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1. Resumen 
La piel es el órgano más grande del cuerpo y una de sus funciones es proteger a 

los organismos de diversos agentes ambientales, como la radiación ultravioleta 

(RUV) que es uno de los principales factores etiológicos implicados en el 

desarrollo de cáncer de piel. Las  estrategias para reducir los efectos adversos de 

la RUV incluyen el uso de sustancias fotoprotectoras de origen vegetal como el 

verbascósido, que es un glucósido fenil propanoide obtenido de diversas especies 

vegetales, entre las que destaca el género  Buddleja. 

Después de obtener el extracto metanólico de B. cordata y aislar el verbascósido, 

se evaluaron los efectos citotóxicos y fotoprotectores de ambos en la línea celular 

HaCaT. Posteriormente se evaluó el efecto fotoprotector de ambas sustancias en 

piel de ratones SKH-1 irradiados con RUV de forma aguda (una sola dosis de 

RUV) y crónica (seis meses de exposición a RUV). Los compuestos se aplicaron 

de forma tópica en el dorso de los ratones previo a ser expuestos a la RUV. Las 

zonas expuestas se valoraron macroscópicamente y microscópicamente. La 

cantidad de EMBC y de verbascósido que penetraron el estrato córneo de los 

ratones se evaluó por medio de la técnica in vivo de extracción con cinta. Por 

último, se llevaron a cabo experimentos para determinar el patrón diferencial de 

proteínas y la identificación de mutaciones en regiones conocidas de p53 por 

efecto de la RUV. 

Los experimentos con células HaCaT demostraron que tanto el EMBC como el 

verbascósido no son sustancias citotóxicas y presentaron efecto fotoprotector 

contra la RUV. 

El experimento de fotoprotección agudo con ratones SKH-1, mostró que el 100% 

de los ratones no protegidos y que fueron irradiados tuvieron signos de eritema de 

forma macroscópica y un proceso inflamatorio en el ámbito microscópico. Los 

ratones protegidos con EMBC y/o verbascósido presentaron características de piel 

normal, tanto macroscópica como microscópicamente. En el experimento crónico 

los ratones irradiados con RUV sin protección presentaron fotoenvejecimiento y 

neoplasias malignas. En los animales a los que se aplicó el EMBC o el 

verbascósido previo a la RUV, la presencia de lesiones disminuyó un 66% y 60% 
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respectivamente. En ambos tratamientos sólo una lesión se diagnosticó como 

neoplasia maligna. 

A nivel molecular se demostró que existe un patrón característico de proteínas 

cuando la piel no se expone a la RUV. Este patrón desaparece en el grupo sin 

protección e irradiado, y se recupera parcialmente en las muestras de piel que 

fueron protegidas con las sustancias, lo cual indica que existe una expresión 

diferencial de proteínas. El análisis de curvas de alta resolución (PCR-HRM) 

mostró que existen variaciones significativas entre las Tm de los grupos sin 

protección a la RUV y aquellos protegidos o no irradiados, lo cual indica que 

existió una disminución en el número de mutaciones causadas por la RUV, a lo 

largo de las regiones del gen p53 analizadas. 

La aplicación tópica del verbascósido y del EMBC en la piel de ratones SKH-1 

previo a ser expuestos a la RUV, tuvo un efecto fotoprotector ya que disminuyeron 

los daños histológicos y moleculares ocasionados por ésta. Se sugiere que ambos 

compuestos pueden prevenir los daños a nivel tisular y molecular por la exposición 

a la RUV de forma aguda y crónica. 
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1. Abstract 
Ultraviolet radiation (RUV) is involved in both sunburn and the development of skin 

cancer, which is a high incidence disease worldwide. Strategies to reduce these 

effects include the use of photoprotective substances. The aim of this work was to 

investigate the photoprotective effect of verbascoside isolated from the methanolic 

extract of Buddleja cordata (EMBC). 

Cytotoxicity of the compounds was evaluated in a HaCaT cell cultures through 

MTT and flow cytometry; the results showed that that BCME and verbascoside are 

not cytotoxic. 

A photoprotection assay was performed on SKH-1 mice exposed to acute and 

chronic UV-B radiation and protected with verbascoside or EMBC. The mice dorsal 

area was evaluated macroscopically and microscopically for histological diagnosis. 

Verbascoside and EMBC penetration into mouse skin was investigated in vivo by 

the tape stripping method. After acute RUV-B exposure, 100% of irradiated mice 

that had been protected with verbascoside or EMBC showed no signs of sunburn 

or inflammatory processes. Chronic exposure, 100% of unprotected mice showed 

skin carcinomas; in contrast, lesions in mice topically treated with either BCME or 

verbascoside, decreased by 90%. 

At the molecular level, a characteristic pattern of proteins was foud when the skin 

was not exposed to RUV; after irradiation his pattern disappears in the unprotected 

and group, and was partially recovered in samples from protected skin, which 

indicates a differential protein expression. PCR-HRM analysis also showed that 

there are significant differences in the dissociation curves (Tm), among 

unprotected and protected groups, suggesting decrease in the number of 

mutations caused by RUV throughout the analyzed regions of the p53 gene. 

In conclusion these results prove that EMBC or verbascoside may potentially 

prevent photodamage on mice’s skin after acute or chronic UVR exposure. 
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2. Introducción. 
La piel es el órgano más grande del cuerpo y una de sus funciones es ser una 

barrera de protección contra diversos factores físicos, ambientales y biológicos 

potencialmente dañinos para los organismos (Randhawa et al., 2013). Uno de 

estos factores es la radiación ultravioleta (RUV) que proviene del Sol y llega a la 

superficie terrestre. La RUV se divide, según su longitud de onda, en UVC (200-

280 nm), UVB (280-320 nm) y UVA (320-400nm). Las longitudes de onda menores 

a 280 nm (UVC) no llegan a la superficie terrestre y sólo la alcanzan la UVA 

(≈95%) y la UVB (≈5%). Estas radiaciones interactúan con las moléculas que 

conforman la piel, principalmente con aquellas que en su estructura presentan 

sistemas de ligaduras conjugadas, ya que absorben la RUV. A estas sustancias se 

les denomina cromóforos (Maverakis et al., 2010). Cuando los cromóforos 

absorben la energía entran en un estado de excitación que puede generar un 

cambio químico en la estructura de la molécula (Grujil el al., 2001). 

La exposición a la RUV se puede dividir en aguda (una sola exposición) y crónica; 

en consecuencia se distinguen dos tipos de efectos por acción de la RUV en la 

piel, que del mismo modo se consideran agudos y crónicos. Estos dependerán de 

la longitud de onda, la penetración en la piel y, sobre todo, del tiempo de 

exposición a la RUV (Kullavanijaya y Lim, 2005).  

Los efectos agudos incluyen: fotodermatosis, inmunosupresión, hiperplasia y 

quemadura solar (QS) que implica eritema, edema, formación de vesículas y dolor; 

posteriormente aparece la descamación y desprendimiento de la piel. Por lo tanto, 

la QS se asocia con los signos clásicos de la inflamación: enrojecimiento, calor, 

dolor y tumefacción (Kullavanijaya y Lim, 2005; Tedesco et al., 1997). 

Los efectos crónicos asociados a la RUV son el fotoenvejecimiento y la 

fotocarcinogénesis. El primero se caracteriza por la reducción de los niveles de 

colágeno, degradación de la red elástica y la pérdida de hidratación. A este 

conjunto de fenómenos se le conoce como elastosis (Uitto, 2008). El proceso de 

fotocarcinogénesis es un fenómeno complejo que implica tres etapas distintas: 

iniciación, promoción y progresión. Cada una de ellas está mediada por diversos 

cambios celulares, bioquímicos y moleculares que inician con alteraciones 
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genéticas y la fijación de la mutación, alteraciones del ciclo celular que llevarán a 

la formación de un tumor maligno, invasivo y potencialmente metastásico (Afaq et 

al., 2005; Matsumara y Ananthaswamy, 2004). 

El cáncer de piel se puede diferenciar en función del tipo celular implicado: los 

melanomas (CM), cuando las células transformadas son melanocitos y es 

considerado el más agresivo; y los no melanómicos (CNM), en los que el tumor se 

origina en los queratinocitos. El CNM se divide en dos tipos: carcinomas de células 

basales (CCB) y de células escamosas (CCE). Ambos presentan bajas tasas de 

mortalidad y de metástasis, pero son los más frecuentes y pueden dar lugar a la 

destrucción del tejido adyacente (Hong et al., 2008; Afaq y Mukhtar, 2006). 

En los últimos años, algunos compuestos de origen natural y sintético han ganado 

una considerable atención como agentes fotoprotectores. La utilización de filtros 

solares preparados o suplementados a partir de productos naturales es una opción 

para el cuidado de la piel que evita, e incluso repara, el posible daño ocasionado 

por la RUV (Afaq, 2011).  

Se ha demostrado que algunas sustancias producidas por las plantas -como los 

fenilpropanoides- tienen la capacidad de absorber la RUV debido a los grupos 

cromóforos presentes en sus estructuras químicas (Kostyuk et al, 2008). Un 

ejemplo de posible fotoprotector vegetal es el verbascósido, compuesto aislado de 

diferentes plantas, entre las que destaca el género Buddleja (Adedapo et al., 2009; 

Avila et al., 2005).  

Se han reportado diversas actividades biológicas del verbascósido, entre las que 

destacan la antioxidante y la fotoprotectora. Debido a su estructura este 

compuesto absorbe luz en la región de la RUV, por lo que es considerado un 

cromóforo a ésta (Kostyuk et al, 2008; Avila et al., 2005; Esposito et al., 2010; 

Kostyuk et al., 2013; Alipieva et al., 2014). 

En este trabajo se evaluó el posible efecto citotóxico del extracto metanólico 

Buddleja cordata (EMBC) y de uno de sus compuestos, el verbascósido en la línea 

celular HaCat. Se diagnosticó la actividad fotoprotectora de las sustancias, tanto 

por exposición aguda como crónica a la UV-B en piel de ratones SKH-1, y se 
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determinó si existe un patrón diferencial de proteínas con electroforesis 2D y de 

mutaciones en regiones conocidas del gen p53 por medio de PCR-HRM, para 

finalmente correlacionar todos los resultados e identificar si el EMBC y el 

verbascósido presentaron propiedades fotoprotectoras y la capacidad de disminuir 

o inhibir los daños histológicos y moleculares producidos por la RUV. 
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3. Marco Teórico. 

3.1 La piel. 

La piel es un órgano de protección que recubre órganos y tejidos y puede ser el 

sitio en que se expresan enfermedades internas. Desempeña una amplia variedad 

de funciones, incluyendo la protección frente a agresiones externas, la 

termorregulación, la impermeabilización, la absorción de la radiación ultravioleta, 

la producción de vitamina D, la protección contra microorganismos patógenos, la 

defensa inmunológica y la detección de estímulos sensoriales (Arenas, 2013; 

Ferrándiz, 2009).  

3.1.1 Constitución química y anatómica. 

La piel está conformada en un 70% de agua; minerales como sodio, potasio, 

calcio, magnesio y cloro; carbohidratos como la glucosa; lípidos de los que 

sobresale el colesterol; proteínas como colágeno y queratina (Arenas, 2013). 

Un individuo promedio está cubierto de 1.85 m2 de piel, que pesa alrededor de 4 

Kg y un volumen de 4000 cm3 con un espesor promedio de 2.2 mm, lo cual 

equivale al 6% del peso corporal. La piel presenta más de 2.5 millones de orificios 

pilocebáceos, los pliegues losángicos, y en las palmas y plantas las crestas 

epidérmicas, llamadas dermatoglifos, que permanenen invariables toda la vida. 

Las faneras o anexos de piel son el pelo corporal, la piel cabelluda y las uñas. La 

piel es más gruesa en palmas y plantas, más fina en pliegues y más gruesa en el 

hombre que en la mujer (Magaña y Magaña, 2003; Iglesias et al., 2004). 

La piel está constituida por varios componentes tisulares que se interconectan 

anatómicamente e interactúan funcionalmente; estos son epiteliales, 

mesenquimáticos (tejido conectivo laxo rico en colágeno y fibroblastos), 

glandulares y neurovasculares, por lo que la piel es mucho más que una envoltura 

inerte del cuerpo. Puede impedir que se produzca daño en los tejidos subyacentes 

causado por estímulos externos como las radiaciones ultravioleta en virtud del 

pigmento que contiene (melanina), así como de fuerzas mecánicas, por el tejido 

adiposo y conectivo que actúan como una almohadilla sobre los músculos y 

huesos (Rodón et al., 2001).  
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La piel humana no es homogénea y está formada desde el punto de vista 

embrionario por tres capas. La más externa y visible es la epidermis, 

posteriormente se encuentra la dermis y finalmente la hipodermis o tejido celular 

subcutáneo (Ferrándiz, 2009) (Fig. 1). 

 

Figura	  1.	  Estructura	  de	  la	  piel	  (imagen	  recuperada	  de:	  INC).	  

3.1.2 Embriogénesis. 

Desde el punto de vista embrionario, la piel se deriva del ectodermo y del 

mesodermo. Del ectodermo se origina la epidermis y los anexos cutáneos. Por su 

parte, del mesodermo se origina el tejido conjuntivo de la dermis, como las fibras 

de colágena, los fibroblastos, el músculo piloerector, vasos sanguíneos, células de 

Langerhans, mastocitos e histiocitos. Los nervios y los melanocitos se consideran 

de origen neuroectodérmico al derivar de la cresta neural (Amado, 2001; 

Ferrándiz, 2009; Arenas 2013) (Tabla 1). 

Tabla	  1.	  Origen	  embrionario	  de	  los	  componentes	  de	  la	  piel.	  



	   9	  

Ectodermo Mesodermo 

Epidermis Dermis 

Queratinocito Fibras de colágena, elásticas y reticulares 

Folículo piloso Células de Langerhans 

Glándulas sebáceas Músculo erector del pelo 

Glándulas sudoríparas Vasos sanguíneos 

Uñas Fibroblastos, mastocitos, histiocitos 

Células de Merkel (origen incierto) 

Melanocito (cresta neural, origen neuroectodérmico) 

Nervios (origen neuroectodérmico) 

 

3.1.3 Histología. 

Aunque todos los elementos de la piel varían según su topografía, en promedio en 

un centímetro cuadrado de piel encontramos cinco folículos pilosos, quince 

glándulas sebáceas, cien sudoríparas, cuatro metros de nervios, un metro de 

vasos sanguíneos, y con respecto a los melanocitos, estos varían en número 

dependiendo de la zona del cuerpo (Magaña y Magaña, 2003). 

La piel puede dividirse en tres capas desde el punto de vista histológico: 

epidermis, dermis e hipodermis o tejido celular subcutáneo. Cada una de ellas 

está formada por diferentes tipos celulares, estratos y anexos cutáneos. Bajo la 

hipodermis se encuentran la aponeurosis, vainas tendinosas y los huesos (Iglesias 

et al., 2004; Arenas, 2013) (Fig. 1). La tabla 2 muestra las diferentes capas y 

estratos en las que se divide a la piel: 
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Tabla	  2.	  Capas	  en	   las	  que	  se	  divide	   la	  piel	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  histológico	   (Arenas	  

2013).	  

Capa de la piel Estrato 

Epidermis 

Córneo 

Granuloso 

Espinoso o de Malpighi 

Basal o germinativo 

Lámina basal 

Dermis Papilar 

Reticular 

Profunda 

Hipodermis  

 

3.1.3.1 Epidermis. 

La epidermis es el epitelio escamoso plano poliestratificado queratinizado que 

cubre completamente la superficie corporal. Su grosor varía de 0.4 a 1.5 mm y 

puede ser considerada como la capa más dinámica del organismo, el cual recibe 

soporte y nutrición a través de la dermis. Histológicamente, la epidermis consta de 

cuatro tipos celulares: los queratinocitos, que es el tipo celular más abundante; los 

melanocitos, las células de Merkel y las células de Langerhans.  

Este órgano presenta cuatro estratos claramente diferenciados formados por los 

queratinocitos epidérmicos y son: el estrato basal, el estrato espinoso, el estrato 

granuloso y el estrato córneo. Además, en algunas partes del cuerpo -como 

palmas y plantas- se presenta el estrato lúcido, situado entre el estrato granuloso y 

el córneo. Cabe mencionar que estos estratos son el resultado de la diferenciación 

de queratinocitos desde el estrato basal hasta el estrato córneo, donde se 

encuentran finalmente diferenciados o muertos (Magaña y Magaña, 2003; Chu et 

al., 2013) (Fig. 2). 



	   11	  

 

Figura	  2.	  Estratos	  que	  conforman	  a	  la	  epidermis.	  Se	  pueden	  diferenciar	  los	  diferentes	  
estratos	  y	  formas	  celulares.	  (Recuperado	  de:	  ISSN	  2386-‐7671).	  
 

a) Estrato basal o germinativo. 

El estrato basal o germinativo está formado por una sola hilera de células 

cuboidales, unidas entre sí por desmosomas, sobre los que se insertan los 

tonofilamentos de queratina. Se encuentra sobre la membrana basal unida a ella 

por hemidesmosomas. Los queratinicitos presentan un solo núcleo con cromatina 

dispersa, por lo que el nucléolo puede ser visible. Es la capa germinativa de la 

epidermis, por lo que aproximadamente el 50% de la población celular se 

encuentra en división (Iglesias et al., 2004; Ferrándiz, 2009) (Fig. 2). 

b) Estrato  espinoso o de Malpighi. 

El estrato espinoso presenta de 3 a 10 hileras de células poligonales que se van 

aplanando hacia la superficie. Estas capas de queratinocitos están unidas entre sí 

por desmosomas y se denominan así por el aspecto que presentan estas uniones. 

Después del estrato basal es la siguiente capa hacia la superficie y contiene a las 

células en proceso de crecimiento que inician con la síntesis de queratina. El 

estrato espinoso contiene, además, estructuras ovales laminadas que se conocen 
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como gránulos lamelares o cuerpos de Odland (Arenas, 2013; Chu, et al., 2013) 

(Fig. 2). 

c) Estrato granuloso. 

El estrato granuloso se compone de 1 a 4 hileras de células aplanadas, que 

debido al proceso de queratinización presentan gránulos de queratohialina, 

consistentes en partículas amorfas no recubiertas de membrana precursoras de la 

queratina. Conforme los gránulos crecen las células se vuelven planas y mueren, 

pero se mantienen estrechamente unidas (Iglesias et al., 2004) (Fig. 2). 

d) Estrato lúcido 

El estrato lúcido sólo se presenta en piel muy gruesa, como la de palmas de las 

manos y plantas de los pies. Está formado por células planas y muertas con 

citoplasma claro de apariencia homogénea (Amado, 2001). 

e) Estrato córneo. 

El estrato córneo se compone de 15 a 25 células aplanadas y desprovistas de 

núcleos; presenta restos celulares aplanados, fusiformes, compuestos 

principalmente de queratina en forma de tonofibrillas embebidas en una matriz 

amorfa y se caracterizan por el engrosamiento de la membrana citoplasmática. A 

estas células plenamente diferenciadas se les conoce como corneocitos. Los 

espacios intercelulares contienen un material lipídico, derivado probablemente de 

los cuerpos de Odland, que funciona como cemento intercelular. Los 

tonofilamentos y los gránulos de queratohialina están compuestos en su mayoría 

por proteínas ricas en histidina (profilagrinas), mientras que los cuerpos de Odland 

contienen grandes cantidades de lípidos y enzimas. Este estrato confiere a la piel 

protección mecánica y es una barrera contra los microorganismos, la pérdida de 

agua y la penetración de sustancias nocivas provenientes del medio ambiente 

(Chu et al., 2013; Ferrándiz, 2009) (Fig. 2). 
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3.1.3.2 Tipos celulares de la epidermis. 

a) Queratinocitos. 

El queratinocito es la célula fundamental epidérmica, y representa el 80% de las 

células que componen la epidermis. Se denominan así por los filamentos de 

queratina, que agrupados en haces (tonofilamentos), llenan completamente el 

citoplasma de las células en los estratos más superficiales de la piel. Los 

queratinocitos tienen diversas funciones, entre las que destacan la protectora y la 

inmunitaria, pues son capaces de sintetizar varias citosinas como IL-1, IL-6 y el 

factor de necrosis tumoral (TNF) en respuesta a diversos estímulos (Iglesias et al., 

2004). 

La epidermis se regenera mediante una población de células con gran actividad 

mitótica situada en la capa basal. Los queratinocitos basales son células 

cilíndricas o cuboideas dispuestas en una sola hilera que asientan en una sola 

membrana basal. Estas células tienen el citoplasma basófilo con núcleo grande y 

nucléolo evidente. Su citoplasma contiene pigmento melánico traspasado de los 

melanocitos vecinos. Solo el 17% de las células basales tienen capacidad de 

división, constituyendo la población activa, pero estas no se distribuyen de manera 

uniforme, sino que se localizan fundamentalmente en los extremos de las crestas 

y son menos numerosas sobre las papilas dérmicas. En el proceso de 

maduración, estas células se hacen más grandes y eosinófilas, adquieren más 

citoplasma, aumentan sus filamentos intracitoplasmáticos, se aplanan y se 

orientan paralelamente a la superficie. En los estratos epidérmicos más 

superficiales los queratinocitos maduran hasta adquirir gránulos basófilos en el 

citoplasma y los gránulos de queratohialina característicos de la capa granular 

(Ferrándiz, 2009) (Fig. 2). 

La diferenciación celular de los queratinocitos termina en el estrato córneo con la 

muerte celular y la queratinización, formando los corneocitos y culminando con la 

descamación de la superficie cutánea. Todo el proceso tiene lugar en 

aproximadamente dos meses (Iglesias et al., 2004; Chu et al., 2009). 
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b) Células de Merkel 

Las células de Merkel se encuentran presentes en la capa basal de la epidermis, 

especialmente en los labios, la cavidad oral, la vaina epitelial externa del folículo 

piloso y forman parte de los llamados discos táctiles de la dermis. En la epidermis 

se asocian con terminaciones nerviosas intraepidérmicas y en la dermis se 

encuentran vinculadas con las células de Schawan correspondientes a fibras 

mielínicas implicadas en la percepción táctil (Ferrándiz, 2009). 

Las células de Merkel no se distinguen en las preparaciones histológicas 

habituales, por lo que sus características se han descrito mediante microscopía 

electrónica. Presentan un citoplasma escaso, uniones desmosómicas con los 

queratinocitos vecinos y núcleo invaginado. En el citoplasma existen filamentos de 

citoqueratina situados en el área perinuclear y gránulos densos rodeados de 

membrana. Estos gránulos, de características neurosecretoras, suelen verse en 

uno de los polos de la célula, que a veces está en contacto con un axón. La 

presencia de citoqueratinas apoya el origen epitelial de estas células, lo cual es 

discutido. La función de las células de Merkel está relacionada con los 

mecanorreceptores, aunque en el ser humano parecen contribuir poco a la 

capacidad sensorial (Iglesias et al., 2004; Chu, et al., 2013) (Fig. 2). 

c) Células de Langerhans 

Las células de Langerhas representan del 2 al 8% de la epidermis. Son de tipo 

dendrítico y están presentes en las capas suprabasales de la epidermis, aunque 

también pueden encontrarse en la dermis. Presentan una forma irregular con 

largas prolongaciones dendríticas que se extienden entre los queratinocitos. 

Tienen un papel fundamental como células presentadoras del antígeno a los 

linfocitos T en la respuesta inmunológica cutánea y se identifican mediante 

tinciones inmunohistoquímicas por la presencia de ATPasa y con técnicas que 

permiten detectar la presencia de las proteínas CD1a, CD4, HLA-DR, receptores 

para IgG y para los componentes C3 del sistema de complemento inmune. En 

microscopía electrónica se pueden distinguir de los queratinocitos por carecer de 
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desmosomas y tonofilamentos; y de los melanocitos, por no presentar 

melanosomas (Chu et al., 2013; Modlin et al., 2013).  

Las células de Langerhans presentan un núcleo lobulado y un citoplasma claro 

que contiene los gránulos de Birbeck en forma de bastones o raquetas. Las 

funciones de estas células se ven disminuidas por la exposición a la RUV. 

(Ferrándiz, 2009; Chu et al., 2013) (Fig. 2). 

d) Melanocitos 

Los melanocitos son células dendríticas derivadas de la cresta neural que se 

localizan exclusivamente a lo largo de la capa basal de la epidermis. Los 

melanocitos aparecen como células claras a la tinción con hematoxilina-eosina; se 

distinguen por su núcleo ovalado, denso e hipercromático rodeado de un halo 

claro y su citoplasma contiene melanina, que se identifica mediante técnicas de 

tinción argéntica, como la reacción de Fontana-Masson o mediante la reacción de 

la dioxifenilalanina (DOPA). Los gránulos de melanina se transfieren mediante los 

procesos dendríticos a los queratinocitos adyacentes, donde son fagocitados 

activamente. El conjunto de queratinocitos relacionado con un melanocito se 

denomina unidad melanocitaria epidérmica, y la proporción es constante: un 

melanocito por cada cuatro o diez queratinocitos basales. Además de servir como 

colorante de la piel y el pelo, la melanina protege a los queratinocitos de la 

epidermis y las estructuras subyacentes de la acción de la radiación ultravioleta. 

En microscopio electrónico se puede observar que los melanocitos carecen de 

tonofilamentos y desmosomas y que su citoplasma contiene unos gránulos 

electrodensos característicos llamados melanosomas, en los que se lleva a cabo 

la síntesis de melanina. Los melanosomas son ricos en tirosina y se originan en el 

aparato de Golgi. Tienen una morfología oval y una estructura interna laminada en 

las primeras fases de su formación que deja de evidenciarse con la acumulación 

de pigmento en los melanosomas maduros (Amado, 2001; Iglesias et al., 2004; 

Ferrándiz, 2009; Young y Yaar, 2013) (Fig. 3). 
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Figura	  3.	  Estructura	  de	  los	  melanocitos	  y	  distribución	  de	  la	  melanina.	  

La síntesis de melanina es un proceso complejo mediado por la tirosinasa para la 

conversión de la tirosina en dioxifenilalanina (DOPA) y posteriormente en 

melanina. Existen dos tipos de pigmentos melánicos en el ser humano: la 

eumelanina que es de color marrón o negro e insoluble y la feomelanina de color 

amarillo o rojo, contiene azufre y es soluble. La función de la melanina es proteger 

de los efectos dañinos de las radiaciones ultravioleta, controla la síntesis de 

vitamina D y la termorregulación local (Amado, 2001; Park y Yaar, 2013). 

El color de la piel no depende del número de melanocitos, sino de la cantidad, 

tamaño y distribución de los melanosomas acumulados en el citoplasma de los 

queratinocitos. Con la edad va disminuyendo la población de melanocitos y por lo 

tanto aumenta el riesgo de los daños producidos por la radiación ultravioleta, como 

la carcinogénesis actínica (Iglesias et al., 2004; Ferrándiz, 2009). 

e) Estructuras de unión: Desmosomas 

Las células epidérmicas están unidas entre sí mediante desmosomas, que están 

constituidos por diferentes componentes: filamentos de queratina, plaquinas y 

desmogleínas. La adhesión en la epidermis depende en gran parte de los 

desmosomas, cuya morfología distintiva fue definida mediante microscopía 
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electrónica. Las membranas plasmáticas de las células adyacentes están 

separadas por una estructura denominada desmoglea, mientras que en el lado 

citoplasmático de la membrana existen placas densas en las que se insertan los 

tonofilamentos, formando un asa que interconecta los desmosomas y contribuye a 

mantener la integridad estructural de los queratinocitos a pesar de las agresiones 

mecánicas del ambiente (Ferrándiz, 2009) (Fig. 4). 

3.1.3.3 Unión dermoepidérmica o lámina basal. 

La unión dermoepidérmica tiene un grosor aproximado de 100 nm y es la región 

que se encuentra entre la epidermis y la dermis generando la cohesión y la 

resistencia a las fuerzas de tracción cutánea. También determina la polaridad del 

crecimiento, dirige la organización del citoesqueleto en las células basales, 

produce señales de desarrollo y cumple funciones de barrera semipermeable. Con 

el microscopio electrónico la unión dermoepidérmica se ve constituida por cuatro 

zonas: 1) la membrana citoplasmática de las células basales, 2) la lámina lúcida, 

3) la lámina basal y 4) la zona fibrosa o lámina densa. En las células basales se 

observan los hemidesmosomas, que unen a la epidermis a la lámina densa a 

través de los filamentos de anclaje. La lámina densa está compuesta por colágeno 

tipo IV y se une a la dermis mediante fibras de anclaje constituidas por colágeno 

tipo VII (Iglesias et al., 2004; Chu et al., 2013) (Fig. 4). 

La membrana basal propiamente dicha se tiñe mediante la técnica de ácido 

periódico de Schiff (PAS), lo que permite la visualización en microscopía óptica, 

pero en microscopía electrónica se aprecian las cuatro zonas.  

En la unión dermoepidérmica se ha identificado un gran número de moléculas 

como los antígenos de penfigoide ampollar BP230 y BP180, cuya interacción 

contribuye al anclaje del citoesqueleto de queratina a la superficie celular en el 

hemidesmosoma (Chu et al., 2013) (Fig 4). 
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Figura	  4.	  Estructura	  de	  la	  unión	  dermoepidérmica.	  (Modificado	  de	  Iglesias	  et	  al.,	  2004). 

3.1.3.4 Dermis. 

La dermis es la estructura de soporte de la piel. Es un tejido de tipo fibroelástico 

constituido por fibras de colágena (tipo I y III), fibras elásticas, fibras reticulares, 

sustancia fundamental (compuesta principalmente de mucopolisacáridos) y 

presenta varios tipos celulares: los fibroblastos -el componente celular principal-  

células inflamatorias, como histiocitos, mastocitos, polimorfonucleares, eosinófilos 

y plasmocitos. El espesor de la dermis es de 10 a 30 veces mayor que la 

epidermis, pues en ella se encuentran los anexos cutáneos, vasos y nervios 

(Magaña y Magaña, 2003; Chu et al., 2013) (Fig. 5). 

La dermis brinda soporte, plegabilidad, elasticidad y resistencia a la tracción; 

protege al cuerpo de las agresiones mecánicas; fija el agua; participa en la 

regulación térmica y tiene receptores de estímulos sensitivos. Se pueden distinguir 

dos capas en la dermis: la dermis papilar y la dermis reticular diferenciadas por la 

organización del tejido conjuntivo, la densidad celular y los patrones nerviosos y 

vasculares (Arenas, 2013; Chu et al., 2013) (Fig. 5). 

a) Dermis papilar. 

La dermis papilar comprende la región subepidérmica que rodea a los anexos 

(dermis parianexial) y su espesor no supera el doble de la epidermis. 

Microscópicamente las fibras elásticas (de elastina) son delgadas y 
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perpendiculares a la superficie cutánea y hay abundantes capilares. En la dermis 

papilar se encuentra colágeno tipo I y algunas fibras del tipo III y las fibras 

elásticas se identifican mediante técnicas especiales de tinción (Ferrándiz, 2009; 

Chu et al., 2013) (Fig. 5). 

 

Figura	  5.	  Estructura	  y	  tipos	  celulares	  de	  la	  dermis.	  Dermis	  papilar	  y	  dermis	  reticular.	  
(Modificado	  de	  Ferrándiz,	  2009).	  

 

b) Dermis reticular. 

La dermis reticular es llamada así por la disposición entrelazada de las fibras de 

colágeno, que representa un 75% del peso seco de la piel y le proporciona 

resistencia a la tensión y elasticidad. Los colágenos más abundantes son el  tipo I, 

con un 80 al 90%, que forma fibras más gruesas, más profundas, dispuestas 

apretadamente y paralelas a la superficie cutánea; el tipo III, con un 8 al 12%, y el 

tipo V que representa menos del 5% del colágeno total de la dermis (Magaña y 

Magaña, 2003; Iglesias et al., 2004; Ferrándiz, 2009; Arenas, 2013; Chu et al., 

2013) (Fig. 5).  
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3.1.3.5 Tipos celulares y fibras de la dermis. 

a) Tipos celulares. 

El componente celular principal de la dermis es el fibroblasto, responsable de la 

síntesis y degradación de elementos fibrosos de la dermis como el colágeno y la 

elastina. Los fibroblastos presentan forma alargada, de bordes distinguibles, 

núcleos fusiformes, situados entre los haces de colágeno. Otro tipo celular son los 

monocitos y macrófagos, que pueden ser fijos y libres. Este tipo celular fagocita y 

participa en funciones inmunitarias presentando antígenos a los linfocitos. En 

cantidad mucho menor se encuentran las células de Langerhans, que al igual que 

en la epidermis tienen función inmunitaria. Alrededor de los vasos se pueden 

observar mastocitos, células que participan en fenómenos inflamatorios mediante 

la liberación de mediadores químicos como la histamina y heparina, presentes en 

su citoplasma y que pueden observarse con la tinción de Giemsa. Por último y en 

menor número, se encuentran los polimorfos nucleares, eosinófilos y plasmocitos 

(Amado, 2001; Iglesias et al., 2004; Chu et al, 2013) (Fig. 5). 

b) Colágeno 

El colágeno es una proteína sintetizada por el fibroblasto. Existen 17 diferentes 

tipos de colágeno en relación con la morfología, la composición de aminoácidos y 

las propiedades físicas. En la dermis se encuentra principalmente el de tipo I, tipo 

III y en menor medida la de tipo IV, V y VI. El colágeno tipo III se identifica sólo con 

tinciones argirófilas y se encuentra situado inmediatamente por debajo de la 

membrana basal epidérmica. El colágeno tipo VI está asociado con las fibrillas y 

se encuentra en el espacio interfibrilar. El colágeno tipo IV es exclusivo de la 

membrana basal, los vasos y los apéndices de la epidermis. El colágeno tipo VII 

forma fibras de anclaje a nivel de la unión dermoepidérmica. Son las fibras que 

predominan en la vida fetal y pueden aumentar en los adultos en condiciones 

patológicas (Iglesias et al., 2004; Ferrándiz, 2009; Chu et al., 2013).  

b) Fibras elásticas. 

La red de fibras elásticas representa del 2 al 4% de los constituyentes de la 

dermis. Está compuesta por tres tipos de fibras: oxitalán, elaunina y elastina 
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dispuestas en tres capas interconectadas. Las fibras de oxitalán se sitúan en la 

dermis papilar, de forma perpendicular a la unión dermoepidérmica. Las fibras de 

elaunina se encuentran en la dermis papilar, que corre paralelo a la unión 

dermoepidérmica. Las de elastina están situadas en la dermis reticular y forman 

una estructura tridimensional que se extiende hacia abajo hasta el tejido 

subcutáneo (Iglesias et al., 2004). 

c) Sustancia fundamental 

La sustancia fundamental de la dermis rellena los espacios entre fibras y células. 

Está compuesta principalmente por mucopolisacáridos, agua, sales y 

glucoproteinas. Los mucopolisacáridos mantienen el balance de sal y agua de la 

dermis. Son de tipo ácido, predominantemente ácido hialurónico, y en menor 

medida condroitín sulfato y dermatán sulfato. En preparaciones histológicas 

habituales la sustancia fundamental aparece como espacios vacíos entre los 

haces de colágeno. Para poder verla se necesitan tinciones especiales como la de 

hierro coloidal y el azul de alcián (Iglesias et al., 2004; Ferrándiz, 2009). 

3.1.3.6 Anexos cutáneos. 

Los anexos cutáneos se originan de células epidérmicas de la capa basal que se 

introducen en la dermis. Comprenden a los folículos pilosos, glándulas 

sudoríparas, sebáceas, ecrinas y apócrinas; vasos, nervios y uñas. La unidad 

papilar está compuesta por el folículo piloso, el músculo erector del pelo, la 

glándula sebácea y, cuando está presente, la glándula apócrina (Iglesias et al., 

2004, Ferrándiz, 2009). 

3.1.3.7 Hipodermis. 

La hipodermis, también conocida como tejido subcutáneo, está formada por 

lóbulos de tejido adiposo maduro de forma redonda con el núcleo desplazado a la 

periferia separados por “tabiques” conjuntivos finos que forman los septos 

interlobulares. Los septos interlobulares son una continuación del tejido conjuntivo 

de la dermis reticular y por ello presentan vasos y nervios. El tipo celular 

característico son los adipocitos y cuando maduran son células de acumulación de 
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lípidos cuyo núcleo se encuentra comprimido contra la membrana citoplasmática. 

(Iglesias et al., 2004; Chu et al., 2013; Magaña y Magaña, 2003) (Fig. 6). 

 
Figura	  6.	  Esquema	  general	  de	  la	  hipodermis	  y	  los	  adipocitos.	  

La función principal de la hipodermis es la de ser aislante térmico y reserva 

energética. La hipodermis se extiende desde la dermis reticular hasta la parte 

muscular superficial. El grosor y la distribución del tejido adiposo varía 

enormemente en función de la edad, el sexo, la localización corporal y el estado 

de nutrición (Iglesias et al., 2004). 

3.1.4 Funciones de la piel. 

a) Función de sensibilidad 

La piel es el principal órgano sensitivo del cuerpo a través de receptores para el 

tacto, la presión, el dolor y la temperatura (Iglesias et al., 2004) (Fig. 7). 

b) Función de termorregulación 

La pérdida de calor está favorecida por la evaporación del sudor e incremento del 

flujo sanguíneo de la red vascular de la dermis. Los pelos y el tejido adiposo 

subcutáneo dificultan esa pérdida (Iglesias et al., 2004). 

c) Función metabólica 

El tejido subcutáneo adiposo constituye un gran almacén de energía, 

principalmente en forma de triacilglicéridos. La vitamina D se metaboliza en la 
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epidermis. En la función metabólica se debe considerar la producción tanto de 

queratina, melanina y sudor, como la formación de sebo (Iglesias et al., 2004). 

d) Función protectora 

La piel es el órgano con mayor exposición a una amplia variedad de factores 

físicos, químicos y biológicos. Por lo tanto, representa la primera barrera contra las 

agresiones del ambiente y mantiene la integridad del cuerpo. Su superficie, 

relativamente impermeable, evita la deshidratación y actúa como barrera física 

frente a la invasión de microorganismos. Cuando alguno de sus componentes o 

funciones se ven alterados, se producen cambios a nivel sistémico que pueden 

ocasionar la muerte, ya que no se puede sobrevivir con más de un 60% de daño 

en la piel. La piel debe proteger contra traumas, penetración de microbios, agentes 

tóxicos, radiaciones electromagnéticas, fluctuaciones de temperatura y pérdida de 

fluidos (Magaña y Magaña, 2003; Chu, 2013) (Fig. 7) (Tabla 3). 

 
Figura	  7.	  Funciones	  de	  la	  piel.	  
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Tabla	  3.	  Funciones	  de	  la	  piel	  (Chu,	  2013	  

Función Capa de tejido 
Barrera de permeabilidad Epidermis 
Protección contra patógenos Epidermis, dermis 
Termorregulación Epidermis, dermis e hipodermis 
Sensibilidad Epidermis, dermis e hipodermis 
Protección contra radiación 
ultravioleta 

Epidermis 

Reparación/regeneración de heridas Epidermis, dermis 
Aspecto físico Epidermis, dermis, hipodermis 

 

3.1.4.1 Función protectora hacia la luz solar. 

La luz proveniente del Sol, principalmente la radiación ultravioleta (RUV), es 

considerada por sus efectos nocivos como el estímulo físico de mayor riesgo para 

el desarrollo de una amplia variedad de efectos nocivos, como la quemadura solar, 

la inmunosupresión, el fotoenvejecimiento y hasta el cáncer de piel. Sin embargo, 

no todas las reacciones inducidas por la RUV son nocivas, ya que 

psicológicamente brinda una sensación de bienestar, permite la regulación del 

ciclo circadiano y ayuda en la síntesis de vitamina D a partir del 7-

dehidrocolesterol (Chu, 2013, Maverakis, 2010). 

Para hacer frente a los efectos nocivos de la RUV las células de la piel disponen 

de diversos mecanismos y presentan dos barreras de protección inicial: la 

queratina del estrato córneo y la melanina de los melanocitos. De forma inicial se 

presenta un incremento en la actividad mitótica de las células de la epidermis. 

Este incremento en la proliferación y diferenciación celular dará como resultado el 

aumento del espesor del estrato córneo y ayudará a la dispersión de la trayectoria 

de la luz y por lo tanto, sólo una porción de RUV se transmitirá a las células 

vulnerables de la capa basal, y la pequeña parte que penetre será capturada por 

las moléculas denominadas cromóforos, capaces de absorber la energía lumínica 

(Maverakis et al., 2010; Kullavanijaya y Lim, 2005; Chu et al., 2013) (Fig. 8). 
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Figura	  8.	  Interacción	  de	  la	  radiación	  solar	  con	  la	  piel.	  Imagen	  recuperada	  y	  modificada	  
de	  ELSEVIER	  

Diversas moléculas de la piel se pueden considerar cromóforos, pero quizá la más 

importante en relación con la protección contra la RUV es la melanina, cromóforo 

capaz de disipar la energía en forma de calor inofensivo. La melanina es 

sintetizada dentro de los melanocitos y se libera a través de los melanosomas, los 

cuales se transfieren a los queratinocitos para proporcionarles una mayor 

protección, ya que son capaces de reorganizarse alrededor del núcleo y así 

proteger la integridad de los àcidos nucleicos (Fig. 3). La presencia de melanocitos 

en la piel está intimamente relacionada con los tipos de piel. El cuadro 4 muestra 

la clasificación realizada por Fitzpatrick, diseñada en un inicio para determinar el 

grado de riesgo de contraer cáncer de piel en individuos blancos. Sin embargo, ha 

sido actualizada con el fin de incorporar todos los tipos étnicos y raciales; 

actualmente se toman en cuenta otros factores para identificar el tipo de piel, 

como la raza, etnia, tendencia a la hiperpigmentación y la historia médica de cada 

persona (Maverakis et al., 2010; Kullavanijaya y Lim, 2005; Reddy et al., 2013). 
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Tabla	   4.	   Clasificación	   de	   la	   piel	   según	   Fitzpatrick	   de	   acuerdo	   con	   la	   sensibilidad	  

presentada	  después	  de	  una	  sola	  exposición	  a	  la	  luz	  solar.	  

Tipo 
de piel 

Color de la piel Sensibilidad   Respuesta pigmentaria 

I Blanca con pecas y 
ojos claros 

Muy sensible Siempre enrojece, nunca se 
broncea 

II Blanca, pelo rubio o 
rojo, ojos claros 

Muy sensible Siempre enrojece, rara vez 
se broncea 

III Blanca Sensible Enrojece moderadamente, 
bronceado uniforme 

IV Blanca o café claro, 
ojos y pelo oscuros 

Moderadamente 
sensible 

Enrojece poco, bronceado 
café 

V Café-Morena Mínimamente 
sensible  

Enrojece rara vez, 
bronceado oscuro 

VI Negro Insensible Nunca enrojece 

El color de la piel es el resultado del espectro de luz incidente y de su absorción y 

reflexión por los cromóforos cutáneos. En gran medida está determinado por la 

cantidad de melanina, su tipo (relación entre eumelanina, negra-marrón y 

feomelanina, roja-amarilla), su distribución intracelular y su ubicación dentro de las 

capas de la piel. El número de melanocitos en una zona determinada de la piel es 

similar en todos los individuos. Los pigmentos vasculares oxihemoglobina y 

desoxihemoglobina también tienen un papel en el color observado, junto con el 

flujo de sangre capilar, los pigmentos de la dieta, como el caroteno y licopeno, el 

colágeno, el espectro de luz ambiental, la reflexión, refracción y absorción de la luz 

por parte de la piel, así como la transparencia del estrato córneo y la epidermis. 

Factores endocrinológicos, inflamatorios, nerviosos y farmacológicos también 

influyen en el color de la piel (Reddy et al., 2013). 

El tamaño y la distribución de los melanosomas varían en la piel de diferentes 

colores. En la piel oscura los melanosomas son generalmente grandes y se 

dispersan en los queratinocitos. En las pieles blancas son más pequeños y se 

agrupan dentro de la membrana. En la piel asiática se encuentra una combinación 
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de ambos melanosomas. La melanina también se degrada más lentamente en la 

piel de color. La mayor cantidad de melanina brinda una mayor fotoprotección 

natural, debido a la mayor absorción de fotones, pero también aumenta el riesgo 

de trastornos pigmentarios. Por lo general en cortes histológicos, la piel blanca y 

de color son iguales, exceptuando las diferencias en la melanina. Aún es tema de 

estudio si existen diferencias genéticamente determinadas asociadas con el color 

de la piel (Reddy et al., 2013; Young y Yaar; 2013). 

La síntesis de melanina está bien estudiada y se sabe que tres enzimas son 

claves para que se lleve a cabo: 1) la fenilalanina hidroxilasa, que cataliza la 

conversión de fenilalanina a tirosina; 2) la tirosinasa, que induce la hidroxilación de 

la tirosina y la producción de o-quinonas; por último 3) la tirosina hidroxilasa, que  

utiliza la tirosina para formar la L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) dentro de los 

melanosomas (Baldea et al., 2009; Young y Yaar; 2013). 

3.2 Radiación solar 

El Sol es una masa de materia gaseosa compuesta principalmente de 72% de 

hidrógeno y 27% de helio. Dentro del Sol se llevan a cabo reacciones de fusión y 

fisión nuclear para formar otros elementos. Estas reacciones producen una 

enorme cantidad de energía que es liberada al espacio en forma de radiación 

electromagnética. La luz solar está conformada básicamente por el espectro de luz 

ultravioleta (200 a 400 nm), luz visible (400 a 700 nm) e infrarroja (760 a 1800 nm), 

aunque también encontramos longitudes de onda corta (ionizantes) y onda larga 

(microondas y radio). De toda esta energía solar, sólo dos tercios llegan a la Tierra 

debido a las modificaciones que sufre en la atmósfera. La energía incidente en la 

superficie terreste, en su mayor parte está por encima de los 300 nm, por lo que 

se encuentra en el rango de luz visible e infrarroja, y sólo una pequeña porción 

corresponde a la radiación ultravioleta (RUV). La cantidad de energía solar que 

llega a la superficie terrestre varía significativamente con la altitud, latitud, hora del 

día, época del año, nubosidad y localización geográfica (Kochevar et al., 2013; 

Kullavanijaya et al., 2005; Maverakis et al., 2010; Afaq, 2011) (Fig. 9). 
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Figura	  9.	  Espectro	  electromagnético	  emitido	  por	  el	  Sol.	  

 
La radiación electromagnética (REM) puede ser considerada como un conjunto de 

ondas compuesta de campos eléctricos y magnéticos oscilantes que forman un 

ángulo recto entre sí y con respecto a la dirección de propagación. En 

consecuencia, se le puede describir por su frecuencia (número de oscilaciones por 

segundo) o por su longitud de onda (distancia recorrida por oscilación). La 

frecuencia y la longitud de onda mantienen una relación inversamente 

proporcional (Kochevar et al., 2013). 

Las REM también pueden describirse como una corriente de paquetes de energía 

separados entre sí, conocidos como cuantos o fotones. La cantidad de energía de 

un fotón es directamente proporcional a la frecuencia de la radiación, e 

inversamente proporcional a su longitud de onda, según lo expresa la ley de 

Planck: E=hc/λ, en donde E= energía del fotón en Joules (J), h= constante de 

Planck (6.626x10-34J/seg), c= velocidad de la luz (3x108m/s) y λ= longitud de onda 

en metros. Esta relación indica que la energía del fotón aumenta cuando la 
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longitud de onda es más corta y disminuye cuando esta es más larga (Fig. 9). Las 

unidades definidas para la REM se muestran en la tabla 5 (Kochevar et al., 2013; 

Walker et al., 2005; Linden y Lim, 2006). 

Tabla	  5.	  Unidades	  definidas	  para	  la	  medición	  de	  la	  REM.	  

Unidad Medida Símbolo 

Energía Julio J 

Potencia Watio W=J/s 

Irradiación o dosis de 
irradiación 

Irradiancia W/cm2 

Dosis de exposición Irradiancia por tiempo J/cm2 X s 

Irradiancia espectral Energía por unidad de superficie 
emitida por alguna fuente luminosa 

J/cm2 X s 

 

3.2.1 Radiación ultravioleta (RUV). 

Los rayos o radiación ultravioleta (RUV) se definen como aquellas longitudes de 

onda que van de los 200 a los 400 nm. A su vez, se  subdividen en UVA, UVB y 

UVC. La luz UVA comprende la longitud de onda entre los 320 y los 400 nm, y  se 

subdivide en UVAI (340 a 400 nm) y UVAII (320 a 340 nm); los UVB, entre los 280 

y los 320nm, y los UVC, entre los 200 y 290 nm. La luz UVC que emite el sol es 

absorbida por la atmósfera, de modo que no alcanza la superficie terrestre y por 

consiguiente, no tiene relevancia médica. Sin embargo, existen fuentes artificiales 

que pueden generar riesgos a la salud (Kullavanijaya et al., 2005; Afaq y Mukhtar, 

2006; Maverakis et al., 2010; Afaq, 2011; Kochevar et al., 2009) (Fig. 10). 
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Figura	  10.	  Energía	  solar	  que	  llega	  a	  la	  superficie	  terrestre.	  

 
La cantidad o intensidad de RUV que llega a la superficie terrestre varía 

significativamente con la altitud, hora del día, época del año y localización 

geográfica. La RUV del medio día está compuesta por un 95% de UVA y un 5% de 

UVB. En un día promedio un 65% de toda la RUV alcanza la superficie de la tierra 

entre las 10 h de la mañana y las 2 h de la tarde, que es cuando el sol se 

encuentra en la posición más elevada. Según la región geográfica y la estación, se 

ha estimado que el sol produce entre 2 y 6 mW/cm2 de RUV entre los 290 y 400 

nm. La filtración de las longitudes de onda menores a 290 nm (UVC) por el ozono 

es de suma importancia debido a que son muy nocivas para las plantas y 

animales. Por lo tanto, las variaciones en el grosor de la capa de ozono en el Polo 

Sur por diversas actividades humanas relacionadas con la liberación de 

fluorocarbonos ha dado como consecuencia un incremento en la cantidad de RUV 

que llega a la Tierra, de ahí la importancia de llevar a cabo las restricciones 

establecidas en el protocolo de Montreal sobre sustancias que contribuyen a la 

disminución de la capa de ozono. Es importante mencionar que en los últimos 

años se creó una escala de riesgos asociados a las radiaciones solares, la cual 
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toma en cuenta factores como altitud, latitud y nubosidad. La escala va del 1 al 15 

y un nivel de radiación por arriba del 10 se considera de alto riesgo para la 

sobreexposición solar establecida. (Kullavanijaya et al., 2005; Cabrera y López, 

2006; Linden y Lim, 2006; Afaq y Mukhtar, 2006; Afaq, 2011; Kochevar et al., 

2013). 

3.2.2 Interacción de la RUV con la piel. 

Cuando la RUV llega a la superficie de la piel sufre una serie de cambios antes de 

producir un efecto biológico. Una parte vuelve a ser emitida por reflexión y 

dispersión, otra es absorbida por los cromóforos en diversas capas y una tercera 

parte es transmitida hacia dentro de la piel, hasta que se disipa la energía del rayo 

incidente (Kochevar et al., 2013) (Fig. 8 y 11). La porción de luz que es absorbida 

por las moléculas denominadas cromóforos presentes en los tejidos es la más 

importante. Las logitudes de onda específicas absorbidas por cada molécula 

(espectro de absorción) caracterizan la estructura de la molécula (es decir, la 

disposición de los núcleos y los electrones). Sólo la radiación absorbida por los 

cromóforos puede desencadenar reacciones biológicas. Las longitudes de onda 

asociadas con una máxima probabilidad de absorción se denominan máximos de 

absorción (λmax). Muchas de las moléculas que absorben dentro del rango de la 

UVB, en realidad presentan λmax en longitudes de onda más cortas dentro del 

espectro de la UVC. Estas moléculas incluyen las bases de purina y pirimidina del 

ADN y del ARN (λmax=260 nm); muchos cromóforos cutáneos, como la 

hemoglobina, absorben la UVA. La melanina absorbe todo el espectro de RUV, 

visible y una parte del infrarrojo, por lo que no tiene una λmax determinada. Cuando 

los fotones de luz UV y visible alcanzan la superficie de la piel, tiene lugar una 

serie de procesos con el fin de transformar la energía de la radiación en una 

respuesta observable. Primero, la radiación debe penetrar hasta un nivel 

adecuado de la piel para ser absorbida por los cromóforos. Posteriormente los 

cromófocros se convierten en nuevas moléculas llamadas fotoproductos, mediante 

reacciones fotoquímicas. Los fotoproductos estimulan la transducción de señales 

celulares que provocan cambios bioquímicos que culminan en efectos celulares, 

como la proliferación celular, la secreción de citocinas y la apoptosis, que son 
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responsables de las respuestas observadas en la piel (Kochevar et al., 2013) (Fig. 

12).  

 
Figura 11. Penetración de la RUV en la piel y sus efectos por la interacción 
con biomoléculas. 
 

 

 

Figura 12. Proceso general de la RUV desde que incide a la piel y genera una 
respuesta (Kochevar et al., 2009). 

Después de absorber la energía de un fotón, el cromóforo se encuentra en un 

estado excitado, antes de reaccionar con las moléculas vecinas. Los productos de 
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estas reacciones inician procesos de transducción de señales que causan las 

reacciones observadas en la piel (Kochevar et al., 2013). 

En condiciones normales, las moléculas se encuentran en un estado basal y 

presentan una distribución de electrones determinada alrededor de los núcleos de 

sus átomos. Cuando una molécula en estado basal absorbe un foton de energía 

pasa a un estado electrónico excitado. Según los principios de la mecánica 

cuántica, sólo pueden existir ciertas brechas de energía entre estados 

electrónicos. En consecuencia, una molécula sólo puede absorber fotones en 

presencia de ciertos tipos de energía; este fenómeno determina la existencia de 

un espectro de absorción único para cada molécula.  

Una molécula permanece en el estado excitado durante muy poco tiempo; a ese 

lapso se le conoce como estado excitado singulete y dura algunos nanosegundos. 

La molécula puede regresar al estado basal emitiendo luz en forma de 

fluorescencia o liberando energía como calor mediante el proceso de conversión 

interna. Por otro lado, el estado singulete puede experimentar una reacción 

química para formar un fotoproducto, o puede pasar a un estado de excitación de 

energía más baja, conocido como estado excitado triplete mediante el proceso 

denominado cruce entre sistemas. Los estados excitados singulete y triplete 

difieren en los espines de un par de electrones en un orbital. El estado excitado 

triplete puede durar un tiempo más prolongado (microsegundos), puede emitir luz 

en forma de fosforescencia, experimentar una reacción química o regresar al 

estado singulete mediante el poceso de cruce entre sistemas (Kochevar et al., 

2013; Brown et al., 2009) (Fig. 12 y 13). 
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Figura 13. Absorción de fotones de luz por las moléculas. 
http://www.unsam.edu.ar/revista-olimpiadas/wp-content/uploads/2015/09/6.jpg 
 

3.2.3 Efectos a las biomoléculas por RUV. 

Durante una reacción fotoquímica, las moléculas excitadas (cromóforos) se 

transforman en una molécula estable denominada fotoproducto (Kochevar et al., 

2009) (Fig. 12). 

Algunos de los fotoproductos que se forman pueden ser benéficos para el 

organismo. Tal es el caso de la provitamina D3 que se forma por un 

reordenamiento en los enlaces a partir de 7-dehidrocolesterol. En la piel existen 

cromóforos que absorben la RUV, entre los que se incluyen el ácido urocánico, los 

aminoácidos aromáticos y los precursores de melanina. Estas moléculas son 

capaces de inducir una respuesta fotobiológica o bien interactuar con la RUV 

absorbiéndola y entrando en un estado excitado de corta vida seguido de un 

cambio químico que llevará a la formación del fotoproducto (Fig. 11 y 12).  

Los fotoproductos detectados en la piel incluyen radicales libres y lípidos oxidados. 

Sin embargo, el ADN epidérmico es el cromóforo más importante para muchos de 

los efectos de la exposición solar agudos y a largo plazo, principalmente por 

acción de la UVB. Las respuestas bioquímicas a la radiación UVB en la piel 

incluyen cambios en la síntesis de ADN, ARN, aumento en proteínas, en las 

actividades enzimáticas y generación de mediadores de inflamación (Vink y Roza, 

2001; Kochevar et al., 2013). 
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La absorción de UVB por el ADN lleva a la formación de fotoproductos 

característicos de la epidermis humana: los dímeros de pirimidina ciclobutano 

(DPC o CDPs) y los fotoproductos de pirimidina 6-4 pirimidona (6-4 PP), después 

de la exposición suberimatosas o erimatosas (Fig. 11 y 14). Ambas lesiones se 

forman exclusivamente en dímeros de pirimidinas adyacentes, constituyendo los 

"hot spots"  o puntos frecuentes de mutaciones inducidas por RUV, las cuales 

pueden llevar a un proceso de carcinogénesis cutánea (Vink y Roza, 2001; 

Ichihashi et al., 2003; Gruijl, 2000; Schwarz et al., 2007; Maverakis et al., 2010; 

Afaq, 2011) (Fig. 14).  

Además, numerosas reacciones cutáneas asociadas al EEM comienzan en el 

momento en que el cromóforo en estado excitado transfiere su energía al oxígeno 

molecular para formar una nueva molécula llamada oxígeno singulete (1O2), o bien 

transfiere un electrón para crear un anión superóxido. Estas formas de oxígeno 

reaccionan con moléculas celulares, lo que a menudo induce la transducción de 

señales intracelulares responsables de la inflamación asociada con las 

quemaduras solares y con la fototoxicidad (Kochevar et al., 2013). 

Por lo tanto, la interacción de la RUV con los cromóforos de la piel puede causar 

diversos niveles de respuesta de tipo molecular, bioquímico, celular y tisular, como 

la inflamación, formación de eritema, pigmentación inmediata, melanogénesis e 

inmunosupresión, mutagénesis y a largo plazo fotoenvejecimiento y cáncer de piel 

(Vink y Roza, 2001; Afaq et al., 2005; Kullavanijaya et al., 2005; Scheinfeld y De 

Leo, 2006; Cabrera y López, 2006; Afaq y Mukhtar, 2006; Afaq, 2011). 
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Figura 14. Formación de fotoproductos por efecto de la UVB (Sarkany, 2011) 
 

3.2.4 Efectos agudos y crónicos en la piel provocados por la RUV. 

En términos prácticos los diversos efectos de la radiación UV en la piel se pueden 

dividir en agudos y crónicos y dependerán de la longitud de onda, penetración en 

la piel y tiempo de exposición. Por lo tanto, diferentes longitudes de onda dentro 

de las subdivisiones que se han otorgado a la RUV, pueden causar respuestas 

biológicas sumamente variables. La UVA penetra más profundamente las capas 

que conforman la piel, llegando hasta la dermis profunda para ser absorbida en un 

75% por los melanocitos de la capa basal de la epidermis, lo que lleva a la 

producción de eritema, pigmentación inmediata y melanogénesis retardada, y por 

último daño al tejido conectivo y elastosis solar. En cambio, sólo el 5% de RUV es 

de tipo UVB, y a pesar de que un 70% de esta es absorbida por el estrato córneo, 

se considera la energía solar más perjudicial ya que es responsable directa del 

eritema, fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis. (Kochevar et al., 2013; Afaq et 

al., 2005; Kullavanijaya et al., 2005; Linden y Lim, 2006; Maverakis et al., 2010; 

Cabrera y López, 2006; Afaq y Mukhtar, 2006) (Fig. 10 y 11). 

3.2.4.1 Efectos Agudos. 

En los efectos agudos podemos encontrar algunos de tipo inmediato y de 

beneficio para la piel, como son la síntesis de vitamina D en la epidermis, 

sensación de bienestar,  calor y el bronceado o pigmentación inmediata donde los 
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rayos UV son los responsables. Al mismo tiempo, encontramos efectos no 

benéficos como el eritema y la quemadura solar, la fotodermatosis y la 

inmunosupresión (Kochevar et al., 2013). 

a) Bronceado. 

El bronceado tiene como principal factor ambiental a la RUV y se puede dividir en 

inmediato y tardío. 

El espectro de acción para el bronceado y el eritema es similar, sin embargo las 

longitudes de onda de luz UVB son más eficaces para generar eritema en los 

individuos de piel blanca, mientras que la UVA es más eficiente para la 

pigmentación en individuos de piel oscura. Por lo tanto, los mecanismos de 

síntesis de melanina son diferentes dependiendo del tipo de RUV a la que se 

exponga (Walker et al., 2005; Kullavanijaya et al., 2005; Linden y Lim, 2006; 

Kochevar et al., 2009; Maverakis et al., 2010).  

1. Bronceado inmediato 

Existen dos tipos de pigmentación: la melanogénesis verdadera, conocida como 

bronceado tardío, y el oscurecimiento pigmentario inmediato (OPI). El OPI es de 

color grisáceo y se observa inmediatamente a la exposición a la RUV, pero es de 

tipo transitorio, inducido por la radiación visible y los UVA y se debe a la 

fotooxidación de la melanina y la redistribución de los melanosomas melanocíticos 

a partir de la porción perinuclear hacia el interior de las dendritas periféricas y la 

melanina es transferida de forma rápida a los queratinocitos dispuesta a modo de 

gorro nuclear. El OPI sirve para proteger zonas delicadas, aunque no disminuye 

claramente la sensibilidad del eritema solar. Puede ser evidente en 5 o 10 min 

después de la exposición solar y durar por varias horas (Walker et al 2005; 
Kullavanijaya et al., 2005; Linden y Lim, 2006; Maverakis et al., 2010; Yamaguchi 

et al., 2007) (Fig 15). 
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2. Bronceado tardío 

El bronceado tardío se presenta por la exposición a luz UVA y UVB y y resulta en 

el aumento de la formación de melanina epidérmica. Este pigmento se hace visible 

unos días después de la exposición a RUV y dura hasta 3 semanas (Walker et al., 

2005; Kullavanijaya et al., 2005; Linden y Lim, 2006; Maverakis et al., 2010) (Fig. 

15). 

El bronceado tardío puede durar de días a semanas y se inicia entre las 24 y 72 h 

después de la exposición. La tonalidad que presenta es más cobriza y aparece 

tras la exposición mayor a la dosis Eritematosa mínima (DEM) media. Se alcanza 

tras la producción de nueva melanina por los melanocitos y su transferencia a los 

queratinocitos. La cantidad total de nueva melanina formada dependerá de 

factores genéticos. Hay un aumento en el tamaño de los melanosomas y de la 

actividad enzimática de los melanocitos. Se activan los melanocitos quiescentes y 

son reclutados para la división celular. La pigmentación tardía eleva al doble el 

umbral de eritema. Aún no se conoce el estímulo directo que causa esta activación 

metabólica en los melanocitos, pero es posible que se relacione con el daño 

celular o una activación directa de las enzimas que intervienen en la formación de 

melanina a partir de tirosina. Además, se cree que está relacionado con los 

sistemas de reparación del ADN (Kullavanijaya et al., 2005; Walker et al., 2005; 
Linden y Lim, 2006; Maverakis et al., 2010; Young y Yaar, 2013) (Fig. 15).  

El bronceado tardío por UVB se asocia con el aumento de actividad y el número 

de melanocitos. En general una sola exposición a la RUV aumenta la actividad, y 

dosis repetidas incrementan el número de melanocitos debido a que los 

queratinocitos liberarán melanocortina y hormona estimuladora de melanocitos. 

Además, la actividad de la tirosinasa, la tirosin hidroxilasa y la DOPA también se 

incrementa, así como la expresión del factor de transcripción de microftalmia 

(MITIF) implicado en la pigmentación. Las dendritas se alargan y ramifican y los 

melanosomas aumentan de tamaño y número. Además, los queratinocitos 

aumentan la capacidad de absorción de melanosomas. Esto puede generar pecas 

pequeñas en individuos de piel clara, mientras que las exposiciones únicas y 
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prolongadas producirán una quemadura severa que generará pecas grandes 

(Yamaguchi et al., 2007; Walker et al 2005; Kullavanijaya et al., 2005; Linden y 

Lim, 2006; Maverakis et al., 2010).  

Por lo tanto, los melanocitos juegan un papel importante en la respuesta y 

protección de la piel contra la RUV y su alteración puede producir efectos nocivos 

como el cáncer de piel melanómico conocido por su agresividad. 

 

Figura 15. Efecto de la RUV en el proceso de bronceado. UVA: radiación 
ultravioleta A; UVB: radiación ultravioleta B; DPC: dímeros de pirimidina 
ciclobutano; 6-4 PP: fotoproductos 6-4; 8-oxodG: 8-hidroxiguanosina. 
 

a) Síntesis de vitamina D. 

Como consecuencia de la exposición de la piel a la luz UVB, la provitamina D3 (7-

dehidrocolesterol) experimenta una isomerización espontánea, convirtiéndose en 

vitamina D3. Esta forma activa ingresa en la circulación asociada con una proteína 

de unión y con la D2 (ergocalciferol). Al llegar al hígado, sufrirán una hidroxilación 

en presencia de NADPH, O2 y Mg y el producto resultante, la 25-dihidroxivitamina 

D3, será la forma activa que migrará a los riñones para una segunda hidroxilación 

y convertirse en 1, 25-dihidroxivitamina D3, que es la forma activa (Lehmann y 

Meurer, 2010; Kochevar et al., 2013). 

Las longitudes de onda más eficaces para inducir la formación de vitamina D 

cutánea se encuentran en el rango de los 295 a 315 nm, correspondiente a la 
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UVB. Por lo tanto, con un índice de radiación de 3 (zonas tropicales), la piel 

produce una cantidad suficiente de vitamina D a partir de los 15 minutos de 

exposición. La síntesis cutánea de vitamina D se produce en el transcurso de 

minutos y alcanza la intensidad máxima antes de que la piel alcance un tono 

rosado, produciéndose así más de 90% de los requerimientos de esta vitamina. 

Esta es fundamental en diversos procesos metabólicos, entre los que destaca el 

metabolismo del calcio y del fósforo. Cabe destacar que en países que presentan 

poca incidencia de luz, las personas pueden presentar deficiencias en sus niveles 

de vitamina D. Lo mismo sucede con pacientes restringidos a la RUV, como los 

que tuvieron un trasplante renal o que presentan xenoderma pigmentosa. En esos 

casos sus niveles de D3 se encuentran por debajo de lo normal (Reichrath, 2009; 

Kochevar et al., 2013). 

b) Efecto inmune 

La RUVB que absorbe el ADN ha demostrado daños específicos y no específicos 

a las respuestas inmunes de la piel, tanto local como sistémicamente.  

La exposición in vivo a la RUV modifica la morfología y la función de las células de 

Langerhans, disminuyendo su intensidad y la expresión de antígenos. Estas 

células pueden perder sus marcadores de superficie, emigrar o perecer, aunque 

algunas permanecen en la epidermis. Parte de esta respuesta está mediada por el 

ácido trans-urocánico sintetizado por los queratinocitos. Este ácido, al ser 

expuesto a la RUV, sufre una isomerización convirtiéndose en el ácido cis-

urocánico que es inmunosupresor y trae como consecuencia la falla en la función 

de las células de Langerhans y la desgranulación de los mastocitos. En su forma 

normal, el ácido trans-urocánico contribuye al matenimiento del pH de la piel (Vink 

y Roza, 2001; Ichihashi et al., 2003; Afaq et al., 2005; Afaq y Mukhtar, 2006; 

Maverakis et al., 2010; Afaq, 2011). 

Está bien establecido que la exposición a la luz UV suprime la inmunidad mediada 

por las células. La disminución de las células de Langerhans, el reclutamiento de 

macrófagos en la dermis y en la epidermis y la liberación de mediadores 

inflamatorios como TNF-α, IL-10, TGF-β, α-MSH, son acontecimientos importantes 
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durante la inmunosupresión. Estas modificaciones llevarán a la alteración del 

proceso de presentación de antígenos que hacen que se generen células T 

reguladoras que inhiben las respuestas inmunes mediadas por células a los 

nuevos antígenos encontrados. Esta inmunosupresión desempeña un papel 

importante en el proceso de aparición y crecimiento de cánceres de piel distintos 

del melanoma en ratones, y se sospecha un papel similar en humanos (Vink y 

Roza, 2001; Walker et al., 2005 Maverakis et al., 2010). 

Las moléculas inmunes de la piel como los antígenos y las células dendríticas 

también son blancos del daño al ADN causado por la RUV, ya que las células 

dañadas han demostrado una deficiencia en la presencia de antígenos que 

involucra la formación de células T (Vink y Roza, 2001; Ichihashi et al., 2003; Afaq 

y Mukhtar, 2006; Maverakis et al., 2010; Afaq, 2011) (Fig. 16). 

 

Figura 16. Efecto inmune y daño a la piel por efecto de la RUV. 
 

 

d) Inflamación aguda: Quemadura o eritema solar. 

El indicador más visible de la inflamación cutánea inducida por la RUV es el 

eritema, que se presenta después de una excesiva exposición a la RUV. Esta 

reacción es consecuencia de la vasodilatación, principalmente de venas 

subpapilares, y este factor también es responsable del incremento de la 
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temperatura cutánea. Las quemaduras solares tienen diversos niveles de daño, 

inicialmente con eritema, edema, formación de vesículas, tumefacción y dolor. 

Posteriormente aparecerá la descamación y desprendimiento de la piel. Cuando 

las reacciones agudas como esta son graves, se acompañan de debilidad, 

cansancio y comezón (Kullavanijaya et al., 2005; Lim, 2013; Kochevar et al., 

2013). 

El espectro que causa la quemadura solar es el correspondiente a la luz UVB, sin 

embargo debido a la mayor cantidad de luz UVA que incide en la piel, esta 

representa el 10% de los rayos causantes de quemaduras (Walker et al., 2005; 

Maverakis et al., 2010). 

El eritema inducido por la RUV tiene dos fases: la inmediata y la retardada. En los 

individuos con piel muy blanca que se exponen en grado suficiente al sol, el 

eritema es visible al final del periodo de irradiación y puede desaparecer 

rápidamente. La fase retardada consiste en la reaparición de un pico de eritema 

en cualquier zona entre las 6 y 24 h después de la exposición. En individuos de 

piel oscura sólo se observa la fase retardada. El eritema desaparece a los pocos 

días y es más persistente en personas de piel muy blanca (Kullavanijaya et al., 

2005; Linden y Lim, 2006; Afaq y Mukhtar, 2006; Maverakis et al., 2010).  

El eritema es un prerrequisito para que aparezcan cambios pigmentarios 

secundarios a la exposición a los rayos UV; el bronceado retardado tiene lugar en 

el curso de tres días y la neomelanogénesis se produce en esta fase. La 

pigmentación por UVB desaparece en un tiempo menor que cuando es por UVA. 

Por lo tanto, el eritema es la respuesta cutánea aguda más conspicua y mejor 

reconocida de la RUV, en particular para individuos de piel clara y se asocia con 

los signos clásicos de inflamación, enrojecimiento, calor, dolor e hinchazón (Afaq 

et al., 2005; Kullavanijaya et al., 2005).. 

La absorción de fotones de UVB por los cromóforos cutáneos determina la 

producción de los mediadores inflamatorios y las citocinas que caracterizan la 

reacción de quemadura solar. El espectro de acción para la formación de eritema 

está intimamente relacionado con el espectro de absorción del ADN, por lo que se 
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puede decir que el ADN constituye un cromóforo importante y que la dosis de UVB 

que induce el eritema es suficiente para generar daños al ADN, alterando su 

estructura por medio de la formación de fotoproductos (DPC y 6-4PP), los cuales a 

su vez son parcialmente responsables de desencadenar el proceso inflamatorio. 

Se sabe que aproximadamente se forman 105 DPC por cada célula de la 

epidermis al producirse eritema, por lo que puede ser causa del grave daño al 

genoma de las células de la piel y que a la larga producen cáncer de piel (Vink y 

Roza, 2001; Ichihashi et al., 2003; Walker et al., 2005; Afaq et al., 2005; Linden y 

Lim, 2006; Kochevar et al., 2013). 

No se conocen con certeza los procesos bioquímicos que vinculan los 

fotoproductos del ADN con los mediadores inflamatorios, sin embargo se ha 

estudiado la estrecha relación entre la formación de fotoproductos del ADN y el 

desencadenamiento en la producción de la citocina proinflamatoria TNF-α 

(Kochevar, et al., 2013). 

Además del ADN, existen otros cromóforos que absorven RUVB y desencadenan 

la formación de mediadores proinflamatorios. Uno de ellos es el triptófano, que 

desencadena procesos de señalización que conducen a la expresión de la 

cicloxigenasa-2 (COX-2), enzima responsable de la catálisis de prostaglandinas 

responsables de inducir eritema. La exposición a RUV-B genera especies 

reactivas de oxígeno (ERO) que oxidan los lípidos de las membranas y conducen 

a la formación de citocinas pro inflamatorias. La acción de las ERO en el proceso 

inflamatorio es avalada por la capacidad de los antioxidantes tópicos de regular el 

eritema inducido por UVB (Pinnell, 2003; Kochevar et al., 2013). 

Existen mediadores fisiológicos que participan en el proceso inflamatorio, que 

incluyen productos derivados del ácido araquidónico, histaminas, citosinas, 

prostaglandinas y óxido nítrico. Todas ellas son moléculas mediadoras de la 

actividad vasodilatadora o antiinflamatoria. La exposición de la piel a RUV se 

acompaña de un incremento de los niveles de varias citocinas proinflamatorias 

como TNF-α, interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8). Estas citocinas pueden desempeñar 

diversas funciones en el proceso inflamatorio, como el reclutamiento de leucocitos 
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por medio de quimiotaxis y la inducción de moléculas de adhesión celular (ICAM-

1) para facilitar el paso de las células a través de la pared de los capilares y 

participar en el reclutamiento y activación de las células mononucleares y 

neutrófilos causantes de la vasodilatación e inflamación. La liberación de 

prostaglandinas PGE2 y PGF2α, ácido nítrico e histamina son inmediatas a la 

exposición a la RUV (Vink y Roza, 2001; Walker et al., 2005; Afaq et al., 2005; 

Kochevar et al., 2013; Maverakis et al., 2010) (Fig. 17). 

 

Figura 17. Moléculas liberadas por efecto de la RUV. Bronceado y formación 
de eritema. 
 

Los neuropéptidos -como el relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la 

sustancia P (SP)- tienen un papel importante en el eritema causado por  la RUV 

como moduladores del dolor, picazón, inflamación y respuesta inmune, ya que 

producen vasodilatación y aumentan la permeabilidad microvascular cutánea. 

También pueden modular la desgranulación de los mastocitos. La RUV induce la 

liberación de ácido nítrico de los nervios sensoriales, el cual propicia la 

vasodilatación directa (Walker et al., 2005; Afaq et al., 2005; Kochevar et al., 

2013). 

1. Cambios histológicos agudos 
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Cuando existe eritema histológicamente se pueden observar diversos daños en 

las diferentes capas que conforman a la piel. El tipo de piel determina las 

consecuencias clínicas de la exposición al sol y la mejor medida de la sensibilidad 

a la radiación UV es la dosis erimatosa mínima (DEM), que se define como la 

menor dosis de radiación que provoca un eritema perceptible en la zona expuesta 

(Kochevar y Taylor, 2009).  

Las células disqueratósicas o células de quemadura solar aparecen en la 

epidermis 30 minutos después de la exposición a la RUV (3 DEM) y se reconocen 

por ser células redondas con núcleos picnóticos y quizá sean el indicador 

histológico más sobresaliente (Maverakis, 2010). Los daños que pueden ser 

observados en presencia de eritema se muestran en la Tabla 6. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Daños observados en un corte histológico de piel por la formación 
de eritema causado por luz ultravioleta.  

Daño En estrato córneo: 

Paraqueratosis La queratina del estrato córneo es histológicamente anormal, ya que contiene 
restos nucleares fusiformes y se suele asociar con pérdida o marcado 
adelgazamiento de la capa granular subyacente (Stevens et al., 2003). 

Ortoqueratosis Engrosamiento de las capas del estrato córneo con apariencia 
histológicamente normal (Stevens et al., 2003). 

 En epidermis: 

Espongiosis Es un edema intra epidérmico,se observa como una separación de células y 
se puede definir como una separación de los desmosomas por acumulación 
de líquidos, desarrollando vesículas que al ir aumentando de tamaño pueden 
provocar hiperplasia epidérmica (Stevens et al., 2003).  
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Apoptosis Los queratinocitos apoptóticos o células de quemadura, se reconocen por ser 
redondas con núcleos picnóticos. Son importantes para el desarrollo normal 
del tejido, ya que la apoptosis juega un papel importante en la eliminación de 
las células dañadas y se considera patología cuando el daño afecta al ADN. 
En estas situaciones, la célula irremediablemente dañada se elimina . Las 
similitudes entre las células apoptóticas y células de quemadura apoyan el 
hecho de que el ADN se ve afectado por la RUV (Robbins et al., 2008). 

Necrosis Muerte de las células con pérdida de la integridad de la membrana. 

Hiperplasia Posterior a una quemadura solar se produce la proliferación celular que lleva a 
un engrosamiento epidérmico, el cual comienza en horas y es visible 
histológicamente en días. Presenta una detención del crecimiento entre las 24 
y 48 h y se puede llegar a un aumento del 40% en el número de capas del 
estrato córneo. Es por eso que se considera un tipo de fotoprotección natural, 
aunque su efecto es limitado (Walker et al., 2005). 

Hipertrofia Aumento de tamaño de las células y del tejido. 

Atrofia Disminución en el tamaño de la célula con pérdida de sustancia celular. 

 En dermis 

Edema El edema es un aumento de líquido intersticial debido a presiones hidrostáticas 
en la dermis y puede ser localizado o difuso (Robbins et al., 2008).  

Hemorragia Extravasación de eritrocitos.  

Infiltrados 
inflamatorios 

Presencia de polimorfos nucleares (neutrófilos y macrófagos). Desgranulación 
de mastocitos. 

Congestión  Acumulación de sangre en vasos sanguíneos.  
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3.2.4.2 Efectos crónicos 

a) Fotoenvejecimiento.  

El envejecimiento es el proceso por el cual se dan cambios fisiológicos y 

morfológicos que derivan en la disminución de la funcionalidad del tejido de forma 

progresiva y acumulativa, por lo que el proceso se acelera con el tiempo (Cano et 

al., 2010; Jenkins, 2002). Además, está influido por factores intrínsecos y 

extrínsecos que modelan el microambiente celular y tisular. Los efectos de ambos 

factores se suman, a pesar de que actúan de manera independiente. Los factores 

intrínsecos son los propios del sujeto y del tejido, como son la información 

genética, el tipo celular y el número de ciclos replicativos. Por su parte, los 

factores extrínsecos modelan el microambiente celular y tisular, entre los cuales 

destacan los productos del metabolismo celular, inducido principalmente por 

compuestos exógenos y la RUV. Dada la importancia de esta radiación en el 

envejecimiento debido a causas extrínsecas, este es denominado en general 

fotoenvejecimiento. Microscópicamente se caracteriza por la reducción de los 

niveles de colágeno, la degradación de la red elástica y la pérdida de hidratación. 

A este conjunto de fenómenos se le conoce como elastosis (Uitto, 2008) (Fig. 16). 

A nivel macroscópico se observan arrugas muy finas y profundas, adelgazamiento 

de la piel debido a la atrofia de la dermis y la pérdida del tejido adiposo 

subcutáneo, sequedad y engrosamiento, así como la aparición de manchas por la 

reorganización de los melanocitos (Randhawa et al., 2013; Reyes y Vitale, 2012; 

Bae et al., 2010; Leyden, 2001). La principal característica del fotoenvejecimiento 

es la presencia de acúmulos de material elástico en la dermis, pero a diferencia de 

las fibras elásticas funcionales, estos acúmulos no se disponen en fibras ni redes 

que doten a la piel de elasticidad, para que pueda ejercer su función. En este 

proceso se evidencía la presencia de fibroblastos hiperplásicos y de células 

inflamatorias como los mastocitos e histiocitos. También se presenta un aumento 

en la presencia de linfocitos T CD4+ en la dermis. A diferencia de la piel 

envejecida por la edad, en el fotoenvejecimiento se presenta acantosis, atrofia, 

pèrdida de polaridad celular y atipia celular. Asimismo, existe una disminución en 

la cantidad y funcionalidad de las células de Langerhans (Yaar y Gilchrest, 2013). 
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1. Mecanismos del fotoenvejecimiento 

La RUV activa receptores de la superficie celular, como el factor de crecimiento 

epidérmico. IL-1 y TNF- α, para inducir la señalización intracelular que culmina con 

el estímulo de la proteína activadora del complejo de transcripción nuclear (AP-1), 

compuesta por las proteínas c-Jun y c-fos. El aumento en la actividad de AP-1 

interviene en la síntesis de los colágenos I y III, bloqueando el efecto del factor de 

crecimiento transformante (TGF- α), una citocina que aumenta la transcripción de 

los genes del colágeno. También se ve disminuida la producción de TGF-ß, lo que 

da como consecuencia un aumento en el bloqueo de síntesis del colágeno. 

Aunado a lo anterior, el exceso de RUV induce la síntesis de un factor de 

crecimiento rico en cisteina (CYR61) que reduce la síntesis de procolágeno tipo I, 

así como el factor de transcripción nuclear (NFκB). Ambos aumentan la síntesis de 

metaloproteninsas (MMP o colagenasas), especialmente la colagenasa (MMP-1), 

estromelisina (MMP-3) y la gelatinasa (MMP-9) capaces de degradar los 

componentes de la matriz extracelular. Las MMP son de origen neutrófilo y se 

presentan después de una exposición a la RUV. Por lo general, la degradación del 

colágeno inducida por RUV es incompleta, de ahí la acumulación observada de 

fragmentos de colágeno parcialmente degradados, que inhibe la síntesis de nuevo 

colágeno. Por último, la exposición de la piel a la RUV induce la transcripción de 

genes que participan en la síntesis de citocinas pro inflamatorias como IL-1, IL-6 e 

IL-8 (Yaar y Gilchrest, 2013) (Fig. 16, 17 y 18).  
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Figura 18. Mecanismos de fotoenvejecimiento cutáneo. 
 

La RUV y las especies reactivas de oxígeno (ERO) inducen la transcripción de 

tropoelastina y elastasa secretada por los neutrófilos atraidos por mediadores 

inflamatorios, por lo que la síntesis no equilibrada de las fibras elásticas conduce a 

la formación de material amorfo elastósico.  

Por último, es importante mencionar que el fotoenvejecimiento no solo está 

relacionado con las proteínas de la piel, sino también genera daños a nivel 

mitocondrial, oxidación de otras proteínas y daños en la membrana basal y 

alteraciones lisosómicas. Estos daños están relacionados con la formación y 

acumulación de ERO, así como con un aumento en las concentraciones de MMP 

(Yaar y Gilchrest, 2013). 

b) Fotocarcinogénesis 

La fotocarcinogénesis se define como la suma de eventos bioquímicos complejos 

y simultáneos que dan como resultado el cáncer de piel. La RUV es un 

carcinógeno completo, ya que participa en las tres etapas de la carcinogénesis: la 

iniciación, que implica mutaciones en regiones codificantes de genes y es 

irreversible; la promoción, que consiste en la expansión clonal de células mutadas; 
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y la progresión, que es la transformación maligna a carcinoma. Cabe señalar que 

existe un periodo de latencia entre la primera exposición y la presencia del tumor 

(Afaq et al., 2005; Katiyar, 2008) (Fig 19). 

  

Figura 19. Etapas de la carcinogénesis por efecto de la RUV. 
 

La iniciación de la fotocarcinogénesis se da por la formación de fotoproductos que 

tiene como consecuencia la mutación de genes cruciales en el control, 

proliferación y diferenciación celular, como los protooncogenes y los genes 

supresores de tumores, tal es el caso del gen p53 (Sarkany, 2011; Grujil et al., 

2001) (Fig. 19). 

c) Cáncer de piel. 

Los datos epidemiológicos relacionan la exposición a la RUV como principal causa 

de la aparición de cáncer de piel. Se pueden diferenciar los tumores en función del 

tipo celular implicado: los melanomas, cuando las células transformadas son 

melanocitos; y los no melanómicos, en los que el tumor se origina en los 

queratinocitos. Estos últimos se dividen en dos tipos: carcinomas de células 

basales (CCB) y de células escamosas (CCE). Ambos presentan bajas tasas de 

mortalidad y de metástasis, pero son los más frecuentes (80 y 16% 
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respectivamente) y pueden dar lugar a la destrucción del tejido adyacente 

(Armastrong y Kricker, 2001; Gallagher y Lee, 2006; Afaq, 2011; Hong et al., 

2008). 

1. Carcinoma de células basales (CCB). 

El CCB es el más frecuente, con una incidencia del ≈80% (Afaq, 2011). Es más 

común en los fototipos claros y aparece en lugares del cuerpo con y sin exposición 

solar (Ahmed et al., 2008). Se relaciona con irradiaciones ligadas a la infancia que 

producen inflamaciones severas (Grujil et al., 2001). Las lesiones precancerosas 

se conocen como queratosis actínica (Hong et al., 2008; Madan et al., 2010). 

También este tipo de cáncer se asocia a deficiencias de enzimas reparadoras del 

ADN como en el caso de xeroderma pigmetosum (Gallagher y Lee, 2006; Lauth et 

al., 2004). 

El CCB se origina en las células basales de la epidermis o de los apéndices 

cutáneos, invade a la dermis pero casi nunca hace metástasis. Las células que 

identifican al CCB son histológicamente pleomórficas, se disponen de forma 

irregular y presentan diferentes tamaños. Las células basales presentan núcleos 

grandes y citoplasma escaso y mal definido. Alrededor de estas células centrales 

dispuestas al azar se disponen otras de morfología cilíndrica, largas y estrechas 

con núcleo grande y basófilo (Lauth et al., 2004).  

2. Carcinoma de células escamosas (CCE). 

La incidencia de CCE se asocia a personas de fototipos claros que viven en una 

zona geográfica de alta irradiación solar y/o cercana al ecuador (Gallagher y Lee; 

2006). Éste aparece en áreas del cuerpo expuestas a la RUV, se asocia con 

exposiciones continuas y acumulativas que producen episodios de quemadura 

solar, por lo que su incidencia aumenta con la edad (Grujil et al., 2001; Lauth et al., 

2004). El CCE está asociado a la elastosis solar y con la queratosis actínica 

(Madan et al., 2010; Rigel et al., 2006).  

Los CCE se presentan de forma aislada o como una masa única, donde los 

queratinocitos atípicos pueden invadir a la dermis. Las células características 
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presentan aumento en la mitosis. La queratinización es abundante y se manifiesta 

en forma de perlas o capas concéntricas (Lauth et al., 2004).  

3. p53 y carcinogénesis. 

En las células humanas el gen p53 se encuentra localizado en el brazo corto del 

cromosoma 17, se extiende a lo largo de 20 Kb y está constituido por 11 exones. 

Este gen codifica a la proteína P53 de 393 aminoácidos con un peso molecular de 

53 KDa, la cual desempeña un papel importante en la regulación de la 

proliferación celular y en la respuesta de la célula a estímulos de estrés. El gen 

p53 se encuentra mutado en alrededor del 50% de los cánceres en los seres 

humanos, debido a esto el cáncer surge como consecuencia de la pérdida de su 

función normal (Bai y Zhu, 2006). 

La proteína P53 es un factor que regula la transcripción de genes que contienen 

elementos de respuesta a ella y que son responsables de las diferentes funciones 

asociadas a ésta (Afaq et al., 2005; Steele y Lane, 2005). Por ello, los genes 

regulados transcripcionalmente por P53 pueden agruparse dependiendo de sus 

funciones: 1) genes implicados en la inhibición del ciclo celular; 2) en la reparación 

del daño en el DNA; 3) en la inhibición de la angiogénesis y 4) en la inducción de 

la apoptosis (Bax, PERP, PUMA, Fas, APAF-1, DR5, p21, Bcl2) (Steele y Lane, 

2005; Tokino y Nakamura, 2000; Zamzami y Kroemer, 2005 y Roos y Kaina, 

2013). Por otro lado, se sabe que regula la transcripción de MDM2, que a su vez 

regula los niveles de P53, lo que sugiere un sistema de autorregulación (Bai y Zhu, 

2006; Sam et al., 2012) (Fig. 20). 

P53 se encuentra en un estado no-funcional en las células no sometidas a estrés. 

Pero cuando hay exposición a algún tipo de agente que daña al DNA, como la 

RUV, P53 se activa por medio de fosforilaciones en los residuos de serinas, 

llevadas a cabo por las cinasas ATM y ATR; liberándose de su asociación con 

MDM2. En ese momento P53 aumenta sus niveles por retroalimentación positiva, 

incrementa su vida media y activa vías de señalización para ejercer su función de 

factor de transcripción. Así P53 induce una respuesta que conduce al arresto del 

ciclo celular y a la reparación del DNA, debido a la expresión de genes 
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importantes para la reparación del daño como son GADD45 y p21. Sin embargo, si 

el nivel de daño es grave, P53 aumenta su concentración provocando la activación 

de la apoptosis (por efecto de genes como Bax) como una vía de protección para 

evitar la inestabilidad genómica (Melnikova y Ananthaswamy, 2005; Hickman et 

al., 2002). Este mecanismo disminuye la probabilidad de que se generen clones 

celulares con mutaciones, por lo que P53 actúa como “guardián del genoma”. Sin 

embargo, si los mecanismos de inducción fallan, debido a que las mutaciones se 

presenten en p53 la célula continuará replicándose, expresando la mutación y será 

en la fase de progresión que dará lugar al cáncer de piel (Steele y Lane, 2005; Bai 

y Zhu, 2006; Roos y Kaina, 2013) (Fig. 20). 

 

Figura 20. P53 y cáncer de piel. 

En tumores humanos casi el 90% de las mutaciones de p53 se localizan entre los 

exones 4-9 (Bai y Zhu, 2006; Besaratinia y Pfeifer, 2010). Dichos exones codifican 
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el dominio proteico que permite la unión al ADN, por lo que las mutaciones en 

estas zonas alteran la función de la proteína como factor de transcripción. Estas 

regiones se conocen como “hot spots” por su alta frecuencia de mutación 

(Besaratinia y Pfeifer, 2009; Cadet et al., 2005) (Fig. 21). 

 
Figura 21. Sitios de alta incidencia de mutaciones en p53 (Modificado de Bai 
y Zhu, 2006). 
 

La inducción de la proteína P53 en respuesta al daño en el DNA está regulada 

post-traduccionalmente. La detección de fotoproductos es una de las primeras 

señales que llevan a su incremento. El aumento en los niveles de P53 suele ser 

proporcional al daño producido en el DNA, siendo proporcional a la dosis de 

irradiación (Afaq, 2011 y Afaq et al., 2005).  

En el cáncer de piel se ha detectado que la alteración en p53 es causada por la 

formación de dímeros de pirimidina ciclobutano (DPC) y la baja tasa de 

reparación, en los sitios de persistencia de fotoproductos (Benjamin y 

Ananthaswamy, 2007). Además, las regiones promotoras del gen son 

particularmente sensibles al daño (Besaratinia y Pfeifer, 2010; Besaratinia y 

Pfeifer, 2006). 

Con respecto a las mutaciones que pueden ocurrir en p53 se ha observado que 

las transiciones C-T y CC-TT se encuentran en CCE, CCB y queratosis actínica 
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(Pfeifer y Besaratinia, 2012). Todas estas mutaciones se relacionan con la 

exposición a la RUV, debido como se ha mencionado a que el ADN es una 

molécula que por su estructura química es un cromóforo para la RUV . Por lo 

tanto, p53 es un blanco crítico en las mutaciones iniciales que llevan a la 

fotocarcinogénesis y se deben identificar aspectos adicionales genéticos y 

epigenéticos que ocurren durante los múltiples pasos del desarrollo del cáncer de 

piel (Grujil et al, 2001 y Lauth et al., 2004) (Fig. 20). 

4. Cambios en la epidermis y mecanismos moleculares implicados en la 
respuesta a la exposición a la RUV. 

Después de la exposición a RUV se observa que algunos queratinocitos mueren 

por apoptosis debido a un extenso daño en el ADN. A estos se les conoce como 

células de quemadura. Histológicamente se reconocen por presentar el núcleo 

picnótico y el citoplasma eosinofílico; en casos severos se puede observar en el 

corte histológico atrofia epitelial (Maverakis et al., 2010). La apoptosis es una vía 

efectiva para mantener la homeostasis tisular sin producir inflamación. Cuando se 

incrementan los niveles de enzimas reparadoras del daño celular hay una 

reducción del número de células de quemadura; sin embargo, no se eliminan del 

todo, indicando que otros mecanismos proapoptóticos continúan actuando 

(Tedesco et al., 1997; Rastogi et al., 2010). 

En respuesta a la RUV, en la piel se estimula la división y diferenciación de los 

queratinocitos pudiendo desarrollar paraqueratosis, hiperplasia e hipertrofia. Por 

otra parte, se desencadenan los procesos de melanogénesis generando el 

bronceado (Wulf et al., 2004). Estos cambios son mecanismos de defensa para la 

prevención del daño inducido por la RUV, ya que la principal función de la capa 

córnea es la protección de los tejidos interiores al reflejar la luz, mientras que la 

melanina actúa absorbiendo estas longitudes de onda actuando como un filtro 

solar (Roelandts, 2009). 

El sistema antioxidante es un conjunto de moléculas funcionalmente 

interrelacionadas con el fin de anular, neutralizar o eliminar sustancias capaces de 

inducir daño oxidativo en las distintas estructuras celulares. Por ello su acción es 
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fundamental para reducir las especies reactivas de oxígeno (ERO) inducidas por la 

RUV y prevenir el daño oxidativo derivado de las mismas (Kullavanijaya y Lim, 

2005; De Gálvez, 2010). 

La activación de los mecanismos de defensa está regulada por mediadores 

celulares, como citoquinas, factores de crecimiento y por factores de transcripción, 

como p53, NF-κΒ y el Nrf2, que estimulados por cambios celulares, modifican la 

expresión de genes en función de las necesidades de la células, y cuando todos 

los mecanismos de reparación y protección fallan se puede desarrollar el cáncer 

de piel (Maverakis et al., 2010; Afaq, 2011). 

5. Reparación del ADN 

La RUV provoca daños al DNA de forma directa o indirecta. En el primer caso, la 

exposición a la RUV puede producir los dímeros de pirimidina ciclobutano (DPC) y 

fotoproductos 6-4 (6-4 PP). Ambas lesiones son altamente mutagénicas, siendo 

los DPC las alteraciones más frecuentes inducidas por la RUV. También pueden 

presentarse rupturas de las cadenas, entrecruzamientos y fotoproductos de 

purinas (Matsumura y Ananthaswamy, 2004). La reparación de todos estos daños 

se da por la escisión de nucleótidos (NER), por mecanismos de recombinación y 

mediante la escisión de bases (BER) (Vreeswijk et al., 2009). La tasa de 

reparación para las diferentes lesiones no es la misma, ya que los 6-4 PP 

presentan una velocidad de reparación mayor, posiblemente porque la distorsión 

que producen es más evidente (Pfeifer et al., 2005; Ichihashi et al., 2003). 

Los fotoproductos pueden ser mutagénicos durante el proceso de replicación 

cuando la DNA polimerasa encuentra un DPC, al no reconocerlo inserta una 

adenina complementaria a una citosina. Debido a esto, los dímeros formados por 

C-C pueden derivar en mutaciones C-T y CC-TT (Ichihashi et al., 2003). Como 

consecuencia de lo anterior los fotoproductos son un factor clave en los diferentes 

niveles de respuestas del organismo ante la exposición a la RUV (Passaglia y 

Martíns-Menck, 2010). 

El daño indirecto al DNA es causado por la generación de radicales libres después 

de la exposición a la RUV, los cuales oxidan las bases nitrogenadas. El principal 
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marcador biológico de daño al DNA es la 8-hidroxiguanosina (8-oxodG) (Ichihashi 

et al., 2003; De Gálvez, 2010). Además, el daño al DNA mitocondrial por acción de 

la RUV es una vía para desacoplar la cadena respiratoria provocando daño 

permanente (Reyes y Vitale, 2012). 

3.3 Modelos de estudio en fotoprotección. 

El ratón como modelo biológico es muy útil para la comprensión de los 

mecanismos moleculares que propician el desarrollo de la carcinogénesis. La cepa 

de ratones pelones SKH-1 facilita el estudio de patrones de las mutaciones de 

p53, así como modificaciones a la proteína (Benavides et al., 2009). La 

comparación de resultados histopatológicos de ratón y humano permite 

correlacionar datos e iniciar con una evaluación comparativa de los mecanismos 

moleculares implicados en el desarrollo de cáncer de piel (Sharma et al., 2011). 

Uno de los blancos de estudio más significativos es p53 que presenta un patrón de 

mutaciones inducidas por la RUV similar en ratones y en humanos, por lo que se 

puede estudiar el mismo evento genético en ambos modelos (Schwarz et al., 

2013). 

El daño al DNA por la formación de DPC a lo largo de p53 es un mecanismo 

crucial en la carcinogénesis. La localización de lesiones persistentes en DNA en 

los “hot spots” en genes relevantes en cáncer como p53 puede ser un marcador 

cuando se sospecha que un agente es carcinogénico o se buscan agentes 

protectores. La detección puede realizarse in vitro e in vivo, por lo tanto el análisis 

de patrones de mutación ayuda a establecer la etiología del cáncer (Pfeifer y 

Besaratinia, 2012). 

El estudio de p53 actualmente emplea técnicas específicas para determinar el 

daño al DNA a nivel de resolución de nucleótidos. Las técnicas basadas en la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permiten conocer un panorama 

general de mutaciones incluyendo tumores primarios que pueden ayudar a 

identificar los sitios con mayor cantidad de DPC y que a largo plazo pueden 

originar tumores altamente malignos. También ayudan a establecer la distribución 

y nivel de reparación de los DPC (Besaratinia y Pfeifer, 2009). 
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La inducción de tumores por medio de RUV permite estudiar a las diversas 

sustancias fotoprotectoras que, cuando son efectivas, disminuyen la incidencia y 

tamaño de los tumores. Histológicamente se puede diagnosticar si las lesiones 

son benignas, precancerosas o malignas (Kim et al., 2003), por lo que cortes 

histológicos de ratón y de humano con presencia de queratosis actínica, CCB y 

CCE correlacionan con el espectro de mutación causado por la RUV en p53 (Chen 

et al., 2013). 

En este contexto, los estudios con sustancias de origen natural como la  silibina, 

cafeína y fenólicos del té verde (por mencionar algunos), han llegado a determinar 

el espectro de mutación en p53 después de exponer líneas celulares (ratón y 

humano) y ratones en presencia de las sustancias a la RUV. Los resultados 

muestran similitudes en los modelos de estudio en la inducción de apoptosis, la 

reparación e inhibición de la formación de DPC y  el arresto del ciclo celular. Todo 

lo anterior se relaciona con el aumento de P53, su adecuado funcionamiento y por 

tanto la disminución en la incidencia de tumores (Roy et al., 2012; Conney et al., 

2013). 

Los procesos relacionados con el desarrollo de cáncer de piel son importantes 

para la determinación de los criterios de valoración molecular implicadas con el 

estudio de sustancias fotoprotectoras (McFeat et al., 2013). 

3.3.1 Ratones SKH-1 

El fotoenvejecimiento cutáneo humano es un problema médico importante que 

incluye el envejecimiento prematuro y la fragilidad de la piel, por lo que diversos 

modelos de animales han sido utilizados para evaluar este daño e identificar cuál 

se asemeja más a los cambios observados en la piel humana durante la 

exposición a luz UV, tanto de forma aguda como crónica. Algunos estudios han 

evaluado estos cambios y han demostrado que la cepa de ratones SKH-1 muestra 

características semejantes al fotodaño humano, incluyendo el engrosamiento 

epidérmico, congestión sanguínea, infiltración de la dermis con células 

inflamatorias, células apoptóticas, inducción de tumores y pérdida de colágeno. 

Asimismo, se ha evaluado con los ratones SKH-1 el uso de protectores solares, ya 
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que muestran una mayor sensibilidad a la luz UV. Estos efectos han sido 

evaluados a nivel histológico, bioquímico e inmunológico (Lee et al., 2003; Kim et 

al., 2003; Sharma et al., 2011). 

Los ratones SKH-1 utilizados tienen una mutación en el gen Hr que hace que 

pierdan el pelo alrededor de los 20 días de nacidos. Después la piel se vuelve más 

gruesa, particularmente en la zona de la cabeza, por lo que los folículos pilosos se 

pueden observar en su mayoría atrofiados. Además, pueden presentar 

hiperqueratosis en el estrato córneo. En la dermis las glándulas sebáceas y los 

folículos pilosos pueden estar degenerados y la presencia de quistes pilosos o 

sebáceos con láminas concéntricas de queratina es común debido a ese proceso, 

y al existir muerte celular se puede desencadenar una respuesta inflamatoria que 

traerá como consecuencia la congestión de vasos sanguíneos. Estos ratones 

tienen una mayor sensibilidad a la luz ultravioleta y, por lo tanto, presentan con 

mayor facilidad daños ocasionados por luz UV que pueden desencadenar cáncer 

de piel (Crew y Mirskaia, 1931; Montagna et al, 1952; Cachon-González et al., 

1994; McGregor y Hawk, 2001; Benavides et al., 2009). 

3.3.2 Cultivos celulares. 

Las dietas basadas en productos naturales ricos en polifenoles y que brindan 

protección contra la RUV han tomado gran importancia. Sin embargo, existe poca 

información sobre el potencial de riesgo para la salud si se consumen en exceso. 

Diversas sustancias producidas por las plantas presentan actividad citotóxica y 

pueden tener correlación con la incidencia de ciertos tumores, además de que 

pueden causar efectos irritantes o alérgicos por el contacto con la piel u otros 

órganos. Por lo tanto, al realizar un estudio de nuevos compuestos con interés en 

fotoprotección, se deben considerar los posibles efectos citotóxicos para 

garantizar su correcto uso en un modelo animal, o bien para el consumo humano 

(Labieniec y Gabryelak, 2005). 

La determinación de la citotoxicidad, viabilidad y genotoxicidad es una parte 

fundamental en la evaluación de nuevos compuestos con potencial en el campo 

de la fotoprotección, y determinar el riesgo/beneficio de dicho compuesto, 
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garantiza que la actividad para la que fue probado sea segura y con el mínimo 

efecto tóxico al organismo (Rao et al., 1997; y Savi et al., 2006). 

Los cultivos celulares son un método que permite simplificar los estudios de 

citotoxicidad y viabilidad hasta determinados niveles aceptables, ya que eliminan 

las interacciones y variaciones que se presentan al experimentar con organismos 

completos. Al mismo tiempo son una alternativa para conocer los mecanismos 

celulares y los cambios que ocurren en ellos tras la exposición a un posible agente 

tóxico. Las células HaCaT de queratinocitos humanos inmortalizados no son 

tumorogénicas, sin embargo, son más sensibles a los daños inducidos por la RUV 

debido a la mutación que presentan en el gen p53, esto en comparación con los 

cultivos no inmortalizados o de células normales. Por lo tanto, son un modelo ideal 

para pruebas de fotoprotección in vitro (Magal et al., 1998; Aoki-Yoshida et al., 

2013; Baccarin et al., 2015). 

En los últimos años se han desarrollado métodos colorimétricos en placas de 

microtitulación con el fin de evaluar la viabilidad celular. Tal es el caso de la 

técnica de MTT, que se basa en el uso de la sal de tetrazolio, 3-(4,5-dimetiazol-

2il)-2,5-bromo difeniltetrazolio (MTT). Los ensayos con esta técnica son un método 

rápido, eficaz y confiable para cuantificar colorimétricamente la viabilidad celular 

en estudios de proliferación y citotoxicidad in vitro (Ramón, 2006). 

El MTT es una sal de tetrazolio de color amarillo soluble en agua; su empleo se 

basa en la reducción a un formazan de color azul-púrpura insoluble en agua. Esta 

reducción se lleva a cabo por la acción de la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa, activa solamente en células vivas (Carmichael, 1987a y b; 

Talorete, 2006). Para el análisis se toma en cuenta la correlación existente entre 

MTT metabolizado y el número de células viables, a partir de la intensidad de color 

que se presenta en cada pozo, la cual se puede medir por medio de un 

espectrofotómetro de placas. Esta correlación es importante, tomando en cuenta 

que se utilza un control, el cual no es adicionado con ningún fármaco, por lo que la 

densidad celular de éste puede verse incrementada y en el caso de los grupos 

experimentales, disminuida. 
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Debido a la facilidad de realización y lectura de muestras, la técnica de MTT es 

una de las más utilizadas en el estudio de viabilidad celular (Schroeterova, 2009). 

Cabe mencionar que existen pruebas de tiempo medio (24 h) y evalúan los 

cambios por muerte directa (Yañez, 2004). En los estudios a largo plazo (72 h) la 

evaluación se basa en el efecto antiproliferativo del compuesto, ya que da tiempo 

suficiente de que se produzcan fenómenos como paro del ciclo celular y apoptosis 

(Hansson, 1987; Yañez, 2004). 

3.3.3 Analisis de curvas de disociación de alta resolución (PCR-HRM). 

Durante el siglo pasado, el avance en la biología molecular ha contribuido a la 

comprensión cada vez mayor de los mecanismos relacionados con la iniciación, 

promoción y progresión del cáncer (Garro et al., 2014). La identificación de daños 

y mutaciones al ADN son de vital importancia en el establecimiento de las 

estrategias de fotoprotección. De ahí que en los últimos años las diversas técnicas 

de biología molecular han avanzado en la detección de mutaciones causadas por 

la RUV.  

La metodología de PCR-HRM direcciona un análisis de datos cuantitativos de 

expresión génica en estudios biológicos, biotecnológicos y de diagnóstico de 

enfermedades o daños. Se basa en el uso de colorantes fluorescentes para 

combinar la amplificación y los pasos de detección de la reacción de PCR en un 

único paso. Este ensayo mide el incremento en la señal de fluorescencia, que es 

proporcional a la cantidad de ADN procesado durante cada ciclo de PCR. Las 

alteraciones de las bases se observarán como cambios, tanto en la fluorescencia 

como en la temperatura de alineamiento (curvas de Melting). Esta curva de fusión 

y Tm (temperatura de fusión: temperatura en la que el 50% de las moléculas de 

DNA se encuentran como cadena doble) es característica de cada producto de 

PCR, variando con la secuencia de bases, el contenido de G-C y la longitud del 

amplicón (Erali et al., 2008; Nolan et al., 2006; Bjarnadottir y Jonsson, 2005; Wong 

y Medrano, 2005). 

Cualquier cadena de doble hebra presente en la muestra emitirá fuertemente 

fluorescencia a bajas temperaturas. Pero a medida que esta última aumenta, la 
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fluorescencia disminuye hasta que a determinada temperatura decae, reflejando la 

temperatura de Melting (Quintana et al., 2014). HRM es una técnica de rastreo de 

la mutación que va controlando el cambio progresivo de la fluorescencia causada 

por la liberación de un colorante de intercalación del ADN de doble cadena 

conforme éste se va desnaturalizando a cadena sencilla al ir aumentando la 

temperatura. 

A través del análisis de estas curvas (HRM), el sistema de análisis proporcionará 

una aproximación para detectar polimorfismos de una única base (SNPs) o 

descubrir mutaciones genéticas. El análisis de las curvas de Melting monitorea la 

hibridación (temperatura dependiente de cada cadena) y determina las pequeñas 

variaciones en la Tm debido a los errores o desestabilizaciones; y es esta 

diferencia la base para la detección de variantes debido a la presencia de 

mutaciones (Bustin, 2005; Reed et al., 2007). Por lo tanto, los resultados se 

pueden analizar en función de las diferentes curvas que se presentan, basados en 

las diferentes Tm (Hermann et al., 2007). A partir de estos datos el programa del 

equipo lleva a cabo una transformación matemática para generar un gráfico que 

permitirá detectar la disminución de fluorescencia expresada como picos. 

Estas diferencias serán analizables después del tiempo de amplificacion. Por lo 

tanto, esta prueba permite una rápida detección de genes involucrados en 

neoplasias o bien en otras enfermedades, siempre y cuando se cuente con el 

equipo y programa de análisis adecuados para cada plataforma.  

 

Es una técnica que ha sido empleada para buscar mutaciones somáticas en 

diferentes genes como KIT, BRAF, EGFR, ErbB2 y KRAS, por lo que se considera 

eficaz para la identificación de mutaciones en p53 (Krypuy et al., 2007). La 

tecnología de qPCR ha permitido la identificación de mutaciones no conocidas o 

modificaciones de ADN por acción de agentes tóxicos. (Hoffmann et al., 2008; 

Benlloch et al., 2006; McGivern et al., 2004). 
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Si las condiciones de PCR son llevadas a cabo con cuidado y la pureza de la 

muestra de ADN es buena, el patrón de análisis será único y los picos o 

diferencias en las Tm serán de gran utilidad al momento de generar datos nuevos. 

Las ventajas de este procedimiento en comparación con los métodos 

convencionales incluyen: su alta sensibilidad, rango dinámicamente grande y su 

velocidad en la cuantificación, lo que incrementa su sensibilidad. Esta metodología 

es simple, rápida y reproducible para uso en aplicaciones clínicas y de 

investigación. La metodología de PCR-HRM presenta ventajas en costo y tiempo y 

es una alternativa de la técnica de secuenciación directa automatizada, ya que a 

pesar de que la secuenciación directa es muy eficiente, también es más laboriosa, 

más cara en términos de reactivos y el análisis de datos no es 100% eficiente 

(Ishikawa et al., 2010; Rangel et al., 2008). 

3.4 Fotoprotección.  

La fotoprotección es una actividad preventiva y terapéutica frente a la quemadura 

solar, el fotoenvejecimiento y el cáncer de piel. Este término implica diversas 

acciones para evitar los daños por radiaciones solares, como el uso de ropa, 

gorros, lentes, antioxidantes, filtros y bloqueadores solares (Kullavanijava y Lim, 

2005; González et al., 2008). Los dos últimos contienen moléculas que pueden 

absorber, reflejar o dispersar la RUV (Gilaberte y González, 2010). 

Los fotoprotectores tópicos han demostrado prevenir el daño causado por la RUV, 

al evitar los efectos agudos y crónicos de la radiación solar (Serpone et al., 2007); 

actúan en dos niveles: como filtros y/o modulando procesos celulares (Afaq, 

2011). Por lo que un buen fotoprotector deberá prevenir o reparar los daños 

cutáneos generados por la radiación solar y sus efectos deberán incluir la 

absorción de fotones, inhibición de la inflamación aguda y crónica, modulación de 

la respuesta inmune, inducción de la apoptosis y actividad antioxidante 

(Carrascosa, 2011; Lautenschlager et al., 2007). Su desarrollo implica nuevos 

retos ya que, además, deberán ser estables y seguros para el ser humano y el 

medio ambiente (Gilaberte y González, 2010; Carrascosa, 2011).  
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Los protectores solares se dividen en físicos o inorgánicos y químicos u orgánicos. 

Los físicos incluyen agentes que forman una capa visible sobre la piel, por lo que 

son llamados pantallas solares; debido al tamaño de estas partículas, son opacos 

(Serpone et al., 2007). Hoy en día el dióxido de titanio (TiO2) y el óxido de zinc 

(ZnO) son los más utilizados. Actúan dispersando, reflejando y absorbiendo la 

RUV, visible e infrarrojo (Sambandan y Ratner, 2011). Los filtros orgánicos o 

químicos absorben la RUV gracias a anillos aromáticos que debido a su 

estructura, excitación y posterior estabilización, pueden convertir la radiación en 

calor. Este grupo se clasifica en filtros contra la UVB y la UVA (Giokas et al., 

2007).  

El octil-metoxicinamato (PARSOL) es el filtro más utilizado en Estados Unidos y 

Europa (Lautenschlager et al., 2007). Actualmente se ha demostrado que al 

encapsularlo en microesférulas aumenta su potencial protector (Gilaberte y 

González 2010). El principal problema que presenta este compuesto es su 

incompatibilidad con la avobenzona (filtro UVA), ya que al estar en contacto con 

ésta se hace inestable y se degrada (Kullavanijaya y Lim, 2005). También se 

realizan otras combinaciones con el fin de aumentar la potencia final de los 

fotoprotectores. Entre los filtros químicos de amplio espectro más novedosos 

destacan el Mexoryl® y el Tinosorb®. Estos tienen microcápsulas con los 

fotoprotectores que así reducen la penetración del filtro en la piel, mejorando la 

fotestabilidad y disminuyendo el riesgo de alergias (Carrascosa, 2011; 

Lautenschlager et al., 2007; Sambandan y Ratner, 2011).  

Tomando en cuenta que durante la exposición al Sol se generan radicales libres, 

una de las herramientas novedosas para aumentar la eficacia de los 

fotoprotectores es incorporar antioxidantes. Esto trae como resultado una 

combinación de ambas propiedades. Por lo tanto, este tipo de combinaciones con 

ingredientes multi activos permitirá aumentar la actividad fotoprotectora (González 

et al., 2008; Afaq, 2011). 
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3.4.1 Fotoprotección con sustancias de origen natural. 

Las principales novedades en fotoprotección incluyen la búsqueda de sustancias 

de origen natural que puedan ser incorporadas a los fotoprotectores tradicionales, 

además de la administración oral. Los suplementos orales y tópicos de 

antioxidantes disminuyen los efectos inmediatos de la RUV, sin interferir en la 

síntesis de vitamina D. Sin embargo, las dosis necesarias pueden causar 

alteraciones gástricas o bien irritaciones cutáneas (Gilaberte y González, 2010; 

Carrascosa, 2011). 

En los últimos años algunos metabolitos de origen vegetal han ganado una 

considerable atención como agentes fotoquimioprotectores. Este término engloba 

a compuestos de origen sintético o natural que puedan prevenir, inhibir o revertir la 

fotocarcinogénesis (Afaq et al., 2005; García Bores y Avila, 2008). De acuerdo con 

lo anterior, la fotoquimioprotección se puede considerar como una estrategia 

viable para reducir la incidencia de cáncer de piel (Afaq y Mukhtar, 2006; Afaq et 

al., 2005). Así, la búsqueda de nuevos agentes de origen natural con estas 

propiedades es necesaria para la prevención de los daños causados por la 

exposición excesiva al Sol, como el estrés oxidativo, daño al ADN, 

inmunosupresión y procesos inflamatorios (Afaq, 2011). 

El principal grupo de sustancias de origen natural con actividad fotoprotectora son 

los polifenoles, que incluyen taninos, flavonoides, estilbenos y fenilpropanoides 

(Gilaberte y González, 2010). El interés creciente por su uso deriva de sus 

propiedades antioxidantes y su capacidad de absorber la RUV (García Bores y 

Avila, 2008). Los antioxidantes polifenólicos se han asociado con la disminución 

de la fotocarcinogénesis y existen estudios que demuestran la eficacia de este tipo 

de compuestos al reducir la inflamación, el daño al DNA y la inmunosupresión 

producida por RUV (Valenzuela y Espinoza, 2012; Nichols y Katiyar, 2010). Los 

polifenoles presentan un gran beneficio en la prevención de la fotocarcinogénesis. 

Sin embargo, en algunos casos -como los presentes en el té verde- en altas 

concentraciones pueden llegar a ser tóxicos. Otra desventaja es que se oxidan y 
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pierden su actividad rápidamente, por lo que se buscan alternativas que los hagan 

más estables (De Gálvez, 2010). 

A pesar del gran número de sustancias fotoprotectoras en el mercado, los avances 

en esta área hacen que cada día se busquen nuevas estrategias para evitar los 

daños, por lo que se ha incrementado el tipo de moléculas que puedan ser 

adicionadas a los filtros existentes. La aplicación tópica de oligonucleótidos o de 

enzimas reparadoras del ADN aumenta la capacidad endógena para la reparación 

de fotoproductos, generando protección frente a la RUV y disminuyendo la 

fotocarcinogénesis (Gilaberte y González, 2010).  

Las enzimas reparadoras como la T4 endonucleasa V, son aplicadas en 

liposomas, lo que facilita el funcionamiento del sistema reparador de DNA y 

disminuye la inmunosupresión. Las fotoliasas son enzimas presentes en plantas, 

bacterias, reptiles, anfibios y marsupiales e, incluso, en placentas de mamíferos. 

Actúa absorbiendo la luz visible para romper los DPC, disminuyendo hasta en un 

50% la apoptosis y la producción de DPC (Kullavanijaya y Lim, 2005; Sambandan 

y Ratner, 2011). Otro mecanismo enzimático es el de la oxoguanina glicoxilasa, la 

cual cataliza el primer paso de la reparación de bases, retirando las 8-oxodG y 

reduciendo el tamaño y progresión de tumores cutáneos en ratones expuestos a 

RUV (Gilaberte y González, 2010).  

Los oligonucleótidos (TTAGGG), aplicados tópicamente, activan el proceso de 

melanogénesis sin necesidad de irradiación previa. Se ha demostrado que su uso 

reduce el desarrollo de carcinomas en ratón, disminuye la apoptosis, los DPC y el 

estrés oxidativo (González et al., 2008; Sambandan y Ratner, 2011).  

Existen otras sustancias que a pesar de que aún no son utilizadas 

comercialmente, tienen resultados prometedores en el laboratorio. Algunas de 

ellas son: los quelantes de hierro, osmolitos, dihidroxiacetona, pitriacitrina e 

inhibidores de la ciclo-oxigenasa (Gilaberte y González, 2010).  

Las estrategias más recientes en fotoprotección incluyen la estimulación de 

melanogénesis por medio del forskolin, un diterpenoide que penetra en las células 

activando a los melanocitos sin necesidad de exposición solar, lo que genera un 
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efecto fotoprotector persistente. La importancia de este compuesto radica en la 

capacidad de inducir la síntesis de melanina en aquellos individuos incapaces de 

broncearse (Gilaberte y González, 2010).  

Por lo tanto, los nuevos modelos de fotoprotección deben buscar estrategias que 

permitan el equilibrio necesario evitando la quemadura solar y el cáncer de piel, 

pero permitiendo los efectos benéficos de la radiación solar.  

El estudio de diversas sustancias fotoprotectoras está enfocado a prevenir y 

reparar mutaciones puntuales en p53 y evaluar el efecto de la administración de 

estos compuestos en el nivel de daño al ADN inducido por la RUV, empleando 

como marcadores los DPC, 6-4 PP y la 8-oxodG (Afaq y Mukhtar, 2006; Afaq, 

2011; Besaratinia y Pfeifer, 2009; Besaratinia y Pfeifer, 2006) (Tabla 7). Es en este 

sentido que las investigaciones se han encaminado a reconocer las mutaciones en 

codones específicos de p53 y están siendo descritas para cada uno de los 

diferentes tipos de carcinomas cutáneos (Pfeifer et al., 2005; Afaq et al., 2005; 

Besaratinia y Pfeifer, 2009; Besaratinia y Pfeifer, 2006).  

Algunas sustancias que se han estudiado por sus diversos efectos fotoprotectores 

se resumen en la tabla 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	   68	  

Tabla 7. Algunas sustancias estudiadas en la fotoprotección. 
Agente Sustancia Modelo de protección  

Molecular Celular Tisular Sistémico 
Daño 

oxidativo 
Daño 

al 
DNA 

p53 Inflamación e 
inmunosupresión 

Melanogénesis Carcinogénesis 

1. Carotenoides 
 
 

Luteina *      

Astaxantina *      
Licopeno *      

β-caroteno *      

Zeaxantina *      

2. Polifenoles        
Flavonoides Genisteina *   *  * 

Silimarina * * * *  * 
Isoflavonas *   *   
Quercitina *      

Picnogenol *   *  * 
Apigenina *     * 
Flavonol *      

Estilbenos Resveratrol * *  *  * 
Fenil 
propanoides 

Ác. Ferúlico *   *   

Ác. Cafeico * *  *  * 
Verbascósid
o 

*   *   

3. Extractos de 
plantas 

       

Polipodium 
leucotomos 

Ác. Ferúlico * *  *  * 

Ác. Cafeico *   *   
Camelia cinensis Epigallocate

ina 
* * * *  * 

Brassica Carotenoide
s 

* *    * 

Vitamina C *      

Vitamina E *      
Equinacea Alcamidas *   *  * 

Ác. Cafeico *      

Trifolium 
pratense 

Biochanina 
A 

*    *  

Coleus forskohlii Forscolin     *  
Punica granatum Antocianidin

as 
* *  *   

Taninos 
hidrolizable
s 

* *  *   

Polygonum 
multiflorum  

 *      

Coffea arabica Cafeína * * * *  * 
4. Vitaminas         
Vitamina C Ác. 

Ascórbico 
*   *   

Vitamina E α tocoferol *   *  * 
Vitamina C+E  *      
Vitamina C+E+ 
picnogenol+ Ác. 
de prímula 

 *      

Seresis (β 
caroteno, 
licopeno, 
vitaminas C y E, 
selenio y 
proantocianidina
s) 

 *      

Vitamina D  * *     
5. Proteínas        
Endo T4V   *  *   
Fotoliasa  * *  *  * 
Oxoguanina 
glicoxilasa 

 * *    * 
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Péptidos 
melanotrópicos 

Análogos 
de la α-
MSH 

*    *  

Melatonan I 
y II 

    *  

6. Ácidos grasos        
Ácido 
eicosapentanóico 

 * *     

Ácidos grasos 
poliinsaturados 
Omega 3 y 6  

  *  *   

7. Otros        
Dihidroxiacetona      *  
Pitriactrina Indol *    *  
Sunspheres® Polímeros 

de estireno-
acrilato 

*      

UV pearls® Corpúsculo
s de sílice 

*   *   

Oligonucleótidos  * *   * * 
Productos para 
peeling 

Ác. 
Salicílico 

     * 

N-acetil-cisteina     *   

Zinc  .   *   

(Reyes y Vitale, 2012; Gilaberte et al., 2003; Kullavanijaya y Lim, 2005; Moreno y Moreno,; 

García-Bores y Avila, 2008; Valenzuela y Espinoza, 2012; Katiyar et al., 2008; Mallikarjuna et 
al., 2004; González et al., 2008; Esposito et al., 2010; Funes et al., 2010). 

 

En los últimos años, algunos compuestos de origen natural y sintético han ganado 

una considerable atención como agentes fotoprotectores. La utilización de filtros 

solares preparados o suplementados a partir de productos naturales es una opción 

para el cuidado de la piel y que evita e incluso repara el posible daño ocasionado 

por la RUV (Afaq, 2011).  

Se ha demostrado que algunas sustancias producidas por las plantas, como los 

fenilpropanoides, tienen la capacidad de absorber la RUV debido a los grupos 

cromóforos presentes en sus estructuras químicas (Kostyuk et al., 2008). Un 

ejemplo de posible fotoprotector vegetal es el verbascósido (tabla 7), compuesto 

aislado de diferentes plantas, entre las que destaca el género Buddleja (Avila et 

al., 2005; Adedapo et al., 2009).  

3.5 Género Buddleja. 

El género Buddleja está compuesto por árboles o arbustos dicóicos que miden 

desde menos de 1 m. hasta 30 m. de alto, en ocasiones dicóicos, ramas 

jóvenes con pubescencia  brillante; hojas pecioladas o sésiles, ovadas, 

lanceoladas, oblongas o elípticas, densamente estrellado-tomentosas en las 
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ramas jóvenes y el envés de las hojas; inflorescencias en panículas, capitadas o  

en cabezuelas esféricas axilares; flores blanco-verdosas, amarillas o 

amarillento-anaranjadas, más bien pequeñas, cáliz persistente, lóbulos de la 

corola imbricados o valvados en el botón, oblongos u ovado-redondeados; 

estambres con los filamentos adheridos  a la garganta de la corola; ovario 

bilocular y bicarpelar, con muchos óvulos, estilo corto, estigma casi entero a 

manifiestamente bilobado, a veces algo bilabiado; frutos capsulares con 

dehiscencia loculicida y septicida o indehiscentes, semillas pequeñas, numerosas 

o escasas, aladas o sin alas (Rzedowski,  2005;).  Su corteza es rugosa (Rosas,  

2000) y fracturada; en promedio un fruto puede tener 80 semillas, de las cuales el 

30% son vanas (Mendoza, 2002). 

El género Buddleja está ampliamente distribuido en el mundo y comprende 

alrededor de 100 especies arbóreas y arbustivas. El 50% de los taxa crece en el 

continente americano y en México existen aproximadamente 15 especies con 

algunos representantes de amplia distribución (Norman, 2000), por lo que 

representan un banco de germoplasma que puede ser empleado para diversos 

fines (Quintanar, De la Paz y Razo, 1996; Camacho et al., 1999; Romero et al., 

2003).  

3.5.1 Buddleja cordata H. B. K. 

Buddleja cordata comprende árboles y arbustos dioicos de 1 a 20 m de alto; tronco 

de 10 a 45 cm de diámetro en la base, corteza rugosa de color café a negruzca; 

con ramillas tetrangulares, densamente tomentoso-estrelladas en las ramas 

jóvenes; hojas con líneas estipulares, en ocasiones con estípulas foliosas; el 

peciolo mide de 1 a 7 cm de largo, limbo lanceolado, oblongo, ovado elíptico, de 

5.5 a 24 cm de largo por 1.5 a 10.5 cm de ancho, ápice agudo, acuminado o 

largamente acuminado, margen entero, serrado, serrulado, irregularmente 

aserrulado o en ocasiones dentado, base obtusa, cuneada, cordada, truncada o 

raramente atenuado u oblicua, venación muy prominente en el envés, textura algo 

coriácea, pubescencia densa en el envés, formada de tricomas estrellados 

aplicados y tricomas estrellados muy laxos, grandes, candelabriformes, de color 
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blanco brillante, caduco con el tiempo; inflorescencia formada por grandes 

panículas terminales de 14 a 25 cm de largo, ramificadas por dos a cuatro veces y 

con brácteas en cada ramificación; flores con corola amarillenta, generalmente con 

un toque anaranjado en la garganta, campanuladas; cáliz tomentoso, de 1.5 a 3 

mm de largo; corola de 3 a 4 mm de largo con cuatro lóbulos más largos que el 

tubo, oblongos y extendidos, imbricados en el botón, pubescentes interna y 

externamente; estambres subsésiles o con filamentos cortos y fuertes; ovario 

ovoide, estilo conspicuo, estigma claviforme, muy ligeramente bilabiado; fruto 

ovoide-elipsoide de 2.5 a 6 mm de largo por 1.5 a 4 mm de diámetro, con 

dehiscencia septicida y loculicida, con numerosas semillas aladas, de 1 a 1.5 mm 

de largo por 0.2 a 0.4 mm de ancho (Norman, 2000; Rzedowski & Rzedowski, 

2001) (Fig. 22 y 23).  

Se encuentra ampliamente distribuida en México, desde el norte, principalmente en 

el Altiplano, y se extiende hasta Guatemala. Se desarrolla en una gran variedad de 

hábitats, sobre todo en lugares de vegetación secundaria, parcelas de cultivo y 

ambientes humanos a altitudes de 1400 a 3200 m (Norman, 2000; Ocampo, 2003). 

Se ha reportado en clima templado subhúmedo con lluvias en verano (Mendoza, 

2002). Esta especie crece en bosques de Quercus, de coníferas, mesófilo de 

montaña y en vegetación secundaria, en donde se encuentra acompañando a la 

especie Alnus acuminata ssp. glabrata (Fern.) Furlo (Rzedowski, 2005). También 

se presenta en climas semisecos templados con lluvias en verano (García et al., 

1999) por lo que tolera condiciones de sequía, y se desarrolla en matorrales 

xerófilos y en suelos erosionados (Norman, 2000). Las temperaturas que soporta 

van de 6.5 hasta los 22ºC. Crece en suelo vertisol pélico y feozem calcárico 

(Navarro, 2001), andosol y litosol (Mendoza, 2002), así como en sitios donde 

predominan las rocas calizas y lutitas (García, 1999). También crece en sitios con 

precipitación anual media de 870 mm (Corona, 1999) y de 1200 a 2000 mm 

(Sanginés, 2001). Se  reconocen tres subespecies, que se diferencian por el tipo 

de pubescencia en el envés de sus hojas, por el color de sus flores y el tamaño 

de sus inflorescencias. Se ha colectado en floración de mayo a marzo, es probable 

que durante todo el año, con mayor frecuencia de julio a febrero. Buddleja cordata 
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ssp. cordata, comúnmente llamada “Tepozán”, es una especie de crecimiento 

rápido que se ha utilizado como planta ornamental (Martínez y Chacalo, 1994). En 

el campo forestal se le considera como una especie de crecimiento rápido y 

resistente a la contaminación (Martínez y Chacalo, 1994). 

Reino----Plantae  

      Subreino----Tracheobionta  

           División----Magnoliophyta  

                Clase----Magnoliopsida  

                    Subclase----Asteridae  

                        Orden----Scrophulariales  

                              Familia---Buddlejaceae  

                                            Género----Buddleia 

                                                  Especie---- Buddleja cordata H. B. K. 

El género Buddleja comprende alrededor de cien especies. De ellas, la mitad son 

de origen americano y 15 habitan en México, de las cuales 5 se encuentran en el 

Valle de México. El tepozán tiene registros en la medicina tradicional que le 

atribuyen propiedades bactericidas, amebicidas, analgésicas, diuréticas, 

antisépticas, para el tratamiento de la cirrosis, reparador del útero, de la bilis y 

ojos, como anti tumoral, contra las úlceras y como antiinflamatoria (Adedapo et al., 

2009; Alonso et al., 2011). Los estudios fitoquímicos realizados en especies de 

Buddleja -en sus semillas, hojas, corteza y raíces- han reportado que presenta 

diversos compuestos como: sesquiterpenos, flavonoides, feniletanoides y 

fenilpropanoides, entre los que destaca el verbascósido (Acevedo et al., 2000; 

Avila et al., 1999). 
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Figura 22. Buddleja cordata 

 

 

Figura 23. Imagen de Buddleja cordata. Nombre común: Tepozán.  
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3.5.1.1 Verbascósido 

El verbascósido  o acteósido es un glucósido fenilpropanoide que estructuralmente 

presenta una molécula de ácido cafeico (fenilpropanoide) y un 4,5 hidroxifenil 

etanol (tirosol) unidos a una β- [D]- glucopiranosa, a la cual también se une una 

ramnosa. Esta molécula es soluble en agua y se produce en las plantas por medio 

de la ruta del ácido shikímico, a partir de la desaminación de la fenilalanina 

mediada por enzimas sensibles a estímulos como la RUV (Kostyuk et al., 2008; 

Esposito et al., 2010; Alipieva et al., 2014) (Fig. 24).  

Al verbascósido se le han reportado diversas actividades biológicas, entre las que 

destacan antiinflamatoria, neuroprotectora, antitumoral (Esposito et al., 2010; Seo 

et al., 2013; Kurisu et al., 2013) y antibacteriana (Avila et al., 1999) Asimismo, 

presenta propiedades antioxidantes y fotoprotectoras (Kostyuk et al., 2008; Avila et 

al., 2005; Kostyuk et al., 2013). Debido a su estructura química este compuesto 

absorbe luz en la región de la RUV, por lo que es considerado un cromóforo a ésta 

(Avila et al., 1999; Kostyuk et al., 2008; Esposito et al., 2010; Alipieva et al., 2014) 

(Fig. 24). 
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Figura 24. Estructura química del verbascósido y características asociadas a 
la fotoprotección. En azul se observa la molécula de ácido cafeico 
(fenilpropanoide), en rojo el 4,5 hidroxifenil etanol (feniletanoide) y en verde 
la β- [D]- glucopiranosa y ramnosa. Modificado de Alipieva et al., 2014. 
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4. Justificación. 

Debido al aumento de la incidencia de luz UV en la superficie terrestre durante los 

últimos años, a sus efectos nocivos en las células de la piel como la formación de 

fotoproductos, así como al incremento en los últimos años de la incidencia de 

cáncer de piel, se ha hecho necesario el uso de sustancias fotoquimioprotectoras 

que protejan de esta radiación a la piel.  

Las plantas son una fuente natural de metabolitos, muchos de ellos con capacidad 

de absorber la luz ultravioleta y/o ser antioxidantes, que les confiere una función 

fotoquimioprotectora.  

Por lo cual en este trabajo se evaluó la actividad del extracto metanólico de B. 

cordata y uno de sus compuestos más abundantes, el verbascósido, como 

posibles agentes fotoquimioprotectores debido a su estructura química.  

Es importante mencionar que las mutaciones puntuales en genes relevantes en el 

cáncer de piel, como p53, pueden dar como consecuencia la formación de 

tumores en dicho órgano. Es en p53 donde se ha encontrado que la acumulación 

de mutaciones puede iniciar el proceso tumoral y canceroso.  

Por lo tanto, las preguntas científicas que surgieron son:  

• ¿El extracto metanólico de B. cordata o uno de sus compuestos más 
abundantes, el verbascósido, al aplicarse tópicamente en ratones 
SKH-1 expuestos a la RUV, tendrán la capacidad de disminuir, retrasar 
o evitar el daño ocasionado por RUV?  

• ¿Cúal será el resultado a nivel histológico de la fotoprotección en la 
piel de ratones? 
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5. Hipótesis: 

Debido a la estructura química del verbascósido en forma pura o presente en el 

extracto metanólico de B. cordata, ambas sutancias tendrán un efecto 

fotoprotector al ser aplicado de forma tópica en la piel de ratones SKH-1 irradiados 

con RUV, y por lo tanto habrá disminución del daño a nivel histológico, al inhibir la 

formación de tumores en la piel y a nivel molecular al reducir la formación de 

aductos en regiones de alta mutación del gen p53 en las células de piel de ratones 

SKH-1 sometidos a radiación UV.  
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6. Objetivos  

6.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto fotoquimioprotector del extracto metanólico de Buddleja cordata y 

del verbascósido en piel de ratones SKH-1 irradiados con luz ultravioleta B. 

6.2 Objetivos particulares 
• Obtener el extracto metanólico de B. cordata. 

• Purificar y aislar el verbascósido a partir del extracto metanólico de B. 
cordata. 

• Evaluar el efecto citotóxico del extracto metanólico de B. cordata y del 
verbascósido en cultivos celulares de queratinocitos HaCaT. 

• Evaluar el efecto fotoprotector del extracto metanólico de B. cordata y del 
verbascósido en la línea celular de queratinocitos HaCaT. 

• Determinar la presencia de eritema en piel de ratones SKH-1 sometidos a 
irradiación con luz ultravioleta B de forma aguda en presencia y ausencia 
del extracto metanólico de B. cordata y del verbascósido.	  

• Evaluar el efecto fotoquimioprotector del extracto metanólico de B. cordata 
y del verbascósido a partir del diagnóstico histológico de piel de ratones 
SKH-1 irradiados con luz ultravioleta B de manera aguda. 

• Analizar el efecto fotoquimioprotector del extracto metanólico de B. cordata 
y del verbascósido a partir del diagnóstico histológico y macroscópico de 
piel de ratones SKH-1 irradiados con luz ultravioleta B de manera crónica. 

• Identificar si exite un patrón diferencial de proteínas en piel de ratones SKH-
1 con y sin protección del extracto metanólico de B. cordata y del 
verbascósido e irradiados con luz ultravioleta B de forma crónica.	  	  

• Determinar las variaciones en las curvas de disociación (Tm), por efecto de 
las mutaciones en regiones específicas del gen p53 en la piel de ratones 
SKH-1 protegidos o no con el extracto metanólico de B. cordata o con el 
verbascósido e irradiados con luz ultravioleta B de forma crónica.	  
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7. Estrategia metodológica. 

Este trabajo se dividó en cuatro etapas. La primera consistió en la elaboración del 

extracto metanólico de Buddleja cordata (EMBC), su caracterización y la obtención 

del verbascósido. Tanto al EMBC como al compuesto puro se les realizó un 

barrido espectrofotométrico para identificar los máximos de absorción (λmax).  

En la segunda etapa se llevaron a cabo pruebas in vitro con cultivos de la línea 

celular de queratinocitos humanos HaCaT. Se determinó la citotoxicidad y la 

fotoprotección del EMBC y del verbascósido, midiendo viabilidad celular con la 

técnica colorímetrica de reducción de la sal de tetrazolio (MTT). Posteriormente se 

realizó citometría de flujo para determinar porcentajes de apoptosis y necrosis, 

usando como marcadores anexina V (A) y ioduro de propidio (IP). 

Durante la tercera etapa se llevó a cabo la prueba de penetración del EMBC y del 

verbascósido, a fin de cuantificar la cantidad de sustancia que penetraba el estrato 

córneo de los ratones SKH-1. Posteriormente se realizó el experimento agudo, 

donde los animales fueron sometidos a una sola exposición de RUV, en presencia 

y ausencia de las sustancias. Se evaluó la formación de eritema y se realizó el 

estudio histológico como diagnóstico de fotoprotección. En esta etapa se hizo el 

experimento crónico con una duración de 32 semanas, el cual permitió establecer 

un modelo de fotocarcinogénesis cutánea en los ratones SKH-1. Durante este 

periodo se realizaron observaciones y conteos semanales de las lesiones para 

determinar incidencia y multiplicidad. Al finalizar el experimento se llevó a cabo el 

análisis histológico, a fin de determinar el nivel de fotoprotección. 

En la cuarta etapa, se realizó el análisis de expresión diferencial de proteínas 

totales a partir del patrón de bandeo. También se llevó a cabo el análisis de curvas 

de disociación de alta resolución (HRM) para identificar mutaciones por acción de 

la RUV en regiones conocidas de p53. Se evaluó la factibilidad de ambos análisis 

para ser propuestos como nuevos indicadores de fotoprotección a nivel molecular 

(Figura 25).  
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Figura 25. Estrategia metodológica. 
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7.1 Primera etapa. 
7.1.1 Obtención e identificación del material vegetal de Buddleja cordata. 
El material vegetal fue colectado en el año 2010 previo a este trabajo, dentro del 

campus de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), en el Pedregal 

de San Ángel, Ciudad de México. Fue identificado como Buddleja cordata HBK en 

el Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, por la M. en C. Edith 

López Villafranco, y se depositó un ejemplar de herbario con el número de registro 

42663 IZTA para su resguardo en la colección institucional. 
7.1.2 Obtención del extracto metanólico de Buddleja cordata. 
Las hojas y tallos de la planta se secaron a temperatura ambiente. Se obtuvieron 

253 g de peso seco, los cuales se maceraron con hexano y metanol de forma 

consecutiva. La fracción metanólica se destiló a presión reducida, en un rotavapor 

a una temperatura de 55ºC para obtener el extracto (EMBC). El rendimiento total 

fue de 11.67% correspondiente a 29.55 g de EMBC y se almacenó a 4ºC para su 

uso posterior. Para obtener una mayor cantidad de EMBC y poder aislar 

verbascósido suficiente, esta metodología se repitió hasta llegar a 300 g de 

EMBC. 

7.1.3 Obtención de los máximos de absorción (λmax) del EMBC. 

Al EMBC se le realizó un barrido en un espectrofotómetro UV/VIS marca Perkin-

Elmer, Lambda 2S UV/VIS, para verificar que absorbiera en la región 

correspondiente del espectro de luz UV y determinar sus máximos de absorción 

(λmax). Como control se utilizó el filtro solar orgánico comercial octil-metoxinamato 

(Parsol, ISP VAN DYK). Para llevar a cabo el barrido, el EMBC, el verbascósido y 

el parsol se disolvieron por separado en etanol al 70% (v/v) a una concentración 

final de 60 µg/mL. El barrido se llevó a cabo en celdas de cuarzo en un rango de 

luz UV de 200 a 400 nm. 

 
7.1.4 Caracterización del EMBC por medio de Cromatografía Líquida de Alta 
Resolución (HPLC). 
El EMBC se analizó por medio de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

en un equipo HPLC Hewlett Packard Serie 1100 con detector de UV a 320 nm. Se 
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utilizó una columna C18 (150 mm X 4.6 mm, 5 µm) marca Supelco Technologies. 

La fase móvil fue una mezcla de 4% de tetrahidrofurano en acetonitrilo-agua 

(35:65, v/v) y ácido fosfórico al 0.04%. La velocidad de flujo fue de 1 mL/min a una 

temperatura de 23ºC y 149 bares de presión. El volumen de inyección fue de 20 

µL. A partir de estándares, se identificó la presencia de los principales compuestos 

de interés que fueron el verbascósido (98.75 mg/g), linarina (36.45 mg/g) y 

siringina  (Avila et al. 2014). 
*Trabajo realizado a la par de esta tesis. 
7.1.5 Aislamiento y purificación del verbascósido. 
El verbascósido se purificó a partir de 300 g del EMBC, el cual se sometió a 

cromatografía de adsorción en columna abierta (CC) realizada sobre gel de silice 

60 F254 (partícula 0.063-0.200 mm) marca Merck malla de 70-230 ASTM. Para 

separar las fracciones se utilizó como eluyente una mezcla de diclorometano-

metanol (CH2Cl2-MeOH) a diferentes concentraciones (9:1; 8:2, 7:3 y 6:4)  de 

forma consecutiva para obtener las fracciones de interés (Avila et al., 2005; Avila 

et al., 1999). 

A las fracciones separadas se les realizó cromatografía en capa fina (CCF), 

utilizando placas de alumnio con gel de sílice 60 F254 (Merck 0.2 mm de espesor). 

Estas cromatografías se revelaron con luz UV a 254 y 366 nm (Ultraviolet 

Fluorescence Analysis Cabinet. Spectroline Mod. CX-20) y posteriormente con una 

solución de sulfato cérico en ácido sulfúrico concentrado, con el fin de localizar y 

verificar las fracciones con presencia del verbascósido. La identidad de la 

sustancia se determinó mediante análisis de barrido espectroscópico de 200 a 400 

nm como se mencionó anteriromente y comparando los espectros con los de una 

muestra auténtica (Avila et al., 2005; Avila et al., 1999).  
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7.2 Segunda etapa. 

7.2.1 Prueba de citotoxicidad y viabilidad celular del EMBC y del 
verbascósido en cultivos de la línea celular HaCaT. 

La línea celular de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT) fue 

proporcionada por el laboratorio 11 de Genómica Funcional de la Unidad de 

Biomedicina (UBIMED), en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, cuyo 

responsable es el Dr. Carlos Pérez Plasencia. Estos experimentos se llevaron a 

cabo bajo la asesoría de la M. en C. Verónica García Castillo. 

Se evaluó el efecto citotóxico de diferentes concentraciones del EMBC, del 

verbascósido y un control (Parsol) (Tabla 8) sobre la línea celular HaCaT. Los 

experimentos fueron realizados por triplicado y de manera independiente.  

El cultivo celular fue mantenido en cajas petri de 100 x 15 mm con medio DMEM-

F12 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), en una 

incubadora de CO2 marca Thermo a 37 °C y una concentración del 5% de CO2. 

Como primer paso las células fueron cosechadas con 800 µL de Tripsina-EDTA 

0.25% (marca IN VITRO) la cual se dejó actuar durante 5 min a 37ºC. Se adicionó 

1mL del medio para lavar y despegar por completo las células. La suspensión 

celular se colocó en un tubo falcon de 15 mL y se centrifugó durante 5 min a 1300 

rpm, se decantó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 1 mL de medio 

DMEM-F12 suplementado con SFB al 10%. Se tomaron 10 µL para realizar el 

conteo celular en cámara de neubauer y determinar el número de células que se 

tendrían por pozo (1 x105). Las células se subcultivaron en placas de 96 pozos 

para permitir su adherencia durante 5 h. Posteriormente se retiró el medio de 

cultivo y se agregaron 100 µL de medio DMEM-F12 con SFB 2% y se dejó en 

incubación por 24 h. Pasado el tiempo se cambió el medio a cada uno de los 

pozos y se agregaron las diferentes sustancias a evaluar. 

Cada compuesto a probar se disolvió en 20 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) como 

vehículo y 4.98 mL de medio DMEM-F12 para realizar la solución de trabajo inicial, 

a partir de la cual se llevaron a cabo las diluciones correspondientes para obtener 

las diferentes concentraciones de trabajo (Tabla 8).  
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Se colocaron 100 µL de cada una de las diluciones en los pozos que contenían a 

las células, previo diseño de la placa experimental. Cada concentración se realizó 

por quintuplicado. Después de un periodo de incubación de 24 horas, se realizó el 

método de reducción de la sal 3-(4,5,-dimetiazol-2-il)-2,5- bromo difeniltetrazolio 

(MTT) (Ramon, 2009). y se midió la absorbancia a 540 nm en un lector de 

microplacas EPOCH (Biotek) a través del software Gene5. Las absorbancias 

fueron normalizadas y el porcentaje de viabilidad celular se determinó empleando 

el software estadístico Prisma 5.0. Cada experimento se realizó por triplicado y de 

manera independiente. 

7.2.2 Prueba de fotoprotección con células HaCaT irradiadas con RUV. 
Para los experimentos de exposición a RUV, las células HaCaT se mantuvieron en 

placas petri de 100 x 15 mm con medio DMEM-F12 con 10% de SFB a un 80% de 

confluencia. Posteriormente fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pozos 

para permitir su adherencia durante 5 h. Se retiró el medio y se agregaron 100 µL 

de medio DMEM-F12 con SFB al 2% y se dejó en incubación por 24 h. Pasado el 

tiempo se cambió el medio y se agregaron las diferentes sustancias a evaluar a 

cada uno de los pozos. 

Los queratinocitos fueron pre-incubados 30 min con cada una de las sustancias, 

(EMBC, verbascósido o parsol como control), con las concentraciones descritas en 

la tabla 8, como blanco se utilizó DMSO. A continuación se irradiaron por 60 min, a 

una distancia a partir de las células de 20 cm, con una lámpara de luz UV-B (312 

nm, Spectroline EB-280C). La dosis de irradiación utilizada fue de 90 mJ/cm2, la 

cual se determinó con un radiómetro Spectroline DM-300HA. Para determinar el 

porcentaje de viabilidad e inhibición, se llevó a cabo la prueba colorimetrica de 

MTT (Carmichael et al., 1987; Ramón, 2006). 

 
a) Prueba de MTT. 
Transcurrido el tiempo de exposición a los compuestos y/o a la RUV, se retiró el 

medio de cultivo y se añadió a cada pozo 100 µL de MTT disuelto en acetona. 

Para obtener la concentración final de 0.5 mg/mL en cada pozo, se realizó una 

solución con DMEM-F12 previo a ser incorporado. La placa se incubó por 4 h a 37 
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ºC y 5% de CO2. para permitir la formación de cristales de formazán; transcurrido 

el tiempo de incubación se retiraron 75 µL de MTT, se añadieron 50 µL de DMSO 

por pozo y se dejó en incubación por 10 min a 37ºC. Posteriormente se realizó la 

lectura a 540 nm en un lector de placas EPOCH (Biotek). El porcentaje de 

viabilidad se 

obtuvo con la 

siguiente fórmula: 

 
 

DO: Densidad óptica (Valor de absorbancia obtenido). 

Esta reducción se lleva a cabo por la acción de la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa, activa solamente en células vivas (Carmichel, 1987a y b; 

Talorete, 2006). Para el análisis se toma en cuenta la correlación existente entre 

MTT metabolizado y el número de células viables, a partir de la intensidad de color 

que se presenta en cada pozo. 

Tabla 8. Concentraciones del EMBC, del verbascósido y del parsol utilizadas 
en los experimentos de citotoxicidad y fotoprotección en cultivos celulares 
HaCaT. 

Experimento Compuesto Concentraciones utilizadas 
Pruebas de 

citotoxicidad y 
fotoprotección 

 

Verbascósido 
(µM) 

50 µM 100 µM 200 µM 400 µM 800 µM 

Parsol (µM)  50 µM 100 µM 200 µM 400 µM 800 µM 
EMBC (ppm) 1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm 10000 ppm 

 
 
b) Determinación de muerte celular por medio de citometría de flujo. 

La citometría de flujo es un proceso que permite realizar diversas mediciones de 

una sola célula de forma simultánea. La ventaja que presenta es que se pueden 

llevar a cabo mediciones cuantitativas y multiparamétricas estadísticamente 

aceptables para definir las propiedades de una población celular (Parks D.R., 

et.al.; 1984). Para realizar el análisis se requiere de una computadora que produce 

un histograma de dos parámetros (dot plot) a partir de la luz dispersada por las 

células o por la fluorescencia. Para la adecuada interpretación de los resultados, 

% Viabilidad = DO células tratadas x 100 
DO células sin tratamiento 
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es importante el establecimiento de controles negativos y positivos, ya que definen 

la localización de la población de interés (Coligan et.al.; 2001).  

Una de las maneras más precisas de detectar la apoptosis en estadios tempranos 

es comprobar la localización de fosfatidilserina en la membrana plasmática.  La 

fosfatidilserina es un tipo de fosfolípido que en células viables se mantiene en la 

monocapa interior de la membrana celular. Cuando se empieza a desencadenar el 

proceso de la apoptosis, la fosfatidilserina migra a la capa externa de la 

membrana. Esta localización puede ser detectada fácilmente ya que la Anexina V 

se une específicamente a la fosfatidilserina en una reacción dependiente de calcio. 

Las moléculas de Anexina V se  marcan con diferentes fluorocromos para detectar 

apoptosis mediante citometría de flujo. 

En estadios tardíos de apoptosis o necrosis, cuando la membrana plasmática ha 

perdido su integridad y el DNA se hace accesible, se emplean moléculas 

fluorescentes que actúan como agentes intercalantes en el DNA como el Ioduro de 

Propidio (PI) (Rieseberg, M., et.al.; 2001). 

Obtenidos los resultados de citotoxicidad y fotoprotección por medio de MTT, se 

eligieron aquellos tratamientos de las sustancias que tuvieron los más altos 

porcentajes de viabilidad celular para realizar esta prueba. Para el EMBC se 

eligieron las concentraciones de 1 y 10,000 ppm, verbascósido 800 µM y parsol 

200 µM. Las células HaCaT se mantuvieron a una confluencia del 80% y se 

sembraron 1x105 células por pozo en placas de cultivo de 6 pozos donde se 

mantuvieron durante 24 h. Transcurrido el tiempo de adherencia, las células 

fueron expuestas a las sustancias y posteriormente a la RUV bajo las 

características ya mencionadas.  

24 h después del estímulo se retiró el medio y las células fueron tripsinizadas 

como anteriormente se ha descrito. La suspensión celular fue colocada en tubos 

de 15 mL que se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min. Posteriormente se 

retiró el sobrenadante, se realizó un lavado con PBS frío y se centrifugó 

nuevamente. El sobrenadante se descartó y se contunuó con el protocolo de la 

anexina/ioduro de propidio (A/IP). El porcentaje de apoptosis y necrosis se evaluó 
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mediante el uso del kit de detección de apoptosis con Anexina V-FITC (GeneTex) 

de acuerdo con las indicaciones del fabricante [250 µL de amortiguador, 2.5 µL de 

anexina (A) y 2.5 µL de ioduro de propidio (IP)]. Las muestras se incubaron 5 min 

en oscuridad  y siempre se mantuvieron en frío para después realizar la lectura y 

análisis en el citómetro de flujo (BD FACS Calibur)  a través del programa de 

captura de datos Cell Quest Pro (BD). Con los “Dot Plots” obtenidos se llevó a 

cabo el análisis de resultados con el programa FlowJO V10.1. 

Los análisis estadísticos de esta etapa se realizaron con el programa Prisma 

Graph Pad V. 5.0c. 
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7.3 Tercera etapa. 
7.3.1 Determinación de penetración del EMBC y de verbascósido en piel de 
ratones SKH-1. 
Para determinar la cantidad de EMBC y verbascósido que penetra a la epidermis, 

se utilizaron 5 ratones SKH-1 de entre 6 y 8 semanas de edad y un peso de 25 ± 5 

g para cada una de las sustancias. Los ratones se colocaron durante 30 minutos 

en una cámara de flujo laminar a 21ºC y a 62% de humedad relativa. Se marcó 

una zona de 4 cm2 en la parte dorsal de cada organismo, a la que se le aplicaron 

50µL del EMBC o del verbascósido, disueltos en etanol y a una concentración final 

de 2mg/cm2. Después de 15 min de aplicado el compuesto, se retiró el excedente 

con un hisopo de algodón impregnado con etanol al 70% (v/v). Posteriormente se 

cubrió la zona con cinta adhesiva (marca 3 M, 19mm) cortada en cuadros para 

retirar las células del estrato córneo. Esta operación se repitió cuatro ocasiones en 

cada ratón. El primer cubo de cinta fue desechado y los tres subsecuentes se 

depositaron en vasos de precipitado con 5 mL de etanol. Cada repetición se 

mantuvo en agitación durante 30 min.  

La cantidad de EMBC y/o verbascósido que penetró se determinó usando medidas 

espectrofotométricas (Perkin-Elmer, Lambda 2S UV/VIS). La absorbancia se 

ajustó a 320 nm. Los resultados de penetración se obtuvieron por medio de 

regresión lineal y fueron transformados a porcentajes (Lademann et al., 2009). El 

anásisis estadístico se realizó con el programa Prisma Graph Pad V 5.0.  

Evaluación fotoprotecctora del EMBC y del verbascósido en ratones SKH-1 
irradiados de forma aguda y crónica. 

El efecto fotoprotector del EMBC y del verbascósido se determinó de forma aguda 

y crónica. Se utilizaron ratones hembras SKH-1 de 6 a 8 semanas de edad y un 

peso de 25 ± 5 g. Los animales fueron adquiridos de Charles River Laboratories 

International, Inc (NY), mantenidos en condiciones de bioterio durante todo el 

experimento, alimentados con agua y alimento Harlan para roedores ad libitum, en 

una habitación en condiciones estériles con un ciclo de 12 h luz y 12 h de 

oscuridad a una temperatura de 24°C. Previa aclimatación de los ratones, se tomó 

el peso inicial antes de los experimentos. 
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7.3.2 Evaluación aguda. 

Para la evaluación de forma aguda del EMBC y del verbascósido se utilizaron 35 

ratones divididos en 7 grupos: sin ningún tratamiento (T); control negativo (C-), al 

que solo se le aplicó el vehículo (etanol); control positivo (C+), al que se le aplicó 

etanol y RUV y cuatro grupos experimentales: verbascósido (V), verbascósido con 

irradiación UV (V+UV), EMBC y EMBC con irradiación UV (EMBC+UV) (Tabla 9).  

A cada uno de los ratones del C+ y del C- se les aplicó 200 µL de etanol al 70% en 

la zona dorsal, cubriendo un área aproximada de 6 cm2. A los grupos 

experimentales se les aplicaron 200 µL de una solución de verbascósido o EMBC 

disuelto en etanol al 70% a una concentración final de 2mg/mL, cubriendo la 

misma área de exposición que en los controles. El grupo sin ningún tratamiento (T) 

se mantuvo bajo las condiciones de bioterio, para describir las características 

normales de la piel de estos ratones. 

Las sustancias (etanol, EMBC o verbascósido) se aplicaron 15 minutos antes de la 

irradiación. Los grupos C+ y experimentales (EMBC+UV y V+UV) fueron irradiados 

durante diez minutos con lámparas de luz UV-B (312 nm, Espectroline 280C) 

colocadas a 15 cm de distancia de los ratones que estaban contenidos en cajas de 

acrílico. Bajo estas condiciones los ratones tuvieron una dosis de 6 mJ/cm2. Los 

valores de radiación se obtuvieron con un radiómetro marca Spectroline (DM-

300HA) (Fig. 26).  
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Tabla 9. Grupos utilizados en los experimentos agudo y crónico. 

 

7.3.2.1 Evaluación de la presencia de eritema. 

A las 24 h de exposición a la RUV se midió la formación de eritema por medio de 

un analizador de color (Lutron, Mod RGB-1002), expresando estos valores como 

enrojecimiento producido en la zona dorsal (RGB). Posteriormente los animales 

fueron sacrificados por asfixia en cámaras de CO2 y disectados para obtener la 

piel de la zona dorsal (Fig. 26).  

7.3.3 Experimento de exposición crónica a la RUV. 

Para el experimento crónico del verbascósido y del EMBC se utilizaron 35 ratones 

divididos en siete grupos: sin ningún tratamiento (T), control negativo (C-), control 

positivo (C+) y cuatro grupos experimentales: verbascósido (V), verbascósido con 

irradiación UV (V+UV), EMBC y EMBC con irradiación UV (EMBC+UV) (Tabla 9). 

Grupos 
(5 ratones por grupo) 

Experimento agudo 
(una exposición a 

RUV 10 min) 

Experimento crónico 
(32 semanas) 

Sin RUV Con RUV 
6 mJ/cm2 

Sin RUV Con RUV 6 
mJ/cm2 

T 
(Sin ningún tratamiento) 

X  X  

C- 
(aplicación de etanol) 

X  X  

C+ 
(Aplicación de etanol y RUV) 

 X  X 

V 
(aplicación de verbascósido disuelto en etanol) 

2mg/cm2 

X  X  

V+UV 
(aplicación de verbascósido disuelto en etanol 

y RUV) 2mg/cm2 

 X  X 

EMBC 
(aplicación del extracto metanólico de B. 

cordata disuelto en etanol) 2mg/cm2 

X  X  

EMBC+ UV 
(aplicación del extracto metanólico de B. 

cordata disuelto en etanol y RUV) 2mg/cm2 

 X  X 
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El experimento crónico tuvo una duración de 32 semanas. La forma de aplicación 

de las sustancias y el equipo utilizado es la misma que en el ensayo agudo.  

La inducción de tumores se realizó simulando un proceso de fotocarcinogénesis 

de la siguiente manera: la fase de iniciación tuvo una duración de diez días, 

aplicando 200µL de la sustancia correspondiente a cada grupo e irradiando un 

minuto diario a los grupos +C, V+RUV y EMBC+RUV. 

Posteriormente se aplicaron las sustancias a los diferentes tratamientos (T, C-, V y 

EMBC), y los grupos experimentales correspondientes (C+, V+UV y EMBC+UV) 

fueron irradiados por un minuto tres veces a la semana, lo que representó las 

fases de promoción y progresión de la fotocarcinogénesis durante las 32 semanas 

que duró el experimento (Modificado de Kundoor et al., 2007; Mitchell et al., 2001) 

(Fig. 26). 

7.3.3.1 Análisis macroscópico de incidencia y multiplicidad de lesiones. 

Una vez a la semana se tomó el peso de cada ratón y se realizó la observación 

macroscópica para poder determinar incidencia y multiplicidad de lesiones y/o 

tumores. Después de 32 semanas se llevó a cabo el sacrificio de los 35 animales 

con la técnica descrita anteriormente para obtener la piel de la zona dorsal (Figura 

26). 
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Ratones previo a ser irradiados. Medición de eritema. 

Medición de peso semanal. Aplicación de los compuestos. 

Medición de la RUV. Aplicación de la RUV. 

Figura 26. Vista general de los experimentos agudo y crónico con ratones 
SKH-1.  
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7.3.4 Análisis histológico. 

Toma de muestras. 

La piel de cada ratón de los experimentos agudo y crónico se dividió en regiones 

sin lesión aparente y regiones con lesiones y/o tumores, a fin de tener material 

histológico diversificado. Las muestras de piel de todos los tratamientos se fijaron 

por 24 h en paraformaldehído al 2% disuelto en buffer de fosfatos a un pH de 7.2. 

Posteriormente se deshidrataron con un tren de alcoholes (70, 80, 96 y 100%, v/v) 

y se incluyeron en parafina para realizar los cortes y tinciones necesarios en busca 

de lesiones en epidermis y dermis (Figura 27).  

Se prepararon cortes histológicos de 5 µm de grosor y tres diferentes tinciones: 

hematoxilina y eosina (H y E), tricrómica de Mason (M) y reacción de PAS (PAS). 

Las observaciones y fotografías se realizaron con un microscopio óptico (Leica 

DM500) (Tabla 10). 

Tabla 10. Tinciones realizadas para las muestras del ensayo agudo y 
crónico. 

Tinción Estructura a observar 
Hematoxilina-eosina Tinción general de todas las estructuras de la 

epidermis. 
Tricrómica de Mason Fibras de colágeno y núcleo. 
Reacción de PASS Componentes bioquímicos de células epiteliales. 

Membrana basal. 
 

Análisis histológico. 

Se tomó como aspecto inicial la evaluación de los grupos T y C- para definir las 

características normales de la piel de ratones SKH-1, tanto en el experimento 

agudo como en el experimento crónico. 

La clasificación de daños histológicos causados por la RUV de forma aguda se 

llevó a cabo tomando en cuenta la presencia  o ausencia de daños producidos por 

la RUV en epidermis y dermis, determinando así el grado (leve, moderado o 

grave) y extensión de las lesiones (focal, multifocal o difuso) (Tabla 6 y 11) 
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(Tedesco et al., 1997; Matsumara y Ananthaswamy, 2004; Elder et al., 1997; 

Robbins et al., 2008; Sharma et al., 2011).  

Vista general de los ratones. Ratones sacrificados para obtención de 

muestras. 

Ratones sacrificados para obtención de 

muestras. 
Obtención de muestras de piel. 

Figura 27. Sacrificio y toma de muestras de la piel de los ratones SKH-1. 

La evaluación de los daños por RUV de forma crónica se realizó determinando los 

cambios en epidermis y dermis, describiendo las características de cada muestra 

procesada y clasificándolas según el tipo de lesión (hiperplasia, precancerosa o 

cancerosa) (Tabla 12) (Matsumara y Ananthaswamy, 2004; Bissett et al., 1987; 

Mitchell et al., 2001; Elder et al., 1997; Robbins et al., 2008; Gallager et al., 1984). 

Para corroborar la presencia de edema se realizó la observación de laminillas con 

la tinción tricrómica de Masson, a fin de identificar las fibras de colágeno con 

mayor claridad. 
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Tabla 11. Daños histológicos evaluados en la piel de los ratones SKH-1, 
ocasionados por exposición aguda a RUV (Stevens et al., 2003; Nelson, 2000; 
Walker et al., 2005; Robbins et al., 2008).  

TEJIDO DAÑO CRITERIO DE IDENTIFICACIÒN 

ES
TR

A
T

O
 

C
Ó

R
N

E
O

 
     

Paraqueratosis El estrato córneo contiene restos nucleares fusiformes. 

Hiperqueratosis Engrosamiento de las capas del estrato córneo 

con apariencia histológicamente normal. 

 

EP
ID

ER
M

IS
 

   

Espongiosis Edema intra epidérmico. Se observa la separación 

de las células. 
Apoptosis (células de 

quemadura) 

Células redondas con núcleos picnóticos, contraídos y 

citoplasma eosinófilo. 

Necrosis Muerte celular con pérdida de la integridad de la 

membrana. Pérdida de la forma y polaridad. 

Hiperplasia Aumento del número de capas en la epidermis por 

proliferación celular . 

Hipertrofia Aumento del tamaño de las células y del tejido. 

Atrofia Adelgazamiento por disminución del tamaño o número 

celular con pérdida de sustancia celular. 

Disqueratosis Cornificación de células en la epidermis. 

 

D
ER

M
IS

 

Edema Acumulación de líquido tisular en el intersticio que 

provoca la separación de fibras de colágena.  

Hemorragia Extravasación de eritrocitos a la dermis. 

Infiltrados 

inflamatorios 

Presencia de polimorfos nucleares (neutrófilos, 

mastocitos y macrófagos principalmente). 

Congestión de vasos 

sanguíneos 

Acumulación de eritrocitos en vasos sanguíneos por el 

incremento de flujo sanguíneo.  
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Tabla 12. Daños histológicos evaluados en la piel de los ratones SKH-1, 
ocasionados por exposición crónica a RUV (Stevens et al., 2003; Nelson, 
2000; Walker et al., 2005; Robbins et al., 2008; Rigel, 2006).  
TEJIDO DAÑO CRITERIO DE IDENTIFICACIÓN 

Es
tr

at
o 

có
rn

eo
 Paraqueratosis Presencia de núcleos picnóticos en la capa córnea. 

Hiperqueratosis Engrosamiento del estrato córneo con apariencia 
histológicamente normal. 

 Disqueratosis Queratinización anticipada e individual de las células 
epidérmicas. 

Ep
id

er
m

is
 

Espongiosis Edema intracelular en la epidermis. Separación de las 
células. 

Apoptosis 
(células de 
quemadura) 

Células redondas con núcleos picnóticos, contraídos y 
citoplasma eosinófilo 

Displasia Proliferación aumentada con maduración incompleta 
de las células 

Hiperplasia Aumento del número de capas en la epidermis por 
proliferación celular   

Hipertrofia Aumento del tamaño de las células ya existentes y/o 
del tejido 

Atrofia Adelgazamiento de todas o algunas capas de la 
epidermis por disminución del tamaño o número 
celular con pérdida de sustancia celular 

Acantosis Engrosamiento irregular de la epidermis con 
prolongaciones irregulares hacia la dermis. 

Neoplasia Proliferación celular aumentada y maduración 
incompleta. 

Necrosis Muerte celular con pérdida de la integridad de la 
membrana. 

Células 
pleomórficas 

Células atípicas o con forma diferente. Pérdida de 
polaridad celular. 

Metástasis Ruptura o pérdida de continuidad de la membrana 
basal. 

Angiogénesis Formación de vasos sanguíneos cerca de un tumor. 

D
er

m
is

 

Edema Acumulación de líquido en el intersticio con 
separación de las fibras de colágena 

Congestión Acumulación de eritrocitos en vasos sanguíneos 
Hemorragia Extravasación de eritrocitos a la dermis 
Infiltrados 
inflamatorios 

Presencia de polimorfos nucleares (neutrófilos 
mastocitos y macrófagos, principalmente). 
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Análisis estadístico 

Después de las descripciones histológicas se realizaron cuadros en donde la 

incidencia de daños, lesiones y/o tumores por RUV, tanto en el estudio agudo 

como en el crónico, se expresaron en términos de frecuencia. Los resultados se 

analizaron por medio de la prueba t de Student con una p≤0.05 con la finalidad de 

obtener la diferencia entre cada uno de los grupos experimentales en relación con 

los grupos de control. El análisis estadístico se realizó en el programa EXCEL 

2010 y con el programa Prisma Graph Pad V 5.0c. 
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7.4  Cuarta etapa. 
7.4.1 Obtención de muestras de piel de ratones SKH-1 para las técnicas 
moleculares. 
De los experimentos agudo y crónico se obtuvieron muestras de piel de todos los 

ratones. En el caso de los ratones irradiados se tomó tejido liso o sin lesión 

aparente (sin cambio de color y textura) y tejido con lesión aparente, la cual se 

definió como aquella piel con cambio de tonalidad y/o formación de tumor. Se 

colocaron en tubos de 1.5 mL y se almacenaron a -80°C para posteriormente 

llevar a cabo la extracción de ácidos nucleicos y proteínas.  

 
7.4.2 Extracción de ADN y proteínas 
Para la extracción y purificación del material genético y proteínas se utilizó el 

sistema de extracción AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Kit (50) (QUIAGEN), 

siguiendo el protocolo del fabricante. Después de la obtención del material 

genético y de las proteínas se llevó a cabo la visualización y determinación de su 

calidad por medio de electroforesis horizontal en gel agarosa para el ADN y gel de 

poliacrilamida para las proteínas. El ADN se cuantificó a 260 nm y las proteínas 

mediante el método de curvas de calibración con el kit de ácido bicinconínico 

(BCA) (Sigma), utilizando como estándar albúmina de suero bovino (BSA) y 

cuantificando a 562 nm.  

 
7.4.3 Expresión diferencial de proteínas. 
Para determinar el número de muestras en este experimento se usaron como 

referencia los resultados y diferencias del análisis histológico de la etapa anterior. 

Por lo tanto, se utilizaron muestras de cuatro grupos del experimento crónico (C+, 

C-, EMBC+UV y V+UV) (Tabla 13). 

Tabla 13. Muestras utilizadas para la expresión diferencial de proteínas. 
Tratamiento del 
experimento crónico 

Control – 
(etanol) 

Control + 
(etanol+RUV) 

V+UV EMBC+UV 

Número de muestras para 
extracción de proteínas 

4 4 4 4 
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7.4.3.1 Electroforesis unidimensional (1D). 
Una vez obtenidas las proteínas totales de cada tratamiento, se llevó a cabo la 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE); con gel 

separador al 10% y concentrador al 4%. El marcador de peso molecular utilizado 

fue de 15 a 175 kDa (PiNK Prestained Protein MarkerTM). La electroforesis se llevó 

a cabo en una cámara BioRad  Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell a 150 V 

durante 90 minutos.  

Se realizó la tinción de los geles con azul de Comassie (Phast Blue R 0.02%) 5 

min a 90 ºC en agitación y desteñidos con solución desteñidora metanol, ácido 

acético y agua (3:1:6). Posteriormente, se llevó a cabo el cálculo del peso 

molecular de las diversas bandas presentadas y se analizó el patrón de bandeo de 

cada tratamiento para identificar la posible expresión diferencial en cada uno de 

los grupos evaluados. Las muestras con mayor concentración de proteínas se 

utilizaron para la electroforesis en segunda dimensión (2D). 

7.4.3.2 Electroforesis bidimensional desnaturalizante (2D). 
Preparación de muestras 
Las muestras de proteínas se liofilizaron y se precipitaron con acetona al 100%. 

Se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos. Se decantó el sobrenadante y 

la pastilla fue resuspendida en amortiguador de hidratación para 2D. 
a) Primera dimensión-Isoelectroenfoque (IEF). 
El primer paso de la electroforesis 2D es separar las proteínas de acuerdo con su 

punto isoeléctrico (pI) por medio de IEF. En este paso las proteínas son separadas 

por un gradiente de pH y una diferencia de potencial eléctrico (el ánodo + es ácido 

y el cátodo – es alcalino) hasta alcanzar una posición en la que su carga neta sea 

cero y estar en forma zwiterion, lo que define su punto isoeléctrico (Abel, 2008; 

Plántenik, 2009).  

Para el IEF se utilizaron tiras de poliacrilamida de 7 cm (marca GE, USA) con 

rango de pH de 3 a 10. Las tiras (una por tratamiento) se hidrataron durante 18 h, 

con 125 µL de solución hidratante conteniendo 100 µg de proteína por tira. 

Posteriormente se colocaron en el equipo de isoelectroenfoque (Ettan IPGphor III 

Isoelectric Focusing System) y se utilizó un programa de cuatro pasos para la 
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separación de las proteínas:  1) 1 h a 250 V, 2) 30 min a 500 V, 3) 30 min a 1000 

V y 4) 2 h a 8000. 

Terminado el IEF las tiras se equilobraron usando los siguientes amortiguadores: 

un lavado de 15 minutos con amortiguador de equilibrio I (SDS, 0.01 g/mL de DTT) 

y dos lavados de 15 minutos cada uno con amortiguador de equilibrio II (SDS, 

0.025 g/mL de iodoacetamina IAA). Todo se llevó a cabo en agitación suave. 

b) Segunda dimensión. 
En la segunda dimensión las proteínas se separaron de acuerdo con su masa 

molecular mediante electroforesis con SDS. Cada tira equilibrada se colocó de 

forma horizontal en la parte superior de un gel de poliacrilamida al 10%, de 80 X 

90 X 1 mm. Se colocaron 5 µL de marcador de peso molecular en un papel filtro a 

un extremo del gel SDS-PAGE, el cual se selló con agarosa al 0.5% teñida con 

azul de Bromofenol al 0.1 %. Los geles se corrieron a 150 V durante 1.5 h. La 

tinción se realizó con azul de Comassie y posteriormente fueron digitalizados para 

visualizar los puntos -“spots”- de coincidencia del pI con el peso molecular relativo 

(PMr) de las diferentes proteínas separadas. 

c) Determinación del punto isoeléctrico (pl). 
El pI se determinó por interpolación de puntos en la graduación de la tira de pH de 

3 a 10 a escala en el gel 2D digitalizado. 

d) Peso molecular relativo (PMr). 
El peso molecular relativo se obtuvo por medio de regresión lineal y graficando el 

logaritmo (log10) del PM de los valores estandar del marcador de peso molecular 

(15 a 175 kDa) contra la movilidad relativa (Rf) de los geles 2D. Tomando en 

cuenta que el Rf es la relación entre la distancia de migración de la banda de 

proteína y la longitud de corrida del gel, entonces la migración de los derivados 

proteína-SDS hacia el ánodo es inversamente proporcional al logaritmo de su 

peso molecular (log PM) (García, 2000). 

Posteriormente se graficó el log PM contra el Rf de la proteína patrón. Los pesos 

moleculares se determinaron a partir de regresión lineal y por interpolacion de la 

curva del log PM contra el Rf a partir de la siguiente ecuación: Log(PM)= m x Rf+b. 

Donde m= pendiente y b=ordenada al origen. 



	   101	  

Se calculó así el Rf de las proteínas desconocidas y se extrapoló en la curva el log 

(PM). Por último, se realizó el antilogaritmo para obtener el PM de las proteínas 

problema (García, 2000). 

f) Identificación de proteínas. 
A partir de los resultados de la electroforesis 2D se eligieron aquellas proteínas 

expresadas diferencialmente en cada uno de los tratamientos, así como aquellas 

que se presentaban en todas las muestras (“spots”). Tomando los valores de pI y 

de PMr se realizó la búsqueda por medio de la base de datos: TagIdent 

http://web.expasy.org/tagident/. ExPASy (Expert Protein Analysis System) que es 

una plataforma donde se encuentran secuencias proteícas e información sobre su 

función, estructura, dominios, pI y PMr. Analiza secuencias de proteínas, 

estructuras y electroforesis 2D y despliega una lista de proteínas con su respectivo 

pI y PMr. Esta herramienta identifica las proteínas por apareamiento de 

secuencias cortas de hasta 6 aminoácidos con proteínas registradas en la base de 

datos Swiss-Prot y TrEMBL a partir de la entrega de los pI y del PMr (Bairoch y 

Apweiler, 2000; Gasteiger et al., 2005). 

7.4.4 Análisis de las curvas de disociación de alta resolución: High 
Resolution Melting (PCR-HRM). 
a) Diseño de oligonucleótidos y condiciones de amplificación. 
Una vez obtenido el ADN genómico de los ratones y verificada su integridad, se 

llevó a cabo el diseño de dos oligonucleótidos específicos de las regiones 

correspondientes a los exones e intrones 6, 7 y 8 del gen p53, ya que es la zona 

que presenta la mayor incidencia de mutaciones por acción de la RUV (Besaratinia 

y Pfeifer, 2006). Para el diseño se utilizó el software Geneious 9.1 y los primers 

diseñados fueron analizados usando el software IDT primer analyser 

(www.idtdna.com/calc/analyzer) (Tabla 14). Los oligonucleótidos fueron 

elaborados por IDT Integrated DNA Technologies y se resuspendieron en el 

volumen de agua calculada para obtener una concentración inicial de trabajo de 

100µM. 
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Tabla 14. Secuencia de oligonucleótidos diseñados para p53. 
Secuencia Región 

amplificada 
Tamaño de fragmento 
esperado 

P1:5’-GGGAGAGGCGCTTGTGCAGG-3’ 20 800 
P2:5’-AGGCCCCCACCTGTTCCCAA-3’ 20 600 
pF:5’-CAGCTCCAGCAGGTGTGCCG-3’ 20  
 

Posteriormente se realizó el diseño experimental de las condiciones probables de 

PCR en punto final. En primera instancia se llevó a cabo un gradiente de 

temperatura, partiendo de la temperatura teórica calculada a través de la fórmula 

de Wallace, para establecer las condiciones óptimas de amplificación. Estos 

ensayos permitieron determinar que la mejor temperatura de alineación (Tm) fue la 

de 68°C. (Tabla 15). 

Tabla 15. Condiciones de amplificación. 

 Temperatura ºC Tiempo 
Pre incubación 95ºC 1 min 
Amplificación (40 ciclos) 95ºC 

68ºC 
72ºC 

15 seg 
30 seg 
2 min 

Enfriamiento 4ºC ∞ 
 

Una vez estandarizadas las condiciones del PCR se realizaron los ensayos de las 

muestras correspondientes a los testigos, controles y grupos experimentales de 

cada experimento. Los amplicones fueron visualizados en gel de agarosa 1.2%. El 

marcador de peso molecular que se utilizó fue Kapa Unversal DNA Ladder 1 mL 

100 ng/µL. 

Los amplicones fueron secuenciados en ambos sentidos. Los electroferogramas 

obtenidos se analizaron con el software Geneious, v. 9.1, y se secuenciaron con el 

kit Big Dye Terminator Ready Reaction Kit (Perkin Elmer) y se analizaron en un 

secuenciador ABI PRISM 313 0xl Genetic Analyzer System (Applied Biosystems). 

 
b) Diseño de oligonucleótidos para el análisis de PCR-HRM. 
Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en este experimento se 

diseñaron con el programa Geneious 9.1. Tomando en cuenta los requisitos del 
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PCR en tiempo real, los oligonucleótidos se diseñaron para tener una Tm no 

mayor a 60ºC, un porcentaje de G-C del 30 al 80%  y un tamaño máximo de los 

amplicones de 150 pb. Con el propósito de identificar un mayor número de 

variaciones, se diseñaron dos pares de oligonucleótidos, correspondientes a 

regiones de los exones e intrones 6 al 8 del gen p53 (Tabla 16). 

Los oligonucleótidos fueron elaborados por IDT Integrated DNA Technologies y se 

resuspendieron en el volumen de agua calculada para obtener una concentración 

de 100µM. La concentración de trabajo se ajustó a 10µM. La secuencia de ambas 

parejas de oligonucleótidos y el tamaño del amplicón se muestran el la tabla 16. 

Tabla 16. Secuencias de amplicones. 

Secuencia del oligonucleótido Secuencia del 
amplicón 

Tamaño 
del 

amplicón 
(pb) 

1. FW: 5’-TGTTTCCTCTTGGGCTTAGGG-3’ 
1. RV: 5’-CTGTTCCCAACCCCTCTTGTC-3’ 

TGTTTCCTCTTGGGCTTAGGGA
CGTCTCTTATCTGTGGCTTCTC
GGGGTTCCTGTAACTGGACCTT
TGGCTGCAGATATGACAAGAG
GGGTTGGGAACAG 

100  

2. FW: 5’-AACAGGTGGGGGCCTAGTTTA-
3’ 
2. RV: 5’-CAGAAGGTTCCCACTATCCGG-
3’ 

AACAGGTGGGGGCCTAGTTTA
CACACAGTCAGGATGGGGCCC
AGCTTTCTTACTGCCTTGTGCT
GGTCCTTTTCTTGTCCCGGATA
GTGGGAACCTTCTG 

91 

c) Reacción de PCR-HRM. 
La mezcla de reacción para el PCR-HRM que se utilizó fue Maxima SYBR 

Green/Rox qPCR, Master Mix (2X) (Thermo Scientific), desarrollada para 

reproducir resultados para la plataforma del equipo StepOneTM Real-Time PCR 

Systems (Applied Biosystems). La mezcla final que se utilizó para la reacción se 

presenta en la tabla 17. 

 
Tabla 17. Mezcla de reacción utilizada para el PCR-HRM. 

Reactivo Volumen (µL) Concentración final 
Master Mix (2X) 7.5 1 X 
Primer FW (10 µM) 0.5 0.33 µM 
Primer RV (10 µM) 0.5 0.33 µM 
ADN (10 ng/µL) 1.0 10 ng/µL 
H2O 5.5 _ 
Volumen final 15 µL _ 
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El programa de temperatura que se utilizó para el PCR-HRM se muestra en la 

siguiente tabla: 

Tabla 18. Programa de temperatura utilizado para el análisis HRM. 
 Temperatura ºC Tiempo 
Pre incubación 95ºC 10 min 
Amplificación (40 ciclos) 95ºC 

60ºC 
15 seg 
1 min 

HRM 95ºC 
40ºC 
65ºC 
95ºC 

1 min 
1 min 
1 seg 
-- 

Enfriamiento 40ºC 10 seg 
 

La reacción de PCR-HRM se llevó a cabo por quintuplicado y en cada repetición 

se colocaron muestras de los experimentos, como se puede ver en la tabla 19. 

Tabla 19. Diseño experimental y número de muestras utilizadas para el 
experimento de PCR-HRM. 
Tratamiento Experimento agudo Experimento crónico 

Número de 
muestras 

Número de 
muestras 

Control negativo (piel sin 
tratamiento) 

5 5 

Control + (piel irradiada con UV) 5 5 
Grupo experimental 1 
(EMBC+RUV) 

5 5 

Grupo experimental 2 
(Verbascósido+RUV) 

5 5 

 
d) Análisis de resultados del PCR-HRM. 
Los resultados obtenidos de este experimento se analizaron con el programa de 

libre acceso uAnalyze, diseñado por la Universidad de Utah y disponible en la 

página: https://www.dna.utah.edu/uv/uanalyze.html	  

Los datos de temperatura y fluorescencia se introdujeron en formato genérico 

(.gen). El programa discrimina automáticamente las muestras con una baja 

intensidad de fluorescencia para evitar el análisis de datos que no pueden ser 

normalizados de forma adecuada.  
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El método utiliza la adquisición de datos de alta densidad y detecta las pequeñas 

diferencias en las secuencias de los fragmentos de PCR, simplemente por fusión 

directa. Las curvas de fusión se pueden utilizar para la exploración de mutaciónes 

en las regiones amplificadas. Debido a su velocidad y simplicidad, la popularidad 

de este método es cada vez mayor. 

También se realizó un análisis estadístico por medio de la prueba t de student, con 

una p≤0.05 a fin de obtener la diferencia entre cada uno de los grupos 

experimentales en relación con los grupos control y así establecer si existieron 

diferencias estadisticamente significativas entre las Tm de cada grupo. El análisis 

estadístico se realizó en el programa EXCEL 2010 y con el programa Prisma 

Graph Pad V 5.0. 
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8. Resultados y discusión 

8. 1 Resultados y discusión de la primera etapa. 

8.1.1 Obtención del extracto metanólico de Buddleja cordata (EMBC). 

El rendimiento total del extracto fue de 29.55 g que corresponden al 11.67% (Avila 

et al., 2014; Espinosa-González et al., 2015). Este porcentaje nos indica la 

eficiencia del proceso realizado en relación con los solventes utilizados. Al ser un 

extracto metanólico indica que B. cordata es rica en compuestos de carácter polar 

como los polifenoles. Avila en 2002 llevó a cabo el estudio fitoquímico de la 

especie B. scordioides y obtuvo extractos de diferente polaridad: hexánico, 

clorofórmico y metanólico, concluyendo que este último fue el de mayor 

rendimiento. Diversos estudios con especies del género Buddleja, como B. 

oficinalis, B. globosa, B. asiática, B. yunanesis, B. thyrsoides y B. myriantha han 

preparado extractos con solventes de diversa polaridad, obteniendo los 

rendimientos más altos con el uso de metanol (Pardo et al., 1993; Liao et al., 1999; 

Mensah et al., 2001; Piao et al., 2003; Backhouse et al., 2008; Mahlke et al., 

2009). El género Buddleja es rico en polifenoles, lo que permite que la obtención 

de los extractos se lleve a cabo de forma satisfactoria con solventes ogánicos de 

carácter polar como el metanol y el etanol. Otros estudios, como el de Mesa et al., 

2011 relacionados con el rendimiento de los diferentes extractos de Pipper 

piedecuestanum, avalan nuestros resultados. 

El hecho de que el EMBC tuviera un alto rendimiento nos indica que es rico en 

diversas moléculas, principalmente compuestos fenólicos, los cuales se 

encuentran en todas las partes de las plantas: en las raíces, tallos, troncos, hojas, 

frutos y semillas. Se sabe que son la señal química hacia el estrés ambiental 

producido en las plantas, desarrollando diversas funciones como la de protección 

y defensa contra microorganismos, herbívoros y la RUV. También participan en la 

formación de la pared celular, como atrayentes para los polinizadores, y otorgan 

características distintivas a las cortezas, maderas y el color a las flores; por lo que 

su síntesis y presencia es de vital importancia para la sobrevivencia de las plantas 
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vasculares (Dreosti, 2000; Cooper-Driver y Bhattacharya, 1998; Stevenson y 

Hurst, 2007; Croteau et al., 2000). 

Los compuestos fenólicos constituyen uno de los grupos de metabolitos naturales 

más abundantes y ampliamente distribuidos en el reino vegetal, con más de 8000 

estructuras conocidas (Dreosti, 2000). Casi todos son derivados primarios del 

metabolismo de los fenilpropanoides y acetato-fenilpropanoides, que a su vez 

derivan de la fenilalanina y tirosina provenientes de la vía del ácido Shikimico 

(Croteau et al, 2000). Pueden ser clasificados de diversas formas; por ejemplo, 

tomando en cuenta la unidad base o según la naturaleza de los grupos unidos a la 

misma. Desde el punto de vista químico se caracterizan por contener un anillo 

aromático unido a uno o más grupos hidroxilo (grupo fenol) y pueden clasificarse 

en función del número de anillos que presentan, como en este caso los polifenoles 

(Croteau et al, 2000). (Fig. 28). 

 

 

Anillo fenólico Ejemplo de polifenol (resveratrol) 

Figura 28. Estructura de un anillo fenólico y ejemplo de polifenol. 

El ser humano es capaz de metabolizar por medio de enzimas los compuestos 

polifenólicos, por lo que la ingesta de productos vegetales hace que los 

incorporemos a nuestro organismo, donde son absorbidos en diferente grado por 

el intestino y metabolizados en productos detectables en plasma para poder ser 

utilizados principalmente como antioxidantes, y finalmente secretarlos de forma 

rápida por vía biliar o urinaria. Debido a esto es necesario contar con una ingesta 

diaria de productos vegetales para mantener altas las concentraciones de estos 

metabolitos en la sangre (Crespy et al., 2003; Manach et al., 2004). La absorción 

por vía cutánea se tocará más adelante en este trabajo. 
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Sin embargo, se debe tomar en cuenta que muchos de los efectos de los 

polifenoles se derivan de cambios adaptativos que involucran a estas moléculas 

en la regulación de mecanismos de respuesta al estrés metabólico. En otras 

palabras, los mecanismos de acción de los polifenoles son simples, como en la 

actividad antioxidante, o bien pueden tener participación como moléculas de 

señalización o mensajeros químicos (Taylor, 2005; Oliveras-Ferracos, 2011). 

En un trabajo previo con el EMBC se cuantificó la presencia de compuestos 

fenólicos totales mediante la prueba de Folin-Ciocalteu, y dio como resultado 

177.13±1.97 mg Eq. ácido gálico/g, equivalente al 17.71% (Avila et al., 2014). 

Mahlke et al., en 2009 y Pan et al., en 2010 realizaron extractos metanólicos de B. 

thyrsoides y B. officinalis respectivamente y obtuvieron cantidades de compuestos 

fenólicos similares a las obtenidos por Avila et al., 2014, lo que permite decir que 

en el género Buddleja es común la presencia de estos metabolitos en 

concentraciones que son consideradas altas. En este sentido Adedapo et al., 2009 

compararon los extractos metanólicos de hojas y tallos de B. Saligna  y las 

concentraciones de fenoles totales presentes en cada uno y concluyen que en los 

tallos  existe una mayor concentración de estos metabolitos. 

Ebrahimzadeh et al., 2014 analizaron 20 diferentes extractos de cuatro especies 

vegetales utilizadas como fotoprotectores. De cada extracto obtuvieron la 

concentración de compuestos fenólicos y el factor de protección solar (FPS) y 

determinaron la correlación existente entre ambos valores. Este estudio concluyó 

que el extracto de Crataegus pentagyna con un FPS de 24.47 y una concentración 

de fenoles totales de 186 mg eq. Ácido gálico/g, y el extracto metanólico de Feijoa 

sellowiana (FPS= 1.30 y 375 mg eq. Ácido gálico/g) fueron los que presentaron 

una correlación directa entre ambos factores y que eran candidatos para ser 

utilizados como suplementos en las formulaciones fotoprotectoras. Con base a 

estos autores, se puede decir que los resultados obtenidos con el EMBC también 

presentan una correlación directa entre la concentración de fenoles totales 

(177.13±1.97 mg Eq. ácido gálico/g, equivalente al 17.71%) y FPS (24). 

Es importante mencionar que antes de realizar un extracto en busca de ciertos 
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compuestos, se debe tomar en cuenta la naturaleza y condiciones de la planta. 

Cabe mencionar que el material vegetal para este estudio se colectó en época de 

sequía (marzo) y a pesar de que está reportado que es un periodo del año en el 

que disminuye considerablemente la biomasa (Camacho et al., 2009), la 

concentración de polifenoles totales fue buena. Zhang y Björn en 2009 

demostraron que diversos metabolitos producidos por las plantas, incluidos los 

polifenoles, aumentan su concentración por la exposición a la RUV, principalmente 

a la UV-B. Lo anterior corrobora que B. cordata es una especie capaz de sintetizar 

compuestos fenólicos, como flavonoides y fenilpropaniodes como el verbascósido 

durante todo el año, y que pueden ser obtenidos en buena cantidad a partir de la 

fracción metanólica de un extracto. 

8.1.2 Determinación de los máximos de absorción (λmax) en la región UV del 

EMBC. 

Una vez obtenido el EMBC se llevó a cabo un barrido espectrofotométrico de 200 

a 400 nm, para corroborar la presencia de compuestos capaces de absorber en la 

región de luz UV, como el el verbascósido, que presenta un máximo de absorción 

(λmax) a 291 nm, región correspondiente a luz UV-B (Fig. 29) (Avila et al., 2005; 

Martínez-Vázquez et al., 1997). 

En la figura 29 se observa que los picos máximos de absorción que se 

presentaron en el barrido del EMBC se encuentran dentro de la región de luz UV-B 

a λmax= 224, 290 y 324 nm. Estos resultados son similares a los reportados en el 

extracto de B. thyrisoides y se consideran un patrón característico de la presencia 

de feniletanoides (Li et al., 2005; Mahlke el al., 2009). Las longitudes de onda que 

presentó el EMBC indicaron la existencia de sustancias cromóforas para la RUV, 

las cuales tienen como características químicas la presencia de dobles enlaces 

conjugados con anillos aromáticos; es decir que poseen sistemas de enlaces π 

conjugados capaces de presentar deslocalización electrónica y traslapamiento de 

los orbitales (Vollhardt y Schore, 2002). Por lo tanto, cuanto mayor sea el número 

de insaturaciones en la molécula dentro del sistema conjugado, mayor será su 

desplazamiento en el pico de absorción hacia longitudes de onda mayores (Ege, 
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1998). Además, este resultado sugiere que el EMBC presenta un nivel de 

absorción similar al del octil-metoxi-cinamato (PARSOL) (λmax = 310 nm) 

(Pattanaargson et al., 2004) que fue utilizado como control y se encuentra 

presente en muchas formulaciones comerciales de protectores solares (Figura 29). 

 

Figura 29. Picos máximos de absorción del EMBC línea verde) parsol(línea 
azul) y verbascósido (línea roja). Concentración: 60 µg/mL.  

8.1.3 Caracterización del EMBC por medio de Cromatografía Líquida de Alta 
Resolución (HPLC). 

Como parte del trabajo desarrollado en el laboratorio por otros investigadores, se 

analizó el EMBC por medio de HPLC, y a partir de estándares se identificó la 

presencia de los principales compuestos de interés en el EMBC: el verbascósido 

(98.75 mg/g), linarina (36.45 mg/g) y siringina (Avila et al. 2014). Estos resultados 

coinciden con los reportados por Liu y Jia en 1991 que aislaron el verbascósido de 

Pedicularis striata. La presencia de estos compuestos explica la capacidad del 
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EMBC para absorber en la región de luz UV. Cabe mencionar que el 

verbascósido, al ser un fenil propanoide, presenta sistemas de dobles enlaces 

conjugados, anillos aromáticos y dobles ligaduras externas, lo que le confiere la 

propiedad de actuar como cromóforo a la RUV. 

8.1.3 Aislamiento e identificación del verbascósido. 

A partir de la cromatografía en columna (CC) que se realizó al EMBC se obtuvo un 

total de 121 alícuotas de 250 a 300 mL cada una, las cuales se destilaron a 

presión reducida para posteriormente realizar CCF de cada una, en placas de 

aluminio con gel de sílice, utilizando como fase móvil la misma mezcla de CH2-Cl2-

MeOH utilizada en la CC. Posteriormente, las placas fueron reveladas con luz UV 

a 254 y 366 nm, finalizando con la solución de sulfato cérico y ácido sulfúrico. Los 

resultados obtenidos del patrón de CC permitieron reunir las alícuotas en cuatro 

fracciones, donde la porción 8:2 de CH2-Cl2-MeOH fue la que presentó la 

concentración de verbascósido. Estos resultados coinciden con los reportados por 

Avila en 2002. 

El rendimiento total de verbascósido aislado del EMBC fue de 11 g con respecto a 

los 300 g de EMBC utilizados para su obtención;  se observó como una sustancia 

amorfa, que presentó una sola mancha en las cromatografías de capa fina en los 

diferentes revelados a las que fueron sometidas. El rf coincidió con el de una 

muestra de verbascósido puro (0.45), así como con los reportes de otros autores 

que aislaron verbascósido (Caufin et al., 2014; Frum et al., 2007).  

El análisis del espectro de absorción con  luz UV arrojó dos picos máximos a 

λmax=  291 y 332 nm y coincide con lo reportado por otros autores que purificaron 

verbascósido a partir del extracto metanólico de Buddleja scordioides (Avila et al., 

1999; Avila et al., 2005) (Tabla 20). Garro et al., 2014 aislaron verbascósido de la 

parte aérea de B. cordobensis y lo describió como un polvo amorfo amarillento. 

Thitilertdecha et al., en 2014 aislaron verbascósido a partir de Clerodendrum 

petasites S. Moore y reportó un pico máximo de absorción de λmax= 330 nm. 

Estos resultados concuerdan con los aquí obtenidos, y se pudo confirmar la 

autenticidad y pureza del verbascósido aislado del EMBC.  
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Las cantidades de verbascósido obtenidas en diferentes especies del género 

Buddleja se encuentran en el orden de 5 a 60mg/g, mientras que el cultivo in vitro 

de B. cordata aumenta la concentración de verbascósido en un rango de 66.24 a 

86.26 mg/g (Pardo et al., 1993; Arciniegas et al., 1997; Liao et al., 1999; Mensah 

et al., 2001; Piao et al., 2003; Frum et al., 2007; Bakhouse et al., 2008; Mahlke et 

al., 2009; Estrada-Zuñiga y Cruz-Sosa, 2009; y Oyourou et al., 2013). Estos 

resultados indican que las concentraciones de verbascósido obtenidas en este 

trabajo (98.75 mg/g) a partir del EMBC (300 g) pueden considerarse como altas y 

por lo tanto que B. cordata es una especie rica en polifenoles, especialmente 

verbascósido. Además, este compuesto se ha detectado a diferentes 

concentraciones en las diversas partes de las plantas de las que se ha aislado. Así 

encontramos reportes de las raíces, tallos, hojas y flores con concentraciones y 

rendimientos variables que van del 0.002% (Kirmizibekmezet al., 2012) en raíces, 

hasta 3.0% (Georgiev et al., 2011b), por lo que el rendimiento en este trabajo se 

considera bueno. Con estos resultados se pudo confirmar la autenticidad y pureza 

del verbascósido aislado del EMBC .  

Tabla 20. Características generales del verbascósido obtenido a partir del EMBC 

Rendimiento del 

verbascósido a partir 

del EMBC (g) 

Picos máximos de 

absorción 

Eluyentes de 

obtención 

Penetración en piel 

µg/mL           % 

11 g ʎmax291 y 332 nm Dicloro metano-

metanol (80:20) 

9.3±2.3        1.86% 

   33.4±9         0.82% 

El primer reporte que se tiene del aislamiento y purificación del verbascósido es 

del año 1963. Desde entonces se ha reportado su presencia en más de 200 

especies vegetales, distribuidas en 23 familias de plantas, en las que destacan los 

géneros Verbascum, Lippia y Buddleja (Alipieva et al., 2014b, Deepak et al., 1999; 

Schlauer et al., 2004; Taskova et al., 2005; Filho et al., 2012; Oyourou et al., 2013) 

(Fig 30). 

La presencia de verbascósido en diferentes especies vegetales ha generado toda 

una línea de investigación basada en el cultivo de tejidos, especialmente del 
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género Buddleja, a fin de optimizar y obtener grandes cantidades de verbascósido 

con fines terapeúticos (Vertuani et al., 2011). Lo anterior ha permitido encontrar la 

ruta biosintética del compuesto, ya que a pesar de que los primeros pasos de la 

vía se conocen, algunos productos intermedios, enzimas y sus respectivos genes 

aún son desconocidos (Alipieva et al., 2014). El conocimiento actual de la vía de 

síntesis se basa en experimentos con isótopos marcados y comienza con la 

biosíntesis de fenilalanina y tirosina por los precursores del ácido Shikímico. El 

hidroxitirosol del verbascósido es biosintetizado a partir de la tirosina, ya sea a 

través de la tiramina o de la dopamina, mientras que la parte cafeica se sintetiza a 

partir de la fenilalanina a través de la vía del cinamato. La dopamina se incorpora 

a través de la oxidación de aldehído para convertirse en alcohol; y finalmente se 

lleva a cabo la ß-glicosilación (Saimaru y Orihara, 2010) (Fig 31). 

La importancia del verbascósido se ve reflejada en los estudios que permiten, 

mediante 15 pasos, sintetizar de forma artificial al compuesto (Duynstee et al., 

1999). Sin embargo, los métodos de separación y purificación a partir de extractos 

vegetales se han ido perfeccionando según las necesidades de la investigación. 

Ejemplo de ello son los trabajos publicados por Han et al., 2012 y Yue et al., 2013, 

que implican el uso de cromatografías de alta resolución, aumentando así la 

pureza del verbascósido aislado. 
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Fig 30. Distribución y presencia del verbascósido en el reino vegetal 
Schlauer et al., 2004. 
 

 

Figura 31. Biosíntesis propuesta para el verbascósido. 
 

Todo lo mencionado nos ofrece un panorama general del uso e importancia a nivel 

farmacológico de este compuesto, debido a las diferentes propiedes que se le han 

atribuido por su estructura química. Por lo tanto, se procedió a realizar pruebas de 

toxicidad, viabilidad celular y una prueba preliminar de fotoprotección en cultivos 

de la linea celular de queratinocitos inmortalizados HaCaT.  

Verbascósido 
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8. 2 Resultados y discusión de la segunda etapa. 

Para evaluar los posibles efectos tóxicos del EMBC y del verbascósido se llevaron 

a cabo pruebas de toxicidad y viabildad en la línea celular de queratinocitos 

humanos HaCaT, a través de la exposición a los compuestos y a la RUV. Los 

datos se obtuvieron por medio de la prueba de MTT. Posteriormente se determinó 

el porcentaje de células viables y en apoptosis por medio de citometría de flujo. 

8.2.1 Determinación de citotoxicidad y viabilidad del EMBC y del 
verbascósido en la línea celular HaCaT. 

La figura 32 muestra las concentraciones que se utilizaron. El análisis estadístico 

demostró que las diferentes concentraciones utilizadas no afectaron 

significativamente el crecimiento y viabilidad celular con respecto a las células sin 

compuesto (control), al que se le asignó un valor de 100%.  

La concentración más alta del Parsol (800 µM) presentó una diferencia 

estadísticamente significativa con respecto al control, al reducir la viabilidad celular 

hasta un 44%. Diversos estudios sobre la efectividad de este compuesto han 

concluido que es una molécula poco estable y su descomposición promueve la 

peroxidación lipídica. Además, la concentración más alta permitida en las 

formulaciones comerciales que contienen Parsol es del 3%, y en este estudio la 

dosis más alta equivale a casi un 2% del compuesto presente en cada pozo. Por lo 

tanto la viabilidad celular se vio comprometida al someter al cultivo a una dosis 

cercana a la máxima permitida (Damani et al 2006; Pattanaargson et al., 2004; 

Kullavanijaya y Lim, 2005; Sambandan et al., 2011). Cabe mencionar que Serpone 

et al., en 2007 probaron diversas combinaciones de filtros solares en cultivos de 

levaduras, y encontraron que aquellos que contenían parsol en la fórmula tuvieron 

una disminución en la tasa de supervivencia. 
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Figura 32. Porcentaje de viabilidad de células HaCaT, después de 24 horas 
con diferentes concentraciones de verbascósido, Parsol y EMBC.  

En la figura 32 se puede observar que ninguna de las concentraciones evaluadas 

tuvo una supervivencia del 100% al final del experimento. En diversas 

investigaciones se ha demostrado que los polifenoles pueden actuar como 

sustancias antiproliferativas, proapoptóticas y reguladoras del ciclo celular, esto se 

ha probado en diversas líneas celulares de diferentes tipos de tejido, incluida la 

piel. Así entre las posibles aplicaciones de este tipo de compuestos está el uso 

como agentes quimiopreventivos, por lo cual esta actividad debe ser selectiva para 

células tumorales, por lo que es necesario comprobar que son sustancias menos 

tóxicas para las células normales (Matito et al., 2003). 

Existen estudios realizados con diversos compuestos polifenólicos probados en 

células de melanoma que han demostrado los efectos antiproliferativos y 
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apoptóticos derivados de la incorporación de polifenoles. Sin embargo, estos 

compuestos han sido modificados en su forma original (catequinas galoizadas), lo 

cual implica que pueden aumentar la citotoxicidad, aunque se considera que para 

estudios relacionados con la piel, las modificaciones a los compuestos no alteran 

las funciones normales de las células. (Torres et al.,  2002 a y b; Lozano et al., 

2005). 

En este experimento se sembraron 1x105 células por pozo para garantizar el 

crecimiento exponencial durante todo el experimento. Esta población inicial 

permite que las células adheridas dispongan de espacios libres para que tengan 

lugar divisiones celulares a lo largo de todo el ensayo. Este requisito es 

indispensable para determinar si distintas concentraciones de una determinada 

sustancia influyen sobre la capacidad natural de las células para propagarse 

mediante mitosis, y formar una monocapa de células en toda la superficie 

disponible.  

Existen dos factores fundamentales relacionados con el espacio de crecimiento de 

un cultivo celular, y que limitan la fiabilidad de un experimento si no se toman en 

cuenta. Por un lado, la fisiología natural de las células les permite dividirse 

únicamente mientras dispongan de espacio adyacente, de modo que al 

establecerse contacto con células vecinas se inicie una cascada de señalización 

intracelular que envía moléculas al interior del núcleo que interfieren y paran el 

ciclo celular. Por otro lado, y como consecuencia de la detención del ciclo, los 

análisis colorimétricos realizados después de alcanzada la confluencia en cada 

pozo serán menos significativos. 

8.2.2 Prueba de fotoprotección en la línea celular HaCaT irradiada con RUV. 

Se determinó el efecto fotoprotector del EMBC y del verbascósido en las células 

HaCaT irradiadas con UV-B. Se utilizó como control al parsol en las mismas 

concentraciones que el verbascósido (50, 100, 200, 400 y 800 µM).  

La figura 33 presenta los resultados del experimento de fotoprotección con las 

distintas concentraciones de las sustancias. Se observan los porcentajes de 

viabilidad de las células HaCaT 24 horas después de ser irradiadas con luz UVB. 
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El análisis estadístico mostró que no existen diferencias estadisticamente 

significativas entre el control negativo y las distintas concentraciones utilizadas de 

las sustancias, por lo que se consideró que tanto el EMBC como el verbascósido 

tienen un efecto fotoprotector sobre las células HaCaT irradiadas sin importar la 

concentración utilizada. Sin embargo, sí se encontraron diferencias significativas 

con respecto al control positivo (irradiado sin protección) y los porcentajes de 

viabilidad en cuatro diferentes tratamientos: verbascósido 800 µM, Parsol 200 µM, 

EMBC 10,000 y 1 ppm. Este resultado nos da evidencia de que existe una 

concentración ideal que protege a las células del daño ocasionado por la RUV.  

Al igual que con el experimento de toxicidad, se puede observar que ninguno de 

los tratamientos alcanza la confluencia del 100%, lo cual es explicado debido a 

que los compuestos polifenólicos presentan cierta actividad antiproliferativa ante 

células carcinogénicas, sin embargo en este experimento no compromenten de 

forma extrema la viabilidad celular, y se observa que las poblaciones se mantienen 

por arriba del 50% de supervivencia en todos los grupos protegidos con las 

sustancias. 
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Figura 33. Experimento de fotoprotección. Se presentan los porcentajes de 
viabilidad en las diferentes concentraciones de las sustancias 24 horas 
después de la exposición a la RUV. 
 

Diversos estudios han probado la eficacia de los agentes naturales en la 

fotoprotección y han buscado determinar las vías moleculares y celulares que 

puedan inhibir o retrasar el proceso de fotocarcinogénesis. Por ello los cultivos 

celulares son una buena herramienta para conocer más a fondo estos procesos 

(Afaq, 2011) (figura 34). Los estudios realizados con cultivos de la línea celular 

HaCaT han permitido determinar que la incorporación de extractos y compuestos 

de origen natural, previo y post exposición a la RUV, ayudan a reducir los daños al 

ADN por efecto de las ERO, disminuyen la respuesta inflamatoria e inhiben el 
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aumento en la expresión de proteínas proapoptóticas (Afaq et al., 2009; Afaq et 

al., 2007; Tesoyi et al., 2000; Saewan y Jimtaisong., 2015; Zheng et al., 2014). 

Las células HaCaT no son tumorogénicas; sin embargo, son más sensibles a los 

daños inducidos por la RUV debido a la mutación que presentan en el gen p53 

(Magal et al., 1998). Un estudio realizado para evaluar el efecto de fotoprotección 

de diversos extractos de algas ricos en polifenoles, en la línea celular HaCaT, 

determinó mediante la técnica de MTT que la exposición a la RUV sin ningún 

tratamiento lleva a una reducción significativa de células viables. Sin embargo, al 

ser tratadas con el extracto metanólico de las algas, la viabilidad celular aumentó 

considerablemente, así como el incremento de apoptosis en células dañadas a 

través de la activación de las vías de señalización de JNK y ERK sin importar la 

concentración del extracto utilizada (0.5, 1 y 3 mg/mL) (Kim et al., 2014).  

 

 

Figura 34. Agentes naturales y su habilidad de inhibir o reducir los efectos 
adversos de la RUV. 
 

En 2015 Baccarin et al., realizaron un estudio de fotoprotección contra la RUV en 

la línea celular HaCaT mediante la técnica de MTT. Evaluaron el efecto pre y pos 

tratamiento del extracto de granada (Punica granatum) y utilizaron las mismas 
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dosis que en este trabajo. Concluyeron que la presencia del extracto previo y 

después de irradiar a las células aumentó la viabilidad celular y ayudó a la 

protección del ADN, debido a los polifenoles presentes en el extracto. 

La RUV produce daños en los queratinocitos al inducir la producción de citosinas 

inflamatorias y prostaglandinas. Estos mediadores son los responsables de las 

reacciones cutáneas como la inflamación, hiperpigmentación, eritema, hiperplasia 

y carcinogénesis. El daño en estas células  por efecto de la RUV puede ser directo 

debido a la absorción de la luz por parte de los cromóforos o bien indirecta por la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) que juegan un papel 

importante en los procesos fisiopatológicos derivados de la exposición a la RUV, 

ya que activan diversas moléculas como el factor nuclear NF-kB y el factor 

promotor de la mitosis MAPK (Ichihashi et al., 2003; Assefa et al., 2005 ; Bickers y 

Athar, 2006). 

Zhou et al., 2012 probaron el efecto fotoprotector del salidrósido, fenil propanoide 

glicosilado que tiene reportes de actividad antioxidante, antiinflamatoria y 

antiapoptótica. Compararon diferentes dosis de RUV y diversas concentraciones 

del compuesto en células HaCaT. Determinaron que el compuesto tiene un efecto 

fotoprotector y antiapoptótico, ya que modifica la expresión de NF-kB y regula el 

ciclo celular por efecto de las proteínas BCL-2 y CDK6. Ellos concluyen que el 

salidrósido es una molécula que promueve la viabilidad celular y puede ayudar a 

prevenir los daños ocasionados por RUV al ser aplicado tópicamente. 

Diversos estudios de fotoprotección que utilizaron compuestos y extractos de 

origen natural han determinado que la respuesta inflamatoria por efecto de la RUV 

está dada por la inhibición de mediadores inflamatorios como las interleucinas IL-

1b, IL-6 y la ciclooxigenasa-2 (COX-2), las cuales se ven disminuidas cuando se 

aplican compuestos que tengan efecto fotoprotector, inhibiendo así la respuesta 

inflamatoria en cultivos celulares de piel (Aoki-Yoshida et al., 2013). 

Otros estudios probaron que la cúrcuma, el ácido cafeíco y las antocianinas 

inhiben la producción de COX-2 mediante la supresión de la actividad de las 
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proteínas p38 MAPK, JNK, AP-1, NF-kB y PGE2 (Cho et al., 2005; Kang et al., 

2009 y Tsoyi et al., 2008). 

El tratamiento con sulfurano reduce la inducción de IL-6, IL-1b, COX-2 y PGE2, 

p38 y SAPK/JNK y ERK y esto disminuye el efecto inflamatorio (Shibata et al., 

2010). 

La aplicación de extractos de Zingiber oficinales y gingerol inhiben la producción 

de citosinas en cultivos celulares (Guahk et al., 2010). 

La quercetina contribuye a la inhibición de la transformación neoplásica mediante 

el bloqueo de la activación de las vía de señalización celular, reduciendo la 

producción de AP-1, NF-kB y la fosforilación de MAPK (Olson et al., 2010; Ding et 

al., 2010). 

El extracto de Prunela vulgaris -que es rico en polifenoles-, al ser incorporado en 

cultivos de células HaCat previo a la exposición a la RUV, demostró que era capaz 

de reducir la ruptura del ADN por efecto de la RUV (Svobodová et al., 2009). 

La delfinidina inhibe el incremento de peroxidación lipídica y modula la actividad 

de las enzimas antioxidantes en cultivos de HaCaT y fibrobastos humanos (Afaq et 

al., 2007; Wang et al., 2010). 

El extracto de Prunella Vulgaris, que es rico en polifenoles, reduce la presencia de 

ERO y de IL-6 en células expuestas a la RUV (Vostálová et al., 2010). 

Tomando en cuenta nuestros resultados y la literatura disponible, se sabe que los 

productos de origen natural, como los polifenoles, tienen una mayor capacidad de 

citotoxicidad en líneas tumorales (Chen et al., 2003). Se ha propuesto que las 

células normales (por ejemplo, las de la piel) al estar en contacto frecuente con 

compuestos fenólicos derivados de plantas, han desarrollado tolerancia para 

mitigar su posible toxicidad, mientras que las células normales de los órganos 

internos y las células tumorales presentan más sensibilidad a estos compuestos 

(Yamamoto et al 2004). 

En otras investigaciones se corroboró que los compuestos polifenólicos son útiles 

como fotoprotectores, y que la línea celular HaCaT es un buen modelo de estudio 
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para estos análisis. Por lo tanto, estos estudios son una alternativa altamente 

sensible para la evaluación de riesgos fototóxicos y se evita así un posible efecto 

inflamatorio en la piel cuando algún extracto es aplicado, ya que son capaces de 

inducir estrés oxidativo en la membrana celular, desencadenando la acumulación 

de fotosensibilizadores, la fotooxidación de lípidos y proteínas que son agentes 

causales de la fotoirritación (Afaq etal., 2007; Afaq et al., 2009). 

Con respecto al verbascósido, este fenil propanoide ha sido evaluado para 

determinar su papel en la reducción del proceso inflamatorio en queratinocitos 

humanos. Se ha demostrado que inhibe la respuesta inflamatoria ya que regula y 

disminuye los niveles de NFkB y AP-1, mientras que flavonoides como quercetina 

solo inhiben a NFkB. Al comparar ambos compuestos, se determinó que el 

verbascósido era la sustancia más efectiva al reducir la respuesta inflamatoria, 

aun con la presencia de moléculas pro inflamatorias (Potapovich et al., 2011; 

Pastore, 2009 y Pastore, 2008). 

8.2.3 Determinación de apoptosis por citometría de flujo. 

Determinada la capacidad fotoprotectora de las sustacias se evaluó su efecto 

sobre la apoptosis celular, para determinar si existían cambios en el patrón de 

muerte celular por efecto del EMBC y del verbascósido. 

En la figura 35 se muestran los gráficos obtenidos por método de doble tinción con 

anexina (A) y yoduro de propidio (IP). Las primeras dos columnas corresponden a 

los resultados obtenidos de las pruebas de citotoxicidad a las sustancias. La 

columna 3 y 4 corresponden a las pruebas de fotoporotección.  

En los resultados de las muestras de citotoxicidad (columna 1 y 2) se observaron 

cambios en el comportamiento del cultivo después de 24 h de exposición a las 

sustancias (parsol, EMBC y verbascósido). En el cultivo del control positivo 

(DMSO) la población aumenta el porcentaje de células en necrosis (IP+), mientras 

que las poblaciones tratadas con EMBC y con verbascósido aumentaron los 

porcentajes de apoptosis (A+). Esto puede ser explicado por las concentraciones 

altas de parsol y a la posible toxicidad de los polifenoles que puede 

desencadenarse después de 24 h de aplicado un agente externo a los cultivos 
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(Damani et al 2006; Pattanaargson et al., 2004; Kullavanijaya y Lim, 2005; 

Sambandan et al., 2011; Serpone et al., en 2007; Matito et al., 2003). 

Los resultados de las muestras de fotoprotección corroboraron los efectos 

protectores de las sustancias. Los controles positivos (RUV y DMSO+RUV) 

presentaron el mayor porcentaje de muerte celular por necrosis, mientras que el 

parsol y el EMBC mantuvieron el mayor porcentaje de células en la región de 

viabilidad. En la muestra con verbascósido aumentó la población de células en 

apoptosis; sin embargo, los niveles de necrosis se consideraron muy bajos (Fig. 

35-38). 

 

Figura 35. Resultados de las pruebas de toxicidad y fotoprotección 
obtenidos por medio de citometría de flujo 24 h después de aplicado el 
estímulo.  
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Las células responden a los daños inducidos por RUV de diversas maneras: 

activando procesos como la reparación y la adaptación por medio de rutas 

antioxidantes, señalización de las vías de regulación de la proliferación celular y 

en, último caso, someterse a apoptosis para eliminar las células dañadas 

gravemente (Kim et al., 2014; Calò y Marabini, 2014). Sin embargo, si los 

mecanismos de reparación están dañados, las células pueden escapar de los 

controles del ciclo celular y suprimir la apoptosis convirtiéndose en células 

cancerosas. Por lo tanto, la supresión de la apoptosis juega un papel crítico en el 

desarrollo y propagación de todos los tipos de cáncer. La mejora en la tasa de 

apoptosis en células dañadas se considera una importante estrategia para 

prevenir la carcinogénesis (Kim et al., 2014). Los resultados de este trabajo 

muestran que el EMBC mantiene la viabilidad celular, posiblemente por la 

adecuada reparación de los daños ocasionados por la RUV; por su parte la 

presencia de verbascósido en el cultivo induce la vía apoptótica, debido a que el  

daño celular es irreparable (Fig. 36-38). 

 

Figura 36. Porcentajes de células en apoptosis en los diferentes 
tratamientos. Medición por medio de citometría de flujo. 
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Diversas sustancias de origen natural como el resveratrol, beta caroteno y el 

licopeno han sido estudiadas para la prevención de diversas enfermedades como 

el cáncer de piel, y se ha comprobado que estas moléculas inducen la apoptosis 

en células cancerígenas de diversos órganos y en cultivos celulares como el 

utilizado en este trabajo (Vitale et al., 2013; Lozano et al., 2005; Yeh et al., 2012 y 

Namvar et al 2012). El aumento en la tasa de apoptosis usando productos 

naturales previo a la exposición a la RUV también ha sido evaluado y confirmado, 

quedando de manifiesto que es una forma de fotoprotección generada por las 

sustancias de origen natural para evitar la progresión del ciclo celular en células 

dañadas (Ji et al., 2012;Han et al., 2011 y Reagan et al., 2006). El mismo 

comportamiento se observó en este trabajo con la aplicación del EMBC y el 

verbascósido en los cultivos de células HaCaT previo a ser expuestos a la RUV. 

 

Figura 37. Porcentajes de células en necrosis en los diferentes tratamientos. 
Medición por medio de citometría de flujo. 
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Los resultados de este trabajo demuestran que el pretratamiento con las 

sustancias dio como resultado el mayor porcentaje de células viables, y al mismo 

tiempo un aumento en la tasa de apoptosis por exposición a la RUV, 

disminuyendo drásticamente la presencia de necrosis en los cultivos de células 

HaCaT. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kim et al., 2014 en el 

que utilizaron extractos de algas ricos en polifenoles y concluyen que los extractos 

de origen natural presentan un efecto dual en células HaCaT expuestas a la RUV, 

ya que observaron un aumento en la proliferación de células no dañadas y una 

mejora en la inducción de la apoptosis de células dañadas, que en conclusión da 

como resultado un incremento en la viabilidad y fotoprotección global de las 

células. 

 
Figura 38. Porcentajes de células viables en los diferentes tratamientos. 
Medición por medio de citometría de flujo. 
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Los resultados de este trabajo concuerdan con los reportados por Calò y Marabini, 

2014, que probaron el extracto metanólico de Vaccinium myrtillus, el cual es rico 

en polifenoles, y demostraron que el pre-tratamiento de cultivos celulares HaCaT 

con el compuesto previo a ser expuestas a RUV daba como resultado un efecto 

fotoprotector al aumentar la apoptosis de células dañadas. Ellos plantean la 

hipótesis de que la RUV activa la apoptosis de células que no pueden ser 

reparadas. Sugieren que la fotoprotección de su extracto se debe principalmente a 

la capacidad de atrapar radicales libres y evitar el estrés oxidativo, y por lo tanto la 

lipoperoxidación, ya que los productos finales de esta vía pueden llevar a la 

formación de aductos en ADN y culminar en la aparición de cáncer de piel. 

Concluyen que el extracto de arándano es un buen candidato para ser utilizado en 

las formulaciones comerciales de fotoprotectores. 

El establecimiento de la RUV como causa etilógica del cáncer de piel ha llevado al 

estudio de diversos compuestos que puedan ser usados como quimioprotectores. 

Una manera eficaz de estudiarlos es medir el daño al ADN y la apoptosis en 

queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT). Entre los más recientes estudios 

se encuentran nanopartículas de plata, las cuales son toleradas por los cultivos 

celulares y usadas como pretratamiento contra la RUV para reducir 

significativamente la apoptosis y la formación de DPCs. Se encontró que el ciclo 

celular se detiene en la fase G1 y que se veía alterada la expresión de diversos 

genes implicados en el ciclo celular, la apoptosis y la reparación de nucleótidos. 

Ellos confirman que las células HaCaT irradiadas sin protección continúan el ciclo 

celular hasta la fase G2/M, a pesar de que cuando una célula se encuentra 

dañada usualmete se detiene en G1 para iniciar el proceso de reparación (Branzei 

y Foiani, 2008 y de Laat et al., 1996) y la siguiente fase G2/M restringe la 

multiplicación de células dañadas (Arora et al., 2015). 

El ciclo celular está regulado por la actividad de las ciclinas, CCDK y CDK 

inhibidoras (Kastan y Bartek, 2004; Vermeulen et al., 2003). La ciclina E1/CDK2 y 

la ciclina D1/CDK4 son complejos que desempeñan un papel clave en la transición 

a la fase G1/S, mientras que la interacción con B1 y CDK1 es clave para la 

progresión del ciclo celular a la fase G2/M (Satyanarayana y Kaldis, 2009). Por lo 
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tanto, se ha demostrado que la exposición a RUV de células de mamíferos 

aumenta los niveles de p53 que actuará como factor de transcripción de 

p21/WAF1/CIP1, codificando a CDK inhibidor 1 que a su vez interactuará con p21 

para así arrestar el ciclo celular en la fase G1. (Lu y Lane, 1993; Liu y Pelling, 

1995 y Petrocelli et al., 1996). Sin embargo, se ha demostrado que los daños en 

p53 conducen a que el ciclo celular prosiga hasta la fase G2/M en células HaCaT, 

debido posiblemente a que estas células presentan una mutación en p53 en 

ambos alelos (Latonen et al., 2001) y por lo tanto no son capaces de alcanzar los 

niveles de p21 que se requieren para parar el ciclo. No obstante, estos autores 

también mencionan que la exposición a RUV activa la ubiquitina E3 ligasa MDM2 

y la glucógeno sintasa beta 3 (GSK3), para luego promover la degradación de p21 

y proponen que las vías moleculares de estos procesos deben ser analizadas más 

a fondo (Lei et al., 2010).  

El proceso de apoptosis es controlado por medio de la expresión de genes pro 

apoptóticos, como Bax, y proteínas antiapoptóticas, como Bcl y Bcl-XL, por lo 

tanto, si las células irradiadas mueren por apoptosis por un lado nos indica que es 

un mecanismo de regulación para eliminar células dañadas, y por otro que ocurrió 

un daño que no pudo ser reparado. Este estudio comprobó que las células 

expuestas a RUV sin protección tuvieron un aumento en la relación de los niveles 

de Bax/Bcl-2/ y Bax7BXL-xL (Lei et al., 2010).  

Los resultados del presente trabajo concuerdan con los de Salucci et al., 2014, 

donde ponen de manifiesto que el uso de sustancias protectoras contra la RUV 

previene la apoptosis en queratinocitos de la capa basal, que son las células de la 

piel más propensas al daño por UV-B. Ellos concluyen que el uso de polifenoles 

naturales tiene efectos antiapoptóticos en la línea celular HaCaT previamente 

tratadas, ya que se reduce significativamente la muerte celular por esta vía y, que 

la población mantiene su viabilidad al evitar las alteraciones producidas por la 

RUV, en especial estrés oxidativo. 

Los estudios epidemiológicos han vinculado a la cafeína con una baja en los 

porcentajes de varios tipos de cáncer incluido el de piel por efecto de la RUV, y 
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aunque el mecanismo aún no se ha establecido por completo, existen estudios 

que concuerdan con los resultados de este trabajo donde los ratones fueron 

tratados tópicamente con cafeína y después de ser expuestos a la RUV no 

presentaron lesiones a nivel histológico, disminuyeron sus niveles de Chk1 y 

aumentó la apoptosis. En el tratamiento crónico los ratones tuvieron una 

disminución en un 69% de la aparición de tumores, en comparación con los 

controles sin protección. Ellos sugieren, al mismo tiempo, que la inhibición de la 

proteína ATR permite eliminar las células con ADN dañado a través del aumento 

de la apoptosis (antes de que los oncogenes se activen), lo cual confiere una 

ventaja de supervivencia. También sugieren que la cafeína interactúa 

directamente con la RUV, por lo tanto puede ser considerada como una molécula 

fotoprotectora. (Kawasumi et al., 2011). 

El hecho de que la población de células HaCaT a las que se protegió con 

verbascósido previo a ser expuesta a la RUV y que la medición en citometría 

demostrara un amento en la apoptosis, puede ser explicado como el mecanismo 

de respuesta de las células dañadas y que no pueden ser reparadas. Estudios con 

verbascósido como protector contra la RUV en células HaCaT, han demostrado el 

mismo comportamiento, sugiriendo que la apoptosis es el mecanismo fisiológico 

de protección y que cuando se administra verbascósido al cultivo celular ésta es la 

respuesta metabólica contra la exposición aguda y crónica a la RUV. Por lo tanto, 

el hecho de que las células entren a apoptosis se considera un mecanismo de 

fotoprotección eficaz para la piel humana expuesta a la RUV (Kostyuk et al., 2008) 

El método de cultivos celulares ayuda a simplificar los estudios. En este trabajo 

permitió un bosquejo inicial del potencial del EMBC y del verbascósido como 

fotoprotectores vegetales; y a diferencia de los experimentos con organismos 

vivos completos, se pueden eliminar las interacciones y las variables que se 

presentan a lo largo de un experimento. Su principal ventaja es la capacidad de 

controlar el ambiente, la homogenización de la muestra y la exposición directa del 

agente a estudiar. 
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Esta fase del trabajo se consideró el uso de la línea celular HaCaT para realizar 

una prueba de toxicidad in vitro previa al modelo in vivo (ratones SKH-1). Además, 

sirvió para conocer de inicio las afectaciones causadas por la RUV. Los ensayos in 

vitro son simples y reproducibles y por tanto una alternativa confiable para 

determinar el uso y concentraciones óptimas de las sustancias de origen vegetal, 

que en las últimos años han cobrado gran relevancia en busca de nuevas 

opciones de fotoprotección (Benavides et al., 2004; Afaq, 2011). 

Nuestros resultados corroboran al EMBC y al verbascósido como agentes 

quimioprotectores y como sustancias viables para ser probadas en otros modelos 

biológicos, ya que actuaron como filtro a la RUV y no presentaron mayores efectos 

citotóxicos en la línea celular utilizada. Estos resultados son comparables con 

otros estudios llevados a cabo en la misma línea celular, probando diversos 

compuestos polifenólicos, lo cual demuestra el potencial protector de estas 

sustancias y su utilidad para eliminar o evitar que se produzcan lesiones en el 

ADN por efecto de la RUV (Perde-Schrepler et al., 2013; Choi et al., 2015). 
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8.3 Resultados y discusión de la tercera etapa. 

8.3.1 Determinación de penetración del EMBC y del verbascósido en piel de 
ratones SKH-1. 

Los resultados de la prueba de penetración del EMBC y del verbascósido se 

muestran en la tabla 21. Esta prueba arrojó que el 0.82% del EMBC y el 0.465% 

del verbascósido aplicado tópicamente penetraron el estrato córneo de los 

ratones. 

Tabla 21. Resultados de la prueba de penetración. 
Compuesto Penetración en piel µg/mL/cm2          % 
EMBC                       33.4±9          0.82±0.2 % 
Verbascósido                       9.3±1.3         0.465±0.2 % 

 

Los polifenoles -como el verbascósido- presentan una tasa de penetración 

epidérmica baja (Nichols y Katiyar, 2010). La penetración del verbascósido ha sido 

probada en modelos porcinos encontrando valores  por debajo de los hallados en 

este trabajo (0.270 nmol/cm2) (Thitilertdecha et al, 2014; Ouitas y Heard, 2009) . 

Sin embargo, la interacción a nivel de membrana es la responsable de su alta 

capacidad antioxidante y fotoprotectora (Funes et al., 2009 y 2010). Hoy en día 

parte de las estrategias de fotoprotección incluyen la formulación a base de 

solventes orgánicos o lípidos para ayudar a mejorar la penetración de los 

polifenoles, y al mismo tiempo aumentar la biodisponibilidad y estabilidad de los 

compuestos a través de las membranas biológicas. Se  han propuesto modelos de 

obtención del verbascósido a partir de cultivos meristemáticos de B. daviddi, 

generando acil-verbascósido, el cual es menos hidrofílico y más estable en 

mezclas de agua y aceite que el verbascósido, manteniendo las propiedades 

antioxidantes y fotoprotectoras (Nichols y Katiyar, 2010; Vertuani et al., 2011).  

Los resultados de este trabajo sugieren que la piel de los ratones SKH-1 es más 

permeable a este tipo de compuestos que la piel de cerdo y concuerdan con lo 

reportado por Thitilertdecha et al., 2014 que propone el uso de diversas sustancias 

polifenólicas (entre ellas el verbascósido) como activos potenciales para la 
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optimización de las formulaciones de administración tópica. Sin embargo, los 

autores aclaran que la biodisponibilidad de estos compuestos se puede ver 

disminuida cuando se ocupan de forma individual y no como parte de un extracto, 

o bien cuando se encuentran en un compuesto farmacéutico, ya que éste puede 

interactuar para reducir su penetración transdérmica. En otro estudio realizado por 

el mismo investigador en 2015, se utilizaron diversos compuestos polifenólicos 

para monitorear y comparar el rendimiento de penetración en dos diferentes 

formulaciones (crema y loción) y se determinó que el verbascósido no es liberado 

y no presenta gran penetración transdérmica, aunque se propone que su actividad 

se lleva a cabo a nivel de estrato córneo como molécula que interactúa 

directamente con la RUV. 

Marti-Mestres et al., 2007 llevaron a cabo un estudio de penetración transdérmica 

de tres compuestos: ácido clorogénico, ácido cafeico y oraposido y concluyeron 

que el uso de potenciadores de penetración (como las formulaciones a base de 

propilen glicol y dietil glicol) no aumentó de forma significativa la penetración 

percutánea. Mencionan que la penetración del verbascósido es sumamente baja 

(0.01 µg/cm2/h) aun utilizando alguno de los potenciadores mencionados. Ellos 

proponen que la efectividad del verbascósido se presenta a nivel de la membrana 

de las células que conforman la epidermis, y esto puede estar relacionado con su 

actividad fotoprotectora y antioxidante, ya que actúa directamente como cromóforo 

a la RUV.  

8.3.2 Experimento agudo de fotoprotección con ratones SKH-1. 

8.3.2.1 Evaluación de la presencia de eritema. 

La presencia de eritema se evaluó antes de iniciar el experimento agudo y 24 

horas después de aplicados los diferentes tratamientos y la RUV, debido a que el 

eritema alcanza su pico máximo de expresión 24 horas después del estímulo. Se 

midió el enrojecimiento en la zona dorsal de los ratones utilizando el analizador de 

color/Lutron, RGB-1002. Los valores se expresaron como enrojecimiento para 

cada tratamiento (Trujillo et al., 1996). 
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Los resultados obtenidos se presentan en la figura 39, donde se observa que no 

existen diferencias significativas entre los distintos grupos. Sin embargo, los 

ratones tratados con el EMBC y que fueron expuestos a la RUV, tuvieron los 

valores más bajos de enrojecimiento. El enrojecimiento o eritema se da por la 

congestión de vasos sanguíneos debido a la exposición de un agente tóxico, en 

este caso la RUV o el propio compuesto, que debido a que es rico en polifenoles 

puede generar fotoirritación sin aumentar los daños producidos por la RUV 

(Yamamoto et al., 2004). Al mismo tiempo, las sustancias presentes en el EMBC 

tienen un efecto fotoprotector, y pueden ser las responsables de la palidez 

presente en ese grupo, al evitar la interacción directa de la RUV con la piel de los 

ratones. 

 

Figura 39. Valores colorimétricos relacionados con eritema en ratones SKH-
1 tratados con el EMBC y/o verbascósido, así como los controles. 
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8.3.2.2 Análisis histológico del experimentoo agudo 

Los daños reportados por exposición a RUV de forma aguda y que fueron 

evaluados en este trabajo se enlistan en la tabla 11 de la estrategia metodológica. 

Los resultados más representativos de este experimento se muestran en las 

figuras 40 a 48.  

A pesar de estas anormalidades, este modelo es el más utilizado en los estudios 

para determinar los cambios histológicos por acción de la RUV, tanto de forma 

aguda como crónica, ya que genera respuestas eritema-edema y desarrollo de 

tumores similares a los humanos (Kim et al., 2003; Sharma et al 2011) (Fig. 40). 

La tabla 22 presenta el total de muestras histológicas que se procesaron para el 

ensayo agudo. Por cada muestra se realizaron tres tinciones (Hematoxilina y 

eosina, tricrómica de Mason y PAS) y de cada una, un mínimo de tres laminillas 

con tres cortes cada una. 

Los cortes histológicos se dividieron en campos de observación, los cuales 

variaron de 6 a 10, dependiendo el largo del corte. De cada laminilla se revisó un 

mínimo de 3 cortes histológicos y se determinaron los daños causados por la 

irradiación aguda con luz ultravioleta (Kochevar et al.,2013; McGregor y Hawk, 

2001), (Tabla 11 y 12) (Figs. 41 a 48). Los resultados se evaluaron tomando el 

nivel de daño presentado por grado (leve, medio y severo) y extensión (focal, 

multifocal y difuso). Estas observaciones se colocaron en tablas que 

posteriormente fueron analizadas estadísticamente con la prueba t de student, con 

un valor de significancia de p≤0.05. La figura 41 presenta los valores obtenidos 

con el análisis estadístico. 

Para corroborar la presencia de edema se realizó la observación en las laminillas 

con la tinción tricrómica de Masson para identificar con mayor claridad las fibras 

de colágeno. En los casos en que hubo dudas sobre la integridad de la unión 

dermoepidérmica, se realizaron observaciones en las laminillas con tinción de 

PAS.  
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Todas las observaciones fueron corroboradas y analizadas con ayuda del Biol. 

José del Carmen Benítez Flores en el laboratorio de Histología de la unidad de 

Morfología y Función de la FES Iztacala, UNAM. 

Tabla 22. Tratamientos del ensayo agudo y número de muestras obtenidas para el estudio 

histológico. 

Tratamiento Número de 
muestras 
histológicas 
por ratón 

Número de 
muestras 
histológicas por 
tratamineto  

Número de 
laminillas por 
ratón 

Número de 
laminillas por 
tratamiento 

Testigo 1 5 3 15 
C- 1 5 3 15 
C+  1 5 3 15 
Verbascósido 1 5 3 15 
Verbascósido+UV 1 5 3 15 
EMBC 1 5 3 15 
EMBC+UV 1 5 3 15 
Total  7 35 21 105 

 

Ratón previo al experimento   Medición de enrojecimiento     Formación de eritema 
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        Sacrificio y toma de muestras 24 h después de la exposición a RUV 
Figura 40. Vista general de los ratones SKH-1 durante el experimento agudo.  
 

Debido a que no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el 

grupo control, control negativo y experimental con EMBC y verbascósido sin 

irradiar, estos diagnósticos se describen y analizan en conjunto (Fig. 41). 

 

 
Figura 41. Gráfica de daños asociados a la formación de eritema obtenidos 
en el experimento agudo.  
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a) Grupos sin irradiar: T, C-, EMBC y V 

En la figura 41 puede verse el porcentaje de daños asociados a la formación de 

eritema que se observaron en los cortes histológicos de este experimento. Las 

figuras 42 a 45 corresponden a cortes histológicos de los grupos controles sin 

irradiación (T, C-, EMBC y V), los cuales no presentaron diferencias 

estadísticamente significativas y se consideraron como tejido normal para la cepa 

de ratones SKH-1 (p≥0.05)  (Fig. 41). Se observaron características similares en el 

estrato córneo, epidermis y dermis. Estas capas son marcadas y de fácil 

diferenciación. El estrato córneo presentó características normales, según lo 

descrito para estos ratones. La epidermis presentó de 3 a 8 capas de células, 

dependiendo de la zona de corte y observación. La espongiosis e hiperplasia 

fueron focales y leves en una sola muestra, y según lo reportado por Crew y 

Mirskaia en 1931, se debe a dermatitis causada por las alteraciones genéticas de 

estos ratones y por la manipulación. La presencia de células apoptóticas (células 

de quemadura) fue focal y leve, debido a que en la piel unas pocas células se 

someten a muerte celular de forma constante o bien a procesos de diferenciación 

distribuidos a lo largo del epitelio (Lee et al., 2003). En algunas zonas la epidermis 

se encuentra adelgazada, lo cual se catalogó como atrofia leve focal y sólo se 

presentó en uno de los organismos. 

En la dermis la presencia de fibroblastos y fibras de colágena fue de apariencia 

normal. La hipertrofia e hiperplasia fue focal y leve. La atrofia correspondió a las 

zonas alrededor de los folículos pilosos, debido al proceso de degeneración que 

sufren por la mutación de estos ratones. La presencia de quistes se debe a la 

degeneración de las glándulas sebáceas y los propios folículos asociados a ellas. 

Los grupos C-, EMBC y V tuvieron un aumento no estadísticamente significativo 

con relación al grupo T en la presencia de vasos sanguíneos congestionados y 

edema (p≥0.05) (Fig. 41) ya que, aunque el etanol es ampliamente utilizado como 

vehículo y aplicado tópicamente, es un eficaz potenciador de la penetración 

transdérmica. Su uso de forma aguda o crónica puede inducir la apoptosis y la 

activación de algunas vías de reparación celular debido al metabolismo realizado 
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por la célula para su eliminación (Neuman et al., 2010; Das y Vasudevan, 2007; 

Crew y Mirskaia, 1931; Montagna et al., 1952; Brand y Jendrzejewski, 2008) 

La aplicación o ingesta de etanol genera cambios en el flujo sanguíneo por 

vasodilatación y produce peroxidación lipídica, ocasionando daños y alteraciones 

a nivel de membrana, citoesqueleto y ADN (Brand y Jendrzejewski, 2008 y 

Neuman, 2002). En trabajos anteriores, en los que se evaluó el extracto 

metanólico de B. scordioides para determinar el efecto fotoprotector en cobayos, 

se encontraron alteraciones de este tipo, relacionadas con el vehículo (Avila et al., 

2005). En ambos casos, estas alteraciones no afectaron de forma sistémica a los 

ratones. Se ha reportado en fibroblastos murinos y cultivos de células humanas 

tratadas con etanol un aumento en la liberación de citocinas proinflamatorias, 

encontrando que aun a bajas dosis, el etanol causa daños a nivel celular, 

histológico o molecular, debido al incremento de la apoptosis (Brand y 

Jendrzejewski, 2008; Neuman et al., 2010; Avila et al., 2005). 

El grupo al que se aplicó verbascósido o EMBC tuvo un ligero incremento en la 

frecuencia de hipertrofia e hiperplasia (Fig. 44 y 45), que tiene una relación directa 

con la actividad biológica de los compuestos fenólicos. Estos pueden ser afines 

con los lípidos de membrana y traer como consecuencia un cambio asociado a 

membrana y funcionalidad de la misma, generando los daños antes mencionados 

(Yang et al., 2001). El estrato córneo es la primera barrera de protección en la piel, 

y un cambio o pérdida en la conformación de los lípidos de membrana puede 

ocasionar desórdenes en la función celular. Por lo tanto, el verbascósido y el 

EMBC, al ser aplicados de forma tópica, pueden generar cambios a nivel de 

membrana que llevarán a la alteración de diversos procesos celulares como 

hiperplasia, que es un mecanismo de defensa primario (Scheuplein y Blank, 1971; 

Lee et al., 2003; El-Abaseri et al., 2006).  
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Figura 42. Cortes histológicos representativos del experimento agudo. 
Testigo. Sin ningún tratamiento.  

AP: células apoptóticas; Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; F: folículo; H: 

hipodermis; EC: estrato córneo; GS: glándula sebácea; VS: vaso sanguíneo. 

Tinción H y E, Aumento: panel a 100X, panel b y c 400X. 
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Figura 43. Cortes histológicos representativos del experimento agudo. 
Grupo control. Etanol  

AP: células apoptóticas; Q: quiste; D: dermis; ED: edema; EP: epidermis; F: 

folículo; H: hipodermis; SC: estrato córneo; GS: glándula sebácea; VS: vaso 

sanguíneo. Tinción H y E, Aumento: panel a 100X, panel b y c 400X. 
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Figura 44. Cortes histológicos representativos del experimento agudo. 
EMBC. A: Atrofia; AP: células apoptóticas; Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; F: 

folículo; H: hipodermis; EC: estrato córneo; ES: espongiosis; GS: glándula 

sebácea; VS: vaso sanguíneo. Tinción H y E, Aumento: panel a y b 100X, panel c 

400X. 
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Figura. 45 Cortes histológicos representativos del experimento agudo. 
Verbascósido. AP: células apoptóticas; Q: quiste; D: dermis; DP: dermis papilar; 
DR: dermis reticular; EP: epidermis; F: folículo; EC: estrato córneo; GS: glándula 
sebácea; VS: vaso sanguíneo. Tinción H y E, Aumento: panel a 100X, panel b y c 
400X. 
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b) Grupos irradiados: C+. Sin protección.  

El C+ tuvo el mayor número de daños a nivel histológico, los cuales fueron 

estadísticamente significativos en relación con los demás grupos evaluados en 

este trabajo (p≤0.05) (Fig. 41 y 46).  

El estrato córneo presentó hiperqueratosis. También se observaron zonas focales 

con paraqueratosis, donde los restos nucleares son consecuencia de una 

vanormalidad en la maduración de los queratinocitos que puede deberse al 

aumento de la actividad mitótica asociada con la exposición a RUV (Matsumara y 

Ananthaswamy, 2004; Stevens et al., 2003). 

En la epidermis se observó un aumento estadísticamente significativo en las 

células de quemadura (apoptóticas), hiperplasia, hipertrofia, atrofia, espongiosis y 

necrosis (p≤0.05)  (Fig. 38 y 39). Todos estos daños se presentaron de forma 

multifocal y fueron ocasionados directamente por la acción de la RUV (Matsumara 

y Ananthaswamy, 2004; Tedesco et al., 1997; Kim et al., 2003; Lee et al., 2003). 

La epidermis presenta reducción en el número de capas celulares, que se 

catalogó como atrofia, siendo un promedio de 5 capas de células epidérmicas las 

que se presentaron. 

La hiperplasia es el resultado inmediato y adaptativo de la piel a la exposición a la 

RUV y desempeña un papel importante en la fotoprotección al aumentar la 

actividad mitótica como primer mecanismo de defensa  y de reemplazo de células 

muertas (Matsumara y Ananthaswamy, 2004; Lee et al., 2003; Walker et al., 2005; 

Kochevar et al., 2013; El-Abaseri et al., 2006; Robbins et al., 2008). 

Aunque los mecanismos de aumento de la actividad mitótica e hiperplasia no 

están bien establecidos, existen diversos mediadores inflamatorios inducidos por 

la RUV, como el factor de transformación de crecimiento (TGF), que puede inducir 

la proliferación de queratinocitos (Tedesco et al., 1997; Matsumara y 

Ananthaswamy, 2004; Walker et al., 2005; McGregor y Hawk, 2001; Petrova et al., 

2011). Además, se ha documentado una relación directa entre la presencia de 

células apoptóticas inducidas por RUV e hiperplasia. Esta relación es mediada 

molecularmente por la vía p53/p21/E2F-1/bax que hace que las células muertas se 
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sustituyan por células hiperproliferativas, dando como resultado hiperplasia 

epidérmica tal y como se observó en este grupo (Matsumara y Ananthaswamy, 

2004; Lee et al., 2003). La presencia de papilas en dos de las muestras también 

puede ser el resultado de la hiperplasia debido al reacomodo de las células de la 

piel. 

La atrofia celular también se considera una respuesta ante la muerte celular 

(Robbins et al., 2008), por lo que en términos generales este grupo presentó una 

epidermis irregular en el número de capas celulares, que concuerda con lo 

reportado por Elder et al., en 1997, como daño ocasionado por agentes físicos 

como la RUV. 

Los trastornos observados a nivel celular coinciden con otros reportes que indican 

que de 24 a 48 h después de la exposición a la RUV existe aumento  en el número 

de células de quemadura que presentan características apoptóticas, núcleos 

picnóticos y contraídos, citoplasma claro o rosado y el aumento de hiperplasia 

(Fig. 46), sugiriendo que su presencia se debe a la reparación del ADN mediada 

por la expresión de la proteína P53, de la cual está ampliamente documentado 

que aumenta su concentración después de la exposición a la RUV, activando el 

arresto del ciclo celular o induciendo la apoptosis cuando el ADN no puede ser 

reparado (Maverakis et al., 2010; Matsumara y Ananthaswamy, 2004; Vink y Roza, 

2001; Lee et al., 2003; Roos y Kaina, 2013; Benjamin y Ananthaswamy, 2007).  

El papel de supresor de tumores de p53 se presenta siempre y cuando no se 

encuentre mutado para que se lleve a cabo la adecuada expresión de su proteína 

(P53), que actuará como factor de transcripción de otras moléculas, por ejemplo, 

de p21, que participa activamente regulando y deteniendo el ciclo celular por 

inhibición del complejo ciclina cinasa en la fase G1. El factor de transcripción E2F 

es crucial en la activación de genes para la entrada a la fase S del ciclo celular y 

propiciar la síntesis de ADN. Por lo tanto, estas moléculas juegan un papel clave 

en la proliferación e inducción de la apoptosis celular al ser inhibidas o 

sobrexpresadas, y es un mecanismo que ayuda a eliminar células dañadas y no 

afectar la integridad del ADN (Lee et al., 2003). 
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En la dermis la congestión de vasos sanguíneos, el infiltrado inflamatorio 

(neutrófilos) y el edema fueron los daños que se encontraron multifocalmente en el 

C+ (Fig 46). Estos daños se presentan juntos, ya que forman parte de la respuesta 

a un proceso inflamatorio que tiene su expresión máxima entre las 24 y 48 h 

posteriores a la exposición a RUV (Tedesco et al., 1997; Lee et al., 2003).  

La permeabilidad vascular generada por el aumento en los niveles de histamina y 

óxido nítrico da lugar a la congestión de vasos sanguíneos y el derrame de líquido 

intersticial hacia la dermis, produciendo una alteración en la respuesta inmune y la 

migración de las células de Langerhans. Esto da como resultado un aumento en la 

concentración de histamina, TNFα, TGF e interleucinas proinflamatorias (IL-1β, IL-

3, IL-6 e IL-8) asociadas a la presencia de neutrófilos, monocitos y mastocitos. 

Estos eventos moleculares se vieron reflejados histológicamente como edema 

epidérmico (espongiosis) y dérmico, debido a la separación de células epiteliales, 

principalmente del estrato espinoso, donde la acumulación de fluido entre las 

células provoca la aparición de brechas que forman vesículas intraepidérmicas 

llenas de líquido, y están asociadas a la peroxidación lipídica y fallas en la 

adhesión celular, que pueden derivar en daños en las fibras elásticas y una 

disminución en la concentración de colágeno y su posterior degradación. Por lo 

tanto, todos estos daños fueron catalogados como dermatitis aguda causada por 

efecto de la RUV (Tedesco et al., 1997; Matsumura y Ananthaswamy, 2004; 

Sharma et al., 2011; Petrova et al., 2011; Stevens et al., 2003; Cachon-González 

et al.,  1994) (Fig. 46). 
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Figura 46 . Cortes histológicos representativos del experimento agudo C+.  
AP: células apoptóticas; Q: quiste; D: dermis; ED: edema; EP: epidermis; ER: 
eritrocitos; ES: espongiosis; HQ: hiperqueratosis; HP: hiperplasia; N: Necrosis; 
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PQ: Paraqueratosis; EC: estrato córneo; MB: membrana basal; CP: células 
pleomórficas; VS: vaso sanguíneo. Panel a-d:tinción H y E, panel f: PAS. 
Aumento: panel a 100X, panel b-f 400X. 
c) Grupo experimental: V+UV 

El grupo experimental (V+UV) presentó algunos daños por acción de la RUV, 

aunque fueron focales y al ser comparados estadísticamente con el C+ 

presentaron diferencias significativas (p≤0.05) (Fig. 41).   

El grupo V+UV fue estadísticamente igual a los grupos C, -C y V (p≥0.05) (Fig. 

41). Los cortes histológicos más representativos de este grupo se observan en la 

figura 47.  

El estrato córneo no presentó signos de atipia. En la epidermis el número de 

células apoptóticas, hiperplasia, hipertrofia y atrofia disminuyó en extensión y 

grado con relación al C+ (Fig. 41). En la dermis se presentó congestión de vasos 

sanguíneos de forma multifocal leve. Estos resultados sugieren una asociación 

directa con la función del verbascósido como fotoprotector y su interacción con las 

membranas biológicas (Alipieva et al., 2014; Funes et al., 2010 ) . 

La afinidad con los lípidos de membrana de algunos compuestos fenólicos como el 

verbascósido, puede llevar a cambios asociados a la forma y funcionalidad de la 

estructura celular (Yang et al., 2001). Se ha evaluado el efecto antioxidante del 

verbascósido sobre los lípidos de membrana y su afinidad por aquellas cargadas 

negativamente, sobre todo compuestas de fosfatidil glicéridos. Esto promueve la 

separación de los dominios lipídicos y lleva a una perturbación, ya que a pesar de 

su carácter hidrofílico, el verbascósido ubica su parte cafeica en la zona 

hidrofóbica de las membranas quedando la parte etanoide de la estructura en la 

región superior, lo cual provoca un cambio conformacional que puede ser el 

responsable de la actividad antioxidante y fotoprotectora (Funes et al., 2010; 

Funes et al., 2009). 

En este grupo (V+UV) la ausencia de eritema, edema e infiltrados inflamatorios en 

la dermis da un indicio de que el verbascósido actuó eficazmente, evitando un 

proceso inflamatorio y coincidiendo con lo reportado en diversos estudios que 

abordan a profundidad los mecanismos de acción de los polifenoles como 
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verbascósido, y su papel como antiinflamatorios (Adedapo et al., 2009; Esposito et 

al., 2010; Seo et al., 2013; Kurisu et al., 2013; Kostyuk et al., 2013; Alipieva et al., 

2014; Petrova et al., 2011; Nichols y Katiyar, 2010; Bae et al., 2010; Afaq y 

Katiyar, 2011; Kostyuk et al., 2011). 

 

 

Figura 47. Cortes histológicos representativos del experimento agudo. 
Verbascósido+UV. AP: células apoptóticas; D: dermis; ED: edema; EP: 

epidermis; EC: estrato córneo; VS: vaso sanguíneo. Tinción H y E, Aumento: panel 

a 100X, panel b-f 400X. 

d) Grupo experimental: EMBC y UV 

El extracto metanólico de B. cordata aplicado tópicamente previo a la irradiación 

con UV fue el grupo que en términos generales tuvo menor daño de los grupos 
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irradiados (Fig. 41). El estrato córneo tuvo apariencia normal. La epidermis 

presentó espongiosis, hiperplasia, hipertrofia y atrofia focal leve, características 

consideradas normales, atribuidas al vehículo y a la RUV. Se presentó apoptosis 

focal-leve, que es una característica normal de la piel del ratón. Por ello el EMBC, 

al presentar diversos componentes como el verbascósido y linarina, aumentó sus 

niveles de fotoprotección (Avila et al., 2005; Kochevar y Taylor, 2009 y 2013). La 

congestión de vasos sanguíneos fue persistente debido al proceso inflamatorio 

que ocurre como consecuencia de la RUV (Fig. 48). 

Diversos estudios han reportado que los extractos metanólicos de diversas 

especies de Buddleja presentan efectos antioxidantes y fotoprotectores. Avila et 

al., en 2005, reportaron que el extracto metanólico de B. scordioides presentó una 

amplia fotoprotección en bacterias y cobayos, atribuyéndolo principalmente a la 

presencia de varbascósido en el extracto de Buddleja (Avila et al., 2005). 

El extracto acuoso de hojas de Buddleja globosa, utilizado tradicionalmente en 

Chile para la cicatrización de heridas, se empleó para estimular el crecimiento de 

fibroblastos in vitro y la actividad antioxidante. Los resultados sugieren que a altas 

concentraciones el extracto permite un aumento en el crecimiento de fibroblastos, 

y mostró un efecto antioxidante relacionado con la presencia de dos derivados del 

ácido cafeico (Mensah, 2001). 

Backhouse et al., 2008 estudiaron el extracto metanólico de B globosa para 

evaluar la actividad antiinflamatoria, analgésica y antioxidante, encontrando que el 

verbascósido y luteolina-7-O-glucósido fueron los componentes principales del 

extracto; y demostraron las propiedades analgésicas y antiinflamatorias del 

extracto. 

Con estos antecedentes y las características de los componentes del EMBC como 

el verbascósido, linarina, siringina, entre otros, se puede concluir que este grupo 

fue el que presentó mayor fotoprotección en la piel de ratones SKH-1 irradiados 

con luz ultravioleta B de forma aguda, debido posiblemente al efecto sinérgico que 

presentan sus componentes.  
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Figura 48. Cortes histológicos representativos del experimento agudo. 
EMBC+UV. AP: células apoptóticas; Q: quiste; D: dermis; ED: edema; EP: 
epidermis; F: folículo; HQ: hiperqueratosis; EC: estrato córneo; GS: glándula 
sebácea; VS: vaso sanguíneo; MB: membrana basal; ES: espongiosis; HP: 
hiperplasia. Tinción panel a y b H y E, panel c: PAS. Aumento: panel a 100X, 
panel b y c 400X. 
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8.3.3 Análisis histológico del experimento de exposición crónica a la RUV. 

Los daños reportados por exposición a RUV de forma crónica y que fueron 

evaluados en este trabajo se describen en las tablas 23 y 24. La incidencia y 

multiplicidad de tumores y/o lesiones se presentan en las figuras 54 y 55. Los 

resultados histológicos más representativos del ensayo crónico pueden verse en 

las figuras 49 a 59. 

Tabla 23. Correlación macroscópica y microscópica de las lesiones 
presentes en el ensayo crónico en todos los ratones SKH-1. 

Grupos Lesiones 
observadas al final 

del ensayo de 
forma 

macroscópica 

Lesiones presentadas por tratamiento (sumatoria de todos los ratones n=5 por 
tratamiento) 

Muestras 
evaluadas  

histológicamente 

Sin 
lesión 

Lesión inicial 
(Hiperplasia) 

Lesión 
precancerosa 
(Queratosis 

actínica) 

Carcinoma 

T, C-, V, 
EMBC 

0 40 40 0 0 0* 

C+ 15 15 1 5 4 5 
V+UV 8 13 7 3 2 1* 
EMBC+UV 6 11 7 2 1 1* 

*Grupos que no presentaron diferencias estadísticamente significativas entre ellos (p≥0.05). El C+ 
presentó diferencias estadísticamente significativas en relación con los demás tratamientos (p≤0.05). 

Al igual que en el experimento crónico, los grupos control y experimental sin 

irradiación tuvieron características similares después de concluido el experimento, 

por lo que también se presentan de forma conjunta. 

a) Grupos sin irradiar: T, C-, V y EMBC 

El peso de los ratones se registró semanalmente durante todo el experimento y no 

presentó diferencias estadísticamente significativas en los diferentes grupos por lo 

que se consideraron iguales y normales (p≥0.05) (Fig. 49). 
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                                                    semanas 

Figura 49. Peso de los ratones durante el experimento crónico. ET: etanol, 
ETUV: etanol con radiación ultravioleta, EXT: extracto metanólico, EXTUV: 
extracto metanólico con radiación ultravioleta, V: verbascósido, VUV: 
verbascósido con radiación ultravioleta.  

 

La apariencia de la piel en los grupos con aplicaciones tópicas del vehículo EMBC 

o verbascósido y que no fueron expuestos a la RUV, concuerda con lo reportado y 

descrito anteriormente para estos ratones. La presencia de células apoptóticas en 

la epidermis y la congestión de vasos sanguíneos en la dermis fueron focales y 

leves. Como se mencionó, los resultados están asociados al vehículo utilizado y a 

la interacción del verbascósido con las membranas biológicas (Yang et al., 2001; 

Neuman et al., 2010; Das y Vasudevan, 2007). En la dermis, la presencia de 

fibroblastos, fibras elásticas y de colágena fue de apariencia normal sin encontrar 

edema en las muestras (Fig. 50). 

Los cambios asociados a la edad fueron el aumento de quistes dérmicos y la 

presencia de células con atrofia alrededor de las glándulas sebáceas y folículos 

pilosos, debido al proceso de degeneración de estas estructuras que sufren los 

ratones SKH-1 (Benavides et al., 2009) (Fig. 50).  
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Figura 50. Cortes histológicos representativos del experimento crónico. 
Testigo. Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; H: hipodermis; EC: estrato córneo; 

GS: glándula sebácea; VS: vaso sanguíneo; MB: membrana basal. Panel a y 

bTinción H y E, panel c: PAS. Aumento: panel a 100X, panel b y c 400X 
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Figura 51. Cortes histológicos representativos del experimento crónico. C-. 
Etanol. Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; H: hipodermis; EC: estrato córneo; 

Tinción H y E. Aumento: 100X. 
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Figura 52. Cortes histológicos representativos del experimento crónico. 
Grupo EMBC. Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; F: folículo; H: hipodermis; EC: 

estrato córneo; GS: glándula sebácea; AP: apoptosis; FC: fibras de colágena; ES: 

espongiosis: M: mastocitos. Tinción H y E, Aumento: panel a 100X, panel b y c 

400X. 
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Figura 53. Cortes histológicos representativos del experimento crónico. 
Grupo Verbascósido. Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; H: hipodermis; EC: 

estrato córneo; SG: glándula sebácea; V: vaso sanguíneo: AP: apoptosis; FC: 

fibras de colágena; ES: espongiosis: Tinción H y E, Aumento: panel a 100X, panel 

b y c 400X. 
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b) Grupo irradiado sin protección: +C 

Este grupo presentó la mayor cantidad de daños y tumores ocasionados por la 

RUV, con valores estadísticamente significativos en relación con los grupos sin 

irradiar y experimentales (p≤0.05) (Fig. 54 y 55).  
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Figura 54. Diagnóstico histológico de las lesiones observadas 
macroscópicamente. Los datos son el total de muestras con daño por 
tratamiento. Las imágenes muestran la progresión y diferentes tipos de 
lesiones que se presentaron en el C+ durante las 33 semanas de 
experimento. (* p≤0.05).   
Las lesiones fueron visibles a partir de la semana 28 después de iniciado el 

ensayo, las cuales se contabilizaron semanalmente (Wang et al., 1992) (Fig. 55). 

Terminado el experimento y con base en los conteos y observaciones histológicas, 

se llevó a cabo una correlación para determinar el número, tipo y grado de 

lesiones y/o tumores presentes en cada ratón según lo descrito en estudios 

anteriores (Hong et al., 2008; Kundoor et al., 2007; Mitchell et al., 2001; Gallagher 

et al., 1984; Wang et al., 1992; Makinen y Stenback, 1998; Rigel et al., 2006; 

Kambayashi et al., 2001; Katiyar et al., 1997) (Tabla 24). 

Tabla 24.Consideraciones histológicas para el diagnóstico del ensayo crónico. 

Daño Consideraciones 
Hiperplasia Aumento en el grosor de la epidermis con grado moderado a grave 

y extensión multifocal o difuso. Presencia de espongiosis leve a 
moderada y extensión focal a multifocal. 

Queratosis 
Actínica 

La parte basal de la epidermis muestra atipia citológica, asociada 
con hiperplasia de las células basales o con atrofia. Elongaciones 
epidérmicas hacia la dermis sin pérdida de la integridad de la 
membrana basal. Estrato córneo engrosado y con núcleos 
(paraqueratosis). Grado leve a difuso y extensión focal a difusa. 

Carcinoma Presencia de células atípicas en todos los niveles de la epidermis, 
con amontonamiento y desorganización de los núcleos. Displasia 
escamosa amplia y ocupando todo el grosor del epitelio. Pérdida 
de la integridad de la membrana basal con invasión a la dermis. 
Zonas amplias de queratinización y formación de anillos de 
queratina.  Necrosis y morfología celular atípica y variable. 
Formación de islotes de células basales en la dermis. In situ o 
invasivo. Presencia de restos celulares. Angiogénesis. 
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a) 

 
b) 

 
Figura 55. Incidencia y multiplicidad de tumores en la piel de ratones SKH-1 
durante el ensayo crónico. Cada punto representa el número de tumores por 

1 2 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
0

20

40

60

80

100

C+ EMBC+UV Verbascósido+UV

Semanas

%
 d

e 
in

ci
de

nc
ia

1 2 3 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
0

5

10

15

20

C+ Verbascósido+UV EMBC+UV

Semanas

M
ul
tip
lic
id
ad



	   161	  

ratón.  
En este grupo se pudo observar todo el espectro de desarrollo neoplásico. El 

estrato córneo presentó hiperqueratosis y paraqueratosis; en la epidermis se 

observó hiperplasia, espongiosis, aumento en el número de células apoptóticas y 

presencia de células con necrosis. En la dermis se observó congestión de vasos 

sanguíneos, edema y presencia de infiltrados inflamatorios (neutrófilos y 

mastocitos). Los daños fueron de extensión multifocal-difusa y de grado moderado 

a grave, todos relacionados con un proceso de carcinogénesis (Wheater, 2003; 

Makinen y Stenback, 1998; Rigel et al.,2006; Robbins et al., 2008) (Fig. 56).  

Para una mejor comprensión de los efectos ocasionados por la RUV de forma 

crónica, los daños se clasificaron según lo reportado en diversos estudios de 

inducción de fotocarcinogénesis en: a) Daño inicial, cuando la hiperplasia era la 

atipia predominante; b) Lesión precancerosa en las muestras en las que se 

determinó queratosis actínica y c) Carcinoma en los tejidos en los que se 

diagnosticó CCB y/o CCE (Gallagher et al., 1984; Wang et al., 1992; Makinen y 

Stenback, 1998; Rigel et al.,2006; Kambayashi et al., 2001) (Fig 56). 

El diagnóstico de carcinomas se definió bajo los siguientes criterios: presencia de 

hiperplasia; pérdida de la arquitectura de epitelio plano pluriestratificado, 

quedando en algunas zonas indefinida la membrana basal; presencia de células 

pleomórficas, multinucleadas y mitóticas. También se observaron células que 

habían perdido la relación núcleo-citoplasma, lo cual es indicador de 

transformación celular; invasión de queratinocitos en la dermis, y por último un 

proceso de inflamación crónica determinado por la presencia de edema, 

neutrófilos y mastocitos en dermis. En algunas zonas de la epidermis y dermis las 

células habían perdido la cohesión entre ellas, observándose espacios vacíos 

(Gallagher et al., 1984; Nichols y Katiyar, 2010; Wang et al., 1992; Makinen y 

Stenback, 1998; Rigel et al.,2006; Kambayashi et al., 2001; Katiyar et al., 1997) 

(Fig. 56). 

Según la clasificación propuesta por Gallagher et al., (1984), las lesiones que 

presentaron los ratones de forma macroscópica por acción de la RUV  son de tipo 
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hiperplásico, exofílico y pápulas, estas últimas relacionadas con un proceso 

inflamatorio derivado de la exposición a la RUV. La correlación con las muestras 

histológicas permitió determinar  hiperplasia, queratosis actínica y carcinomas 

(Fig. 54). 
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Figura 56. Cortes histológicos representativos del experimento crónico. 
Grupo C+. Carcinoma AN: Angiogénesis; PQ:Paraqueratosis; CP: células 
pleomórficas; GS: glándula sebácea; VS: vaso sanguíneo; PE: Perlas de 
queratina; QU: queratina Aumento: 100X, Acercamientos 400X. 
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Figura 56 continuación. Cortes histológicos representativos del 
experimento crónico. Grupo C+. Carcinoma AN: Angiogénesis; AP: células 
apoptóticas; C: quiste; D: dermis; ED: edema; EP: epidermis; H: hipodermis; HP: 
hiperplasia; M: mastocito; MC: células mitóticas; N: neutrofilos; P:Paraqueratosis; 
PC: células pleomórficas; SC: estrato córneo; GS: glándula sebácea; V: vaso 
sanguíneo; Aumento: 100X, Acercamientos 400X y 1000X. 
 

 

Figura 56. Cortes histológicos representativos del experimento crónico. 
Grupo C+. Carcinoma AN: Angiogénesis; AP: células apoptóticas; C: quiste; D: 

dermis; ED: edema; EP: epidermis; H: hipodermis; HP: hiperplasia; M: mastocito; 

MC: células mitóticas; N: neutrofilos; P:Paraqueratosis; PC: células pleomórficas; 

SC: estrato córneo; GS: glándula sebácea; V: vaso sanguíneo; Aumento: 100X, 

Acercamientos 400X y 1000X. 

c) Grupos experimentales V+UV y EMBC+UV 

Los resultados más representativos de los grupos experimentales pueden verse 

en las figuras 57 y 58. El análisis estadístico no mostró diferencias significativas en 
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relación con ambos grupos experimentales (p≥0.05), por lo que se describen 

juntos. Tampoco existieron diferencias con los grupos T, C-, V y EMBC (p≥0.05). 

Las diferencias estadísticamente significativas se encontraron con el  C+ (p≤ 0.05) 

(Fig. 54 y 55). 

Los grupos experimentales tuvieron un menor número de lesiones ocasionadas 

por la RUV, determinado por las observaciones macroscópicas (Fig. 57 y 58) y la 

correlación histológica permitió definir que los daños disminuyeron 60% en el 

grupo V+UV y 66% en el grupo EMBC+UV. En ambos casos las lesiones 

correspondieron a zonas focales con hiperqueratosis, hiperplasia, espongiosis y 

aumento en el número de células apoptóticas con respecto al C-. Las células con 

necrosis tuvieron una disminución significativa en su presencia con relación al C+. 

En ambos tratamientos experimentales, sólo una de las lesiones se diagnosticó 

como carcinoma (Fig. 454 y 55).  

La disminución de un proceso inflamatorio crónico en los tratamientos evaluados 

puede estar relacionada con las propiedades del verbascósido. Diversos estudios 

reportan que los extractos metanólicos de especies de Buddleja presentan efectos 

antioxidantes, fotoprotectores, antiinflamatorios, analgésicos y cicatrizantes (Avila 

et al., 2005; Mensah et al., 2001; Backhouse et al., 2008) atribuyéndolo 

principalmente al verbascósido y al posible sinergismo con la linarina, compuesto 

que se ha reportado con propiedades antiinflamatorias y que está presente en el 

EMBC (Avila et al., 2014).  

Nuestros resultados y los de otros estudios que analizan las propiedades 

fotoprotectoras de diversos polifenoles, incluido el verbascósido, sugieren que la 

presencia de células apoptóticas e hiperplasia en los grupos experimentales es 

resultado de la correcta activación de los mecanismos de reparación del ADN por 

la adecuada expresión de P53, equilibrando la proliferación epidérmica y la 

eliminación de células dañadas mediante la activación de diversas señales de 

transducción, generando un posible efecto antitumoral al salvaguardar la 

homeostasis de la piel (Matsumara y Ananthaswamy, 2004; Kostyuk et al., 2008; 

Kostyuk et al., 2013; Roos y Kaina, 2013;Benjamin y Ananthaswamy, 2007; 
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Besaratinia y Pfeifer, 2010; Katiyar et al., 1997; Schwartz et al., 2013; Katiyar et 

al., 2010; Tomas, 2009).  
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Figura 57. Cortes histológicos representativos de los grupos 
verbascósido+UV. AP: apoptosis; Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; EC: 
estrato córneo; V: vaso sanguíneo. HP: hiperplasia; ES: espongiosis; NE: 
neutrófilos; M: mastocitos; MB: membrana basal. Tinción H y E panel a-d; e PAS. 
Aumento: panel a 100X, panel b-e 400X 
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Figura 58. Cortes histológicos representativos de los grupos EMBC+UV. AP: 
apoptosis; Q: quiste; D: dermis; EP: epidermis; EC: estrato córneo; V: vaso 
sanguíneo. HP: hiperplasia; ES: espongiosis; NE: neutrófilos; M: mastocitos; MB: 
membrana basal. Tinción H y E panel a-d; e PAS. Aumento: panel a 100X, panel 
b-e 400X 
 
 

 

 

 

La pérdida de la regulación epidérmica por efecto de la RUV desencadena el 

proceso de fotoenvejecimiento. Este conduce a daños irreversibles en las 

macromoléculas, generando un cambio en los componentes de los queratinocitos, 

primero a nivel de estrato córneo y posteriormente en las capas más profundas de 

la piel, culminando con el proceso de fotocarcinogénesis tal y como se observó en 

el C+, el cual tuvo la tasa más alta de lesiones pre-malignas y malignas (Pastore 

et al., 2012 a y b; Korkina et al., 2007; Korkina et al., 2009; Kozma y Eide, 2014) 

(Tabla 23 Fig. 43) (Fig. 56).   

Al comparar los resultados de los grupos experimentales y el C+ se pudo 

determinar que tanto el EMBC como el verbascósido pueden evitar y retrasar la 

aparición de queratosis actínica, y por lo tanto las lesiones cancerosas.  

Un metabolito secundario debe ser fotoestable y no permitir que se lleven a cabo 

reacciones fotoquímicas en los componentes de la piel con los que interactúa, por 

lo tanto pueden absorber la RUV (pantalla), interrumpir las reacciones de radicales 

libres, inducir la activación de los sistemas antioxidantes, atenuar la respuesta 
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inflamatoria y modular las respuestas al estrés, lo cual se verá reflejado en la 

disminución de daños ocasionados por la RUV (Alipieva et al., 2014).  

Los polifenoles han demostrado tener características que hacen suponer que 

pueden ser utilizados en la quimioprevención, definida como el uso de sustancias 

que puedan prevenir, reparar o incluso retardar los daños ocasionados por la RUV 

(Nichols y Katiyar, 2010). 

Después de la exposición a RUV, los eventos celulares desencadenan una serie 

de reacciones de tipo molecular, bioquímica y celular, alterando diversas 

respuestas y activando distintas vías de señalización y transducción de señales 

que estimulan la proliferación de queratinocitos por la activación del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR), factor de crecimiento transformante (TGF) y el 

factor de necrosis tumoral (TNFα). Los polifenoles modulan diferencialmente las 

respuestas inflamatorias de los queratinocitos; y el verbascósido afecta 

directamente la fosforilación del EGFR y la expresión de citocinas proinflamatorias 

(Kostyuk et al., 2013; Potapovich et al., 2011; Pastore et al., 2012 a; Potapovich et 

al., 2013). Por ello se sugiere que el verbascósido es particularmente efectivo en 

la inhibición de las vías moleculares relacionadas con el proceso inflamatorio 

después de la exposición a la RUV y por lo tanto, también efectivo para evitar y/o 

retardar el proceso de fotocarcinogénesis. 

Además, se ha propuesto que el verbascósido posee características citotóxicas y 

anti metastásicas en líneas celulares (Korkina et al., 2007), ya que es capaz de 

inhibir la proliferación de células tumorales y activar los mecanismos que las lleven 

a apoptosis y evitar su proliferación deteniendo el ciclo celular en la fase G0 a G1, 

bloqueando las ciclinas D2, D3 y E, así como las CDK2 y CDK6 (Wartenberg et 

al., 2003; Seo et al., 2013). Estos resultados y los reportados en este documento, 

dan evidencia de que el verbascósido puede ser utilizado como un  fotoprotector 

de origen natural, protegiendo de la exposición a la RUV y evitando un proceso de 

daño crónico que a largo plazo induzca fotocarcinogénesis.  
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8.4 Resultados y discusión de la cuarta etapa. 

8.4.1 Expresión diferencial de proteínas. 

De las muestras de piel de ratones SKH-1 del experimento crónico de 

fotoprotección, se realizó la extracción de proteínas totales de los siguientes 

tratamientos: C-, C+, EMBC+UV y verbascósido+UV (V+UV), para determinar si 

existía un patrón de expresión diferencial de proteínas. Se cuantificó la 

concentración de proteínas totales para identificar aquellas muestras con la más 

alta concentración y utilizar las mismas concentraciones en cada muestra. Las 

concentraciones obtenidas estuvieron en el rango de 274 a 280 µg/mL en todos 

los tratamientos cuantificados.  

Electroforesis unidimensional (1D). 

Se realizaron electroforesis desnaturalizantes en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) y se les realizó tinción con azul de Coomassie para determinar la 

integridad de las proteínas y observar de forma preliminar si existían diferencias 

entre los tratamientos (Fig. 59). 

Posteriormente se realizaron electroforesis unidimensionales para todas las 

muestras con las que se realizaría la electrofiresis 2D para corroborar la integridad 

de las muestras. Los geles se muestran indicando con flechas el patrón diferencial 

de bandeo en cada uno de los tratamientos (Fig. 59) 
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Figura 59. Geles de electroforesis desnaturalizantes en gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE). 
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Con los diferentes geles de electroforesis unidimensional que se obtuvieron, se 

calcularon los pesos moleculares relativos (PMr) de las bandas más visibles y que 

tuvieran expresión diferencial en los diferentes tratamientos (Tabla 25).  

Tabla 25. Pesos moleculares de 13 proteínas expresadas en la electroforesis 
unidimensional  

Número 
de 
banda 

PMr 
KDa 

C- C+ EMBC+RUV V+RUV 

1 111.55 + + + + 
2 56.97 +  + + 
3 37.43 +  + + 
4 170 +  +  
5 91.64 +  + + 
6 51.16 +   + 
7 47.25 +    
8 134.36 + + + + 
9 126.25 + + + + 
10 99.28 +   + 
11 72.07 +  + + 
12 63.63  +   
13 63.45 +   + 

Electroforesis bidimensional (2D). 

Se obtuvo el peso, el PMr y pI de las proteínas diferenciales que se observaron en 

los geles digitalizados de la electroforesis 2D. Se realizó la búsqueda de proteínas 

expresadas en piel de ratón por medio de la mutiplataforma Expasy/Tag-ident. La 

búsqueda arrojó alrededor de 1000 proteínas diferentes, de las cuales se eligieron 

las más cercanas al pI y PMr calculado, que se expresaran en piel y que tuvieran 

relación con procesos de regulación de funciones normales de la piel, del ciclo 

celular; alteraciones por efecto de la RUV como procesos inflamatorios, apoptosis, 

reparación de ADN y tejidos; angiogénesis, invasión tumoral, carcinogénesis y 

metástasis. En las figuras 60 y 61 se puede observar el patrón diferencial de 

proteínas obtenido por medio de electroforesis 2D. 
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Figura 60. Proteínas expresadas “spots” en los diferentes tratamientos y 
visualizadas en geles de electroforesis (2D-SDS-PAGE). Los círculos y 
puntos indican las proteínas que se identificaron en los diferentes 
tratamientos.  
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Figura 61. Proteínas expresadas diferencialmente en los diferentes 
tratamientos (spots). Los círculos indican las proteínas que se seleccionaron 
para su identificación por presentarse de forma diferencial en los diferentes 
tratamientos. 

 

Las proteínas seleccionadas y los grupos en que se expresaron se muestran en el 

siguiente tabla: 
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Tabla 26. PMr y pI calculados por medio de electroforesis 2D. 

Núm
ero 

pI PMr 
(KDa) 

Proteína identificada Gen  C
- 

C
+ 

EM
BC 

V 

1 9.76 32.99 Factor de transcripción 
eritroide 

GATA-1 + - - - 

1a 9.76 32.99 ADP/ATP traslocasa 2 Slc25a5 + - - - 

2 9.84 25.97 Factor de crecimiento de 
fibroblastos 

Fgf13 + - - - 

3 4.24 138 Caderina 2 Cdhr2 + + - - 

4 9.89 159.28 Colágeno IV Col 4 a 3 + - + - 

5 9.89 125.40 Ubiquitina E3 ligasa Topors + - + - 

6 5.26 42.11 Serpina B13 Serpin 
b13 

+ - + - 

6a 5.26 42.11 Metaloproteinasa 10  +  +  

7 5 51 Beciclina 1 Becn1 + - + - 

7a 5 51 Istimina 1 Ism1 + - + - 

7b 5 51 Antígeno CD44 Cd44 + - + - 

8 4.87 73.58 Factor asociado 1-FAS Faf1 + - + + 
 

Este experimento permitió identificar que existe una expresión diferencial de 

proteínas en cada uno de los cuatro grupos evaluados. Además, se observó que 

existe una recuperación parcial del patrón proteíco “normal” del C- con respecto al 

EMBC, y aunque en menor proporción, también con el verbascósido. 

A continuación se menciónan algunas características importantes de las proteínas 

identificadas en la base de datos Tag-Ident: 

La primera proteína que se identificó del C- fue el factor de transcripción eritroide. 

Se encuentra en el núcleo y tiene un papel importante en la regulación negativa de 

la proliferación, diferenciación celular y apoptosis mediada por p53. Está 

relacionada en el proceso de homeostasis y número de células dentro de un tejido. 

Entre las diferentes funciones que se encuentran descritas en la multiplataforma 
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se pueden destacar: que es una proteína de unión a MDM2, por lo tanto, participa 

en la detención del ciclo celular en la fase G1 cuando existe daño celular (incluidos 

los efectos por RUV), participa como señal de transducción de p53 para culminar 

en la transcripción de p21. (http://www.uniprot.org/uniprot/P17679#P17679-2). 

Otra proteína que se expresó en el C- y que coincide los los pI y PMr es la 

ADP/ATP traslocasa 2, la cual regula de forma positiva la proliferación, 

diferenciación y migración celular del epitelio. Participa en la regulación positiva 

del crecimiento de fibroblastos y de forma negativa, en la apoptosis.  

La segunda proteína presente únicamente en el C- correspondió al factor de 

crecimiento de fibroblastos. Su función dentro de la célula es controlar la 

supervivencia y la mitosis, además de participar en una variedad de procesos 

biológicos como el desarrollo embrionario, crecimiento celular, morfogénesis y 

reparación de tejidos. Otra función importante es la unión que realiza con la 

tubulina para la polimerización y estabilización de los microtúbulos, y por lo tanto 

la organización y polarización de las células 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2257) (Genbank Gene ID 2257). 

La tercera proteína que se expresó en los controles C- y C+ es muy similar a 

caderina 2. Es una molécula de adhesión intermicrovillar que controla con su 

dominio interno el embalaje de las microvellosidades en la membrana apical de las 

células epiteliales y con su dominio citoplasmático interactúa con diversas 

proteínas para formar complejos de adhesión célula-célula y evitar la inhibición por 

contacto. Entre las diferentes funciones en las que participa y que se mencionan 

en la multiplataforma destacan: la regulación negativa de la vía extrínseca de la 

apoptosis, la regulación positiva de la vasoconstricción, y la regulación de la 

muerte celular por citotoxicidad (por ejemplo por acción de la RUV), y la actividad 

de los mastocitos.  

Caderina 2  participa en el montaje y estabilización de las estructuras de la matriz 

extracelular, en la organogénesis de la piel regulando el ciclo celular, la migración 

celular epitelial y en la tumorogénesis 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q99PJ1#Q99PJ1-21). Todas estas funciones 
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reflejan que es una proteína que puede estar en tejido sano y en tejido dañado, tal 

y como ocurrió en este experimento, dejando en evidencia su múltiple papel dentro 

de las células de la piel.  

La cuarta proteína identificada fue colágeno tipo IV que se presentó en el C- y se 

recuperó en el patrón de bandeo de las muestras de EMBC+RUV. El colágeno 

tipo IV es un importante componente estructural de las membranas basales. 

Participa en la diferenciación de queratinocitos y en la constitución de la matriz 

extracelular. Su presencia es indispensable en la regulación negativa de la 

angiogénesis, de la tumorogénesis y en la migración y la polaridad celular. Al 

mismo tiempo, es indispensable en la regulación positiva de la apoptosis y el 

arresto del ciclo celular. Participa en la regulación negativa de NF-kB, del ciclo 

celular en la fase G0/G1, de la angiogénesis y del crecimiento de fibroblastos. 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9QZS0). Su papel es importante, ya que se ha 

demostrado que el aumento de la angiogénesis es uno de los eventos en el 

proceso de carcinogénesis (Hanahan y Weinberg, 2011). 

La expresión de colágeno IV en el grupo control u experimental fortalece la idea de 

que el EMBC protegió la piel de los ratones que fueron expuestos a la RUV. Cabe 

destacar que esta proteína es una de las más estudiadas en relación con los 

efectos causales del cáncer de piel (Taihao et al., 2009). Por lo tanto, la presencia 

de colágeno IV en el grupo experimental hace suponer que su síntesis y 

funcionamiento es adecuado a pesar del efecto ocasionado por la RUV. 

La quinta proteína encontrada fue la ubiquitina E3 ligasa. Se expresó en el C- y en 

el grupo del EMBC. Su principal función es la catálisis proteíca por ubiquitinación. 

Se expresa como respuesta a un estímulo  o daño (por ejemplo la RUV) y participa 

en la regulación de la proliferación celular, el arresto del ciclo celular e inducción 

de apoptosis mediada por p53 cuando existe un daño irreparable en el ADN. 

(Castañeda et al., 2007). Mantiene la estabilidad de P53 a través de su 

degradación por ubiquitinación. (Tokino y Nakamura, 2000). También está 

reportada como molécula de adhesión a antígenos 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q80Z37). La presencia de ubiquitina nos indicó que 

posiblemente al existir un daño en el ADN por efecto de la RUV (como la 
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formación de DPC) y al no poder ser reparado, se llevó a cabo la inducción de 

apoptosis como mecanismo de respuesta y protección favorecido por la presencia 

del EMBC (tal y como sucedió en el experimento con células HaCaT).  

La sexta proteína identificada fue la serpina B13. Se expresó en C- y EMBC. Está 

implicada en la proliferación y diferenciación de queratinocitos, regulando de forma 

negativa la apoptosis en este tipo celular. También regula de forma negativa la 

expresión del factor de necrosis tumoral uniéndose a él, y por lo tanto se expresa 

como respuesta a daños ocasionados en la piel. 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q8CDC0). Como se puede observar, es una 

proteína implicada en el desarrollo y buen funcionamiento de la epidermis, por lo 

que su expresión en las muestras del C- y del EMBC nos indica que los 

mecanismos de maduración y diferenciación celular se encuentran funcionando 

adecuadamente. 

La séptima proteína también expresada en el C- y EMBC corresponde a beclina 1. 

Destaca  su participación en la apoptosis mitocondrial al inducir la traslocación de 

BAX, por lo tanto regula de forma negativa la proliferación y muerte celular, 

arrestando el ciclo celular en la fase G1/S. También regula de forma negativa el 

metabolismo de las especies reactivas de oxígeno 

(http://www.uniprot.org/uniprot/O88597), por lo tanto en este trabajo se considera 

una proteína importante en el efecto fotoprotector del EMBC, grupo en el que se 

expresó. 

En el C-y EMBC se presentó el antígeno CD44. Regula de forma negativa la 

respuesta inflamatoria, producción de interleucinas, producción del factor de 

necrosis tumoral, la desgranulación de mastocitos y las señales intrínsecas de la 

apoptósis mediada por p53. Participa en la respuesta celular del factor de 

crecimiento de fibroblastos y actúa como receptor del ácido hialurónico que juega 

un papel importante en la migración celular, el crecimiento y la progresión tumoral 

(http://www.uniprot.org/uniprot/P15379#P15379-10). Por lo tanto, es una proteína 

que al estar expresada indica que están ocurriendo a nivel molecular procesos 

relacionados con la exposición a la RUV.  
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La istimina 1 que se presentó en el C- y EMBC participa en la regulación negativa 

de la angiogénesis (Xiang, et al, 2011). 

La última proteína expresada de forma diferencial en el C-, EMBC y verbascósido, 

fue el factor asociado FAS 1. Participa en la respuesta inflamatoria causada por 

agentes externos. Se une a NF-kB y por lo tanto lo regulade forma negativa. Se 

une a la ubiquitina regulándola positivamente, al igual que a la apoptosis y la 

muerte celular. (http://www.uniprot.org/uniprot/P54731). Esta proteína nos deja 

claro que existe un proceso inflamatorio en la piel por efecto de la RUV (tal y como 

se observó de forma histológica) y que al expresarse en los grupos protegidos 

está ayudando a disminuir los efectos moleculares que puedan dar como 

consecuencia la formación de tumores. El hecho de que se expresara en el grupo 

con verbascósido deja claro el papel de esta molécula como antiinflamatorio en 

diferentes tejidos celulares, y por lo tanto se vio reflejado en la recuperación 

parcial del patrón de bandeo (Alipieva et al., 2014; Esposito et al., 2010; Korkina et 

al., 2007). El uso de polifenoles, en especial el verbascósido, en la regulación 

negativa de moléculas pro inflamatorias como NF-kB ha sido reportado por 

diversos autores, por lo tanto se considera una molécula con un alto potencial para 

este tipo de estudios de fotoprotección (Zhou et al., 2012; Potapovich et al., 2011; 

Ichihashi et al., en 2003). 

Las proteínas identificadas en este trabajo nos dan un panorama de diversos 

mecanismos moleculares que estan llevándose a cabo de forma normal en la piel 

y al expresarse en los tratamientos con protección ante la RUV posiblemente 

estén participando los diversos mecanismos de reparación celular, principalmente 

el grupo protegido con el EMBC. Esto puede deberse a los diversos compuestos 

presentes en el extracto como: verbascósido, linarina y siringina, que tienen 

reportes de actividad antiinflamatoria, antitumoral y por lo tanto fotoprotectora 

(Adedapo et al., 2009; Choi, et al, 2004; Zhang, et al, 2007; Avila et al., 2014; 

Alipieva et al., 2014;Korkina et al., 2009). Por lo tanto, la presencia de bandas 

diferenciales en cada uno de los grupos, y la recuperación parcial del patrón 

original de bandeo  en los grupos protegidos e irradiados con respecto al control, 

hacen suponer que las sustancias probadas generan un efecto fotoprotector sobre 
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la piel de los ratones SKH-1, y por lo tanto la expresión de proteínas fue mayor en 

relación con el C+. 

Es importante mencionar que en la base de datos utilizada en este trabajo ya 

existían las proteínas con las características y criterios utilizados para su 

búsqueda (PMr y pI). A partir de los datos encontrados se propone secuenciar 

cada una de las bandas para identificar fielmente a qué proteína pertenece. Otra 

propuesta para la continuidad de este trabajo es realizar el análisis del 

transcriptoma de la piel de los ratones SKH-1: obtener la secuencia y a partir de 

herramientas bioinformáticas establecer de forma más precisa la expresion 

diferencial en cada una de las condiciones del experimento. 

8.4.2 Análisis de curvas de disociación de alta resolución (PCR-HRM).  

Los resultados de la amplificación de p53 corresponden a la región del intrón y 

exones 7 y 8. Los datos obtenidos de cada tratamiento se promediaron y 

analizaron con uanalyze, que es una herramienta de libre acceso 

(https://www.dna.utah.edu/ua/uanalyze.html) para analizar datos obtenidos por 

PCR-HRM. Las siguientes gráficas muestran los resultados obtenidos: 

Como se puede observar en las gráficas 62, 63 y 64 las variaciones de 

fluorescencia y Tm son evidentes entre las muestras del C- (negro) (Tm ≈75 ºC) y 

el C+ (rojo) (Tm ≈78 ºC). En el caso de los grupos experimentales se puede 

observar una tendencia similar a la que se ha presentado a lo largo de este 

trabajo: el grupo de muestras correspondiente al EMBC+UV tiene un patrón similar 

al C- (Tm ≈75 ºC), mientras que el grupo de verbascósido presenta un patrón 

intermedio en los valores de Tm (≈76 ºC). Esto nos indica que las diferencias entre 

fluorescencia y Tm pueden deberse a variaciones en la secuencia de bases de las 

regiones amplificadas correspondientes a fragmentos de p53.  

El análisis estadístico mostró que existen diferencias estadísticamente 

significativas entre el C- y el C+ ; que el C- es igual estadisticamente al EMBC 

+RUV y que el verbascósido+ RUV se encuentra en una zona intermedia, ya que 

con la prueba t de student es diferente estadísticamente al C- y al C+ (p<0.05) 

(Fig. 65). Estos resultados complementan los obtenidos histológicamente en 
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cultivos celulares y en expresión diferencial de proteínas, donde el efecto 

fotoprotector de las sustancias evaluadas siempre fue mayor en presencia del 

EMBC seguido por las muestras protegidas con verbascósido. 

Cabe recordar que la incidencia y multiplicidad de tumores en la piel de ratones 

SKH-1 se vio disminuida en un en 60% en los grupos donde se aplicó EMBC y en 

un 40% en aquellos con verbascósido previo a ser irradiados de forma crónica. Se 

debe resaltar el hecho de que las muestras de piel utilizadas para este 

experimento corresponden en todos los casos del C+ a zonas con tumor, y en el 

caso de los grupos experimentales correspondieron a zonas con el mayor daño 

visible (solo en una de las muestras de cada tratamiento se presentó lesión de 

forma macroscópica). 

A lo largo de este trabajo se ha mencionado que la RUV-B induce daño directo en 

la piel debido a que se absorbe por las moléculas que actúan como cromóforos 

(lípidos de membrana, proteínas y ADN), lo cual lleva a la producción de diversos 

tipos de lesiones pro mutagénicas como los dimeros de pirimidina ciclobutano 

(DPC) y los fotoproductos 6-4 (6-4 PP) o daños indirectos por medio de la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Calò y Marabini, 2014; Afaq, 

2001 y Jang et al., 2012).  

Al amplifciar la región correspondiente a los exones 7 y 8 del gen p53 se buscó 

tener el mayor número de mutaciones ocasionadas por la UVB, ya que es en esta 

región donde se presenta la mayor incidencia de mutaciones relacionadas con la 

presencia de cáncer de piel no melanómico (CCB y CCE), en especial por la 

formación de DPC (Besaratinia y Pfeifer, 2010). La tasa de reparación de los DPC 

es más baja comparada con la de otros fotoproductos y son los cambios de C a T 

y CC a TT los de mayor prevalencia en las zonas de alta mutación del gen por 

efecto de la RUV (Besaratinia y Pfeifer, 2009). 
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Figura 62. Resultados de PCR-HRM. Curvas de Melt obtenidas en los 
diferentes grupos. Se observan los cambios en la Tm y en la fluorescencia. 
 
 
  

  
Figura 63. Gráfica de PCR-HRM de los datos normalizados en función de la 
fluorescencia con respecto a la temperatura.  
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Figura 64. Normalización de la curvas de Melt. La gráfica corresponde a la 
zona pre melting de estabilización de la fluorescencia  

 

Figura 65. Análisis estadístico de las poblaciones sometidas a PCR-HRM. Las líneas indican 

similitudes estadísticas (p<0.05) entre las poblaciones analizadas. 

El gen p53 se inactiva comúnmente por mutaciones en el dominio de unión al ADN 

en una amplia variedad de tipos de cáncer y encontrar las regiones de mutación 

es de gran valor clínico. Por lo tanto, en este trabajo el uso de PCR-HRM es una 

herramienta de exploración rápida de mutaciones en las muestras de piel de ratón 
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con y sin lesiones macroscópicamente visibles de los diferentes tratamientos y 

evaluar la sensibilidad y valor predictivo positivo de la técnica. 

P53 es un gen supresor de tumores  que desempeña un papel importante en la 

regulación a la respuesta celular al medio ambiente y a los estímulos nocivos 

inhibiendo el ciclo celular y promoviendo la apoptosis o la senescencia (Diller et 

al., 1990). P53 responde al daño en ADN uniéndose a él por medio de su dominio 

central (exones 5 al 8), y se ha demostrado que esta zona es la que presenta la 

mayor cantidad de mutaciones por efecto de la RUV, por lo que un cambio en la 

conformación de esta región del gen puede dar lugar a que el ciclo celular 

continúe, no exista reparación y por lo tanto se desencadene un proceso de 

fotocarcinogénesis (Vogelstein et al., 2000).  

En este trabajo se realizó un método semicuantitativo de PCR en tiempo real 

basado en el análisis de curvas de Melting, a fin de detectar las variaciones en la 

Tm por efecto de las mutaciones ocasionadas por la RUV. Se puede observar en 

los tres gráficos las diferencias en cada uno de los grupos, quedando claro que el 

C+ presenta la mayor variación en su Tm. Los resultados de este trabajo 

concuerdan con los reportados por Krypuy et al., 2007 donde realizan un barrido 

de mutaciones a lo largo de los exones 5, 6, 7, 8 de p53 en líneas celulares de 

cáncer de ovario y donde observaron variaciones entre los amplicones de las 

muestras con mutaciones en el gen y las que no presentaban daño (previamente 

identificadas por secuenciación). Ellos confirman que las mutaciones detectadas 

por secuenciación previo a la realización de PCR-HRM fueron 100% corroboradas 

por medio de esta técnica y pudieron detectar variaciones hasta de 0.1 ºC en las 

curvas de fusión. También concluyen que la presencia de perfiles o curvas 

“aberrantes” o sin sentido corresponden a muestras con una alta tasa de mutación 

a lo largo de p53. Cabe mencionar que en este trabajo se obtuvieron perfiles de 

ese tipo en el control positivo. 

Existen diversos métodos para detectar mutaciones en p53 y cada uno presenta 

ventajas y desventajas particulares. Hoy en día se buscan metodologías que sean 

rápidas y de bajo costo, como en este caso PCR-HRM, donde los datos de 
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fluorescencia se pueden obtener en el último ciclo de la PCR y determinar la Tm 

de los fragmentos previamente amplificados, todo en la misma reacción (Raymond 

et al., 2013; Erali et al., 2008). Esta técnica tiene ventajas al momento de detectar 

mutaciones somáticas en los genes que presenten alteraciones en diferentes 

posiciones de la secuencia de codificación, y puede detectar SNPs, mutaciones 

silenciosas y variaciones intrónicas de significado desconocido, por lo que también 

presenta una tasa intrínseca de falsos positivos al mismo tiempo que la presencia 

de curvas aberrantes debe ser validada por otro medio (como la secuenciación) 

(Krypuy et al., 2007; Ishikawa et al., 2010). 

Por último, cabe destacar la relación directa existente entre la exposición a la UVB 

y el desarrollo de cáncer de piel. Se tiene bien establecido que la UVB induce 

mutaciones tipo C—T y CC—TT. Estas mutaciones corresponden en su mayoría a 

la posición del codón 248 y 278 de P53, que en humanos corresponden a CGG y 

en ratones a CGC (Besaratina y Pfeifer, 2010).·Es por ello que los estudios de 

fotoprotección se han encaminado a la búsqueda de sustancias que, al ser 

aplicadas tópicamente o ingeridas, ayuden a la disminución de las tasas de 

mutación en dicho gen. El uso de fotoprotectores solares con un FPS 15 ha 

demostrado que al ser aplicado en piel de ratón previo a la exposición a UVB 

resulta en una disminución de entre el 88 y 92% del número de mutaciones en 

p53. Por lo tanto, si se toma en cuenta que las mutaciones de dicho gen 

representan un paso inicial en el proceso de fotocarcinogénesis, el uso de 

sustancias que reduzcan el riesgo es claramente efectivo. (Ananthaswamy et al., 

2002). Cabe mencionar que el FPS que se ha establecido para el verbascósido y 

el EMBC se sitúa en 24, por lo que su uso como sustancia fotoprotectora es 

factible. 

Esta técnica da un panorama general de que las variaciones entre los grupos sin 

protección y protegidos previo a la exposición a luz UVB no sólo se dan a nivel 

histológico, sino también a nivel molecular, por lo que se sugiere establecer el 

patrón de Tm para cada tipo de tratamiento, así como conocer las secuencias 

amplificadas y las mutaciones que se presentan.  
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Conclusiones. 

• El rendimiento del extracto metanólico obtenido a partir de B. cordata fue alto 

comparado con lo reportado en otras especies del mismo género. 

• El aislamiento del verbascósido a partir del EMBC fue alto comparado con 

otras especies donde se ha reportado la presencia del compuesto. 

• El EMBC y el verbascósido no presentaron efectos citotóxicos en los cultivos 

de la línea celular HaCaT. 

• El EMBC y el verbascósido tuvieron efecto fotoprotector al ser incorporados 

por separado en el cultivo de la línea celular HaCaT expuesto a RUV-B. 

• La aplicación tópica del EMBC o del verbascósido en los ratones SKH-1 previo 

a ser expuestos a la RUV-B de forma aguda o crónica, tuvo un efecto 

fotoprotector al verse disminuidos los daños macroscópicos con respecto al 

C+. 

• La aplicación del verbascósido o el EMBC de forma tópica en los ratones 

SKH-1 previo a ser expuestos a la RUV-B de forma aguda o crónica, tuvo un 

efecto fotoprotector al verse disminuidos los daños histológicos. 

• La aplicación de verbascósido o del EMBC de forma tópica en la piel de los 

ratones SKH-1 previo a ser expuestos a la RUV de forma aguda evitó la 

formación de eritema. 

• La penetración del EMBC y del verbascósido en la piel de los ratones SKH-1 

fue baja; sin embargo, se sugiere que su acción fotoprotectora se da por su 

interacción directa con la RUV. 

• Existe un patrón diferencial de proteínas en las muestras de piel de ratones 

SKH-1 que no fueron expuestas a la RUV. Este patrón se pierde en las 

muestras que fueron expuestas a RUV sin ninguna protección, y se recupera 

parcialmente en las muestras de los grupos protegidos con las sustancias 

previo a la exposición a la RUV-B. 

• Las variaciones en las curvas de disociación de la región del ADN analizado, 

sugieren que el número de mutaciones en p53 por efecto de la RUV disminuyó 

en los grupos de piel protegidas con EMBC o verbascósido. 
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• Se sugiere que el EMBC y el verbascósido tienen propiedades fotoptotectoras, 

por lo que pueden prevenir los daños ocasionados por la luz solar, y son 

considerados como candidatos viables para la quimioprevención de los daños 

agudos y crónicos causados por la RUV. 
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Abstract: Ultraviolet radiation (UVR) is involved in both sunburn and the development of skin cancer, which has a high incidence 
worldwide. Strategies to reduce these effects include the use of photoprotective substances. The aim of this work was to investigate the 
photoprotective effect of verbascoside isolated from the methanolic extract of Buddleja cordata (BCME) in SKH-1 mice exposed to acute 
and chronic UV-B radiation. The mouse dorsal area was evaluated macroscopically and microscopically for diagnosis; verbascoside 
penetration into mouse skin was investigated in vivo by the tape stripping method. After acute UV-B exposure, 100% of irradiated mice that 
had been protected with verbascoside showed no signs of sunburn or of inflammatory processes. After chronic exposure, 100% of  
unprotected mice showed skin carcinomas; in contrast, in mice topically treated with either BCME or verbascoside, the presence of lesions 
was decreased by 90%. These results prove that verbascoside penetrates through the skin of mice and suggest that verbascoside and BCME 
may potentially prevent photodamage on mice’s skin after acute and chronic UVR exposure. 
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Resumen: La radiación ultravioleta (RUV) provoca quemaduras solares y el desarrollo de cáncer de piel. El objetivo de este trabajo fue 
investigar el efecto fotoprotector del verbascósido obtenido del extracto metanólico de Buddleja cordata (EMBC) en ratones SKH-1 
expuestos a RUV-B de manera aguda y crónica. El diagnóstico histológico se llevó a cabo en la piel de la zona dorsal de los ratones. La 
penetración del verbascósido fue cuantificada mediante la técnica de la cinta adhesiva. En el experimento agudo, el 100% de los ratones 
protegidos con verbascósido no evidenciaron signos de quemadura ni procesos inflamatorios. En el experimento crónico los ratones sin 
protección e irradiados presentaron carcinomas cutáneos. En contraste en los ratones protegidos con EMBC o verbascósido las lesiones 
disminuyeron un 90% en ambos grupos. El verbascósido penetró en la piel del ratón. Los resultados sugieren que el EMBC y el 
verbascósido previenen el fotodaño en la piel de ratones expuestos de forma aguda o crónica a la RUV. 
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ThIRODUCTION 
lb., slcin is tbt br~sl orgm of tbt body md, amoog 
other fuoctjoos, ""ts as a banie.- 1<1 pro~1 organisms 
from polnnially harmful physical, eo\'iroOO1eotal. md 
biological ÚCIorl; (Rau<Ihawa .., <11.. 20 B ). Oot of tbt 
main physica! f""l<If1l ihal dama~ human slcin is UV 
I':Idiation UVR C3ll k dmified according to iu 
",a\,d..,gtb as UV-C (200-280 001), UV-B (280-320 
001) md UV-A (320-400 001). UV-C r:adi.n"" 00.". 
ool"'ach 1M surl""., ofm., Eanh, ",hil., UV-B has 
bttn ideotified as tbt primary etiological ageol of 
slcin caoceroo..,lopmml (l.h,..,.,ws el <I/., 20]0) 

Harmful dT~ of UV 00 m., slcin cm bt 
dassi&<! as acute Of chr<mic. ~ dTects <kpmd 
on m., w:avdeogih, shn peo.,trlnion, md panicubrly 
radiation ""posure ¡m.., A= dTects inclU<k 
dnmalOSis, immUOOSllJ'llf"sslon, ~]asia md 
S\Wbum in\'ol\'ing nyih=. «lema, blistering md 
p.un; btn-. flahng md pttling of m., slcin "PP"=. 
Sunbum is associale<! \\~Ih m., dassic signs of 
inflarnmariou: rnlne... kal, p";" md swelling 
(Kulla\':mijay:a & Lim. 2005). Arult exposure 1<1 UV 
induces ,..nous msonkr-s in m., slcin UsSllCS ilw can 
be assesscd hisrologically: CJlidcrmal IhicUning 
(hype>plasia), me presmce of kcr.niuocyles \\~m 
"""'" degr..., of disturb"""", loss of cdl poWity, 
spoogiosis (CJlilhelial edema) md inmased meboin 
syomesis. 10 m., dcnnis, ""ult UV aposure induces 
\'asodilation, edema md iufhmm'tory infilu:ation 
()f:ltsumU[2 & Aoanihaswamy. 2004) 

lb., dose of UV ilw causes slWbum is 
suffic1en1 lo cause DNA damagc dir...,dy by inducing 
!be fOfIll.1tion of cydobutanc pyrimidinc dim= md 
pyrimidioe (6-4) pyrimido\JC poolOproducts in m., 
CJlidcrmal cdlo. ~ mm.nons oÍleo a¡>pCar in 
genes ,,~Ih pivow fuoctioos in cdl prolikr.uion md 
difT=riatiou ronlrol, such as prol<l-mlCogenes md 
rumor suppressor ~oes. md ihcy "'" m., kading 
long-Imn cmse of slcin cauccr (l.hlsumllD & 
Aoanihasw:amy, 2004). 

Chronic cffects associale<! \\~m UV indudc 
pootwging md poolOC3rCioogenesis. Tbc reduced 
kvels of colla&=, elastic ",,1 degradati"" md 
moisrure Ioss ilw char.ic1trize !be forme.- "'" 
oolkctivdy mowD as elaslOSi. (Kircik, 2012). Al m., 
macrnsoopic levd, ,~ fine wriukles md slcin 
lhinning are oo""",'ed duc lo atrophy of!be dcnnis 
md Ioss of subcutaoffius adiposc tissuc; blolCoo on 

!be shn also ~ duc lo m., =rg::wiz.ation of 
md~u",C)'lts (l.htsumllD & Anauihasw:amy, 2004). 

Pbotocarcioogcnesis l S a compkx 
pheoomnJou ibal in,..,lves du-tt mstinct stages: 
inili.1lion. promotion md progtl'ssiou E""h is 
mnli.ued by "",k=!ar, biocheollca! md cdlular 
chauges initi.ued by !he fixatiou of mutati01l!l 
following gmetic <kf~; ihcy ka<! lo ",,11 cycle 
aboormalilies aud !be consn¡ueol formation of 
maligu:wl, lfIV3S1'.., md mctaslal1C rnruors 
(Matsumura & Aoanihasw:amy, 2004; Abe¡ el <11.. 
2005). Sbu c:mee.- can be ihff=utialCd bascd on ihc 
",,11 1ypc im..,lved, mel.u>oma canee.- (Me) ari .... 
from u:msformed melaoocytcs aud OOI1 -mdanoDl.1 
can=- (ID.-fC) from h=rinocyIes mfC is di,~ded 
inl<l 1"'0 1ypCS: basal cdl carcinoma (BCe) aud 
sqnamous ceO can:inoma (see). 80m ha\'" low 
mon:ility md mctasusis r:a1CS, a!tbough mcy are lhe 
lIlOSl common slcin caoccrs and cm kad lo tbt 
desnuction of !be S\JfTOnnding tissnes (Afa<¡ & 
Mukhtar. 2006; Hong d<l( 2(08). 

lu reccul )'Of1l, """'" compouuds of bom 
uatur:al md syometic origiu ha,.., gained rousiderable 
.1IICDtion as pootoprolCClive a~uts Thc use of 
S\WSCrttDS ma<k from ~rural products i. m ""tiou 
fO[ sho. care 1<1 prc\'eIll UV damage (Afa<¡. 20] 1). It 
has bttn sOOwn ihal .oosl.1l1Ces pr<><Iuced by pWllS 
such as pheuylpropmoids. flavonoids and 
polypheuolic romponnds ha,.., ihc :Wility 1<1 absorb 
UV (Kostyul:: et <11.. 2(08). Vnbas<:osi<k is a 
pheoylpropmoid isol.ucd from ,'l1rious plmls, 
belonging mainly lo ihc BuddleJ<I genus (A,~la el <11.. 
2005; Adcdapo ~I <11 .• 20(9). BuddleJa cordata KlDlm 
(Scrophnlariac.,,,,,) is a shrub O[ lJtt ihat is 
wi<!espread lhioughom Merico. This planl is 
distribute<! from oorthcm Mexico lo Guatemala al 
altiru<ks bel"'''eo 1500 aud 3000 ~ :obm..., = 
¡""..,l Jlccpk ha,.., utiliud its lea"es as a poultic., 1<1 

!Jeal rumor-s, :Wsces""., sores md bnms. Dc<:octions 
of !be molS, lea,.."., md bark of B. cordata ha,.., 
diumic cffects wheo adminislered oralIy. whercas 
10pical :IJIJIliati"" is nsed lo ka! wonnds aud 
meumatic pains (Adedapo et <I/., 2009; Alonso
Casao ~Ial, 201]). 

Phytochemical studies of BuddleJa ,;pecies 
ha"e sOOwn m., prCSOCDCC of compouuds soch as 
sesqn11efJ1euCs. n"vonoids, pbeoyklhanoids, 
pheoylpropmoids and ootably verbascosidc {Figure 
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1) (M3IIinez-Vázq""L el al., 1996; Avih el al., 1999; 
~vnlo ~t al., 2000). Pr~,~ous studies ha,.., .oown 
!hal v.roascosi<k has ~=al biological :acti,~tieo, 

indnding anti-inflammatory (M~L-Vázq""Z el 

al., 1998; Esposito ~I al., 2010; Seo et al., 2013). 
""lIIoprotn:ti,.., (EspooilO ~I al, 2010; Kurion el al., 

o 
HO ,r '" O 

"" 
O 

HO 
H3C O 

Ha 
HO 

OH 

20] 3), ""t;-tumor (Alip~va el al , 2014), antibacterw 
(A,m ~I al , ]999) md antioxidani (A1ipi~\'a el al., 
20]4), As \'eroascO'lick ..t.smm ligll! in tbt UV 
,-"gion. ;1 can also ~ eonsider«l a sunscrttn 
(Kostynl:: ~I al., 2013; Alipi~\'a el al., 2014). 

OH 

O 

O~OH 
OH 

"" OH 

F igl1l'~ 1 
Ch. mica] , I,,,c ln ,". or n rbascosid. 

Pr~'iously, 0111 group sbowe<!!Iw "",thanolic exlr.l<:l 
of Buddlf!)a caroa/Q (BCME) exer!o 
photochemoprotn:ti,.., properties in;m animal modd 
using UV-B radiation ""lile dialkng< experimel1lS 
(Avila ~I al., 201 4). In Ibis work, we rrporI ~ 
photoprol<'ct;'.., d"f.-ct of \'erbascosKk in ~ md 
chronic ehallengr expmlumt5. as wdl as tbt 
pootoprol<'ct;'.., dfr<:1 of BCME 31 a chronic I~\'d 

l\L-\ITRLU Al"'']) METHODS 
nClfL prqHIrotia1l lmd HPLC /lila/pi, 
Buddlf!)a carda/Q Kmllh (Scrophuhri""",..,) I~a,..,o 

(253 g) were dried. gronud md soctt.'ls;\'d y extr.lctrd 
w;tI! hexanr md "",thaooL Thr mrdlaoolic exlr.!cl 
was ~'"~ uuder r.-duttd pr~= 31 55° C 10 
obtain a S)"JUp. Thr r.,.uhing dry ,-.,.;d"" (29.55 g) 
was 5lOfed al 4° C md ;0 berrafter rcferud lo as 
Buddlf!)a carda/lJ mrthaoolic exuact (BCME) 

BCME was characteriz.-d by HPLC in 
""~ p~, in agrremenl \\~th previous wor!< 
(Avila et al.. 20]4). VerbascosKk (98.75 mglg), 
fu=in (36.45 mglg) md oyringin are tI!~ m.ain 
compounds pr= 1 in BCME md "",ve<! as 
standards. 

J?ab/l,casid~ i,o/mion 
A 300 g sampk of BC"fE was 5Uhjr<:le<! 10 eolumn 
chr-omatogr;tphy (Ce) on silica gd using CH,cb
MeOH (19 1) as "" duenl, \\;tI! incrrasing 
coocenu:ations of MeOH. FflOCIions rime<! with 
CH,ci;. ---I>feOH (9:] md 82) p'''' veroascosi<k (1] 
g) as a pUle amorpbous powdrr, [a]n+" " --41.5 
(MeOH; e U). UV).. MoOH _ (wn) : 208 (4 ,30), 217 
(4.45), 292 (4.10). 329 (4 .25), IR V "'"_ (cm _1): 
3400 (OH), 2932 (C-H), 1701 (cooj. <SIer), 163] 
(C=(;), 1004, 1521 (>romatie ring)o ' H NMR 
(DMSO--d6, lMS) ¡; ppm: 0.97 (<1.]= 6 Hz.. m , Me 
ofRha), 2.70 (1. ]=7Hz.. lB, Ar-CH,-Cl:b), 4 ,36 (<1. 
]= 7.2 Hz. IH. H-I ofGk), 4.72 (1.]= 9.6 Hz. 1H, H-
4 of Gk), 5.03 (<1.]= U Hz.. IH. H-I of Rha), 6.21 
(d, J= 15,8 Hz, lH, Ar-CH-CH), 6.49--7.01 (6H. 
aromane H), 7.47 (d. J= ]5 ,8 Hz. lH, Ar- CH-CH). 
8.69,8 ,75, 9.19, 9.62 (4 x OH). Ana.lytical <bta were 
Wrnl;ca./ 10 tbt r<SU!ls pnblishrd far pre\'iously 
isolatrd ,..,roascosi<k (Lin & Jia, 199]). 

Expmmnrl"/ anim,,/, 
Thr SKH-I hairkss IDO""" str.Un is a \\~<kly nsrd 
model fo< h=n phorocarcioog ... .,.;s. Femak 5-ó 
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"'~" old, SKH-I mice (",cighing 26 ± 5 g) ",~e 
purchascd from Charles Rjv~ La~ 

(Wilmington, !>fA, USA) md maintaffiM in a 
climalC-COfItrollcd enviroumm. wilb a 12 h hghtfdarl< 
cyck. Fiv" mi"" ",ere houscd pcr ca&" md ",~e 
""clima.iztd fo.- ''''0 ",~b ""fore tbt 5UfI of m. 
expcrimcnt Througbou. tbt expm,rnen"" pmod, 
micc liad fr.., ""cess 10 fOO<! md ",ale< pro,~dcd 
lhrough m. food dwnb<.- on top of m. cagcs Tbt 
lnstitmiotW Biosoecurity md Biocthical CommillCC 
"""",vm :ill auimal protocols 

111 '';''0 " ~" baKo,id~ p. n. tralion , tudy: tapo 
st,ippin¡¡ 
Mic" ",ere pl""cd in a laminar flux cham~ 3121 0 C 
md 62% rd3I:iv" humidity foc 30 ruin; "" "I'Pocation 
ZO<>t IIlCasurinr 2x2 cm was marRd on Ibe dorsal 
"'U of "ach. Verbascosidc was ~hcd 10 m. surfacc 
oftbt dcin a. 2 rng/crn'. Fiftttn min aft..- ~hcation, 
m. ""cess SubsW1C" on tbt ~hcatiOD ...-ea ",as 
",ipcd off ",ith a conon s",ab; tbt ;un """ thcn 
",asbcd with clhanol 96% md dricd. Tbt suarum 

~1IDl of tbt lJCatcd ""''"'' "''"'' rClllO'~ by four 
sucas.i,-e tape . lrippings using Sco.eh """" strips 
(19 mm x 32.9 DI, 3M, MN, USA). E""h mipping 
",as pcrfonnm in a COfInolkd way, i e., a lO g ruhb..
",6gh. ",as rollcd o,~ m. tape ]0 times prior 10 

rnlloval. Tbt frn;. strip ",as diSC>.fdcd, and m. th.-tt 
subSC<JllOll oncs ,,~e co]k<:tcd and dcpositcd in a 20 
mL ""aker; S mL of cdw>ol ",as addcd 10 """h 
sampk md thcn stirrcd ,,~th a lIl.1&""tic bar fOl 30 
mino The absoroaoce was IIlCasuud a.320 um using a 
doublc-beam ~ophorotncfn- (pemn-Ehner. 
Lambda 2S UVIVIS). Vnbasoosi& pmenation was 
calculalcd from concmnation dau ootaffiM using a 
~S1OD anaiysis pcrformm on absorbaoce 
meas~llIs (Wissing & Müllkr, 2002; Ladcn:w:w 
na!.. 2009). 

A.rIlU liV-B ~p05I1U biaussuy 
For acUle expmlnents. tbt mice were randomly 
dividcd inlO fi,-e groups of fin :mimals WllJCaICd 
(U); ""glIti,-e control lIeatcd wilb cthanol (C-); 
positi,-e coou-ol. lIeatcd ,,~Ib cthaool md imodiatcd 
UV (C+); expmmmul gro"" ], neakd wilb 
,-nbasoosilk (EI -ac); :wd exp..-imcntal gro"" 2, 
untcd ,,~Ib ,-mascosidc md imodiatcd wilb UV 
(E2-ac). Control gronps ",..-e lIe>.tcd ropically OD m. 
dorsal dcin ",ith 200 I'L of ffiIaool Exp..-imen"" 

groops "'..-" notm Iopically on tbt dorsal s.I::in ",ilh 
200 I'L of ,mascosidc dissoh~ in ethaool 31 a 
roocenu:uion of2 mglmL (A,~b el al.. 20]4) 

Fif(..,o minu .... aft..- ~hc:ltion of tbt 
substanccs. Ibe C+ md E2-"" groups ",ere irr:adiatcd 
",ith UV-B 1"""", (302 0Dl, UVP, UVM-26, 6 W) 
positioncd 1 S cm above their bacI:s fOl ten minutes. 
imldiation a. Ibis distaoce prodoccd a dosc of 6 
mJ/cm', ",bieh w,"" measurm using a Spe<:nolinc 
model DM-300HA res""reh r.tdiomtt~. Tbt 
p...-amct= e,'lIl.ua.m ",..-e as follo",,;: nytbema, "" 
iodicaror of sunhurn, was ~"'m in unpro"'<:tcd 
aminals 24 h post-irradianoo. Animal. ,,~e 

subscqumdy sacrificcd by carbon dioxidc, and tbt 
dorsal dcin ",as dissectcd md flXcd fOl histological 
stody and diagnosi •. 

ChrOl,k liV-B ~"]HJ5"U biog'stI.r 
For chronic exp..-immIs. m. mice ",ere dividcd inlO 
""'= groups \JI}lIea!Cd {U}; ""gativ" cODu-ol (C-); 
positi,-c control (C+); ,mascosi& (El eh); 
v..-bascosilk ",ith UV irradiation (E2 ch); BCME (E3 
eh); md BCME ,,~th UV irr:adiatiOD (E4 eh). 

Thc expm,rnen. !asted 33 ",ceh, md thc 
micc ,,~e adminis...-m ethaool vcroascosidc md 
BCME in similar lIlaIWer lo m. proccd\JfC in tbt 
""ule expmlnen" T",o UV-B ..,gimens ,,~e usm. 
For thc fiN t",o ",~h, tbt C+, E2 eh and E4 eh 
groops "'.,-., irr:adiatcd with UV-B daily fOl OIIC 

minute a.6 mJ/cm' (promotioo time). Aftcr!bis ruo." 
m. micc ,,~e irr:adiatcd 3 rimes al ",ce" for OIIC 

minute fOl 3 ] ",ceb (Bisscn e/ al . 1981; Katiyu ~I 
al.. ]997; Kuodoor e/al .• 2(07). 

.... " .. um .. m ofph(JIo~tJrdllogm~i, 
The ruo., of "PP"""""''' md iocatioo of tumors ",ere 
mappcd fo< each ~. SI::in rumor formation, as 
",~&nccd by Ibe pr=nce of outgro",th. ",ith a 
diam~ of 1 mm O< ~eatcr. was exprcsscd bolb as 
rumor incidcncc md as average nonor multipbcity 
(avo:agc oumb.,- of lUmOJS per mousc) fo< cad 
expcrimmtal group. All UV-B irradiatm mice bare 
tumors by "'~" 29; rumor o!llllbcrs ",ere recordcd for 
33 ",~b. Aftcr Ibis ~ SOIIlC groups &vdopcd 
v..-y high rumor numbers; lbtsc tumors leodM lo 
ooaksce, and acrurale cOlDlting of smalkr lesioos 
",as 00 longer possibk. 

Af...-- ".ce-" 30, rumors progressmg 10 
carcinot= (Ca) conld still be distinguished from thc 
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Iargn- =ss of mor~ b.nign ksions and c!lU1d k 
coUlltffi:al wttk 33, afkr whim ~ study eOOffi_ lb~ 
final rumors w= macroscopically cbssified md 
oonfrrrntd by hislOlogial diagnosis"" knign w3ll
Iik~ pedunrubtffi, broaok.---based se;si1~ ~illotnas, 
or milignml c:arcinom:a, accor<hng 10 pr~viously 
<kscribed char.actmstics (G:albghn- el al.. ]984; 
eanfield ll1 al.. ]988; Hcog ~I al . 2008) 

Hi",'¡ogka/ ,md.!" 
lbe ~ s1cin samplcs from mice sllhjcckd 10 :orul~ 
md cbronic UV-B ~ bioassay< w= di • .¡,w 
mIO ,-"gioos ",iIbout "I'P"'mt iojUl)' md iojurffi 
,-"gious mdlor 1UDlOrn_ E=h sk:io sampk ",as fixffi 
",iIh 2% p:or.afornWdd!-,ck buffer ..,Iutioo (pH 7.2) 
for 24 b m a tissuc ernleddmg cas""lIC, ckbydni<d 
",iIh a ""'lJJnlCC of ~I ..,lutioos (70. 80. 9S md 
]00%, v/v) md embed<kd m panffio_ Serial """ti"", 
",..-e rol to a thi<kn.,;s of S 1'01, <kpar.affint.d. md 
stainffi wilh hem:uoxym-fllSio (H&E). Hisrological 
crumg.,; m ~""b """ti"" w= obsu\-ed usmg multipl~ 
microscopic fields aad pboio~bed ",iIh a 
pbotomicros<:opr (Nikoo) M~ots iocllllkd 
ibt q>i<krnW ihicko.ss md ibtllWllber of sonhurnffi 
""lis (400X)_ Hisrologic:al diagnosis was perfonned, 
com¡wiog ~ uotr~ai<d (U) and e - m~ s1cin 
sampks wilh 1M 011"; from ibt UV -B irndiatcd 
groop<_ UV-<l.n\-ffl histologic;¡\ dom..;¡ge m ~ 
rpidermis md dermis was cbssified ba..-d "" ~ 
ckgrtt (mild. m<><Ieratc or ""v=) and .",Inll (focal. 
multifoc2i or <IiffI=) of~ ksioos (Goozál~L er al.. 
20(0) . Domagc induccd by acutc UV -B cxpo:rurc wa> 

""se;sed m boch ~ rpid..-mis and ~ d=nis. 
iocluding sunbum signs md infl=1Ofy procesló<S_ 
D3Dl.1ge indocal by chronic UV-B ""posur~ WllS 
asse;sed m bolh ibt rpi:lermis and ibt d=nis_ E""b 
iojUl)' ",as <kscribed md chssified as car-ciooou. 
bypcrpb~ or ""tinic ket2lOsis (Rigel el al . 2006)_ 

SIOli'lk~1 ono{¡"ri, 
Statistical 3II.:lIysis was pnform«! "" ~ colkctffi 
data. "I"k me"" V;¡\1ICS of e -. e + and ~ 
~bl groups w.,-e obtaioed n-om <kscriptiv~ 
~s_ AÍIef histologic;¡\ ckscriptiou.s, ~ 
iocidn><: ~ of d3Dl.1gc. mjury aodIor rumors m boch ibt 
""u~ and chronic study ",ere """, .. sed m t..-rus of 
ÍJcqueocy_ "I"k ,-"sults ,...,-e analyzed using Sruckm's 
11<51 wim p ~ O_OS m Microsoft ~1201O 

RESULTS A.i'm DlSCUSSION 
In , ..... w,.ba,~osid~ P~UI,.otiOl' ,/Ud)" 
Verbascosick pmelrllted 0.46S% ± 0 _2% (9.3 ± 13 
" g/mI.. ]4.4 ± 2_0 omolIcm1j mIO ~ moru;o, slcin lo 
a =mI study, Thitil..ukcha er al . (20]4) usmg a 
Iotioo preparan"" of Clerodendrnm ¡xUasila , 
~ !ha! .masoosw has a Iow pmWlIti"" iD 
bllll1:W s1cin O_S ± 0_03 :>mOIIcm' _ Our ,-"sults suggesl 
!hal SKH-I mousc ,bu is """" ~abk lo 
v.roas.:osw !hao human skio, probably bttaru;o, of 
ibt !hin strlllUm COfUtUDl pre;enl m ~ dorsal aru of 
SKH-I mice 

A.rlll~ pholOprolu fian 
Aualyms of ~ hisrological di¡¡goosis shou-ed !ha! 
20"/0 of uotrca¡ed (U) micc ckvdoprd edema. ",hicb 
is llOlIIl.ll m this animal modd_ HYP"fPbsia WlIS 

ohs=-ed m 20"/0 of micc of ibt e - gro"" 
Hyperplasia and e<kma "'.,-~ fooud m 100% of ~ 
hisrological sampks from tk irradiai<d group (e+) 
md bemonhag~ m 20% _ Topic2i awlication of 
v..ms.:osw 10 ~ Wn caused a sbghl iocr= 
m hyperpbsia (40%). However. nIcma WlIS 10",..
!hao m e + (Figur~ 2). Thercfore, vcroascosi& 
prolC<:ts mi"" from iulhtumatioo gm..-atcd by UV-B 
fJIdi.uion Figur~ 3 soo\\',; ~ IDOSt [cprCSOltatiV~ 

=ults of ibt hislOlogical ~''''¡U3tioo of SKH-I 
hairkss ~ shn. lb, skin from 1M U, e -, md E] 
"" groups showcd 00 WslOlogical dom..;¡ge (Figure 3a. 
Figure 3b md Figure 3<). Skio from UV-B irndiatcd 
micc (e + group) .ooU-ffl "",-ere histological 
altean.,.,.. a> prc>~omly dcxribcd ro.- acUle UV-B 
s1cin d3Dl.1g~ (Goozál~L ~I al . 2(00)- 'Ibc hisrologic2i 
=ults rev~alcd edema. ap<>ptotic <e11s. on:rosis, md 
P"""l.uer:atosis . lo addition, "'~ fouod Cl)'lbrocytcs. 
",him ...., m.ai.oly [datcd lo cougcstiou m blood 
v.,;""ls (Figure 3d). Furtbnm",,,,- SlIIlbum ""lis ",.,-e 
ohs=-ed. oamely basal h=t~s u~1h pyknotic 
oud"; ha.-:ing :w cosinophilic cytoplasm. Howev..-. 
for anim.lls lopically tr~ai<d ",im \-erbascosw (E2 
""), sho. dom..;¡g ",as madcdly Iower !hao m tk 
control lhus, Ihe oryth.ema was diminatcd. ~ 
colbget> líber-. u-er~ flO!IIla.!. and tk v:as.cnbr damagc 
",as rffiucnl (Figure 3e and Figur~ 3f) . Erythema and 
ed=:ar~ ~ific marker-s of acule UV-B expos= 
bttau"" of ~ iufbmmalOfy [e""tioo_ Our =ults 
",..-e cousisknl u~m ~ findings rrponed by 
Regalado er al.. 201 L AfI..- acuk exposure 10 UV-B. 
ibty fouod ~ s.:mle Lstologic;¡\ dom..;¡ge m albino 
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mo~ slcin 'lO w~ <lid in SKH-l mice. Whm tbty 
usnI tbt lipophilic e:<tr.I<:l n-om m. s.".wud 
Thalm:ria ttrrudiltum Banb & Sol, Ex K oming 
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(Hidrocharibc~) as a photoprolecto<, 1M l~'el of 
proln:tioo ~ ;al", oimibr lo wlw w~ obtained in m. 
v<rb~os;1k ~S1S. 

y c· c. e ... f\I l u .. f\Io\1VJ 
G, .... ". ..... ............ 01 o.c ........ "..1 ... ", 

o l+yporpl .. lo • EÓllmo o _movo 

Figu. '~ ! 
InddPn re ofJ.sion. urording lo hislo¡oginl n amination lit ~rut. birnl" a r. u: Unlrn tNl. group. C-: g.'oup 
"itb ~tha nol C+: grou p mk. "itboul protKtion ~nd irradial~d. El ar mir. "ilh ,..rbasrosid~ and El u 

mire "ilh "~,·basrosi.d~ and irndiated. 

Chr<mk P hOlop r<>rn:ri<m: I"hi/Ji,io" ·f 
r",.dnogm~i, 

¡"dd, nu 'lIId mnltipliriQ' 
lb. photop.-o~n effects of .mascosilk md 
Be"fE ~I phorocarcioog ... .,;;s :are show" in 
Figur. 4a, In tlte e+ group . imldiale<! witbolll 
proln:tion, rumor onsrl occunrd al w.,.,!: 29 md 
=chrd 100"/0 by w.,.,!: 33. Mic. tr~atrd ",~th 

"esbascosidr md Be"fE ""fore exposnr~ 10 UV-B 
"howe<! idnttic >l appr:arancr ;¡¡ tbr onsrI of 
rumorig ... .,;;s. Thr OCCIIIRDCr of rumor-s initUtrd 
afkr 29 w.,.,b, rraemng 50% incidmcr al wre!: 33 in 
m. .~si<k-treale<! groo¡J , In thr casr of mi"" 
untrd w;tlt BCME, tbr rumor-s w~e ;al", ~~dnll 

n-om wre!: 29 md rraebrd 40% iocidencr al wre!: 33. 
Veroascosilk ;md Be"fE untmenl!ó signific:wdy 
redocrd tbr nllll11>«- of rumor-s pe< mousr compare<! 
10 e + throughonll~ experimntc Thr m,,,m Dumh<= 
ofrumors;¡¡ tbt end oftbr e:<~m in tlte e + , E2 

eh (,ma><:<»idc lUV) aod TI4 eh (DeME ' UV) 
untrd groups w~e found lo be 15, 8 md 6, 
rrsp«ti"ely (F;gur~ 4b). ~ resulls indicale<! WI 
v<rb~os;1k md BafE inhibitrd slcin rumor 
Ik"eloprnml in tnms of hoth tumor incidcncr, 10 a 
k,sn- exlml. md rumor multiplicity 

n;.u'¡ogkal di"gnt>s;, 
Morro"..-, hislOlogic>l study showe<! dw 100"/0 of 
IDCC m group C+ prrsnJlrd with lrsioJl'l, 
C<lr=;¡xmding 10 =ciooma (ea 100%), ~las;a 
(Hp 100"/0) md :ldinic !:er::otosis (80%), In El eh and 
E4 eh :wim.:ols, ooly 10% of tbt mi"" showrd 
=-citJ.omas in hotlt groups Micr tr~atrd ",~tlt 

v<rb~osidr (El eh) showe<! lrsioJl'l cb ssifird as 
hJP<:rPlasia (60~.) md :oclinic uraIOSis (40%). 
,..her~"" mie. 3dminiSIefe<! BCME (E4 eb) ropic>lly 
showrd ,,>In.,; of 40% md 10% , resptct:i"ely (Figure 
, ). 
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FiI:UI '~ 4 
Multiplirily and indd~nc~ of skin lum. n " in mk~ P'"OIK II'd "ilh , 'e,"bascoside and BO n: agaiDst rh,"onk 
UV-B irradiation . Ear b point ' ... p ...... nts Ibe mn o Dumbu oftumoro p .... mou .... C+: group "ilhoull.1\' 
prot K tiou and inadial"'¡; El eh : gJ"OUP "ilb " ubasroside and ilTadial .... ; E4 eh: ¡: roup "ilb BCMI: and 

¡ ... -adialed . 
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F igul'~ 5 
Hi, tological dia¡:lIosi., oC macroscopic Io.ion, . D ala ,...re,' lo lolal p iafe"" , ob ....... ed JH'I' , ,'oup. 
C+: I:,'onp 1\ithoul p l'olK lioll and irradiated, El eh : 1:1'0111' " ilb n rbascoside and irradiated, 

E4 eh : &milI' " ilb BC\II: and irndiat<'d (* p~o.05). T hP ima,fS . hol\" Ibe p,'o¡¡r.,,>On aud 
dirrennllyp ... of injUli •• susta iued in C+ , ... m I' miu dUling lB w .... ks orIbe exptrime nf. 

Figure 6 di""", histologicl «<:boru: of 
UIluntM md C- gJOllps cou.i<kr..d btaltby .Jcin 
(p;md a :md b). Tbt hisrological ..,ctions of IYJ'<'S of 
UV-B injufy 3(e soown in F;K\= oc. Figure 6d. 
Figure Ó<' aOO Figure M_ Tbt m..:aill fcan= i. 1M lo .. 
of ~ basal by..- :md in\'a.ron of ."i~hal. cdl. into 
m. <krmi. F~e. oon-prol<'Ckd mt"" 
ifn<hIM chronic:illy with UV-B soowed 
hYJ>nPt.~ ""tinic marosi. aud can:inomas, \\~th 
indicators of c~ angiogmesis, milOUc and 
pkomotphic cells, nust aud =ophils, the Ian .. in 
blood \"~!.. Formicc trc:ot..d ",ith \~osi<k and 
BCI>fE, m. main bien IYP<' "., .. benign hYJ"'fPbsia 
(Figure 6g """ FiKl= 6h), Tbt diff..-~ b.tw=> 
tbt.., Iwo groups ;s likdy ~ 10 ~ syntrgistic 
"",tion of ~ componmts of BCME. BCME contams 
3D appr...,iabk qumtity of linarin, a rompound with 
3Dti_infhmrnatory propnti~ (Mminez-Vazq""z el 

al., 1998), in addition 10 syringin, a gluoosick 
phmylpropaooid wilh irnmunomodubting propm;.s 
(Shanna el al_, 2012) UV-B r:adiation-;ooUCM 
inflammarory "'spott.=; k.d 10 incr~:=d blood flow 
md ,..srular pnntotability, rtsulting in ~ 
~ h~bstic r<SpOflSeS, :md ilie "",tiV3tion 

of cyclooxYs=>=-2 (COX_2) :wd ~ 
(PG) mmboh~s Inflammatiou results in tbt 
= ruilmml of iufiltrlIting kukocyt<S s«r<tiug a 
v~ of proiufhmuwOl)' cytokiu<S 3t tbt UV
Ur..diatM sitts :wd is t1=cforc con~ "" urly 
cvml in rumor promotion_ Chronic iufh rnm.tion 
plays a crucial rok in ,.¡¡ lhr"" slags of rumor 
ckvcloprucm: initiation, promotion. :wd PfO&f"ssion 
(Kini & He, 2014). Thus. thc linarin ""d syringiu 
pr=t in BCME conld inhibit chronic iuflarnmation 
md Ih.,.-"by ""'1 syucrgi.ucally along ,,~th 
vcrbascosKk, which has SI\JISCIffII, ""Iioxidanl md 
aoti_iufhmm'tory propmi~ (Alipicva el al.. 2014) 
In CX~IS ,,~th Immau ke",tinocy~ rulrurts, 
Kostyul:: el al. (2013) soown\ !W.I vm.ascosilk'. 
mokrular chanctmstics confer tbt foUowing 
phorotopro~tiv~ qualiti~ : pbolosiability, lhrcel fiff 
fJldical savmging :md ""tioxidaul dIcet. "''''''''' of 
dcin ""tioxidauls, md inhibition of UV -<lerived 
infbmmarory md m.tabobc r<Sp<luscs_ Our r<Suils 
indica~ that BC"fE:md vm.ascosick ~vc 5UUSC1ttn 
md ""ti-iuflarnmatory propertics in ,,"n. Molecular 
chanct""islics of ,.m,ascosick cOll~ lo thnr 
phoroprotcction agaiusl chrouic UV cxposure 
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A: ; D: dp.IDi,; •. HP: 
hnH''l'b.¡a ; M: mas' : MC: mitotic con. ; N: neutrophil" P : paraqueutosis; PC: plOOm01l'hic cel": SC: 
dutum comeum: SG: ... hacoous pand; V: b lood "ps",l; l\lagnificatiou: l OOX. App.-oacb 400X. pauel r 

CO,,"CLUSIONS 
Our n sults soow.-d mal ,~si<k prol<"ClS againsl 
UV -miv.-d damag al bolh x= aod chrouic kvds. 
In th~ arut~ """"Y. vmascosidoe ¡nn=!<d 5UDhum 
md histological damage; in ~ chrooic apmme.,ts. 
~ =ults r~=1.-d a doelay in ~ 0"..,1 of 
rumorig..,~is and r.-doc.-d multiplicity of tumor!; in 
BCME- aod ,-m.ascosidoe-Ir~at.-d animals. Lihwi .... 
lesions in ~ treatm wilh BCME and vmascosi& 
w ... e &Wef aod ~ beuign th.:m in ~ unprotttt.-d 
rontrols lbis pap..- i. ~ flml rrporl ou 1M 
pbotnprol<"Cliv~ acrivity of v..bascosidoe aud BCME 
in a cltronic animal rno<kl. 
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Photoproteetion of Buddleja cordata extraet 
against UVB-indueed skin damage in SKH-l 
hairless miee 
~ GJil lemo Av ila Ace<e<:b". Adriana Montserrat Espnosa González'. D\1na Matamc<~ De Maria y Campos '. 
~ del Carrntn Benitez Fk:<e; '. Tlastla Hernfo:1dez Delgado'. W Rores Maya'. x:<ge Campos Contrera1. 
~ W:s M<.I'iClZ L6pez' .nj Ana Maria Garda flores' 

Abstran 

Bad<g r<lO.Jnd : In recenl Y'!~~ there ho$ OOen C<.>fl$ideratk imeret in w>g 00tiIni<;¡¡1 ~nl:$ to prevent ,~ n 
<Ílmoge r~ki "J Irorn ~r W-irr<d¡¡lK;n 9.Jddleja crxna ~ ~ planllhol ~ mOW'n iI$ 'teP""<'n' Sorne >"!O»e in 
~xto lile Ir,e leil'\'e\ ollh~ ""ni 10 tre>lll.lf'l'O.lr\, ~t>sce;~ ~es ~ro:! t;../tT>$ The ~ r;ilm,tOOy ~ 10 
i rl"o'e;ti<J~le lre P'vmprOlective pr(ll:>!rtie r;i 8<Jdd<:i:J ,OIdora rroethoro:>lk e>:lr<lCl ('8(),Ii') ¡o'J~ i rl$1 lI'oI>-iro:!oce:l ,~ n 

<Ílmoge in ~-I h~irb ~ ~llhe .......a'oscopt ~ro:! h~lOk.>'jc.;I l leYe l~ 

MNhod" OCYi' WiI$ chor.aeri$l!d 10 determ n e il:$I¡)eCIrOlCOpic, chrorn~t<;q~phic ~ro:! ~ntio:<id¡¡nt (DPPH, 
~rO>:.de ~rw.l h)dro:ryl r<>di<;.;l l ~) proper!ie. l o cordoct lhe pr.mprOlectK.>n ~tudie, OCME WiI$ ~pp l ed topi<;<llly 
10 lhe , kin r;i$.Qi-1 """e WOfe <>CUle ex~e 10 UVB b lO minlJle>. The ........ ine ,~ n Xim»e -...ere u\ed b 
.......a'oscopic . ro:! hi~IObgi<;¡l 1 ,tOOies 10 ~ tiw,¡e <Ílmoge Penetr~lK.>n r;i <lCIive coroponenl:$ r;i BCME inlO 
~tr~lum C(lfno:vm on lhe do",,1 ~re;l 01 """e w¡¡, nve;tig~ter.l ti .wo by the I<I~ >trippi"J melhi.xl . MOfer;lVer. 
ge ro:>lO:<kily rI BCME WiI$ ev~l wter.l in ~ Vida faba ce l rOO! mio::>:>ro,ICIeu,.......:Ie1 

RHu lu, OCME di~ ~~ over me enlire UVB ~ ~nd il:$ priro:;ip;il coroponent~ iro:;lOOed 
~ "ro:! l""nn BCME exhit:iter.l ~ntK.>>:id~nt <lCIMIy ~nd ~f""'ntly ~rqer.ll'o¡dro:ryl r<>di<;.;l l~ fIGYi' 
rer.loce:l eryrr.emo. 9JrbJrn ce l proooction, ve;,el C<.>f'9!\tK.>n ~ro:! epidermol thicken n g r;i lMI irr<d¡¡te<.! moose 
~~ "- BCME ",newte lhe ~~ n ol~. fIGYi' dd ro:>[ exhit:il genOlO>:.k <lCIMIy in the mkf<."· .... cle~ te>t 

Condu.lon: The toptill admini~tr~lK.>n r;i fIGYi' prOlecter.l '"J<I n~1 <>CUle WB-irdlced d~moge in .......... se ~-I 

~~ n, ~ro:! oor reull:$ 9Jgge>llhol OCME ~ >X'lenl¡¡' l ~ prevent p~moge 

Kayword" EWdej:1 ,OIdora. Phero:>lb, AnIo>:id~nt. UV r<d¡¡IK.>n. Sont>Jrn, EtyI:hemo. Phi:>UVOlectK.>n 

BKkg.our>d 
Thr oun g"'~"~ variouo typeo of radia,ion via m.rmo
noclnl' ~i<roo. indoding ultraviolot radiatia> (UVR). 
Thr amoun' of UVR ,ha, croo:oeo m. a'~", and 
..,.,m.,; m. ~ .• ~ lo al'Proxima~ly 6" of m. 
total radiation prodOCft! by m. oun. Th~ UV op<ctrum 
can ¡". divid../ inl<> UVC (200- 280 nm). UVB (2$)
)W nm) and UVA (320-400 nm) wa""lrngth .. In m. 
'~t~~ 
'Ux._~ _.-..u ....... "''"'*'Il'" T"""*'Il~ , __ 

tJ~''''''''''''''''''''_'-''N_ .....,...,.. ... _A~ ......... _,.,_l ...... _ '_ ~ .... 
....... _0_14000._ , ... htol_.,_ .. .. _ .. ,.,. .... oI ...... ~ 

nnh. a'~",. """ .... (O.). m:yg~n (O,) and w.t'~' 
vapour (H,o) .. 1<Cti",,1y fiI~. both UVC and UVB radi o 
a'io ... [)or ID ,Itio ph~no"",na>. UVA compri ... ap
p"",ima~1y 9~ of ,hr UV radia,ion ma' ..,.,m.,; ,hr 
nnh. ~. Cu ""ntly. a1m"" no UVC radiation p"' . 
"'ra~ m. a~~",. and al'P"",ima,~1y <.lO" of ,hr 
UVB radiation i. aboorb.d by ,hr <nO .... la~ •. &p..nding 
on ,hr geosraphio Iocation and ti"", of m. day. lI<cau .. 
,hr omn~ la~. ha. ~n &pI"';ng by m. fiI'<et> of 
chlorálu<r<>earba. (erQ poDution. m~ UVB and .. .., 
,<In< UVC radia,ion <2l now""",h m. ~h· • ...me.: [11. 
UVB hu prmouo/y Mn ;&ntifird .. ,hr primary .rno.. 
I~ agont fo. m. &wlop"",,' of non· "",lanana ,.,d 

( ) BIoMod c..ro.l 
e "'l< ..... _ ..... __ ~ '*'- "", ... ~ -'«ti, """ -.. ........ _, d ... <-.."'"""'""A_""""''''''''''' ... _ ".''''''' _ _ .... _ ___ .... _ _ ... ........ _ . ___ n.<-.. "'"""'"""'"' 
"""""'~ ____ M_''' ..... ''''''' ........ .. ... ................ _--
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"",lanoma okin """"",. . UVB <2l ""' '' b01h iniliam, and 
pro""" ... of 1I1mOIlr> by damaging c<llular macromolr· 
<"1IIc::I"""" ... DNA. When ~ by tht okin. UVB i:I 
ablr 'o ind""" p houxh<rnical damago by faming cyclo
buto"" pyrimidinr dimr .. and pyrimidinr (6-4) pyrimi. 
do"" pho1oprodl>C1' in tht DNA of q>id.nnaJ ",,1 10. ~ 
pho1oprodOC1> "'" ,hr pl'ftbminanl p",. mlrtagonie ........ 
""'I"I'.m1r fu, ,hr initiation of non· "",lanoma can", .. of 
tht okin [2] . DNA damago 1",," m ,hr aI1<ft<! e<p"""ion 
ofnriouo g"'~ prodOC1> inmlwd in prol<CI~ o, rq>r.l ' 

tiv~ p~ >IKh .. apop1<>$i:l. g ... omie rq>air and.".1 
growth arr$. D<ftgula~ ounhum apop1<>$i .. ~, 
wilh tht 100:0 of namal funaion of tht prodoct of tht p53 
go"" and imm~ppr=ion. abo appnr m play an im· 
portanl roI~ in p~"";. [3] . UVB may initia~ 
tht activ:ttion of many ..,..rny~ oxyg~n o;p<cioo (ROSj· ... n . 
oit~ oignaJling pam...yo. thtrd>y c:II1oing an in~ in 
tht cdlnlar ml~ of ROS [4]. Thi, il"lCml3~ in oxidaiM 
~ reouIt. in an imbaJa""" ~n ROS and tht okin". 
~ndogr"""" anti""idanl &f~""" .~~m and reouIt. in 
damago m importanl mol<Clllar ~ in tht ""lb of 
tht okin. . och .. DNA. p~ino and tipid,; [!>j . ~..x. 

~ m UVB ind"""" ounrum. hyp..rppntotion. 
hyp..rpI .... and in8:.nmam'1' p"""",,"," in tht . kin. in· 
doding ~rythrma. ed<rna. pain and hra, [6] . In """'ni 

}'NI>.,hr", hao ~n co".;.rrablr in~..,., in n";ng boton· 
ical agonl. fa tht p~ntion of okin damago npon ~xpo.>' 

"'" m ""lar UV· irTa<!iaion. Th~ ma" pranioing ehrmicaJ 
..,!marceo "'" m<mb. .. d tht polyph ... a1 family. ~nI 

>b>di", indica~, ha,,~ ..,!marceo "'" pho1opl'<>1ft:liw 
d ... 'o thtir antio>:idanl and ounOClftn prop<nieo. PhoID
ehrmap~ntio ... which i:I &finrd .. tht _ of ag"''' 
capobl~ of amfliora!ing m. ~ ~. of LN8 on m. 
okin by naruraJ componn<!o. """,.,..."'" a n<w mncq>t in 
tht att~mpl m mn1l'<ll tht pl'OCeOO of c:rcin'V"";" 
Many pho1ochrmopl'<>1ft:liw agon .. ha"" """ntly t...,n 
idrnlifird from bcf,.,icaJ origino ,.,d hold promis>..-y 
"""'" m comba, lNR ~ [7]. 
Budd~p cardd, .. H.8 .K. "'1' . cordato (Boddlrj"""",,) i:I 

a oh rub o, '''''' !ha, i. wi&op""'" rltroughom Maico 
[8] . Thi •• p<cioo; grow> in <¡DOren .. conif~ .. and doOO 
foreo!> and .. oecondary wg<totia> . 1I<ca_ tht""'"~ 
i:I ml~ranl m dmugl" ca>dition .. a i:I aIoo fonnd in 
""rophytic ohrublando and ~rodrd ""a. Thi. planl i. di .. 
ttibu~ from nonhrm Mnico m G",,~mala a' ahit~ 
~n ISOO and 3000 rnrtr .. abow 'In 1....,1 [9] . 

In M~xico. B. oord..t .. i:I aIoo known .. · 1q>O:r.an ". 
"matowi · o, .... ua\a •. and thi. planl hao ¡""n ~mptoy.,¿ 

fo, many no<> oi """ p",·conqueot ti".,... I ..... ~,.,.. <100:;. 
un>rnl«l in ,hr Badian codex writt~n by Martin <lo la 
Cnu. in ,hr 16m ""n1llry [l O] . Acrording m thi. ~. 
tht nati""" of ~m~rioa nord ,Itio pi,." fu, tht tt=,. 
""'ni of ' "",n"'gra" o, · dti""",l k". In """,n' ti~ 
p«>plr ha"" Irtitiord a . .... """ .. a pouIt¡.,., 'o 1rea' 

'W1>OIlI"O. a~ .... """'" and humo. Drcoction. of ,hr 
In""", roo1. and baR "'" ... «1 .. a dinrriic !ha, i:I ad· 
m~rcd onJIy and applicd mpicaJ[y m heaJ ""W><!. 
and rhrumatie pain. [11 ]. In northrm Maio", tht Rara· 
m inio (Tarahwnara) Indiano Irtih«l ,hr """" and baR 
fo, IrNting okin aiI""'nI. and in/larnmationo .. ,..,0 ao 
fu, riI ..... li>tie rnrdicinal pur¡><>oeo o, culruraJ di_o 
. och .. friglu and oonIl" .. [12]. fYopl~ in Mnico cor· 
",n1ly u ... B. conidl .. ~mpiricaJ[y fa ,hr lrN1mrn' of 
d ;.,.a,..,; wilh can"", oymptoma'oJosy . Today. ooch ,""',. 
m~"", ""IuW ,hr _ of oci~ntific .. ud;.,; [U] . 
P~ chrmicaJ ~ of B. oonidI .. h""" t.d m ,hr 

i""lation and id...tification of bioocri"" f1a..,noid,; [14.15]. 
antifungal . ""Iuu",,"noid,; [16]. anti.M~rium pho. 
nylrthanoid,; [17] and a~riaI phonylpropanoido [18] . 
Multipl~ .. ..di", h""" <Iomonotra~ tht high capacir:y 

of ~ral planl polyphrno~e compoundo (""eh .. la",,· 
nolb and hydrm:ycinnamic aci<b;) m protrcl ~ving oro 
gani..". from aI1~ratio no indoc«! by UV radiation. 
indoding okin damago [7] . In particular. ,hr", i. "'¡ . 

d ... "" ..,pponing Ih~ notion Ihat phonylpropanaido and 
Oa""noido "'" ~ndow«l wilh .otrong pho1opro1<eti"" 
prop~rn.. and can ..mc;~ntIy ~ okin ""d. againot 
,hr del_no... ,.{f<ClO of UV liglu. ~ilh ... .. ~ mol~· 

CIl t.. o, .. polyphrno~e plan' ~xt racIO [19]. 
In a p",viooo ~h otu<lr. "'" ... a1",,~ tht ph01o. 

prol<eti"" activily of B",idüp waniWUi~ n""'" and a. 
comp""ndo ..... g boct~ria and gllinn pigo .. ,""","ri . 
m~n1al sy:II1rmo [W] . Thr """"nt "",<Ir,.,.. deoigned 'o 
i~iga~ Ih~ pho1opro1<eti"" ,.{f<ClO of Budliüp e .... 
lidia methanotie n""'" (BCME ) apin .. UVB~ndue«! 
. kin damag~ in SKH· I hair!eoo mi"" a' tht rnacJ'O$COpie 
an<l ki$U>logical Irwls. Mo~. Ih~ anliMidanl an<l 
g~""""'io prop~rn.. of BCME,..,,,, aIoo ~""""',«l 

Met hod. 
PIontmol8¡"¡ 

B. cardd'" .... """ w~", coO<et«l in tht fu..,.,«I ~ of 
P"""'PJ <lo San AngoL ""'" Ih~ campuo of tht Un~roi · 
dad Nacional AnlÓnoma <lo Mhico (UNAM) . Thr cam· 
p", i:I Ioca~ on Ih~ 00I11h oidor of Mnico Oly. Th~ 
collrction OCCIlrr«l in March 2010 and w .. anlh~nti · 

ca,«I by Ih~ m"""",nding an'ho,. A """""~, . p<cimrn 
(No. 42661) w .. <Iopooi~ a"hr [zto H~rbarmm of ,hr 
Un~roidad Nacional An1Ónana d~ Mhico. Th~ planl 
ma~rial ,.,.. air dri«l in<loo .. a' roan ~m ... ra'~ b.. 
fo", n1r.loction. 

BCK p ... paution 
Ln""" of B. oonidla (253 g) w~", dri«l. grow>d and n · 
,ract«I wilh h~""n~ and mrthanol in .~a>. Thr 
m ........ nolio portion w.t. ~ ... pora1«l nnd~, r«Ine«! p"",. 
.~ a' 55"C m obtoin a oym p. Thr "",ulting dry reoidn~ 
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Pogo ld9 

(2955 g) w .. ",,1'ftI a' 4' C and i. h~r=lI~, ~rTft! '" 
.. BuddJ-i" ooni4l,. mrthanotic6ttacl (BCME). 

lN ~ b5orplX>n _lyii. of IKME 

Thr UV a-rption op<ebUI11 of 8(ME -.obWnrd"';ng 
a UV/VIS op<C1rophom~, (~rkin· I'.lme" Lambda 2S 
UVNIS). BCME and ,hr conuurciaJ organic fiI~, oc1yI 
methro:ycinnama~ (P~, ISP VAN DIK) ""'" diooolwd 
in ..manol a' a CO"""n1ration of60 ,.gImL and 10 ~glmL 
~Iy. Thr ...,. p1eo ,..,,,, ~ in a .... ndar<lquartt 
~ wilh a 1 cm path I~ngth ,nd ,hrn quidly """nnrd 
wiI h UV ti gIu in thr ""11" of 'll:.lO-4OO n m. 

HP!.C ~ noo/y>i> of BCME 
Thr HPLC oy:ot~m con,;.,«I of, I-kwlen Packar<! s..- ieo 
1100 HPLC ino1nlf1>rn' with a UV drtrc1o, .... a' 
3'll) nm. Thr cohunn -. ob",in«! from Sup<lco Tech· 
nolos"'" Cl8 (ISO mm ~ 46 mn, 5 ~ m). Thr ~Iv.~rn-. 
a mix~ of 4" Idrahydrofman in acfl<>nittil~ and 
w.t~, (35:65, v/v) and corn'; nN 0,04" pho$phoric acid. 
TI.. I\-,w ""~ ,., .. , mL/m;n, th. ""h.mn ... mr .... h" .. 

and p..,...,.., w~", 23"C ,.,d a9 bu. "'"I"""i""Iy. and 
thr injrClion volwnr w.t. 'll) ~L V~rbaoCQIidr. 6narin 
and oyri ngin .. rwd ...... ndar<I .. 

Dolofminmon of 1ho 1_ polyp'>onol <DnIont of IKME 
Thr lotal polfPhrnol con~rn d Ihr mrthanolic ~xtrac1 
-. detrnnin«! uoing Folin O>calldl'. phrnol ""'grnl 
aocording lo thr m~ &ocrb«l p~iouoIy [2 1). Thr 
total polyph~nolo w~", ~xp..,..«! .. mg of gai6c acid 
<qUiv:tlrn .. 1""' g ram of alrae!. 

In"'", ~ __ m~ 

Sca""nging of Df'PH frft radialo w.t. m~ "';ng a 
modi'cation of Lohhic·~ ~<I>al method [22) in 
wlUch BCME (5- 300 ~glmL). soJIo, acid (05.10 ~mL) 
and Df'PH (250 mM) w~", di<oolv«! in methanol. Al 
.... 1 oix diff~",rn dilv.tion. of ntrac1 ,..,'" _«1 and 
aDOlOYd lo inruho.~ fo, 'll) mio in th~ dark ¡".fo", abo 

",rba""" w .. mraour«I ,. 517 nm in an fUSA I<CID' 
op<C1rophom~, (Thrrmo Sciornillc. USA). Th~ n · 
I""nm.nl w.t. condOC1«1 in lriplical~. Thr 'C2V~nging ac· 

tivily of nch co"""rnration -. calculal«l .. a 
I"""",rnagr of l'ftIoction in Df'PH co"""rnratia> .. 
fuU,,-

" ~ction _ [(Ab<DPPH _ AboSompl<) I AMDPPH) 

"00 

Whe", Abo Df'PH io th~ ah$orba""" of thr DPPH in 
methanoL and Abo Sampl~ "'I',-n .. th~ ah$orban"" of 
r~ .. mplr ;n thr p<Q<""" d r~h <Dncrnt,.- ion of 
BCME and galtic acid. Ar.ti""idarn actMry -. 
ap"",ord .. an le,. val"" (inhibilary con""n1ralion in 
,.gImL of oamplr o, pooili"" motrol nrceooary '" 1'ftI""" 

Ihr ah$orba""" of DP?H by 50" comp<ll'«l '" thr nrga· 
IÍft cornroO. Thr pooltiv~ control w .. gaDo, acid. A 
1"""" le,. """'" "'I',,-rn. a highr, a rnioxidanl activily. 

Sca""nging of OU l""roxi& radical (O, · ) w .. ",.....1'ftI 
[21) "';ng <)6. ,..,[[ r:ticropla~ and a non '~MfI11'ltic 

lechniqur. Thr ~on mixru", in th~ oamplr w~U. 

con,;.,«I of NA DH (78 ,.M~ nitro-bl"" IdramlÍltm 
(NBT) (50 ~M). phrnu:inr methooulfal~ (PMS) (10 ,.M) 
and RCME (500. 250, 125, 625. 31.25 ~glmL). Thr ",. 
ag~rn. ,..,,,, di"",Iv«l in 16 mM l rio· hydrochlori& bufo 
k, (pH _ 8). ~"""pt ¡Ir RCME. wlUch -. diooolv«! in 
DMSQ. AlU, 5 min of incubalion al room ~ml""ral~. 
Ihr """"rophommetric ",.....",,,,,,rn (Thrrmo x;.n · 
lifie. USA) w .. I""rúrrnrd al 560 nm agai"'" a blank 
lacking PMS and oam¡>l~. GaJlic acid w.t. ".«! .. a po$i . 
IÍft control. Thr I"""",ntagr inlmitia> al a.,ndy .... I~ 
w .. ""'" '" calcnla~ Ihr le,. varu.. fu, nch dilv.tion. 
Thio ".,.......,,,,,,rn detrnnin«! th~ amoorn of antioxi · 

d,.,1 I'ftjuil'ftl (",.......,d .. Ihr co"""rnration of Ihr 
. tock ",lv.tion ad&d '" thr ..,..roa> mixru",) lo """V· 
~nl,')" ~ ,,( n i ·, w"" ,h. 1""""" ""lo ... .." ...... nri"IJ 

Ihr beo1 fiFicioncy fa """""nging O", AH leoI:I w~", 
pmorrnrd in lriplical •• and th~ ""1111. ,..,,,, a""rag«l. 

Hydr=:yI radical "",""nging -. mraour«I aocording 
lo th~ I-WIi,..,U mrll>OO [:ni. Hydr=:yI radical rOH) 
w .. grnr,,.«I by a Frrnon Of'Um (aocorbo, acid!F.Cl, 
EDTA/H,O'). Im>xyrioo.. (DR) i. &grad«l '" malonal · 
dd>y& wh~n .. poord '" hydr=:yl radicalo. wlUch g~nr,· 

aleo a pink compoilnoi in thr p"",~""" of Iltiobarbiruric 
acid al Iow pH W>&, hrn Th~ ..,..roon mixtureo mn · 

lained thr following rngrn .. al thr indicat<d final mn · 
""ntratio,," (in a final ""lo"", of 1 mL~. pota..mm 
phoopha~ bu.f~,. pH 7.4 (10 mM~ DR (2.8 mM~ H,O, 
(1.42 mM). RCME al diff~",rn co"""rnratia> .. F.Cl,
EDTA ('ll) and 100 ,.M) and galtic acid w .. ".«! ao a 
poom_ cont....J. Tho ;ron .,.J, ""'" p"'''';.....! ,.;th ,Iv 
ch~Ia"', and d;,;,;oIv«! in w.tl~, bá.", addilion '" Ihr ", . 
action mix~. A U O1hr, compon~rn. ,..,,,, di"",lv«! in 
pot"';wn p~l~ bWJ~,. pH 7 .4 (10 mM). Aft~, 
inrubalion al 'P"C fu, 1 h. 1 mL of 2A (w/v) 
lrichloroo.<:flic acid al'" 1 mL of 1" (w/v) TBA w~", 
add«l. and Ihr mixnr", -. hnt<d in a w.tl~, bath al 

I()(1C fo, 15 mino Thr ah$orba""" of thr ..,.wting ",18' 

lion -.",...111'«1 al '>32 nm. 

E_rimont.,[..-.im ... ond protoml 
Th~ SKH· I hairl",. mOll" .train. a ";&Iy ""'" nr.o<!rl 
fu, hwnan phot<>CaJ'Ól'V""';" -. ,...d in our ",,<!y. 
F~mal< SKH· I 11lU,. 5-6 w..,ko of agr ("",ighing 26 ± 
5 S) W<ft purchao«l from O>arleo Rj"", Labora"'rieo 
(WHnu"5f<>n. MA) ~nd nW ntu...! in ~ dOn.-r · 
controU«I ~nvironm"'l with a 12 h lightJdark cycl<. Fi"" 
ma w~'" hooo<d po' cag~ and acdOnatio;«I fu, two 
w..,ko t..fo", otarting Ihr np<"ri"",rn. TItroughom Ihr 



 

 

...... .o.c-do .. ..r. MfCC<.,p/oo, ... ""y ___ _ 111' 4. '.1&' 
h<l W __ ",,>ÚhM/' 4n _ lI' 4I2lI' 

~xpoori""'nlal poorioo. l1lU had frft ~ 'o fOO<! and 
.... ~, !ha, ""'''' providrd rlH'''''Sh 1hr food chambr, on 
IOp of Ih~ cago>. Thr Bi....rucaJ COmmin ..... FES [ZI..cala. 
UNAM approwd all animal pro1Ocolo . 

Thr SKH·1 ma ""'''' ranoomlr dividod inlO ~ 
groupo of 6"" mi"" nc'" n_«I (U) . nrga';'" conlrol 
(C·~ and pool';'" conlrol wilh UV (C+UV ~ BCME and 
BCME irTad ia1ft! w~h UV (BMC+UV ). 

Thr mi"" in ,hr n<ga'~ aoc pooiti.., conlrol sroupo 
,..,'" lrN~d 'opicaJly on ,hr dor:uJ .kin wilh WO ~L of 
~nol (up<»ftl aJ'N' 6 cm' ). BCME w"" diu olwd in 
~nol a' a co"""nlration of2 ms/mL [20] . Th~ BCME 
groupo ,..,'" 1rN,«I IOpicaDy on 1hr do" al .kin wilh 
200 ~L of ,hr """""'~ 'eo! "'btio ..... 

Mi""!ha,,..,,,, 1ln1"",1ft! and p"'.IrN,«I wilh ~nol 
(wilhOll' UVB irndia'ion) ""'''' ~ "" Ih~ nonnaJ and 
nrgativ~ mn1l'<>1o fa anal¡<oi, of nonnaJ .kin. """""'. 
~Iy. A 1rN'"",nI wilh « han;>! and UVB irTadiation 
... .ved "" 1hr UVB· indOCft! olrn damas~ pool';'" con· 
11'<>1. T""'1mrn .. wilh ReME ... ,wd "" 1hr ~xpoori""'nlal 
groupo (wilhOUl UVB and wilh UVB irndia'ion) . Fill..,n 
min~ aJI~, application of ,'" ..,l>$1aoceo. 1hr C+UV 
and BCME+UV groupo w~", irndia1ft! wilh UV· B lampo 
(3(l2 nm. UVP. UVM·26. 6 W) pooitionrd 15 cm abow 
1hri, bacq. lrTa.diaOOn a,lhio ¿¡ .... n'" p~ a 00... 
of 6 mI/cm' . which w"" ~ wilh a Spooctroti .... 
modrl DM·m HA ~h ra<Iornrtr,. Thr imodiation· 
v:poo~ ti"", in a<n~ upoorimen .. w"" ~n minn~ 
~, 24 h of irndia'ion. ~rythtma ,.,.. ",....",,,1. An~ 

malo w~", ~ntly u <rioc.d by carbon dioxidr "". 
phyx iation. and 1hr dor:uJ .kin -. di...cr«l. 

&yIho .... m ......... monl> 

Thr ~ryth~ma in mi"" w"" calrula,«I by rnraouring 1hr 
okin ~ of Ih~ do,..] aJ'N of mi"" "';ng a colour 
analJ"""' (Ln1l'<>n. Mod. RGB· I (02). Among 1hr """""" 
mrthod .. colourimrtry h"" ,hr advan1ag~ of t..ing 1hr 
oimpleo1 ,.,d lDO$1 "'I'rodoci>l~ mrthod. R<dneoo val .... 
_'" mr_rd U hour. aJI~, irr~.tion . Thr ~ .. 

"'" v:p"",,«I "" rdneoo valneo lo, nch 1rN1m~nI [U] . 

Hi>toIo!/i<_ OO __ on 01 tho >Ün 

r...ch dor:uJ okin oampl~ w"" 6-' wilh 2" parafonnaJ. 
drhydr in ~t~ bWJ~, , oho:ion (pH 72 ) lo, 24 h in 
1hr ti...,. ~mb.dding =0_. drhydra1ft! wilh a .... 
q""oc~ of ~nol ",lmion, !70". 8l.l!'. 95" and I~ 

v/v) and ~mbrddrd in paraffin . AO ... rial orctia>, ""'''' 
cut 10 a thickneoo of 5 ""'. dr·paraffinioed. and ouinrd 
wilh humatoxylin -<O$i n (HE). Thr hiotopathological 
changeo of nch """ion W<ft ~,wd ..... g mnltiplr 
microocq>ic 6.ldo and p/>ot<w~hrd wilh a photomicro. 
"""poo (Nikon). ~m~"", ioclodrd 1hr q>idrnnal 
thickn~ and 1hr nomt.., of IIUIlbomrd ""D. (400X). 
Thr hi"",logicaJ diagnooi> .... , prrforrnrd comparing 1hr 

nntrNt«l and C· """,",.kin oampleo wilh UVB irTadi · 
at«l groupo in a.ocoro..""" wilh 1hr nnmbr, of ... nbum, 
""",,1ft! [25] . 

In _ IICME ponotrm.. stldy: ~~ stripf>iny 

F~malr SKH· I ma al 5-6 ~ko of ag~ (n-5. w~igh on 
26 ± 5 g) ""'''' placft! in a laminar fInx chambr, a' 21'C 
and 62" ",Iativ~ hwnx!ity fu, 30 mi ... Application ron", 
m~g 2 ~ 2 cm' -. marW fu, nch """""" in do,· 
. al aJ'N. Thr BCME ..,.. applird 10 Ih~ surf.,.,., of ,hr 
. kin a' 2 mglcm'. 15 .. in ,¡,~, an applica'ion. 1hr u ",,"" 
.~ ..,!>ota""" on 1hr applird aJ'N W"" wip«! off wilh a 
cotlOn owa.. fuO~ by ~ing wilh ~nol 96" and 
drying. S,.,.wn comeum of 1hr 1rN,«I ""'" ,.,.. "'. 
mav«l by four ,~"" "'''~ >tri¡>-ping> "'; ng Scou:h 
' apoo .mpo (1<) mm ~ 12,<) m. 3 M. MN. USA). Eaeh .mp 
w"" tak~n in a conlroll«l ""y. i~. a l O g rubbr, ,..,ight 
w"" roIlrd ow, ~ lO time>. Thr fir>t >trip ,.,.. diocard«l 
and ,hr thJ'ft foUowing .mpo w~'" collrct«l and drp", ' 
i1ft! in a 'JI) mL bnb,. 5 mL of ..... anol ""'''' addrd a' 
nch oampl~ and ,hrn >lirr<>d wilh a mag""'ic bar fo, 
30 min o Thr aboorbm~ ,.,.. ~ a' 3'J1) nm ,..;ng a 
dOl1bl ... bnm op<eIroP>ot~, (Porlin .EIrnr,. Lambda 
2S UVNIS) brea ..... tIor BCME main compon~"", aboorb 
,ha, w"""l~ngth BCN.E poonrtratia> w"" obtained in a.c. 
coro..""" wilh co"""ntraOOn 11>rUIl"''''''''''' calcnla1ft! by 
~r=la> anal}'5io [26271. 

Gonoto><ldty _~ mic ,., nudo ... Ú!>I 

~no1OXicily w"" ~nnina~ a.ocording 10 Ih~ Ma 
m..moo [28] . s-b d V"JCi4jJ>4 VU. mino, !ha, ha<! 
¡""n p",viouoIy ""',.,,¡ a' 4'C ""'''' ~ fu, ,Itio >I11dy. 
Dry -&; of Yic .. jJb4 ""'''' ooaUd fu, 24 h in di>liO«l 
wa~,. ,hr lft<I coa,. W<ft ",11loOWd. and 1hr Oft<iling> 
w~'" allcnoYd 10 gennina~ b.t~n "'" Ia~" d moiot 
cotlO ... ~, ...,.,n ... )'>. 1hr primary mot, (approxi . 

ma~1y 1_2 cm in I~""h) ""'''' . <I<etrd randomly. and 4 
• ..,.¡. ""'''' ~ poo' 1rN'"",nt. Growing mot. w~'" 
, ,,,. trd fu.- 2. 4. <>< 1.1 h MIh 1lC.MI: . ' v.riouo co"""ntr. · 
,io"" (0,1.0.2 and 04% w/v). fuO~ by a 44 h I'KOWry 
p<riod. Tap wa~, ,.,d 1" glprinr ""'''' ""'" ao nrga· 
'~con1l'<>b. Thr ~ ti"", w"" 48 h fu, 1hr nrga· 
t~ conlrol .. Eaeh bar<:h ,.,.. iocnba1ft! a' 22"C. A, Ih~ 
,~nninaOOn of Ih~ v:po>U'" ti"", fu, nch ''''''1mrnt. ,hr 
mot, ,..,,,, cut 10 approxima~ly ().5 cm and placft! into 
a F"""", ",InOOn (13 a.cflic acid and abooln~ mrtha· 
nol) ,. 4'C fu, 24 h""", Thr """" w~'" ouborqu~ntIy 
hydrol¡<o«l in 1 N HO a' 55"C 10 brNl< 1hr bondo of Ih~ 
planl ""O w.r.U . Thr oampleo ""'''' ri~ thJ'ft 'ime> wilh 
diotiOed .... ~, 10 "'''''''''' Ih~ HO and pla.c«I in 701' al · 
cohol a' 4'C. Thr mot, ,..,'" """",.,.«1 in 45" a.cflic 
acid and w~'" ,hrn ouinrd b, 5 min wilh 1" o"",in 
a.cfla~ fu, ",-"""OOn via an opticaJ mi",,,,,,,,,,,,, (NiI<a» . 
Tltrft thouoand eol io p"" upoorimrntal group""'" ocord 
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ID ~rminr 1hr rnran fnqurncy d micronocl<i and 1hr 
mi1<>1i<: inOrx. Each 6I""ri",.,nI ,.". 1'<'pn1ft! ,hr<r timeo. 
To caIcu.Ia~ g"'OI""oy. 1hr following <qnationo W<ft 

,....d: MilOIi<: [oo.x (MI) TOTAL • nwnb.., d ",[lo 

fmm nch ¡>hu.. ~ 100/1 000 and Micron .. d<i (MCN) • 
Nwnb.., of i_r¡>hu.. ",,110 wim Mm ~ 100/1 000. 

51_ ... [ ..,.". ... 
A .. atioli<:aJ ana/y:1;io ,.". I""rforrnrd on ,hr coO<C1ft! 
da .... Th~ rnran voJ .... of m~ n<g>ti"" ,.,d po$iti"" 
conlrolo and 1hr BCME groupa w~'" obtoin«l from dr· 
ocriptiw analy:oeo . and a O",,·Way ANOVA _ ,.". 
condOCl«l 'o obtoin F voJ .... and MS ~rro ... I>unnr,fo 
_ ,.". ,...d 'o ~nni"" ,hr [....,1 of olgnifica""" in 
comparioon ID m~ noga'iw and po$iti"" conlrol voJ .... 
in nch v:poorimrnlal ... rieo. 

Ruu[u and disc .... ion 
BCME <t.o .... t.. riufX>n 
Th~ p..,..""" of phrnoli<: mmpoundo in BCME W"," quan· 
tifird "';ng 1hr Folin·Cioca/1= _ and yioldrd In u± 
197 rngEq ga.Oic acidJg. ",hich ""..,..nled 17.71" phrn. 
olic compoundo p..,..nI in 1hr ~xt""" (Tabl~ 1). n,. con· 
~nI of phrnoli<: compoundo in BCME lo of 1hr ... ",., 
ordo.- of magnitodr "'" ,ha, rq><>n«I fa OIhr, ~ of 
1hr 11"""'" Mahll<r [291 obtainrd an ~nol ~xt""" of 
Bwidk¡4 tJryr;aUú:r comaining 2 14,07 rngIg. whilr in Pan 
[301 an e<1r.Ioc1 of B. ajficUJJU C<Il1aining 11356 rngIg. 
BwidJ'¡4 11"""" pan .. oyn1heoi... phrnolic comp<>llll<b 
ooch "'" f)"""noido and phrnylpropanoido and "'" partico. 
larly abw>danl in linarin and ""rbu<=idr [14.W] . V.roa.
CO$idr and linarin ha"" a "l'<Ilg a-rption in 1hr UVB 
~n (291 and 334:1.""", fa ""rbuc<.idr and ~narin. ..... 
o;p<etiwly). 1I<ca".. ""~ al", ~xhib;" antioxidanl 
proponieo. _ drcidrd ID quanlify 1hr co_n' of m.... 
compoun<b in BCM f. Thr..,.w .. of,hr HPLC quantita
tiv~ anaJy:.io of BCM E "'" rq><n«I in Fig~ 1. Thr con· 
""n1J"atio .... of both ""rbu<=idr and ~narin W<ft 

olgnificanlly high in BCM E (9&75 rngIg and 36.~ rngIg. 
..,..,..rnwly). Syringin ,.". abo ~ An dici~nI 
phoU>prot<Cliw ""tma""" m .... ~ a >trong aboorpt ion 
in 1hr U.h"MOIrt ~on ID ~ ,hr dr~riouo fiI'<C1:I 
ca,...d by 6p'-'" ID oun light Ao 00...""'" in FigIl'" 2 

BCME 6lmi1ft! ,hr<r pnb in ,hr UV ~on a,224. 290 
and 324 nm. n,... daa indica1ft! ,ha, BOdE ah$<rb«l 
a.U of 1hr UV·B irndiaion and m uo diopIay«l a :ounocJ'ftn 

fiI'<eI h<ca",,~ ,1-0. UVB irTadiation lo 1hr primary ca".. 
of ~rythrma. Thr """"'" abo indica1ft! !ha, BCME a' 
60 f'SImL ~xhib;" oimi lar UV aboaption (Abo ~ 0.7) 
,han octyI m", hoxycinnama~ a' 10 f'SImL BCME ab· 
.aba""" i. oigniG<2l' ~ ~ lo a mix~ ",00... cltro
mopho"", Oinarin ,.,d ""rbuco.idr) "'" dilU1«1 in ,hr n_ 
BCME In ';"" _~ ..:tiYiIy 

~n~ra.Uy. 61""""" of >kin ID UV· B radiation """"'O in 
i""""",ed of ROS g~""ration. which conttibl1~ ID . .... 

~ral patholos;ical conditio .... . incloding ~rythrma. ph""'. 
carcinogenroio and phOloaging. Thr anti""idanl capacily 
(le,.¡ of BCME ~x1r.loc1 ,.". ...aJua1ft! by [)PPH. O, · 
and 'OH ra.dicaJ """""nging a"",J'l- Thr [e.. vaJueo oo· 
,ained fu, BCME . ca""nging fiI'<C1:I fu, 1hr rltJ'ft frft 
radicalo "",.oown in ,hr Tabl. l. Thr abilily of BCME 
'o """""ng~ DPP H ([e.. 64.19 f'SImL) and "" I""roxidr 
(le.. 1:n,60 J'gImL) radicalo ,.". 1""", !han ,ha, of 
galli<: acid ([e.. 260 and 30,00 f'SImL. reoprcti""ly). 
Th~ main anlioxidan' compound drt<C1ft! in BCME w.to 
v~rbtocooidr (. 1!>" of BCME _iglu). Frum [31] oo· 
,ained an [e.. of 7,188 ± 0,12 fu, ""rbu<=idr a.ctivily 
again .. ,hr DPP H radical Thr [e.. fo, BCME lo conoi .. · 
~n' wim ,hr co"""n1J"ation of ""rbu<=idr in BCME. 

BCME ~xhibir«l6""0~nI 'O H radical "",,""nging aba . 
ily ([e.. 185 J'glmL) wh~n comp<ll'«l wim galtic acid 
(le.. 335.8 J'glmL). Among m~ ROS. 'O H lo m~ I1loO$1 

""""iw ..,<ciro in biolosical "I"~"'" and lo capabl~ of 
d .... aging all1loO$1 ""''1 molrculr found in living ""Do 
[32]. incloding ~pi<b. polyprptid ... p""" .... and DNA. 
From m~ ..,.wting da ... ("rablr 1). i, lo no1abl~ ,ha, a 
leo:or' [C'" voJ ... ,.". oI>1ainrd fu, BCM E wh~n como 
p-d ID m~ [e.. voJ ... of gal~c acid (pd ).O I). P",.a.I~ 
additi"" o, oynrrgioti<: «<<elO brt""",n ""rbaocooidr and 
any compo""n' of BCM E could 6pWn ,hr oo...,wd 
anti-oxidanl [e.. valor d ,hr crudr planl ~X1J"aoc1 . 

BCME ~ nti-wythomo ..:tiYiIy 
O"" d 1hr principal ....,nI. in ~ . kin UVB irTa,di . 

a,ion v:po..,.., i. ,hr production of ~rythrma (r.d.dioh 
okin). Erythrma lo vio iblr 24 honro ~, v:po..,.., 'o 
UVB. Ao ohown in Fig~ 3. irTad ia1ft! unpl'<>1ft:1«1 
SKH·1 micr v:hib~«I incrrurd >kin rrdneoo w~hin 
24 h of UV ~xl""""". Thr ba1Ch~ of mi"" 1I'ra1ft! wilh 

hbM 1 T ..... p¡""'¡i< <_ .... __ don, pr~ ... _ p_utionof .. <JIHdG", ..... I\onoli< ___ ' l IlCMEI 
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"' f'" ' HI;I~_ .".... -"'09''''tr,-.... ....-. (HP\C-<JVI_ ....... ola .-. _noI< ..... ><1 (lCMf). 

BCME ohow«l .... r«Ineo. man normal. "" did m. 
nrgativ~ and ""hiel. control group$. 

Fo, ~rythrma. m~ d",~nnining facw, of okin colon, io 
m. n~nI'o which vucnlar fiOing ~ whr", an in· 
=aor o, ~ in U ing "",1111, in a S""'~, ~ of 
~ o, palrneo. d thr >kin. """,<Ctiv<ly [241 . Thr 
p..,.."", of OU llOCl'ftn ... b;lanceo in BCME """Id ea_ 
d,... difr",nceo. "" ,..,.,Jd ,hr p..,.."'" of compoundo 
~xhibiting noodila,o, pr-q>~rn... which could abo a.c. 
coun1 fo, m. pal~"... ,.{fft:!. 

Hi>tok'9i<_ .... Iy>i> 
A hi>1<>losical rnJoation WU I""rforrnrd on m~ SKH ·I 

hairleo. mi"" npoo«I'o UVB. Fis= 4.oow. ,hr "-' 
"'I'..,..nlativ~ ..,..m, of th~ hioIolosicaJ orudy. Thr , kin 
of m~ U. C· and BCME groupo oh"",«I no hi>1<>losicaJ 
damago (Fis= 40.. b. aOO ~ pan<l, ). AcU1~ ~XP"""'" of 
UVB prodoc«l hioIolosicaJ chanll"'" in m. C+UV group' 
inlra·I in1~"",Oular .o.ma in m. q>id~rmio. numbr, of 
"""hum <rll .. ,hick~ning of m~ ...... ,wn C<nl.rum aOO 
q>iderm io . ~I congeotion. aOO l""rM.ocular .o.ma in 
m. & rmio (FiS"'" 4c aOO di. In con"""'. >kin from 
BCME+UV ".;.,., only ohow«l a oIiglu rltidrning of m. 
q>idermio and did n01 O[hibi,m~ UVB· indoc«l in/lam· 
maID'Y chan!!"" ooch "" ~I conS"""ion o, .o.ma in 
m. q>id<nn io aOO & rmio . How....". ,Itio group , howrd 
~, numbr .. of , w-obum ""d. whrn compar«l wim 
m. C+UV group (Figurr 4f). "!"I,... ..,..,J .. co...,la1«l 
wim """"""",,pie ~,v.l1io .... of ~rythrma. lik~1y br· 
ea_ ~ i. ,hr "",1111 of """,01 co"8""'tion [:ni. 
BCME+UV 1I'N,«I mi", ohow«l no .o.ma; m .... i, i. 

lik~1y !ha"hr fif<CI i. do. 'o m. p..,..n"" of ~narin in 
,hr BCMf. 0"" of ,hr main compon~"", of BCME i. 
linarill . ManÚ"on.Váz.qun. [1"] &mon ...... 1«Im. anti · 
in/larnmaIDry prop~rn.. ofrlti. compound. In our "",<!y. 
w~ aloa found ,ha, m~ fonna,ion of """hum ",,11. w.t, 
r«Iuc«l in m. >kin of m;"" 1I'N1«I wim BCME+UV. in · 
d icating!ha, h krra,in~ ofm~ q>idenni. "",,,,,.., . 
,~ring ,hr P"'Sranut>«l <rO <leam pathway. P~. 

, mdieo ha"" &mal ...... '«I'hr antiru:idanl aOO ph""'. 
prot<Cli"" eapabaitieo of ""rburool& [2MI ]. Th~ p""" 
~n"" of mio compound in BCME couId aplain ,hr 
r«Iuc«l p..,..n"" of ... nbnm«l ""d. on m~ o1in of mi"" 
,,,,,,1«1 wilh BCME+UV breaD'" ",,11. pl'01ft:1rd from 
photo-ru:idati"" ~ do nOl inilia~ an apoptotic path. 
way. Many agon .. (ooch "" Wlraviolot light fiI~ .. ) J<CI 
thr t ra.....,.;.,;on of ultraviolot ~gIu ID hwnan >kin . In 
addition. agonl .. och "" antioxida"", ean modula~ thr ~. 

kcto of uI1raviol ... ~gIu al m. , kin . Moot of thr natnraDy 
occnrring chrmop~nti"" phrnol b ~nrt mul~ 

a.ctio ..... aOO any clinicaJ applicatio .... uoing d,... ..,¡,. 
, la""", ohoukI br buftI on m. plft:i ... W>& ..... nding of 
thr phj<oiologicaDy ",mnl mrchani..,.. of a.ction 12]. 

In _ IICME ~tution stud)r 

To d",~nnin~ m. I""nrtration d thr a.cti"" compon~nI. 
of BCME into q>idenni .. w~ p~ ID I""rform an 
nl""rim~nI known "" tal"" otripping. At <qual !hat ~x · 

p";mrnlal pr<>t<><:<>l; nch """'"' WU t"",1«I IDpica.Uy 
wilh 2 rngIcm' of m. BCME fo, 15 minu= Acti"" 
compo""nI, d BCME P"'''''''~ at O.&2±O.~ (D4± 
9.0 ,.glcm' in w<iglu) (Tabl. 1). Acmrding ID thio ......,JI. 
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thr poonrtration of BCME inl<> thr okin <:OUId ~xplain thr 
a~"" of.,o.ma and ,hr fftioction of onnbum ""u.. h 
lW>IlId rltink !ha, ,hr amowl1 of a.<ti"" componn<!o of 
BCME !ha, poonrtra~ inl<> ,hr >kin io 10..-, how"", thr 
nlll11ho., d mob:ul", ablr '" I""<!ra~ i. oigniic:.>' "'" 
cordng '" thr Avogad,,". nwnho,. Thitilrrtd.cha <! al 
[34], drtrrminrtl !ha, ""rbuco.idr hu a Iow ocranol· 
w.r.~, partitia> moMI'ici.nr (P - 0.03), and poorormrd 
in .i/ro p<-rrnraoon v:poorimrnr • ...mg pig>1in. Thrir "'. 
ouIt. indica,ft!!ha, v~ poon<!",~ in1<> ,hr okin 

----1-,. 
oo. f'" 3 e_I".1oI< .-. d ...,.rhMI. ~J In SII)f. , 

-.. 1.> 9""4' ......... "" ( , "'9>"" """,.,. ('Wh;d. 200 ... el 
"'''''''''t (<IN -.. >n:I 1,N:Il;MEo I ~~" .. ~><t 
8:;ME<I,N: I .",m", "",rh>n>k ... ,,"' ..... W 

(0.270 nmoItcm'). Onr reouho oullll""" SKH· ¡ mi"" >kin. 
an: ""'''' poorrnrablr '" , Itio kind of componn<!o !han 
pipin. 

GonotoxXH,. _.,. 01 IICME 

In thi •• tDdy, thr Yid4;ro. micronoclruo ~t. which 
d<!<C1:I chro""""maJ b"""¡'agr and anruploidy, w.r.. 
~mployftl 'o rwJ ... ~ ,hr g •• ",""'i<: pot~ntiaJ of BCME. 
Th",~ bioa .... j'O an: ... noiti"", and ~ io ",Ia'iftly . impl~ 
'o &t<CI thr grnot<>xi<: fiI'<C1:I of • ....,raJ compound. 
wilh thrm. BCME <lid nOl oisnmntly al'rct m~ ""Uular 
divioion of m~ mot. and had no daoragrn i<: fiI'<C1:I on 
,hr ""n. (data not ohown). Th"", BCM E ~xtr.r.cl cannot 
¡". co".¡deffti a mrrtag~nic ag"''' Fruthr, orud.,. ohouId 
¡". carrird out '" ......rua~ ,hr ."r,y of thr compound. 
p ..... ~nr in BCME in oth~, ""'irolosicaJ 11Io<l<!r1o . 

Conclu.io n. 
UV apt>$ll'" ca ...... >kin damagr, and chroni<: npoou'" 
canieo a ri>1 of okin can"",. Thr in~ in UVB radi o 
alion ,ha, """,hro; ,hr nr!h'. ourfa.,., ~nhanceo thr del~· 

,~I'iouo fiI'<C1:I of , Itio radiaoon on hüman hraJth . 
Th<ft1'o"" nrw ...... ,<gieo "'" ~ '" mmba, UV >1in 
d,.,.agr. Thr drftlopm~nr of promioing pho"'prot<Cli"" 
ag~nr. rft!11ireo conrin"""" ~h throughout m~ de· 
v~lop"",n' p,oce ... In addirion. m io orudy i. ,hr fim ",. 
p<rl deocribing ,hr 'opical adminiotration of BCME, and 
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~ ~ fonnd ID prot=! again .. UVB· indOCft! . ldn <lam· 
agr in SKH·¡ 1llU. "!"l,.... reouI .. drmon ...... ~ ,ha, 
BCME ~xhib~. ,boorba""" in ,hr UV8 .... ctrum. con· 
tamo .. gnd'icant """""nglng abddy fo, thr hydro>:yl rad· 
ical and i. not , grnot<>xic ag~nt in m~ micronud~ 
_. Thr p,-'.' findingo drmon ...... ~ ma, BCME io 

~n<lcn.Yd wilh good in .i ... • ldn photop~ctiv~ P"'I""" 
, ;",; and ma' thio i. lik~ly d ... ID m~ polyphrnol con~nt 
of BCME (""rbaoCO$idr and linarin). Thtmo",. m..~ "'. 
.1llI:. OI1gll" '" ma' BCME may ~xlm" ..,"'" ~nbaJ 'o 
p~nt photodamagr. According ID onr reoult .. BCME 
p"'_ OUllOCl'ftn P"'l""rtieo and Uo ~ io p",oi>l~ ma, 
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