener propiedades fotoprotectoras en ratones SKH-1
irradiados con luz UV, sin embargo indujo la formacidn de estructuras similares a polipos
fibroepiteliales. Asi mismo tiene actividad antioxidante frente a los radicales DPPHe, O,"- e

HO-* mas no quelante de Fe.



2. Marco Tedrico
2.1 La cubierta de los organismos

Todos los organismos pluricelulares estan cubiertos por un tejido constituido por células
estrechamente unidas a manera de barrera: la epidermis, la cual sélo consta de una sola
capa de células en invertebrados de cuerpo blando (ya sean acuéticos o terrestres de
ambiente humedo) como los celentereos, gusanos planos y babosas; pero siendo de varias
capas en organismos superiores. En muchos gusanos, la epidermis secreta una cuticula
externa no celular, delicada en gusanos de tierra pero resistente en las tenias. En los
artrépodos, la epidermis produce una cubierta continua a modo de exoesqueleto, que
impiden la pérdida de liquidos del cuerpo; esto les permite habitar también en ambientes
secos. Todos los animales tienen alguna especie de cubierta para darle proteccion fisica e

impedir la entrada de agentes patdgenos y evitar la pérdida de agua (Storer y cols., 1975).

2.2 La cubierta de los vertebrados: la piel

En los vertebrados la cubierta del cuerpo es un tegumento formado por dos capas
principales, una superficial o epidermis y una profunda o dermis. La primera esta
estratificada en dos 0 mas capas y puede dar origen a otras estructuras las cuales varian de

acuerdo al taxon, mientras que la segunda es de composicion uniforme (Hildebrand, 1988).

La epidermis es himeda en muchos vertebrados inferiores. En peces y anfibios es una
estructura muy sencilla (un epitelio estratificado) salvo por la presencia de glandulas y en
todo su espesor esta constituida por células vivas. Particularmente en los anfibios tiene
cierto grado de permeabilidad ya que constituye un importante 6rgano para el intercambio

de gases y posee una gran cantidad de vasos en las partes profundas (Romer, 1976).

Una vez que algunos anfibios y los amniotas adoptaron vida terrestre la naturaleza de la
epidermis cambid y la superficie de esta se tornd seca e impermeable. Asi, en amniotas las
ultimas capas de la epidermis la conforman células muertas muy queratinizadas (Romer,
1976).



2.3 La piel de los mamiferos

En los mamiferos, la piel desde el punto de vista histologico se distinguen tres capas:

epidermis, dermis e hipodermis.

2.3.1 Epidermis

La epidermis es un epitelio plano estratificado queratinizado y est4 conformado por 4 tipos
celulares: los queratinocitos, conforman el epitelio; melanocitos, le dan la pigmentacion a la
piel y tienen funcion fotoprotectora; células de Merkel con funcion neuroenddcrina; y
células de Langerhans, son células presentadoras de antigeno con funcién inmune (Cordero,
1996).

Los queratinocitos son las células predominantes de la epidermis y debido a que estas se
descaman continuamente de la superficie de la epidermis, es necesario renovar esta
poblacion de células. Por lo que existe una diferenciacion celular entre las capas mas

profundas, las intermedias y las superficiales, distinguiéndose 4 estratos (Arenas, 2009):

2.3.1.1 Estrato Basal
Esta constituido por una sola capa de células cilindricas de nucleos basofilos dispuestas

perpendicularmente a la dermis y estan soportados por una lamina basal. Estas células estan
en constante mitosis. En este estrato se encuentran también los melanocitos y las células de
Merkel (Azulay y cols., 2006).

2.3.1.2 Estrato Espinoso
Es el estrato mas grueso de la epidermis, estd formado por varias capas de células

poliédricas dispuestas en mosaico, estas también son mitéticamente activas como el estrato
basal, sin embargo poseen una gran cantidad de monofilamentos de citoqueratina que se
proyectan de manera radial hacia las células circundantes uniendolas entre si por medio de
desmosomas. En este estrato también se encuentran las células de Langerhans (Gartner y
Hiatt, 1997; Saul, 2001).



2.3.1.3 Estrato Granuloso
Esté constituido por queratinocitos aplanados, es la ultima capa de la epidermis donde las

células presentan nucleos. Estas contienen granulos irregulares de queratohialina (son
basofilicos). Los filamentos de queratina se asocian a estos granulos y son los precursores

de la queratina localizada en el estrato superior (Arenas, 2009).

2.3.1.4 Estrato Corneo
Es la capa mas superficial de la piel, esta compuesta por numerosas capas de células

queratinizadas aplanadas llamadas corneocitos. Estos carecen de nucleos y organelos, pero
cuentan con una gran cantidad de de filamentos de queratina embebidos en la matriz
amorfa. Las células méas cercanas a la superficie carecen de desmosomas por lo que tienen

la caracteristica de ser escamosas (Arenas, 2009).

2.3.2 Dermis

La dermis es el tejido conectivo que se localiza por debajo de la epidermis y estd compuesta
por fibras, células y sustancia fundamental amorfa. En la dermis predominan las fibras de
colagena (tipo 1 principalmente) y de elastina; las células encargadas de producirlas son los
fibroblastos, sin embargo también encontramos otras células como mastocitos, macréfagos
linfocitos y células de Langerhans. Por otro lado, la sustancia fundamental amorfa esta
compuesta principalmente por agua, electrolitos, mucopolisacéridos y algunas proteinas
plasmaticas. Estas en conjunto con las fibras le dan resistencia, cohesion y elasticidad a la

piel (Magafia y Magafia, 2011).

La dermis se divide en dos porciones: papilar y reticular. La primera es mas superficial y
laxa que la segunda. La dermis reticular es de constitucién més densa que la papilar y es en
esta donde se encuentran embebidos vasos sanguineos y vasos linfaticos de bajo calibre
ademas de los anexos de la piel como son las glandulas écrinas y los foliculos pilosos (Saul,
2001).



2.3.3 Hipodermis

La hipodermis o tejido celular subcutaneo estd constituida por adipocitos organizados en
lobulillos los cuales estan separados entre si por tejido conjuntivo donde pasan vasos
sanguineos, vasos linfaticos y nervios. La hipodermis tiene funcion protectora hacia
agresiones mecéanicas, como aislante térmico y reservorio de energia (Cordero, 1996; Saul,
2001).

2.3.4 Anexos cutaneos

En todos los vertebrados superiores, el epitelio rico en queratina da origen a ciertas

estructuras especiales las cuales varian de acuerdo al taxon (Romer, 1976).

El pelo es un sistema de aislamiento que procede de la epidermis queratinizada. En un pelo
tipico encontramos un tallo externo y una raiz que ocupa una depresion en la dermis
llamada foliculo piloso. Los dos primeros estdn formados por células epiteliales muy
queratinizadas y la mayoria estdn muertas, mientras que el Gltimo esta rodeado de células

vivas y tejido conjuntivo (Romer, 1976; Chu y cols., 2005).

Cerca del foliculo se encuentra una glandula sebacea que lo lubrica al verter su contenido;
ademas cada pelo posee un pequefio muasculo cuya contraccion lo levanta. También existen
otro tipo de glandulas no asociadas al pelo: las glandulas sudoriparas, que producen una
secrecion acuosa que contiene sales, urea y otros productos de desecho. La evaporacion de

esta secrecion ayuda a la termorregulacion (Azulay y cols., 2006).

La glandula mas caracteristica de los mamiferos es la glandula mamaria. Se piensa que
estas glandulas son derivados filogenéticos de las sudoriparas. Las glandulas mamarias
presentan un gran desarrollo en las hembras y se vuelven activas despues del parto
mediante el efecto de las hormonas del ovario y la pituitaria (Romer, 1976; Hildebrand,
1988).



En el extremo de los dedos se encuentran estructuras dermicas queratinizadas (garras, ufias,
pezufias) que crecen hacia fuera a partir de una capa germinativa debajo de la estructura o
cerca de su base, estas estructuras ayudan a la locomocion y la alimentacion (Romer, 1976).

2.4 La funcion de la piel

La piel y sus apéndices realizan muchas funciones, pues proporcionan una proteccion
mecénica a los tejidos blandos que estan en las capas inferiores, restringen la salida de agua
del cuerpo previniendo la desecacion y la perturbacién del balance del agua, ayudan a
regular el calor transferido del ambiente, protegen contra la entrada de organismos dafinos
y diversas sustancias quimicas, proveen coloracién adaptativa, y facilitan la locomocién de
varias formas. La piel también interviene en la secrecion, excrecion, recepcion sensitiva, en
la reserva de energia por la acumulacion de grasas y glucogeno; mientras que solo en

algunos organismos, interviene en la respiracion (Hildebrand, 1988).

La piel también ofrece proteccion hacia agentes fisicos como la radiacion ultravioleta
(RUV) emitida por el sol (Afaq y cols., 2005). Las longitudes de onda de la radiacion solar
(RS) que estan involucradas con la induccion de dafio cutaneo pertenecen a la zona de la
radiacion ultravioleta (RUV), la cual presenta longitudes de onda que comprenden de 200-
400nm y se divide en tres regiones: onda corta C (200-280nm), onda media B (280-320nm)
y onda larga A (320-400nm) (Afaq y cols., 2005). Sin embargo, la capa de 0zono absorbe la
totalidad de la RUV-C y el 95% de la RUV-B, en contraste, solo el 5% de la RUV-A
(Rhodes y Lim, 2007).

2.5 Darios causados por la radiacion solar

Las afecciones causadas por el dafio producido por la RS se clasifican en agudos y
cronicos. Los dafios agudos incluyen inflamacion por quemadura solar, pigmentacién
aumentada (bronceado), inmunosupresion local, engrosamiento de la dermis y la epidermis
(en particular el estrato corneo), ademas de la fotosensibilidad. En tanto que la exposicion

cronica conlleva al fotoenvejecimiento y al cancer (McGregor y Hawk, 2001).



La quemadura solar se caracteriza por la dilatacion de los vasos sanguineos circundantes al
dafio, un aumento del liquido tisular, la infiltracion de leucocitos plasmaéticos a los tejidos,
el aprisionamiento de las terminales nerviosas debido al aumento de volumen tisular y
aumento en la temperatura (calor, dolor, enrojecimiento y edema) (Stevens y cols. 2003). El
enrojecimiento o eritema es el signo méas evidente, cuyo desarrollo es dependiente de la
dosis de RUV vy se calcula mediante una dosis eritematogénica minima (DEM) que se
define como la menor dosis de irradiacion para producir eritema sobre la piel expuesta de
un organismo. Esta DEM dependera no solo del grado de pigmentacion del mismo, sino

que también de la dosis a la que es sometido (Walker y cols., 2005; Rhodes y Lim, 2007).

La RUV causa inmunosupresion al modular el ndmero y funcion de las células de
Langerhans, la principal célula presentadora de antigenos, ya que se ha observado que estas
células disminuyen e inclusive desaparecen de la epidermis cuando es sometida a RUV. Las
céluls de Langerhans tienen funcién reclutadora de macréfagos y liberadora de mediadores
inflamatorios de la epidermis (Walker y cols, 2005; Rhodes y Lim, 2007).



La RUV provoca cambios en los distintos tejidos de la piel, los cuales son apreciables

mediante microscopia optica (Cuadro 1).

Zona de la | Alteracion Descripcion
piel

Epidermis | Hipertrofia Aumento de volumen de una célula o estructura tisular
Hiperplasia Aumento del numero de células de un tejido
Espongiosis Perdida de cohesion entre las células
Paraqueratosis Retencion de nucleos picnoticos en estrato corneo
Hiperqueratosis | Engrosamiento del estrato cérneo
Células de Queratinocitos con nucleos condensados,
quemadura hipercromaticos con citoplasma contraido.

Dermis | Edema Intrusion de liquido plasmatico a los tejidos
circundantes y como consecuencia el espaciamiento de
las fibras de colagena

Infiltrados Intrusion de células linfociticas a la dermis
celulares

Cuadro 1. Alteraciones histoldgicas provocados por la RUV (Saul, 2001).

2.6 Alteraciones moleculares causadas por la RUV

La RUV causa distintos perjuicios en la piel dependiendo de la longitud de onda que incide
sobre las células y estos pueden ser directos o indirectos al ADN. Asi, la RUV-B causa
dafio directo al ADN formando los dimeros de pirimidina y fotoproductos (6-4), en tanto
que la RUV-A provoca dafio indirecto mediante la accion de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) que a su vez producen lesiones al ADN generando principalmente 8-
hidroxiguanina, glicol de timina, hidratos de pirimidina y urea, (Ichihashi, 2003). Estos
cambios fotoquimicos resultan en alteraciones estructurales al ADN que al producir

mutaciones en genes especificos contribuyen a la carcinogénesis (Afaq y cols., 2005).



Las ERO no sélo causan dafio al ADN sino a otras biomoléculas como proteinas y lipidos,
principalmente; ya que pueden ser oxidados por estas y asi alterar su estructura, actividad, o
funcionalidad, e incluso convertirse en radicales secundarios que tienen la capacidad de
dafar otras biomoléculas (Garcia-Bores y Avila, 2008). Las ERO como el perdxido de
hidrogeno (H20,), el superoxido (O,--), y el radical hidroxilo (HO:), oxidan lipidos libres y
lipidos de membrana reaccionando con sus dobles ligaduras, iniciando reacciones en
cadena. También participan en la respuesta inflamatoria asi como activando factores de
transcripcion de vias de la respuesta al estrés. Aunado a lo anterior, las proteinas también
pueden ser oxidadas por las ERO, sin embargo estas biomoléculas se encuentran en
constante degradacion y sintesis. Ademas, gracias a los altos niveles de enzimas metionina-
sulféxido reductasa en la epidermis, mantiene los niveles de proteinas oxidadas bajos, sin

embargo esta enzima so6lo actta con los sulféxidos (Garmyn y Yarosh, 2007).

La RUV que llega a incidir sobre la piel es absorbida por los cromdforos e induce la
formacion de una variedad de oxidantes, y aunque los organismos estdn adaptados a
cualquier situacion inestable para prevenir reacciones indeseables y reparar moléculas asi
como tejidos dafiados, las pequefias cantidades de moléculas que escapan de los sistemas de
prevencion y reparacion se van acumulando poco a poco provocando el deterioro en el
organismo. Todas estas condiciones van dirigidas a la produccién de varios oxidantes y si
el organismo falla al neutralizarlos, estos se acumulan y reaccionan con gran variedad de
biomoléculas ocasionando la situacion conocida como estrés oxidativo (Sorg, 2004); el cual
se podria definir como el desbalance entre los sistemas antioxidantes y las ERO a favor de
estas Ultimas, ocasionando la pérdida de funcionalidad celular, adaptacion, senescencia,
muerte celular (ya sea mediante necrosis o apoptosis), e incluso heredar el dafio (Halliwell
y Gutteridge, 2007).

2.7 Fotoprotectores

Debido a que la exposicion a la radiacion solar causa multiples afecciones a la piel, se ha
optado por el empleo de protectores fisicos (como sombrillas, gafas para el sol, sombreros,
etc.), asi como de quimicos, los cuales bloquean o filtran la RUV (Walker y cols., 2005).
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2.8 Bloqueadores y filtros solares

Una de las medidas utilizadas para contrarrestar los problemas causados por la radiacion
solar, ha sido el uso de protectores solares (Kligman y cols., 1982); los cuales se definen
como aquellos productos de aplicacion topica que actian absorbiendo o dispersando la
RUV y son usados por el publico en general para prevenir la quemadura solar (Diffey,
2005). Los protectores solares pueden clasificarse en orgénicos e inorganicos (Nelson,
2005).

Los protectores inorganicos contienen ingredientes quimicos que reflejan o dispersan la luz
como o6xido de zinc, didxido de titanio (Nelson, 2005); sin embargo, en un estudio
realizado por Runford y colaboradores (1997) demostraron que el didxido de titanio asi
como el 6xido de zinc pueden catalizar dafio oxidativo al ADN en un cultivo in vitro de

fibroblastos humanos.

Los protectores organicos son moléculas capaces de absorber la RUV en ciertas longitudes
de onda ya sea en la region A o B. No obstante los protectores organicos también generan
cierto grado de toxicidad como lo observd Durrer y cols (2007) quienes administraron
diferentes dosis de 4-metil, bencildien-alcanfor a ratas prefiadas, obteniendo que este filtro

solar afecta el desarrollo de los 6rganos reproductores asi como su funcion.

2.9 Antioxidantes

Actualmente, se recurre al uso de sustancias para prevenir o neutralizar los dafios de los
compuestos que inducen ERO llamadas antioxidantes, que se definen como aquellas
sustancias que a bajas concentraciones a comparacion del sustrato oxidable, retrasa o inhibe
la oxidacion de dicho sustrato. La importancia de estas moléculas depende de su
concentracion, el medio donde actla y su capacidad para interaccionar con sistemas
reguladores (Serra-Baldrich y Tribd, 1991). Ademas, algunos de éstos compuestos no son
estables, lo que les permite funcionar en las reacciones redox. Gracias a que las moléculas

antioxidantes de bajo peso protegen contra el estrés oxidativo, seria recomendable
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aplicarlas directamente a la piel para evitar el dafio causado por la luz UV como es el caso

de los metabolitos de origen vegetal (Pinnell, 2003).

2.10 Metabolitos en plantas

Las plantas han desarrollado estrategias para protegerse de la radiacion ultravioleta
mediante diversos mecanismos: 1 reparacion del ADN por escision de nucledtidos y
fotoliasa; 2y mecanismos de evasion como proyecciones epidérmicas; 3y por acumulacion de
compuestos fenolicos; 4 mediante la accion de antioxidantes como glutation, ascorbato y

flavonoides (Schmitz-Hoerner y Weissenbock, 2003).

En la ultimas década se han evidenciado las propiedades antioxidantes de extractos de
plantas como es el caso de la Mahabala (Sida rhomboidea) evaluada por Thounaojam vy
cols. (2010) quienes observaron que el extracto metanolico de ésta planta presenta una
capacidad antioxidante dosis-dependiente contra las ERO, O,:-, H,O,, oxido nitrico (NO-),
HO: y el radical difenil-picril-hidrazilo (DPPH-), asi como inhibicion de lipoperoxidacion y
actividad quelante, las cuales fueron atribuidas a la presencia de polifenoles, flavonoides y
acido ascorbico. También, Wang y cols. (2007) evaluaron la actividad atrapadora de ERO
del extracto etandlico-acuoso (50 v/v) de piel de cacahuate previamente desengrasado
contra radical DPPH- y contra las ERO: O,--, H,0,, y HO-, demostrando que el extracto de
piel de cacahuate atrapa efectivamente el radical DPPH y las ERO utilizadas, ademas de
inhibir la hemolisis de eritrocitos inducida por radicales peroxilo y presentar actividad

quelnte de Fe**,

También se han evaluado extractos de plantas con propiedades anticarcinogénicas como lo
hicieron Lu y colaboradores en 2002, quienes observaron la inhibicién de la carcinogénesis
inducida con RUV-B aplicando cafeina y galato de epigalocatequina (EGCG) tdpicamente
a la piel de ratones. Estos investigadores obtuvieron que con cafeina el nimero de tumores
malignos y no malignos decrecian en un 72% y 44% respectivamente. Mientras que con
EGCG el nimero de tumores malignos y no malignos decrecia en un 66% y 55%
respectivamente. Ambos tratamientos mostraban un incremento en la apoptosis en tumores

no malignos de 72% y en tumores de células escamosas de 56%.
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2.11 El Tepozan

Una planta que tiene alto contenido en compuestos fendlicos es el tepozan (Buddleja
cordata) (Avila y cols., 1999; Houton, 2003). Esta especie es originaria de México y
Guatemala, habita en climas semiseco y templado, entre los 2500 y 3100 msnm., pertenece
a la familia de las Loganiaceas, es un arbol o arbusto de 1-10m de altura. Las hojas de esta
planta son de color claro en el haz y presenta pubescencia que le brinda el color blanco en
el envés, mientras que sus flores son amarillas y aromaticas (Argueta y cols. 1994).

El tepozan es de distribucion amplia en México y se le atribuyen propiedades analgésicas,
antisépticas, eupépticas, de remedio contra la tos, los calambres, el cancer, mordeduras de
vibora, entre otros (Argueta y cols. 1994).

Existen algunos estudios realizados del género Buddleja como los realizados por Avila y
colaboradores (2005) quienes evaluaron la actividad fotopreventiva del extracto metanolico
de B. scordiodes en E. coli y en conejillos de indias. Ellos determinaron que el extracto
poseia una fotoproteccion pronunciada en comparacion con el control negativo asi como los
compuestos aislados del extracto: la linarina y verbascésido ya que ambos disminuian la
muerte celular de E. coli inducida por la RUV. Ademéas determinaron el factor de
proteccion solar de estas sustancias en conejillos de indias obteniendo incluso mejores
resultados que el control positivo (filtro comercial escalol). También observaron que el

verbascosido tuvo un mayor efecto que la linarina tanto en E. coli como en los conejillos.

Asi también Apablaza en 2006 evalu6 la actividad analgésica topica de un extracto activo
de Buddleja globosa Hope (recolectada en diferentes temporadas) en ratones. Este autor
observo que el extracto recolectado en verano fue mas rico en compuestos flavonoides que
el de otoflo, y ambos presentaron actividad analgesica pero muy baja actividad
antioxidante.
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3. Justificacion

Se han desarrollado sustancias para absorber RUV eficientemente y proteger contra el
eritema. Los protectores solares han sido Utiles para prevenir el fotodafio, sin embargo la
proteccion que brindan no es la ideal por no absorber en toda la region UV, su inadecuado
uso y toxicidad, ya que sus componentes pueden convertirse en especies reactivas del
oxigeno por activacion de RUV o ser absorbidos por la piel causando dafios y/o
fotosensibilidad (Pinnell, 2003). Es por ello que se ha optado por experimentar con
productos naturales que proveen proteccion contra el desarrollo de la quemadura solar ya

que pueden alterar o corregir la variedad de efectos perjudiciales inducidos por la RUV.

4. Pregunta cientifica

¢Podra el extracto del Tepozan proteger la piel de un modelo experimental de raton SKH-1

contra el fotodafio, y tener actividad antioxidante contra diferentes ERO?

5. Hipotesis

Debido a que el tepozan es una planta capaz de soportar las condiciones excesivas de luz en
las cuales habita, en parte por la presencia de antioxidantes y compuestos fendlicos, el
extracto de esta planta podra prevenir el dafio de la radiacion ultravioleta inducida en un
modelo experimental de ratones SKH-1 y poseera actividad antioxidante frente diferentes
ERO.
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6. Objetivos

6.1 General

Determinar el potencial fotoprotector de Buddleja cordata en piel de ratones SKH-1

irradiados con luz UV asi como determinar sus propiedades antioxidantes.

6.2 Particulares

Estudiar por medios histoldgicos y de forma comparativa los tejidos expuestos y no
expuestos a la RUV, con y sin proteccién, asi como evaluar los dafios de la piel de ratones
SKH-1.

Determinar la capacidad del extracto metandlico para neutralizar los radicales DPPH,

superdxido e hidroxilo y para atrapar iones metalicos (capacidad quelante).
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7.2 Elaboracion de los extractos
Para la elaboracion de los extractos, se utilizaron las partes aéreas (tallos y hojas) de la
planta previamente deshidratadas y trituradas, de las cuales 253 g se maceraron en 2 L
etanol por 48 hrs y posteriormente se destilaron a presion reducida en rotavapor, para la
obtencion del extracto. Este extracto fue utilizado para comprobar la actividad

fotoprotectora de B cordata.

Un segundo extracto fue elaborado a partir de aproximadamente 1kg (988.90g) del material
vegetal previamente deshidratado y triturado, los cuales fueron macerados en metanol y
posteriormente destilados a presion reducida en rotavapor, para la obtencién de sélidos
totales asi como del rendimiento de la extraccion. Este extracto se utilizé para obtener la

capacidad antioxidante del tepozan.

7.3 Barrido espectrofotométrico y HPLC

Ambos extractos se sometieron a un barrido espectrofotométrico para comprobar que
absorben en la region UV en un espectrofotometro marca UNICO modelo 2800UV/VIS. El
extracto metanolico fue sometido a una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en
un aparato HEWLETT PACKARD serie 1100, a través de una columna Discovery C18 con
naumero de catadlogo 504971 marca SUPELCO. La fase mdvil consistio en una solucién 4%
(v/v) de tetrahidrofurano en acetonitrilo y 0.4% (v/v) de acido fosforico en agua con
proporcién 35:65. El flujo fue de 1ml/min a 23°C y 149 bar. EI volumen de inyeccion fue
de 20ul para cada muestra. El efluente se monitore6 a 350 nm para identificar fenil
propanoides y flavonoides. Los compuestos se identificaron a partir de los tiempos de
retencion y las caracteristicas espectrales contra los estandares vervascosido y linarina

proporcionados por el Instituto de Quimica de la UNAM.
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7.4 Evaluacion de la actividad fotoprotectora in vivo
Los ratones hembras SKH-1 de 6 a 8 semanas de edad (Charles River) fueron mantenidos
en el bioterio de las FES-Iztacala. Los animales se aclimataron durante una semana antes de
realizar los experimentos manteniéndolos con agua y alimento (Purina Chow 5001) ad
libitum, con un ciclo de 12 hrs de luz y 12 hrs de oscuridad, a una temperatura de 23 a 25°C

y a una humedad relativa del 45-55%.

Los animales fueron divididos en cinco grupos y sometidos a diferentes tratamientos:

Grupo Tratamiento Topico No. Animales
Testigo Sin ninguna manipulacién 2
Vehiculo 200 pL de etanol 2
Irradiado 200 pL de etanol y expuestos a RUV 4
Buddleja 200 uL de B. cordata en etanol 5
Experimental | 200 pL de B. cordata en etanol y expuestos a RUV 5

Cuadro 2. Tratamientos a los que fueron sometidos los ratones SKH-1 durante el experimento.

Los tratamientos se aplicaron 10 minutos antes de llevar a cabo la irradiacién. Los animales
que fueron sometidos a RUV se colocaron en cajas de acrilico especiales para la irradiacion
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 6.0 mJ/cm? (intensidad de campo 130 watt/m?)
calculada con un radiometro (Spectroline DM-300HA calibrado). Las lamparas fueron
sistematicamente alternadas para compensar o minimizar cambios en el flujo de las
mismas. El tiempo de irradiacion fue de 45 s. Los animales fueron expuestos a la RUV cada

tercer dia durante 15 dias (9 exposiciones).

24 hrs después de la ultima exposicion a la RUV, los animales fueron sacrificados en
camaras de CO,, y se tomaron las muestras de piel de la zona dorsal de cada uno de los
animales para determinar si los tratamientos previenen el dafio histolégico sub-crénico
causado por la RUV en la piel del raton. Las muestras de piel se fijaron 24 hr en
paraformaldehido al 2% en PBS, posteriormente fueron deshidratadas e incluidas en

parafina.
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Se realizaron preparaciones de cada muestra para ser tefiidas con la tincién de rutina H-E
(hematoxilina-eosina) y tincién de Masson para fibras de coldgena. A cada muestra se le
asigno una clave (sin tener ninguna relacion con el grupo experimental al que pertenece) y
se diagnostico mediante lo establecido por Elder y cols., (1997), el cual toma en cuenta la
presencia o ausencia de las afecciones asi como el grado (leve, moderado o grave) de las
mismas. Ademas, en este trabajo se tomd en cuenta la extension de las alteraciones
tomando en cuenta el nUmero de campos en el que se observaban las alteraciones siguiendo

el siguiente criterio: focal, 1-3 campos; multifocal 4-6 campos; difuso 7-10 campos.

Asi mismo se realizé un conteo de células de quemadura tomando en cuenta su morfologia,
para comprobar si el extracto disminuia su produccién en la epidermis al inducirlas con
RUV. EI conteo se realizd a 400 aumentos seleccionando 10 campos por corte al azar. Una
vez realizado el conteo se obtuvo el promedio de células de quemadura por campo a 400
aumentos de cada corte. A partir de estos datos ser realizo un anélisis estadistico mediante
un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de p<0.05 utilizando el

programa Microsoft Exel 2007.
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7.5 Evaluacion de la actividad antioxidante in vitro

a)

b)

d)

La cuantificacion de fenoles totales presentes en el extracto se llevo a cabo
mediante el método Folin-Ciocalteu (Singleton y cols., 1999). Este método consiste
en la reduccion del arsenomolibdato (reactivo de Folin) por parte del fendlico

cambiando la coloracion del reactivo (de amarillo a azul).

La capacidad antioxidante se determin6 mediante el radical DPPHe. En éste método,
se realiza una solucién de radical difenil-picril-hidrazilo (DPPHe*) en metanol y se le
afiade el extracto en dilucion. Si el extracto tiene capacidad antioxidante
neutralizara el radical DPPH, el cual al ser reducido torna de color morado a

amarillo (método de Brans-Williams, 1995).

La habilidad del extracto por atrapar el radical superoxido se obtuvo por el método
de Nishikimi y cols, (1972). En éste método se utiliza metosulfato de fenazina
(PMS, por sus siglas en inglés), dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADH,
por sus siglas en inglés) y nitro azul de tetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés) en
solucion de buffer de fosfatos. EI NADH reduce al PMS quien al reaccionar con el
oxigeno produce radical superoxido, este al reaccionar con al NBT lo reduce
tornando la coloracién de la solucion de amartilla a azul. Si el extracto es capaz de

neutralizar a radical superdxido evitara la reduccion del NBT.

La capacidad del extracto de neutralizar al radical hidroxilo se determind por el
método de Halliwell y cols., (1987). Este método consiste en una solucion de
perdxido de hidrogeno, cloruro férrico, 2-deoxi-D-ribosa y etilen-diamino tetrazolio
(EDTA). Los dos primeros al reaccionar producen radical hidroxilo, el cual degrada
la 2-deoxi-D-ribosa formando una mezcla de productos que en calor forma
malonaldehido (MDA\); éste junto con el &cido tiobarbitdrico en condiciones acidas,
forman un compuesto cromoforo rosa. Si el extracto puede neutralizar al radical
hidroxilo evita la oxidacion de la 2-deoxi-D-ribosa y por ende la formacion del

cromoforo.
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e) La capacidad quelante del extracto se determind por medio del método de
Yamaguchi y cols. (2000). En este método la reaccién de bipirridil con Fe** produce
coloracion rosa. Cuando el extracto es capaz de atrapar iones metalicos evitara la

coloracion de la solucion.

El &cido galico se ocup6 como control positivo en todas las pruebas debido a que es un
compuesto con alta capacidad antioxidante y es utilizado por multiples autores como
control positivo en este tipo de ensayos (Singleton y cols., 1999; Wang y cols., 2007;

Thounaojam y cols., 2010).

El analisis estadistico se realizé mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza de p<0.05 utilizando el programa Microsoft Exel 2007 y confirmado por el

programa SPSS 12.
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8. Resultados y Discusion

8.1 Extraccién y caracterizacion

El tepozan se recolectd en Ciudad Universitaria en el Valle de México el 5 de marzo de
2010. Una parte del material vegetal fue destinado para su identificacion asi como para su
conservacion, siendo determinado como Buddleja cordata H.B.K. por la M. en C. Edith
Lopez Villafranco. Se le asignd el numero de registro 42663 IZTA en la Coleccion

Cientifica del Herbario Iztacala.

8.1.1 Rendimiento

El resto del material vegetal se deseco para la obtencidn del extracto por maceracion. En
cuanto a la preparacion del extracto etandlico se inicié con 253g de las partes aéreas de B.
cordata previamente desecadas lograndose 29.55 g de extracto y por lo tanto un porcentaje
de rendimiento de 11.6% en tanto que para la particion hexanica se obtuvieron 4.57g y un
1.81% de rendimiento. Para el extracto metandlico se partié de 988.90 g de la planta seca,
de los cuales se obtuvieron 154.9 g de extracto correspondiendo a un 15.66% de
rendimiento en la extraccién; mientras que para la particion hexanica se obtuvieron 29 g
(2.93% de rendimiento).

El rendimiento de una extraccion nos indica que tan eficiente fue el proceso con relacion al
solvente utilizado y también cudl es la proporcién mas representativa de los compuestos
pertenecientes a esa planta. Por ejemplo Mesa y cols. (2011) reportaron distintos
porcentajes de rendimiento para los diferentes extractos obtenidos en Pipper
piedecuestanum siendo el extracto metandlico el que presenté un mayor rendimiento como
en el presente trabajo. Los datos presentados en el presente trabajo indican que B. cordata

sintetiza una cantidad alta de compuestos polares.

Las plantas contienen mas de 100,000 constituyentes naturales conocidos, de los cuales una
gran parte son considerados fito-farmacéuticos valiosos. La cantidad de compuestos en

estos organismos varia considerablemente dependiendo no sélo de la especie, sino de la
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parte del material vegetal empleado, la temporada del afio en que fue recolectada, asi como
de las condiciones ambientales que prevalecen durante la época de crecimiento por ejemplo
la incidencia de patogenos, el ataque de insectos y herbivoros. Es por ello que la quimica de
los productos naturales envuelve muchos estudios relacionados con la en biosintesis, el

aislamiento y la determinacion de estructuras (Cseke y cols., 2006).

En un estudio fitoquimico realizado en B. scordioides se realiz6 la extraccion utilizando
tres solventes de diferente polaridad: hexano cloroformo y metanol siendo el extracto
metanolico el que mostro el mayor rendimiento (Avila 2002). En otro estudio, a partir de B.
myriantha, B. asiatica, B. globosa, B. yunanesis, B. globosa y B. officinalis se extrajeron
los metabolitos utilizando los solventes cloroformo y metanol, siendo este ultimo el que
presentd un rendimiento mas elevado en las especies mencionadas (Liao y cols., 1999),

coincidiendo con lo obtenido en el presente trabajo.

8.1.2 Absorcion en UV

Para corroborar que el tepozan posee compuestos capaces de absorber la RUV, se realizd
un barrido de los extractos en el espectrofotdémetro UV-VIS, en el cual se comprobo que el
extracto metandlico absorbe en las tres regiones de la RUV, mientras que la particion

hexanica solamente en las regiones A 'y C como se muestra en el cuadro 3.

Extracto A (nm) Region UV
324 UVA
Metandlico 290 uvB
225 uvC
220 uvC
320 UVA
Hexanico 280 uvc
225 uvC

Cuadro 3. Longitud de onda de los picos maximos de absorcién en la region de la RUV de los distintos
extractos asi como la region a la que pertenecen.

Por otro lado, el extracto etanolico solo presento dos picos maximos de absorbancia siendo

de 282nm y 380nm correspondientes a las regiones B y A de la RUV respectivamente.
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La RUV es una forma de energia correspondiente al espectro electromagnético cuyas
unidades de cuantos o paquetes de energia son llamados fotones; los cuales pueden ser
absorbidos por los electrones de ciertas moléculas lo que genera que pasen de un estado
basal a uno excitado. Cualquier molécula que absorbe la energia de un foton se le conoce
como cromaforo, este proceso fotoquimico estd determinado por la energia del fotdn, es

decir, la longitud de onda (Biset y cols 1990).

Los resultados obtenidos muestran la presencia de sustancias cromoforas a la RUV los
cuales tienen la caracteristica de poseer: dobles enlaces conjugados con grupos carbonilos
y/o anillos aromaéticos, es decir, poseen sistemas de enlaces m (pi) conjugados. Cuanto
mayor sea el nimero de insaturaciones o de sustituyentes sobre el sistema conjugado,
mayor serd el desplazamiento del pico de absorcion hacia longitudes de onda mayores

como el visible (Ege, 1998).

Para el género Buddleja se ha reportado la presencia de los siguientes compuestos:

Sesquiterpenos: Buddledinas A, B, C, D y E; dihidrobuddleina A; zerumbona.

Diterpeno: 11,14-dihidroxi-8,11,13-abietatrien-7-ona.

Triterpenos: B-amirina, B-amirina acetato, 11-ceto-B-amirina glutinol, 8-amirina, ester de crocetina.
Esteroles: sitosterol, condrillasterol, estigmasterol.

Flavonoides: linarina, kaempferol, quercetina, luteolina, 6-hidroxiluteolina, rutina, acacetin,
escutellareina-7-O-glucdésido, pectolinarigenina, salvigenina, acacetin-7-O-rutindsido, quercetin-3-
O-rutinosido.

Fenil etanoides: calceriosido, campne6sido, equinacosido, forsitisido B, angorosido A, siringina.
Fenil propanoides: acidos caféico, feralico y p-coumarico, éster metilico de acido feldrico,
verbascosido, coniferaldehido, americanina A, balanofonina, buddlenol A, B, C, D, Ey F,
orobranchido, buddlenoides A y B, leucosceptésido A 'y B, martindsido, jionosido, angordsido.
Iridoides: aucubina, catalpol, metilcatalpol.

Azucares: manitol.

Saponinas: Buddlejasaponinas Ay B.
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También se ha reportado la presencia de lignanos (Ortiz, 1996; Liao y cols., 1999; Avila,
2002). De acuerdo a su estructura, los grupos de compuestos que son capaces de absorber la
RUV son los fenilpropanoides asi como los feniletanoides y los flavonoides. Los cuales

podrian estar presentes en el extracto metandlico de B. cordata.

En cultivos celulares de B. cordata Estrada-Zufiga y colaboradores (2009) obtuvieron el
fenil propanoide conjugado verbascésido, el flavonoide linarina y los &cidos

hidroxicinamicos: p-coumarico, caféico, felurico y sinapico.

8.1.3 Cuantificacion de los metabolitos principales en HPLC

En este trabajo mediante HPLC se evidencio la presencia de verbascosido en el extracto
metanolico, cuantificandose la cantidad de 285.38 mg/g del mismo; que corresponde a un
28.53%.

Al realizar la particion hexanica se obtuvo un precipitado blanquecino de 8.05 g,
correspondiendo al 0.81% del rendimiento de la extraccidn. Posteriormente se realizé una
cromatografia en capa fina en paralelo con linarina, pues se ha reportado que se encuentra
en Buddleja en altas concentraciones (Avila, 2002). Ademas esta sustancia present6 un pico
maximo de absorbancia y un punto de fusion idéntico al reportado para este compuesto. Al
correr la cromatografia se observé que ambas sustancias (la linarina y el precipitado)
obtuvieron el mismo Ry, tratandose muy probablemente del mismo compuesto. Una vez
hecho esto, se realiz6 un HPLC de ambas sustancias confirmando mediante este método la
identidad de la linarina, pues coincidio6 el pico maximo en tiempo de retencion. Asi también
se determino su cantidad en el extracto obteniéndose 72.77 mg/g y por lo tanto existiendo

un 7.27% de rendimiento (Ver apéndice).

La presencia de verbacosido y linarina en el extracto metandlico de B. cordata pueden
explicar la capacidad de absorber en el espectro UV ya que poseen sistemas de dobles
enlaces conjugados entre el anillo aromatico y una doble ligadura exociclica tipicos de fenil

propanoides y de flavonoides (Ver apéndice).
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8.2 Evaluacion de la actividad fotoprotectora in vivo
Para la evaluacion de la actividad fotoprotectora del extracto, se utilizaron ratones SKH-1,
los cuales se caracterizan principalmente por la ausencia de pelaje, que es debida a una
mutacién autosémica recesiva en el alelo hr, aunque también se ha reportado que esta
alopecia es causada por la presencia de un retrovirus integrado en el exon 6 del gen hr
resultando en un corte y empalme aberrante en el 95% de las transcripciones de hr. La
proteina Hr reprime la expresion de marcadores de diferenciacion de queratinocitos

progenitores promoviendo el desarrollo de foliculos pilosos (Benavides y cols., 2009).

La epidermis de los ratones SKH-1 no presenta grandes diferencias en comparacién con el
murino velludo, sin embargo tanto la dermis como la hipodermis de los primeros es mas
gruesa, probablemente para la conservacion del calor debido a la ausencia de pelaje (Crew
& Mirskaia, 1932). Histologicamente, existen 2 anormalidades caracteristicas en la piel del
raton SKH-1: la primera es el utriculo que es una estructura ampuliforme revestida por
epitelio hiperqueratético y conectada a la superficie de la piel, pareciendo surgir del
infundibulo del eje del pelo; la segunda es el quiste dérmico, el cual esta localizado en
dermis profunda y no se encuentra conectado con la epidermis suprayacente, esta revestido
por epitelio queratinizado y contiene cebocitos en la pared. El quiste puede derivarse de las
células progenitoras del bulbo piloso que experimentan un fracaso en la diferenciacion de la
glandula sebacea (Benavides y cols., 2009), el quiste asi formado, proviene de la

degeneracion de la glandula sebacea.

El murino SKH-1 es el modelo preferido para estudios relacionados con RS y RUV como
estudios de fotoproteccion, fotodafio, fotocarcinogénesis, fotoenvejecimiento,
fotoinmunosupresion, fotosensibilizadores, entre otros; debido en gran parte a la ausencia
de pelaje, a su tamafio y facil manejo, pero sobre todo porque generan una respuesta
eritema-edema similar a humanos e incluso, histologicamente el desarrollo de tumores de
piel es aln mas similar (Kim y cols., 2003). Sin embargo, tomando en cuenta otros
parametros moleculares caracteristicos de dafio por RUV como factor de necrosis tumoral
(TNF) que no incrementa su expresion y glucosaminoglicanos (GAGS) que aumenta su
cantidad pero no iguala en el curso del tiempo en SKH-1. Por lo que este tipo de ratdn no es

el modelo mas parecido al humano (Sharma y cols., 2011).
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8.2.1 Grupo testigo

En el presente estudio se observé en cada uno de los grupos de ratones SKH-1 la presencia
de utriculos, células de quemadura asi como la de células gigantes debido a la degradacion
de glandulas sebaceas y foliculos pilosos ademés de la presencia de quistes sebaceos en
dermis reticular caracteristicos de estos animales (Crew y Mirskaia, 1932; Montagna y

cols., 1952), estas caracteristicas se muestran en la figura 1.

Figura 1. Caracteristicas histologicas de piel de raton SKH-1. Simbologia: Q, quistes; U, utriculos; FD,
foliculo en degradacion; E, epidermis; D, dermis; H, hipodermis. Tincion H-E. 100 aumentos.

Al realizar la evaluacion histoldgica de los distintos grupos, se observé en el grupo testigo,
zonas con hiperplasia, hipertrofia y edema, asi como congestion de vasos, todos ellos de
grado leve y extension focalizada (figura 2); de igual forma que en los demas grupos. Los

dafios observados en el grupo testigo no se mencionaran mas adelante.
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Ht, hipertrofia; Hp, hiperplasia; E, edema; A, atrofia; VC, vasos congestionados. Tincion H-E. 100 aumentos.

Sin embargo, tanto en el grupo testigo como en los demas grupos se observaron zonas con
prolongaciones epidérmicas hiperplasicas, (la mayoria ademas con hipertrofia), algunas
incluso presentaban dermis secuestrada entre epidermis. A estas formaciones dermo-
epidérmicas se les denominara a partir de este punto polipos fibroepiteliales debido a su
parecido histologico con el fibroma péndulo (Moreno y cols., 2007). Cabe mencionar que

estas formaciones no han sido reportadas para el tipo de raton SKH-1.

Figura 3. Corte histologico piel de raton SKH-1 del grupo testigo. Simbologia: P, pélipo fibroepitelial.
Tincion H-E. 100 aumentos.
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8.2.2 Grupo vehiculo

El grupo tratado con etanol presentdé zonas hiperplasicas multifocales con tendencia a
formacion de polipos fibroepiteliales asi como polipos fibroepiteliales focalizados, células
con vacuolizacion focales (células con degradacién hidropica), edema leve a moderado
difuso y congestion leve multifocal (figura 3).

Hp-P

P, hiperplasia con tendencia a pélipo fibroepitelial; Hp, hiperplasia E, edema; CV, células con vacuolizacion.
Tincion H-E. 100 aumentos.

El etanol por si solo no presenta efectos perjudiciales en los tejidos, debido a ellos su
amplio uso en la farmacia, la cosmética y la gastronomia. Sin embargo, el etanol como
cualquier xenobiotico es metabolizado por la célula para su eliminacion, asi el alcohol
puede ser metabolizado por tres vias: 5 Alcohol deshidrogenasa (ADH) en el citosol; p)
sistema microsomal etanol-oxidante (MEOS) en el reticulo endoplasmico; ¢ a través de
catalasa en los peroxisomas. El principal mecanismo es el primero mencionado, ADH
transforma etanol en acetaldehido valiéndose de NAD como cofactor. La segunda ruta
nombrada es citocromo dependiente, utiliza NADH y O, es de alta velocidad y sélo se
activa cuando hay altas concentraciones de etanol en torrente sanguineo. En la tercer via
citada, la catalasa oxida etanol en presencia de H,O, y su contribucidn a la eliminacién de

etanol no es significativa (Lieber y cols., 1987).
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La piel tiene una alta capacidad de oxidacién de etanol pues es el mayor reserva de alcohol
deshidrogenasa (ADH) extrahepatica (Brand y Jendrzejewski, 2008). El producto de esta, el
acetaldehido, posee varios efectos adversos en el organismo, pues reacciona con grupos
aminos y grupos sulfhidrilo, principalmente de hemoglobina y proteinas microsomales,
induce entrecruzamientos de ADN Yy se encuentra asociado a intercambios entre cromatides
hermanas; en la mitocondria existe una reduccién de citocromo a y b, baja la actividad de
succinato deshidrogenasa asi como la capacidad respiratoria; en el citosol reduce los niveles
de glutation, incrementa la produccién de H,O, favoreciendo la lipoperoxidacion, se une a
la tubulina alterando su polimerizacion y provocando el rompimiento de microtibulos y la
acumulacion de vesiculas secretoras (Lieber y cols., 1987). Es probable que debido a esto

altimo, se hayan observado la vacuolizacion de células en el grupo vehiculo (figura 5).

hl

Figura 5. Corte histoldgico piel de raton SKH-1 del grupo vehiculo. Simbologia: CV, células vacuolizadas;
CA, células apoptéticas; E, edema; IC, infiltrado celular. Tincién H-E. 400 aumentos.

El etanol induce vasodilatacion, y que esta mediada principalmente por mecanismos
centrales de control vasomotor (Malpas y cols., 1990). Asi mismo, se ha mostrado que el
etanol inhibe la vasoconstriccibn causada por agonistas neurohumorales (como
catecolaminas, angiotensina y vasopresina) sugiriendo una disminuciéon directa en las
células del musculo liso vascular posiblemente por interferencia con la traslocaciéon del
Ca®* (Alturay cols., 1979).
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Asi, el etanol induce un aumento en el flujo sanguineo, se promueve la difusién del fluido
vascular al tejido provocando edema y congestion de vasos sanguineos como el observado
en los ratones tratados con etanol en el grupo vehiculo (figura 3).

8.2.3 Grupo irradiado

El grupo irradiado mostro hipertrofia del estrato espinoso asi como del granuloso y atrofia
leve a moderada multifocal (figura 6) y zonas de hiperplasia focales-multifocales con
tendencia a la formacién de polipos como en el vehiculo asi como edema leve multifocal
(figura 7).
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Figura 6. Corte histoldgico piel de raton SKH-1 del grupo irradiado. Simbologia: Ht, hipertrofia; A, atrofia; E,
edema. Tincion H-E. 100 aumentos.

Ha sido documentado que la RUV produce el engrosamiento epidérmico, e incluso se
sugiere que esta hiperplasia o hipertrofia es un mecanismo adaptativo de la piel para la
fotoproteccion (Walker y cols., 2005); no obstante en el presente estudio también se
observd atrofia del epitelio. La atrofia encontrada (figura 6) no concuerda con estudios
anteriores (Bissett y cols., 1987; Sharma y cols., 2011), pues estos reportan un
engrosamiento epidérmico uniforme, sin embargo hay que tomar en cuenta que en dichos
estudios se utilizaron dosis de irradiaciéon mayores siendo de 60 mJ/cm? y 100 mJ/cm?
respectivamente, y en el caso del primer citado un mayor nimero de exposiciones (siendo

de 18-45).
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Gracias a que las lamparas utilizadas en estos experimentos poseian una mayor potencia de
irradiacion, la piel de los ratones SKH-1 estuvo expuesta a un mayor dafio y debido a ello,
la piel de los animales utilizados en estos experimentos tuvo en proporcion una mayor

oportunidad de respuesta adaptativa a las condiciones a las que fue sometida.

Figura 7. Corte histologico de piel de raton SKH-1 del grupo irradiado. Simbologia: Hp-P, hiperplasia con
tendencia a p6lipo fibroepitelial; E, edema. Tincién H-E. 400 aumentos.

A pesar de que al grupo irradiado se le aplico etanol al igual que el grupo vehiculo, el
primero presentd edema en menor extension que el segundo: Esto se le puede atribuir a la
accion inmunosupresora de la RUV, la cual provoca la isomerizacion del &cido urocanico
(UCA por sus siglas en inglés) de la forma trans a cis, que actla por diferentes
mecanismos: mediada por activacion del receptor de serotonina 5-HT,a promoviendo la
activacion de mastocitos y la liberacion de citocinas proinflamatorias, o activando a
mastocitos estimulando la liberacién de factor activador de plaquetas (PAF por sus siglas
en inglés) y activando la cascada de citocinas responsables de la inmunosupresion, otro
mecanismo por efecto indirecto es al estimular los nervios periféricos que expresan receptor

5-HT,a a producir neuropéptido que activa a los mastocitos (Walterscheid y cols., 2006).
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Se ha estudiado también que el cis UCA eleva la produccion de interleucina 10 (IL-10) de
las células T activadas por CD4". La IL-10 inhibe la funcion de células presentadoras de
antigenos (APC por sus siglas en ingles) de la epidermis asi como la produccion de
citocinas Thl que modulan la accién de APC e induciendo anergia antigeno especifica en
las células T, suprimiendo asi la respuesta inmune. El cis UCA también induce un aumento
en la sintesis de TNFa que suprime a las células de Langerhans (Holan y cols., 1998). Asi,
es probable que la inmunosupresion provocada por la RUV atenue los efectos provocados
por el etanol. Por otro lado, las RUV-B tiene un grado de penetracién muy pequefio en la

dermis, provocando la mayor parte del dafio en la epidermis (Walker y cols., 2005).

8.2.4 Grupo Buddleja

El grupo tratado con Buddleja se caracterizd por presentar polipos fibroepiteliales pequefios

de extension multifocal y pélipos fibroepiteliales mas grandes de extension focal (figura 8).

Figura 8. Corte histolégico piel de raton SKH-1 del grupo Buddleja. Simbologia: P, pélipos fibroepiteliales.
Tincion H-E. 100 aumentos.
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Como se puede apreciar en la figura 8, en el grupo tratado con Buddleja no se aprecian
diferencias notables en comparacion con el testigo a excepcion de la presencia de las
prolongaciones epidérmicas hiperplésicas mencionadas anteriormente. Las cuales tienen
cierta semejanza con acrocordones, que son lesiones exofilicas pedunculadas o filiformes
constituidas por un acumulo pseudotumoral de estroma. Estas formaciones no son
neoplasias verdaderas, son hiperplasias localizadas de tejido dérmico (Moreno y cols.,
2007).

Puesto que el extracto de Buddleja se aplico disuelto en etanol, el grupo tratado con el
extracto no presentd edema como el observado en el grupo vehiculo, posiblemente debido a
la actividad antiinflamatoria por parte del extracto. Apablaza (2006) evalud la actividad
antiinflamatoria de Buddleja globosa Hope, planta del mismo género que la evaluada en el
presente trabajo pero recolectada en diferentes temporalidades y experimentada en ratones
tipo CF-1, encontrando que el extracto recolectado en verano tuvo un mayor porcentaje

antiinflamatorio topico que el recolectado en otofio.

Uno de los constituyentes de los extractos de plantas de polaridades altas, son los
flavonoides, a los cuales se les han atribuido distintas propiedades como antimicrobianas,
antitumorales, antitromboéticas, antiinflamatorias, entre otros. Algunos de ellos han
mostrado inhibir la inflamacion cronica en modelos animales. Ademas de su actividad
antioxidante, estos compuestos pueden regular la actividad de células del sistema inmune
como macrofagos, linfocitos y neutréfilos. También, se ha documentado que ciertos
flavonoides inhiben la liberacion de histamina de mastocitos mientras que otros inhiben la
proliferacion de linfocitos T, algunos de ellos modulan la actividad de las enzimas
involucradas en el metabolismo del &cido araquidonico como la fosfolipasa A2, la
ciclooxigenasa, la lipoxigenasa y las implicadas en la sintesis del 6xido nitrico (NO) como
la oxido nitrico sintetasa (NOS). La inhibicién de cualquiera de estas enzimas por los
flavonoides reduce la produccion de acido araquidonico, las prostaglandinas, leucotrienos y

NO que son mediadores cruciales de la inflamacion (Kim y cols., 2004).
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Por otro lado, Martinez-Vazquez M. y cols., (1998) realizaron un estudio comparativo de
la actividad analgésica y antiinflamatoria entre los flavonoides pectolinarina y linarina,
aislados de las plantas Cirsium subcoriaceum y Buddleia cordata respectivamente.
Encontrando que la linarina resulté ser un agente antiinflamatorio méas efectivo que la
pectolinarina e incluso mayor que el control indometacina, sin embargo pectolinarina tuvo
un mayor efecto analgésico que linarina. Debido a lo anterior, es probable que este
flavonoide cuya presencia fue evidenciada en el presente trabajo, haya inhibido el edema

provocado por el etanol (figuras 4 y 8).

8.2.5 Grupo experimental

Por ultimo, los ratones del grupo experimental que fueron tratados con B. cordata,
presentaron atrofia e hiperplasia focales asociados a la formacion de pdlipos fibroepiteliales
asi como polipos fibroepiteliales de extension multifocal como en el grupo antes

mencionado (figura 9).

Figura 9. Corte histologico piel de raton SKH-1 del grupo experimental. Simbologia: P, pélipo fibroepitelial.
Tincién H-E. 100 aumentos.
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De igual forma que en el grupo anterior, el extracto de Buddleja se aplicd disuelto en
etanol. Se ha reportado que este vehiculo actGa directamente en la piel incrementando la
fluidez lipidica, permitiendo una mayor difusién y particionando para permeantes
hidrofilicos. (Kownatzki, 2003). Gracias a estas propiedades el etanol, es ampliamente
usado en la farmacia (Porras-Luque, 2007). No obstante, debido a su funcién como solvente
organico, esta sustancia disuelve los lipidos del estrato corneo, que al evaporarse, aunque
los lipidos permanezcan ahi, no reasumen el arreglo original que le provee la funcion de
sellado a la piel y por tanto, destruye la barrera impermeable conllevando a la pérdida de
agua transepidermal o como se conoce comunmente, resequedad de la piel (Kownatzki,
2003).

Asi, al disolver los lipidos del estrato cdrneo, el etanol aplicado a los grupos Buddleja y
experimental, facilita la difusion de los compuestos contenidos en el extracto a través de la
piel. De este modo, las moléculas presentes en el extracto interactian con las células

epidérmicas, que reaccionan con estas provocando los dafios mostrados en la figura 8y 9.

Al contrastar los distintos grupos, es notable que hay diferencias uno con respecto al otro.
En resumen, grupo vehiculo se caracterizO por presentar edema mientras que el grupo
irradiado mostr6 atrofia e hipertrofia, el grupo Buddleja expuso pdlipos fibroepiteliales al
igual que el grupo experimental. Asi, al comparar los grupos expuestos a RUV (grupo
irradiado y experimental) se observo que el grupo experimental no mostré ninguno de los

dafos presentados en el grupo irradiado.

De igual forma se han realizado estudios para evaluar el efecto fotoprotector de extractos de
plantas contra RUV como el realizado por Petrova y cols., (2011) quienes irradiaron la piel
de ratones SKH-1 previamente tratados tdpicamente con extracto etanolico crudo vy
fermentado de Cyclopia spp, asi como sus metabolitos principales: hesperidina y
mangiferina. Ambos extractos protegieron a la piel contra la inflamacion y la proliferacion
celular, asi como el dafio oxidativo inducido por RUV, en tanto que los compuestos
aislados de la planta no fueron tan efectivos en comparacion con los extractos, sugiriendo

un efecto sinérgico entre los compuestos del los extractos.
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Otro estudio se realizo en piel de pacientes dafiada con RUV y previamente tratada con
acido feldrico, un fenilpropanoide previamente reportado para B. cordata, en combinacion
de vitamina C y E, mostrando tener un efecto fotoprotector al reducir el eritema, el nimero
de células de quemadura, la formacion de dimeros de timina, la expresion de p53 y la

expresion de RNAm de citocinas proinflamatorias (Murray y cols., 2008).

Como se mencion0 en el apartado anterior, se evidencié mediante espectrofotometria la
presencia de compuestos cromoforos a la RUV-B en el extracto etanodlico de B. coradata.
Asi, la aplicacion topica de compuestos croméforos o mezclas de ellos como el extracto,
impide que los fotones de energia incidan en las biomoléculas de las células que son

cromoforas para la RUV como el ADN evitando el dafio.

La presencia de estos compuestos explica la eficacia del extracto al neutralizar los efectos
perjudiciales de la RUV observados en el grupo irradiado (figura 6), pero induce la
formacion de polipos fibroepiteliales (figura 9) por lo que no se puede afirmar que el
extracto posee efecto fotoprotector.

Los polipos fibroepiteliales son las neoplasias fibrosas cutdneas mas frecuentes, pues
afectan practicamente al 50% de las personas (Cabanillas y cols., 2009). Sin embargo, este
tipo de neoplasias benignas no han sido reportadas para el murino SKH-1, de modo que no
podemos asegurar que se trate de una caracteristicas de este tipo de raton. Por otra parte, los
datos obtenidos en el presente trabajo parecen indicar que la aplicacion tdpica de sustancias
presentes en el extracto de B. cordata a la piel del murino SKH-1 asi como la exposicion a
la RUV, incrementa la aparicion de las formaciones mencionadas (figura 7 y 8), sugiriendo
una sinergia entre los compuestos embebidos en el extracto etandlico de B. cordata y los
efectos causados por la RUV pues en el caso del grupo experimental, existe un aumento en

el nimero y tamafio de polipos fibroepiteliales.

8.2.6 Conteo de células apoptoticas

Una caracteriastica de dafio a la piel por radiacion solar es la formacion de células de
quemadura (CQ) en la epidermis, que no es mas que un queratinocito apoptotico luego de
ser expuesto a RUV. Las CQ se observan como queratinocitos disquerat6ticos con nicleo

picnotico (Lowe y cols., 1997) como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Morfologia caracteristica de las células de quemadura. Simbologia: CQ, célula de quemadura.
Tincion H-E. 400 aumentos.

Debido a que estas células presentan una morfologia caracteristica y se distinguen con
cierta facilidad del resto de queratinocitos se procedid a realizar un conteo de estas en los

distintos grupos. Los resultados del conteo se muestran en la figura 11.
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Figura 11. Numero de células de quemadura (CQ) por campo a 400 aumentos por grupo.
Simbologia: « diferencias con testigo; * diferencias con vehiculo; + diferencias con irradiado; + diferencias
con Buddleja; i difefencias con exparimental. p<0.05.

38



Como se observa en la figura 11, el grupo testigo tuvo un nimero promedio de CQ de 7.6
por campo a 400 aumentos, en tanto que el grupo vehiculo alcanzo el valor més alto siendo
de 9.8 por campo a 400 aumentos, mientras que el grupo Buddleja logré el valor més bajo
con una media de 3.3 por campo a 400 aumentos, obteniéndose diferencias significativas
entre cada uno de los grupos mencionados. EIl grupo irradiado y el grupo experimental
adquirieron promedios de 5.2 y 4.6 por campo a 400 aumentos respectivamente, no

presentando diferencias significativas entre ambos.

La apoptosis 0 muerte celular programada (MCP) es la muerte de una célula mediada por
genes que sigue un patrén ordenado de cambios morfoldgicos y bioquimicos y que no

desencadena reacciones inflamatorias (Jordan, 2003; Chu y cols., 2005).

En la piel, la MCP actta en la remodelacion durante el desarrollo, la regulacion de la
cantidad de células y en la defensa contra células dafiadas, infectadas o transformadas. Es
por ello que la apoptosis tiene una elevada incidencia en la epidermis, principalmente por
alteraciones en la cineética celular, en la diferenciacion y en la cohesion. La diferenciacion

terminal de queratinocito a corneocito es una modificacion de la MCP (Chu y cols., 2005).

Debido a los anterior, no es poco comin encontrar este tipo de células en tejidos no
dafiados como lo obtenido en el grupo testigo (figura 11) puesto que la piel se encuentra en
constante remodelacion, ya que en todo organismo multicelular, debe existir un equilibrio
entre la generacion, la proliferacion y la desaparicion o muerte de las células que lo
componen, con el fin de mantener un tamafio constante. La alteracion de este equilibrio
conduce a situaciones patologicas como el cancer, cuando la proliferacién aumenta, o las
enfermedades degenerativas, cuando los procesos de muerte celular estan incrementados
(Jordéan, 2003).

El grupo vehiculo sin embargo, fue el que presentd un mayor numero de células
apoptoticas, esto podria explicarse gracias a los efectos adversos del etanol como lo reporto
Neuman y cols., (2002) quienes trataron células epidermales de la linea A431 y células
primarias neonatales de la piel con diferentes concentraciones de etanol y por diferentes
periodos de tiempo. Encontrando que el etanol mostro ser citotoxico de forma dosis y
tiempo dependiente e incrementd el porcentaje de células apoptoticas, asi como la
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liberacion de la citocina factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y su expresion en las
células. Al examinar las células tratadas con etanol al microscopio electronico exhibieron
dafio de organelos, cromatina condensada y cuerpos apoptoticos. Sugiriendo que el etanol

induce apoptosis en células de la piel por elevacion de los efectos de TNF-a.

El grupo irradiado en cambio, obtuvo un valor promedio menor que el anterior mencionado
a pesar de que también fue tratado con etanol, e incluso obtuvo una media menor que el
testigo (figura 11). Como se menciond con anterioridad, la RUV causa dafio directo a DNA
produciendo dimeros de pirimidina y fotoproductos 6-4 (Ichihashi, 2003).

Cuando el dafio al ADN es muy severo y este no se puede reparar, se activan las vias
apoptaticas para eliminar las células dafadas. El gen p53 juega un importante papel en esta
via, cuya proteina induce apoptosis al sobreregular genes proapoptéticos como Bax,
Fas/Apo-1, o por disminuir la expresion de genes supresores de apoptosis como Bcl-2
(Matsumura y Ananthaswamy, 2004). Se ha reportado que a las 24 hrs post-irradiacion

existe una mayor incidencia de apoptosis (Lee y cols., 2003).

En este trabajo, los ratones irradiados fueron sometidos a 9 exposiciones de RUV cada 3er
dia, por lo que es probable se haya aumentado el indice apoptoético durante las
exposiciones, pero al momento de hacer las observaciones al dia 15, en el tejido se observo
atrofia en el grupo irradiado (figura 6). Con esto se plantea que al finalizar la
experimentacion solo hayan permanecido las células menos susceptibles al dafio. No
obstante, no se cuentan con las suficientes evidencias para asegurar lo mencionado

previamente.

Como se muestra en la figura 11, el grupo Buddleja fue el que presentd el menor valor
promedio de CQ. Ciertos productos naturales de plantas son conocidos por inducir
apoptosis en celulas neoplésicas pero no en células normales. Asi mismo, se ha mostrado
que los efectos citotdxicos de los fenoles sobre diferentes tumores estdn mediados por
apoptosis. Por ejemplo el &cido galico ha mostrado inducir MCP en varias lineas de células
transformadas al inducir la generacién e ROS, flujo de Ca** y la activacion de calmodulina.

Otro ejemplo es el acido caféico que induce fragmentacion de DNA, mientras otros
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monoémeros de fenilpropanoides como acido felurico y p-coumarico no presentan este

efecto (Taraphdar y cols., 2001).

Asi, es posible que los metabolitos del extracto no indujeran apoptosis debido a que las
células en la piel de los ratones SKH- no estaban transformadas o que estas sustancias no
posean esta capacidad. También es probable que los compuestos incluidos en el extracto
induzcan la expresion de genes supresores de apoptosis, sin embargo, hacen falta estudios

al respecto para sustentar esta idea.

Por ultimo, el grupo experimental no presentd diferencias significativas con el grupo
irradiado, sin embargo en el primero se observd un promedio ligeramente menor al
segundo. Lo cual se lo podemos atribuir a los efectos producidos por el extracto y la RUV.
En contraste con lo obtenido en el presente trabajo, Filip y cols., (2011) quienes irradiaron a
ratones SKH-1 durante 10 dias consecutivos a 240mJ/cm? obtuvieron un incremento
significativo en el nimero de CQ con respecto al control negativo y observaron una
inhibicion del 41% en el grupo pretratado con extracto hidroetandlico de semilla de uva.

Auln faltan méas estudios para considerar el uso tanto comercial como terapéutico del
extracto como los metabolitos secundarios de esta planta.
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8.3 Evaluacion de la actividad antioxidante in vitro

8.3.1 Cuantificacion de fenolicos totales

La presencia de compuestos fenolicos se cuantificd mediante la prueba de Folin-Ciocalteu
obteniéndose 177.13+1.97 mg de equivalentes de &cido galico por gramo de extracto, y por

lo tanto un 17.71% de fendlicos en el extracto.
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Figura 12. Curva patron obtenida de la prueba Folin-Ciocalteu.

Mahlke y cols. (2009) obtuvieron en el extracto etandlico de Buddleja thyrsoides un total
de 214.07+ 3.6 mg de equivalentes de acido galico/g, en tanto que Pan y cols. (2010)
obtuvieron 113.56 mg/g de equivalentes de pirocatecol usando el método de extraccion con
microondas (MEB) y 100.94 mg/g de los mismos mediante la extraccién con soxhlet (SEB)
en Buddleja officinalis; ambas plantas del igual género que la utilizada en este trabajo. En
comparacion con los trabajos mencionados, es claro que B. cordata posee una menor
cantidad de compuestos fenolicos que B. thyrsoides pero mayor que ambos extractos de B.
officinalis.

Por otro lado, en un estudio realizado por Dudonné y cols. (2009) se compararon las
propiedades antioxidantes y el contenido de fenolicos totales de 30 extractos de diferentes
plantas de interés comercial mediante diferentes ensayos como ABTS, FRAP, SOD, y
ORAC ademéas de DPPH, obteniendo valores de 6.86 hasta 397.03 mg de equivalentes de
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acido galico/g en las plantas evaluadas; estos datos indican que el extracto metandlico de B.

cordata posee un valor intermedio con los reportados por éstos autores (figura 12).

Asi Dudonné y cols. (2009), al correlacionar los datos obtenidos la prueba Folin-Ciocalteu
con los porcentajes de inhibicion alcanzados en las diferentes pruebas, comprobaron que
existe una alta correlaciéon entre el contenido total de fendlicos y los distintos ensayos
realizados. Evidenciando de este modo, que existe una relacion entre la concentracion de
compuestos fenolicos en la planta y su capacidad de neutralizar radicales libres asi como
reducir al fierro. Con todo lo anterior, podemos asumir que la cantidad de fenodlicos
presentes en el extracto metandlico de B. cordata (figura 12) le proporcionan capacidad
antioxidante ante los radicales DPPHe, O;™-, HO-. Es por ello que se opt6 por cuantificar los

compuestos fenolicos en el tepozan.

Un compuesto se considera como antioxidante cuando este es capaz de donar un electrén o
un atomo de hidrogeno y prevenir o detener la oxidacion de un sustrato oxidable actuando
por distintas vias: quelando metales al prevenir la formacion de RL, atrapando radicales
libres, actuando como rompedores de cadena, es decir, deteniendo la propagacion de RL),
siendo parte de la red redox antioxidante, y/o regulando la expresion de genes (Packer,
2005). Las propiedades antioxidantes de los fenolicos estan ligados a su estructura: uno o
varios anillos aromaticos con uno o mas grupos hidroxilo (Roberfroid y Buc-Calderon,
1995). De modo que el grado de hidroxilacion, la posicion, la polaridad, la solubilidad y el
potencial reductor, son los factores principales que influencian la actividad antioxidante de
los compuestos fendlicos (Dawidowicz y Olszowy, 2012). Asi, podemos decir que no es
solamente la cantidad de fendlicos presentes en el extracto del Tepozan sino el tipo de
compuestos presentes en éste los que le confieren la actividad antioxidante, como por

ejemplo la presencia de fenil propanoides, fenil etanoides y flavonoides.
La actividad redox de los compuestos fenolicos para neutralizar RL pueden ser por las

siguientes vias: proton acoplado a la transferencia de electron, transferencia del electrén

seguida por el proton, transferencia del electron por pérdida secuencial del protén, y
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formacion de aductos. El balance de estos mecanismos depende del ambiente de reaccion

(Dawidowics y Olszowy, 2012).

8.3.2 DPPH-

El radical artificial 2,2-difenil-1picril hidrazilo (DPPHe¢) permite evaluar mediante
espectrofotométria la propiedad antioxidante de un compuesto por medio de la donacion de
un electrén o un dtomo de hidrégeno. Debido a que la concentracién eficaz media (CEso) es
definida como la concentracion a la cual es disminuida la cantidad de radicales libres (RL)
en un 50%, se considera que mientras mas pequefia sea la cantidad de la sustancia utilizada
mayor sera su capacidad para neutralizar las ERO y por lo tanto tendrd un mayor potencial
antioxidante (Brand-Williams y cols, 1994).

Como se puede apreciar en la figura 13, el extracto de B. cordata presentd la CEsy mas alta
siendo de 64.19 + 2.09 pg/ml, mientras que los controles acido ascorbico y acido géalico fue
de 5.9 £ 0.55 pg/ml y 2.6 £ 0.12 pg/ml respectivamente. Existen diferencias significativas
entre cada una de las sustancias empleadas con una p<0.05. El valor de CEsy obtenido para
la particion hexanica fue 409.44 + 2.66 (no presentado en la gréfica). Debido a este hecho,

no se evalué en las siguientes pruebas.
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Figura 13. Concentracion eficaz media (CEsy) del extracto de B. cordata contra radical DPPHe en
comparacion con los controles positivos: &cido galico y &cido ascérbico.* p<0.05.
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Los radicales centrados en el nitrégeno como el DPPHs«, reaccionan con los fenoles por 2
mecanismos: Abstraccion directa del &tomo e hidrégeno (proton acoplado a la transferencia
de electron) y transferencia de electron del fenol o el anidn fendxido (transferencia del
electron por pérdida secuencial del proton) al DPPHe. La contribucion de una u otra via
depende de la naturaleza del solvente y del potencial redox del compuesto. En solventes
polares, como el utilizado en este trabajo (metanol), predomina la transferencia del electron
debido a la formacion de puentes de hidrégeno con los compuestos fendlicos (Villafio y
cols., 2007).

Como se observa en la figura 13, el extracto metandlico del tepozan presentd una CEsg de
64.19 £ 2.09 pg/ml contra el radical DPPHe. De la igual manera, se han realizado estudios
de la actividad antioxidante de extractos de alta polaridad en diferentes especies del género
Buddleja utilizando el método para reducir el radical DPPH-. Por ejemplo, en B. thyrsoides,
se reportd una CEs de 186.04 + 10.8 pg/ml para el extracto crudo, (Mahlke y cols., 2009).
Por otro lado, en B. globosa se obtuvo una CEsy en extracto metanolico 8.4 + 0.1 pg/ml,
mientras que en el extracto metandlico libre de grasas se obtuvo una CEsy 6.0 + 0.4 pg/ml,
siendo verbascdsido y luteolina los componentes mayoritarios del extracto metanolico libre
de grasas (Backhouse y cols. 2008). Mientras que en B. officinalis se obtuvieron una CEsg
de 9.93 + 0.31 y 11.68 + 0.26 pg/ml para MEB y SEB respectivamente, siendo ambos
significativamente mas bajos que los controles utilizados BHT (14.50 + 0.50 pg/ml) y
resveratrol (12.50 = 0.36 pg/ml) (Pan y cols., 2010).

Asi, al contrastar los datos obtenidos en el presente trabajo con los reportados en otras
especies de Buddleja es notable que el extracto metandlico de B. cordata posee una
capacidad antioxidante mayor que el extracto de B. thyrsoides pero menor que los de B.
globosa y B. officinalis en el ensayo para neutralizar el radical DPPHe. Asi también, al
comparar el resultado (de la misma prueba) del tepozan con los controles usados en este
trabajo (A. ascorbico y A. galico), es evidente que el extracto metanolico posee menor
capacidad antioxidante (figura 13). Sin embargo hay que considerar que los controles

mencionados son compuestos puros mientras que el extracto es una mezcla.
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Como se puede apreciar en los trabajos citados, existen diferencias considerables en los
datos reportados entre las diversas especies de Buddleja; lo cual, puede atribuirse a
variaciones ambientales, asi como en la época de recoleccion de la planta, sin mencionar a
que pertenecen a distintas especies, entre otros aspectos mencionados previamente (Csekel
y cols., 2006).

Sin embargo algunos estudios han demostrado que ciertos factores pueden influir en la
obtencion de la capacidad antioxidante de un extracto o un compuesto. Por ejemplo, la
presencia de iones metalicos en el extracto o en el sistema de medicion impide la
transferencia de electrones por parte de los fendlicos presentes en este, ademas el bloqueo
del proceso de captacion dependerd del tipo de anidn existente en el sistema. Por otro lado,
un aumento en la concentracion de iones hidrogeno (pH acido) permite que se torne el
mecanismo de reaccion, del fenol al radical, de transferencia de electron a trasferencia de
hidrégeno afectando asi la cinética de la reaccion haciéndola mas lenta (Dawidowics y
Olszowy, 2012).

Ademas, como se sefiald con anterioridad, los extractos son mezclas de incluso cientos de
compuestos, por lo tanto la cantidad de los mismos que poseen la actividad existen en
trazas mas pequefias, por lo que es necesario emplear una mayor cantidad de extracto en

comparacion con los controles para observar el mismo efecto.

Pan y cols. (2010) aislaron luteolina de B. officinalis obteniendo una ECsy de 3.09+0.10
pg/ml para la prueba DPPHe. Por otro lado, Shicanga y cols., (2010) obtuvieron
verbascosido de cuatro especies del género Lippia obteniendo contra radical DPPHe una
CEso de 89.0 pg/ml para el verbascosido un valor muy cercano al de su control (A.
ascorbico) con un valor de 75 pg/ml, atribuyendo este autor las propiedades antioxidantes
de las plantas utilizadas a la presencia de este compuesto y a su cantidad. Mientras que
Abdel-Mageed y cols (2012) quienes evaluaron los glucésidos de fenilpropanoides e
iridoides de Tecoma mollis obtuvieron una CEsy para el vebascésido de 6.1 pg/ml en la
prueba para neutralizar el radical DPPHe, en tanto que el control utilizado (A. ascorbico)

presentd una CEsg de 2.1 pg/ml.

46



Por otro lado, Yokozawa y cols. (1998) quienes estudiaron el efecto inhibidor de taninos y
flavonoides sobre el radical DPPHe, reportaron un valor superior a 500uM para la linarina,
concluyendo estos autores que este compuesto no posee actividad sobre el radical
mencionado. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por estos autores, se podria
deducir que la linarina presente en el extracto metanolico de B. cordata no aporta a la

actividad antioxidante presentada por el mismo contra el radical DPPHe (figura 13).

Por otra parte, Villafo y cols. (2007) quienes compararon la habilidad secuestradora de
compuestos fendlicos caracteristicos de los vinos frente al radical DPPHe, obtuvieron una
CEsp para &cido caféico de 12.1+0.2 uM vy para el acido ferulico de 24.7+0.4 uM; los cuales
han sido reportados para B. cordata y podrian estar contribuyendo en parte a la actividad

observada en el extracto metanolico de dicha planta frente al radical DPPHe.

Debido a que el extracto metanélico demostr6 poseer capacidad antioxidante se procedié a
determinar la CEsg del extracto contra los radicales superoxido (O,-) (figura 14) e hidroxilo
(HO-) (figura 15).

8.3.3 0,

El radical superoxido (O,'-) se origina por interaccién del oxigeno molecular (O,) con
metales de transicion, a través de enzimas (como Xantina oxidasa) y en la cadena
transportadora de electrones principalmente. En soluciones acuosas no reacciona del todo
con la mayoria de las moléculas y a pH 7.4 no es altamente reactivo, de modo que la
velocidad de reaccién con ADN, lipidos, aminoécidos y otras biomoléculas es baja e
incluso nula, por lo que su reactividad con moléculas no radicales esta influenciada por el
solvente y el pH. En cambio el O,™- es muy reactivo en solventes organicos, perjudicando
principalmente membranas. El dafio por O,- es muy selectivo y usualmente involucra
reaccion con otros radicales como NO- o iones fierro y ademéas de dafiar membranas,
inactiva enzimas y genera otras ERO como el H,O, y los radicales ONOO™ y HO-
(Halliwell y Gutteridge, 2007).
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El radical hidroperoxil (HO;") es la forma protonada del radical O,’-, existe en pequefias
trazas junto con el radical O,’-, formandose cerca de la superficie de la membrana celular
donde el pH tiende a ser més acido favoreciendo su creacion. Es més reactivo que el radical
O, debido a la ausencia de carga, la cual le permite atravesar membranas, iniciando la

peroxidacion de acidos grasos (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Los resultados sobre la capacidad del extracto metanolico de B. cordata para atrapar el
radical superoxido se muestran en la figura 14. Donde se observa la misma tendencia que
en la prueba anterior entre el extracto de B.cordata y los controles, siendo el extracto el que
presenta el valor de CEsp mas elevado y el acido galico el més bajo. En éste método, el
extracto presenta una CEsg contra el radical O,"- de 133.6 *+ 35.2 pg/ml, en tanto que para
los controles acido galico y quercetina la CEsp fue de 30.09 + 6.85 pg/ml y de 50.19 + 3.86
pg/ml respectivamente. Cabe mencionar que existen significativas entre cada una de las

sustancias evaluadas con una p<0.05.

B. cordata A. gélico Quercetina

Figura 14. Concentracién eficaz media (CEsg) del extracto de B. cordata contra el radical O,™-en comparacion
con los controles positivos: &cido galico y quercetina. * p<0.05.

En otros estudios se suele reportar la actividad antioxidante no en términos de la CEsg Sino
en el porcentaje de inhibicion (1%) lo cual se refiere al porcentaje maximo de neutralizacion

del radical a una concentracion dada (Huang y cols., 2005). De esta forma se report6 en B.
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globosa un 1% de 51 + 2.5 pg/ml en el extracto metanolico general, mientras que en el
extracto libre de grasas un 1% de 68.0 + 3.0 ambos a 50 pg/ml (Backhouse y cols., 2008).

Al comparar estos resultados con los obtenidos en el presente trabajo, es notable que B.
globosa presento mayor actividad que B. cordata frente al radical O,"-; sin embargo hay
que mencionar que el radical O,™- se gener6 mediante un sistema enzimatico a diferencia

del que se realizo en este estudio.

Wang y cols, (1996) evaluaron la capacidad antioxidante frente al radical O,- del
verbascosido y el leucosceptosido A obtenidos a partir de Pedicularis striata y P.
alashnica, obteniendo una CEsy de 0.063 mM y 0.294 mM respectivamente utilizando el
sistema xantina-xantina oxidasa. Posteriormente, Piao y cols. (2003) obtuvieron una CEsy
de 9.1 pg/ml para luteolina (obtenida de B. officinalis) en el ensayo para neutralizar radical
superdxido utilizando el mismo sistema. Debido a que no ha sido reportada la presencia de
leucoseptésido A y luteolina en B. cordata podemos atribuir la actividad del extracto
metanolico de esta planta sobre el radical O;'- al verbascésido.

La réapida desaparicion del radical O,'- en una solucion acuosa esta dada por la reaccién de
dismutacién, en la cual el radical puede ser oxidado (a O,) o reducido (a H,O,). Esta
reaccion es rapida en un medio acido pues es necesario para protonar O,’-, pero lenta en
medios alcalinos debido a que cualquier molécula que reaccione con O;™- en una solucién
acuosa estara compitiendo con la reaccion de dismutacion. De modo que cualquier sistema
generador de O~ producira H,O,, a menos que éste sea interceptado por alguna otra
molécula. Asi O,’- puede ser una molécula reductora frente a NBT u oxidante al reaccionar

con ascorbato (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Como se menciond anteriormente, en este trabajo el radical O,- se produjo in vitro
mediante la reaccion de PMS con NADH, sin embargo al haber antioxidantes en el sistema
como los acidos hidroxicinamicos y el verbascosido presentes en el extracto de B. cordata
o0 en el caso de los controles el acido galico y la quercetina, evitan la reduccion del NBT y

por ende la produccion del croméforo al reducir al radical O,'- a H,0..
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Para considerar la capacidad antioxidante de un compuesto como éptima, se deben tomar
en cuenta dos principios: la alta reactividad de la sustancia con radicales de distintos
origenes ¢ distintos tipos y la alta estabilidad en el radical intermediario que se puede
formar a partir del antioxidante (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995). Asi, cuando un
fenolico dona un electron o 4&tomo de hidrogeno para neutralizar un RL, ellos mismos se
transforman en RL, sin embargo, el electron desapareado es menos reactivo debido a que es
deslocalizado por resonancia alrededor del anillo aromatico, lo cual le confiere una gran
estabilidad y menos reactividad (Surch y Parcher, 2005). De manera que los compuestos
fenolicos presentes en el extracto metanolico de B. cordata son menos peligrosos en su
forma radicalar al ser reducidos por los RL que neutralizaron como los utilizados en este
estudio DPPHe, Oy~ y HOs.

La capacidad antioxidante de un compuesto se ve influenciada también por Ila
estequiometria de la reaccion, que se refiere al nUmero de moléculas oxidantes reducidas
por una molécula antioxidante. Lo cual est4 determinado por la estructura del antioxidante
y su mecanismo de reduccién. EI nimero de grupos hidroxilo disponibles y los productos
de la reaccion como los dimeros o quinonas capaces de reaccionar con un radical adicional,
incrementan la estequiometria (Villafo y cols., 2007). Lo anterior explica la razén de que el
acido galico haya presentado los valores mas bajos de CEsg en las pruebas para neutralizar
los radicales DPPHe y O,'- pues este compuesto posee 3 hidrégenos para donar, en tanto
que el acido ascorbico utilizado contra radical DPPHe tiene 2, y la quercetina utilizada

contra radical O,'- posee 5.

Se conoce bien que los polifenoles tiene un mayor potencial antioxidante que los
monofenoles, debido a que pueden donar mas hidrogenos. La posicion del segundo y el
tercer grupo hidroxilo es importante. Aquellos compuestos con grupos hidroxilo en orto y
en para tienen una mayor actividad que aquellos en meta, cuya eficiencia se debe a la
estabilizacion del anillo (del radical arilo) por enlaces ‘“puentes” hidrégeno o por
regeneracion de otro fenol. La sustitucidn orto-metoxi también estabiliza el radical arilo por
donacion de electron, incrementando la eficiencia antiradical, la cual también varia

dependiendo el antioxidante y su concentracion (Brand-Williams y cols., 1994).
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8.3.4 Actividad quelante

Los metales de transicion promueven la transferencia de electrones superando la restriccion
del spin en la reaccion directa del oxigeno con los no radicales. El potencial de los metales
de transicion depende de los ligandos a los que este asociado, los cuales le permiten
catalizar diferentes reacciones. Estas caracteristicas les proveen sus efectos bioldgicos,
actuando por ejemplo en la respiracion, el transporte de oxigeno, la formacion de NOe, la
defensa antioxidante, la actividad de proteinas y enzimas, entre otros (Halliwell y
Gutteridge, 2007). Debido a que los metales de transicion intervienen indirectamente en el
dafio oxidativo, es util medir la capacidad quelante de un extracto o compuesto debido a

que puede prevenir la produccion de EROs.

El extracto metandlico de B. cordata no mostré actividad quelante contra el ion fierro
mediante el método de Yamaguchi y cols. (2000). Asi también Zhou y cols. (2006)
reportaron en una prueba similar que el acido feralico (que ha sido reportado en B. cordata)
no tiene actividad quelante contra el ion Fe. Sin embargo, otros autores han reportado que
los polifenoles como los fenilpropanoides y sus respectivos glucésidos tienen la propiedad
de quelar metales de transicion si presentan dos grupos hidroxilos adyacentes o catecélicos
(Korkina, 2007). La capacidad quelante de los compuestos fendlicos se atribuye
principalmente a los flavonoides ya que presentan dos puntos de ataque del metal al fenol
uno en el anillo B y otro en el anillo C del flavonoide. Las glicosilaciones en ciertas
posiciones influyen en la actividad quelante (Rice-Evans y cols., 1997). El principal
flavonoide encontrado en B. cordata fue la linarina, sin embargo, debido a que este se
separ6 del extracto al realizar la particion con hexano, la cantidad de este compuesto se vio
disminuida en el extracto, lo que pudo haber causado que este Gltimo no mostrara actividad
quelante. Por otro lado, este compuesto no posee grupos catecolicos en su estructura, por lo
que es probable que no tenga dicha actividad. Ademas, no se encontraron estudios

relacionados con la actividad quelante de este compuesto.
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Por otra parte, Zhao y cols (2005) estudiaron el efecto protector del verbascésido contra el
dafio inducido por la reaccion Fenton en el plasmido pBR322, observando que el
verbascésido quela iones fierro (1) y (111). Ademéas proponen que el Fe (I1) y (Ill) en
solucion puede unirse al vebascosido formando complejos, previniendo asi la formacion del
radical HOe. Por otro lado, como se ha sefialado anteriormente, este compuesto actiia
también como neutralizador de radicales libres (Wang y cols., 1996; Shicanga y cols.,
2010; Abdel-Mageed y cols., 2012). Como se menciond previamente, este compuesto fue
detectado en el extracto metandlico de B. cordata mediante HPLC, sin embargo es probable
que la cantidad de este compuesto en el extracto no haya sido suficiente tener efecto en el
ensayo de Tamaguchi y cols. (2000). Ademas, es frecuente que valores mayores a 500 uM
se reporten como “sin actividad”, ya que cualquier compuesto que se suponga como
quelante debe tener un valor menor al mencionado para ser considerado como tal

(Yokozawa y cols., 1998).

8.3.5 HOe

El radical hidroxilo (HO-) es el radical de oxigeno mas reactivo conocido, con un alto
potencial reductor. Tan pronto como se forma el radical HO- reacciona casi de inmediato
con las moléculas vecinas. Las reacciones que involucran HO« son de 3 tipos: ;] abstraccién
de hidrégeno, en la cual se abstrae un aomo de hidrégeno para formar agua; o] adicion,
donde reacciona con dobles ligaduras o anillos aromaticos; 3] y transferencia de electron,

reaccionando con iones haluros o nitritos (Halliwell y Gutteridge, 2007).

La formacion del radical HO- in vivo ocurre mediante cuatro mecanismos principalmente:
a) Catdlisis por metales de transicion principalmente Fe y Cu; ) exposicion del medio a la
radiacion; ) reaccion de O;-con NOe para dar peroxinitrito (ONOO™), el cual puede
descomponerse en NO,", NO,+ y HOe; 4 reaccién de HOCI con O,™- (Halliwel, 1995).
También puede formarse a través de la interaccion del radical O,’- con H,0, (Halliwell y
Gutteridge, 2007). En este trabajo se utilizo la reaccion de fenton como el mecanismo para
evaluar la capacidad antioxidante del extracto frente al radical HOe, esta reaccion involucra

una molécula de H,O, con un i6n metalico (cobre o fierro).
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En la figura 15 se observa la CEsg del extracto para neutralizar el radical HO+ mediante el
método de Halliwell y cols, (1987) alcanzindose un valor de 1.85 + 0.1 pg/ml, mientras
que para el control (&cido galico) fue de 335.38 + 3.06 pg/ml, teniendo un valor mas alto en
comparacion con el extracto, obteniéndose diferencias significativas entre el extracto y el

acido galico utilizado como control con una p<0.05.

*

B. cordata A. galico

Figura 15. Concentracion eficaz media (CEsg) del extracto de B. cordata contra radical HO+ en comparacion
con 4cido galico. * p<0.05.

Esta actividad puede explicarse por lo hallado por Wang y cols. (1996) quienes evaluaron
la capacidad captadora de radicales libres de distintos fenilpropanoides mediante el método
de captura del spin, obteniendo una CEsp contra HO* para ¢l verbascésido de 0.434 mM,
mientras que leucosceptosido A obtuvo un 1% de 27.8% a 0.55mM. Ambos compuestos

reportados para el género Buddleja.

Gracias a que el radical hidroxilo reacciona con cualquier molécula en su vecindad debido
en gran medida a su corta vida media y a su potencial redox, practicamente toda sustancia
podria funcionar como neutralizadora del radical HOe sin necesidad de ser antioxidante
estrictamente. Aquel antioxidante que prevenga o detenga en el dafio ocasionado por HO*
actuara bloqueando los precursores de su formaciéon como son O;™-, H,O,, ONOO", HOCL

e iones metalicos (Halliwell, 1995).
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Como se describi0 anteriormente en el método para neutralizar el radical HO+ segun
Halliwel y cols, (1987), al afiadir un antioxidante al sistema el radical HO+ competira entre
éste y el azdcar inhibiendo la formacion del cromoforo. Sin embargo, el antioxidante
ademas de actuar sobré el radical hidroxilo, podria también actuar sobre sus precursores
imposibilitando su produccion. Asi, la remocion de metales de transicion del sistema podria
llevarse a cabo mediante dos formas: en la primera, la unién del antioxidante al metal altera
su potencial redox o la accesibilidad de éste al peréxido evitando la produccion de HOe; en
la segunda, la unidn el antioxidante con el metal no impide la produccion de HOe, pero el
radical formado por el complejo metal-antioxidante es absorbido por este. Por lo tanto, si
un antioxidante se une a un ion metalico y decrece la cantidad detectada de HOe, puede ser
que el complejo no catalice la formacién de HO* 6 que el HOe producido es mayormente

interceptado por el antioxidante en la mezcla de reaccién (Halliwell, 1995).

Como se mencioné anteriormente el extracto no present6 actividad quelante contra el ion
Fe, no obstante, otros autores han reportado la actividad quelante de ciertos compuestos
reportados para el género Buddleja y que podrian estar también presentes en B. cordata
(como verbascdsido). De tal manera que estos compuestos podrian estar influenciando en la
actividad de el extracto. Sin embargo el método utilizado para evaluar la capacidad del
extracto de atrapar radical HOe descarta en cierta medida esta posibilidad, pues el empleo
de iones Fe se realiza en conjunto con EDTA, facilitando la reaccion con H,0,. No
obstante, siendo el EDTA un quelador de iones metalicos, y teniendo el ion Fe preferencia
por éste que por verbascosido como comprobaron Zhao y cols. en 2005, este compuesto
fendlico compitiria con el EDTA para ligar al ion Fe.

Los compuestos en el extracto metandlico de B.cordata también podrian estar atrapando
H,0; evitando la formacién de HOe. Ademas podria el antioxidante estar interfiriendo con
la formacion del cromdéforo dando un falso positivo, sin embargo no ha sido reportado para
el método utilizado asi como la formacion de “falsos cromoforos™ a partir del HO+ con el

antioxidante (Halliwell, 1995).
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Como se ha dicho previamente, los antioxidantes son compuestos capaces de impedir,
retardar o prevenir los procesos de oxidacion y dependiendo el modo de accion pueden ser
clasificados como: terminadores de radicales libres, queladores de iones metalicos o
atrapadores de oxigeno (que reaccionan con el oxigeno en sistemas cerrados). También se
les suele clasificar como antioxidantes primarios y antioxidantes secundarios. Los
primarios reaccionan con los RL de alta energia para convertirlos en productos
termodindmicamente méas estables y son capases de funcionar s6los, mientras que los
secundarios o preventivos, funcionan retardando la velocidad de la cadena de iniciacion y
funcionan combinados con los antioxidantes primarios (Gardziella y cols., 2000; Shahidi y
Naczk, 2004; Dawidowics y Olszowy 2012). Asi, una sustancia tiene efecto sinérgico
cuando elevan la actividad de los antioxidantes sin poseer actividad antioxidantes por si
mismos (Shahidi y Naczk, 2004). De modo que es probable que la presencia de compuestos
queladores de iones metalicos (como verbascosido), ademas de los antioxidantes presentes
en el extracto (como luteolina, acido caféico y felurico, verbascésido, entre otros) tengan un

efecto sinérgico en ensayo para neutralizar radical HOs.

A diferencia de las otras pruebas realizadas en los distintos radicales en donde el control
acido gélico present6 una mayor capacidad antioxidante a comparacion del extracto de B.
cordata, en la prueba para neutralizar radical HOe el control tuvo una actividad
antioxidante muy baja en comparacion con el extracto (figura 15). Esto puede deberse (en
esta prueba) a que el acido galico tenga una mayor preferencia por el ién Fe que por el
radical HOe regenerando ¢l ion (Fe 3* _ Fe 2+) para la catalizacién de cada vez mas HO-.
El ensayo FRAP mide la capacidad de una sustancia de reducir un mol de de Fe ** a Fe #*
en condiciones acidas (Huang y cols., 2005). Usando este método, Soobrattee y cols. (2005)
obtuvieron valores de 5.25 + 0.18 mM Fe(ll)/L para el &cido galico mientras que Ozgen y
cols. (2006) reportaron 3.4+0.1 uM equivalentes de trolox utilizando el mismo ensayo;
demostrando ambos trabajos mediante el ensayo mencionado que el acido galico posee una

alta capacidad reductora.
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En la prueba para evaluar le capacidad antioxidante del extracto metanolico de B. cordata
frente al radical HOe, el sistema de reaccion para generar éste radical consiste en H,0,, Fe,
EDTA y &cido ascorbico. El &cido ascorbico es considerado un antioxidante eficaz in vitro
debido a su accion reductora, sin embargo también puede tener efecto pro-oxidante in vitro
pues el sistema para generar HOe el acido ascorbico funciona reduciendo al ion Fe de Fe 3

a Fe 2

*. Se ha documentado la capacidad de este antioxidante de regenerar a otro
antioxidante como es el caso del a-tocoferol para evitar la lipoperoxidacion (Halliwell y
Gutteridge, 2007). Del mismo modo que el acido ascorbico, acido galico podria no estar
reduciendo al Fe por el mismo, sino regenerando al acido ascérbico el cual reduce al Fe a

su vez. Asi, el &cido géalico en este sistema presenta un efecto pro-oxidante.
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9. Conclusiones

El extracto meta-etandlico de B cordata:
Absorbe en las tres regiones de la RUV.

Contiene una cantidad considerable de compuestos fendlicos, de los cuales el verbascosido
y la linarina son los principales metabolitos.

Previene los dafios provocados por la RUV y el etanol.
Induce la formacidn de estructuras similares a polipos fibroepiteliales en ratones SKH-1.

Produce disminucion de células de quemadura en piel no irradiada y una ligera disminucion
de estas en la piel irradiada de ratones SKH-1.

Ofrece actividad antioxidante moderada frente a los radicales DPPHe e O,'- pero alta contra
radical HO+ y no presenta actividad quelante.
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10. Perspectivas
Estudiar la probable toxicidad e irritabilidad del extracto de B. cordata
Evaluar la actividad del extracto utilizando mayor potencia de irradiacion.

Realizar un experimento de exposicion prolongada al extracto de B. cordata
(Modelo croénico)

Estudiar los principales metabolitos del extracto del tepozdn como fotoprotectores en
ratones SKH-1

Evaluar la actividad antioxidante del extracto contra otras ERO
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12.

Tabla de las alteraciones observadas
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Cromatograma de B. cordata
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Cromatograma de verbascosido
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Cromatograma de linarina
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