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1. Resumen

La piel es la principal barrera de proteccién contra agentes ambientales como la
radiacion ultravioleta (RUV), la cual genera dafios a nivel histolégico y molecular, si
no son reparados, se desencadena la aparicion de mutaciones puntuales en genes
diana como p53, gen supresor de tumores considerado importante en el estudio de
la fotoproteccion. Una estrategia dentro de este campo es la busqueda de
sustancias que prevengan los efectos de la RUV. Buddleja cordata, es una especie
que tiene actividad fotoprotectora y antioxidante debido a compuestos polifenélicos
como el verbascosido. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto fotoprotector
del extracto metandlico de B. cordata y el verbascosido, por medio de la expresion
del transcrito (RNAmM) de regiones especificas del gen p53 de ratones SKH-1
irradiados con RUV. Se realizé la extraccion de RNA de muestras de piel de un
experimento de exposicion cronica a la RUV (32 semanas). Se llevé a cabo qRT-
PCR con el fin de amplificar las regiones del gen p53 seleccionadas, B-actina fue
utilizada como el gen control. Se calculé el nivel de expresion del transcrito y se
realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey. p53 mostro niveles
basales en la piel sana del C- (no irradiado) y se sobreexpreso en el C+ (muestras
irradiadas sin proteccién). Las muestras irradiadas y protegidas con el fotoprotector
comercial Parsol® (T) y el verbascésido (V) fueron agrupadas sin mostrar diferencias
significativas con el C-, mientras que EMBC (extracto metandlico de B. cordata) se
localiz6 en un nivel intermedio entre el C- y el C+, al mostrar una expresion de p53
diferente del C+ y similar tanto al C- como al T, los grupos protegidos con EMBC y/o
V demuestran que B. cordata posee capacidad fotoprotectora, esto debido a
compuestos como el verbascosido, que debido a su estructura quimica conformada
por un fenilpropanoide (fotoestabilidad), un feniletanoide (antioxidante) y azGcares
B- [D]- glucopiranosa y ramnosa (antiinflamatorios), ha sido asociado con la
disminucion del dafio ocasionado por la RUV a nivel histolégico, molecular y
desarrollo de fotocarcinogénesis, por lo cual se sugieren tanto el al extracto

metandlico de B. cordata como al verbascosido como agentes fotoprotectores.



2. Introduccién

La energia electromagnética que incide en la Tierra, esta compuesta principalmente
por el espectro de luz ultravioleta (200 a 400 nm), luz visible (400 a 760 nm) e
infrarroja (760 a 1,800 nm). La radiacion ultravioleta (RUV), se divide segun su
longitud de onda: UVC (200-280 nm) que no incide sobre la superficie terrestre; UVB
(280-320 nm), que induce dafio al DNA, inmunosupresion y carcinogénesis; y UVA
(320-400 nm), que genera dafio oxidativo al DNA, elastosis solar y el incremento de
la pigmentacion de la piel (Cheng et al., 2016; Kochevar et al., 2014; Krutman,
2000).

Cuando la RUV incide sobre la piel, es absorbida por moléculas croméforas como
el DNA, formando dimeros de pirimidina ciclobutano (DPC o CDPs) y fotoproductos
de pirimidina 6-4 pirimidona (6-4 PP), el efecto acumulativo de estas modificaciones
desencadena mutaciones en diversos genes, de entre los que destaca el gen
supresor de tumores p53, sus alteraciones son frecuentemente detectadas en
tumores de piel de raton. La sobreexpresién del transcrito de p53 indica dafio
gendmico por accién de la RUV, por lo cual este gen representa un papel central en
el estudio del dafio al DNA y su prevencion (Liu et al., 2007; Cabrera y Lopez, 2006;
Ichihashi et. al., 2003; Rebel et al., 2005).

La fotoproteccion es un conjunto de medidas preventivas frente a los efectos
negativos de la RUV sobre la piel, tales como el eritema, inmunosupresion,
fotoenvejecimiento y carcinogénesis. Diversos estudios demuestran que los
metabolitos secundarios presentes en plantas como los polifenoles, tienen la
capacidad de prevenir los dafios ocasionados por la RUV. Buddleja cordata, es una
planta que ha generado interés debido a la presencia de polifenoles con
propiedades fotoprotectoras, destacando entre sus compuestos el verbascoésido
(Guerra, 2018; Espinosa, 2016; Cheng et al., 2016; Avila et al., 2014; Afaq, 2011).



3. Marco teérico
3.1 La piel

La piel, es el 6rgano mas grande del cuerpo, permite la interaccion del organismo
con el entorno y estd formada por componentes epiteliales, mesenquimales,
glandulares y neurovasculares. La piel se encuentra organizada en tres capas

principales: epidermis, dermis e hipodermis (Chu, 2014).

La epidermis, de origen ectodérmico, es un epitelio escamoso pluriestratificado, se
caracteriza por ser la capa mas externa de la piel, manteniendo contacto constante
con el ambiente; se divide en cuatro estratos principales: basal o germinativo, que
es el mas interno de la epidermis y consta de una Unica capa de células basdfilas
(queratinocitos mitéticamente activos) siendo responsable de la renovacion de la
epidermis; estrato espinoso, formado por células de forma poliédrica, las cuales se
desplazan hacia la capa méas externa diferencidndose y desarrollando granulos
laminares; el estrato granuloso, sitio de generacién de numerosos componentes
estructurales que formaran la barrera epidérmica; estrato cérneo, un epitelio
estratificado formado por células anucleadas, queratinizadas y aplanadas, aporta la
mayor proteccion mecanica y quimica de la piel (Chu, 2014; Arenas, 2009) (fig. 1).
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Fig.1 Representacion de las capas de la epidermis. A partir de lo méas exterior se observa el estrato
cOrneo, granuloso, espinoso, capa basal y lamina basal. Modificado de D’Orazio 2013.



La dermis delimita a la epidermis y alberga estructuras cutaneas que incluyen
foliculos pilosos, nervios, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas, contiene
células inmunes vy fibroblastos que participan activamente en muchas respuestas
fisiologicas de la piel. La dermis puede ser dividida en dos capas: dermis papilar
que comprende la regidn subepidérmica y la dermis reticular, que tiene una
disposicion entrelazada de las fibras de colagena con las que cuenta. La hipodermis
es un tejido subcutaneo, la capa mas interna de la piel, esta formada por tejido
conjuntivo laxo en el que se localizan células adiposas, su grosor difiere
dependiendo de su localizacion en el cuerpo, esta capa conecta a la dermis con los
tejidos subyacentes (Chu et al., 2014 Iglesias, 2004) (fig. 2).

Epidermis—E i

Dermis

Hipodermis |

Figura 2. Representacién de las capas de la piel. Se observa la epidermis, la dermis y la
hipodermis. Modificado de (ADAM, 2018).

3.2 Radiacion solar

La radiacion solar es el resultado de reacciones termonucleares que generan
energia, se encuentra integrada por diferentes longitudes de onda: luz ultravioleta
(200 a 400 nm), luz visible (400 a 760 nm) e infrarroja (760 a 1,800 nm), también se
encuentran longitudes de onda cortas (ionizantes), y largas (microondas y

radiofrecuencia) (Kochevar et at. 2014) (Fig. 3).
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Figura 3. Espectro electromagnético (https://sites.google.com/site/year7eclassroom/lesson-5-
properties-of-light-reflection).

La radiacion solar se modifica de manera importante por su paso a través de la
atmosfera, solo dos tercios de la energia solar es capaz de atravesarla, llegando
a nivel de corteza, ademas, la distancia de la tierra con respecto al sol varia 3.4%
de forma anual, mientras que la variacion dentro del efecto de modificacion por

parte de la atmésfera es mucho mayor (Stratton et al., 2005).

3.2.1 Laradiacion ultravioleta (RUV)

La RUV representa una pequefia porcion del espectro electromagnético y se divide
segun sus propiedades electro-fisicas en: ultravioleta C (UVC), con la longitud de
onda mas corta y mayor energia, que comprende entre los 200 y 290 nm y no
incide en la superficie terrestre ya que es directamente absorbida por la atmosfera;
ultravioleta B (UVB) que va de 290 a 320 nm e induce mutaciones y efectos
inmunosupresores que son causales de la carcinogénesis cutanea; y la luz
ultravioleta A (UVA) también denominada radiacion de onda larga, su longitud de
onda se encuentra entre los 320 y los 400 nm y genera el bronceado de la piel y
dafio oxidativo que puede producir inestabilidad gendmica persistente, la UVA a
su vez se subdivide en UVAI (340-400 nm) y UVAIl (320-340 nm) (Scheinfeld,
2006).



3.2.2 Respuesta cutanea a la RUV

La RUV, tiene una gran variedad de efectos biol6gicos en la piel, pueden ser
clasificados en agudos (una dosis Unica) y crénicos (exposicion repetida). Dentro
de los efectos agudos se encuentra la, el bronceado de la piel, produccién de
vitamina Ds, quemadura solar, la inmunosupresion y la generacion de
fotoproductos del DNA (Chu et al., 2014).

El bronceado o melanogénesis es una respuesta a la RUV y se debe al aumento
de la actividad y numero de melanocitos es visible de 3 a 4 dias posteriores a la
exposicion y depende del color de piel y la dosis recibida. La produccion de
vitamina D3 es vital para la salud 6sea, su biosintesis cutanea es el Unico beneficio
establecido de la exposicién aguda a la RUV. La quemadura solar o eritema es la
reaccion mas evidente y se caracteriza por la aparicion de inflamacion y
enrojecimiento cutdneo. La inmunosupresion, cumple una funcion importante para
dar paso a la carcinogénesis al favorecer la aparicion y el crecimiento de tumores
(Kochevar et al., 2014; D’Orazio, 2009).

Cuando la RUV incide sobre la piel, interactia con moléculas croméforas a este
tipo de radiacion, tales como el DNA y RNA, esto se debe a que los grupos
aromaticos de sus bases nitrogenadas tienen la capacidad de absorber
eficientemente la RUV, promoviendo la formacion de enlaces entre las bases
nitrogenadas de nucleotidos adyacentes, dando como resultado la formacion de
dimeros (Kochevar et al., 2014).

Los dimeros de pirimidina—ciclobutano (CPDs) son los fotoproductos
predominantes causados por RUV, pueden llevar a mutaciones de tipo C-T y se
forman cuando los fotones son absorbidos por los dobles enlaces C=C de las
posiciones 5-6 de dos pirimidinas adyacentes. La redistribucion de los electrones

resulta en un anillo que enlaza las dos posiciones 5 y las dos posiciones 6,



formando un ciclobutano unido covalentemente. El segundo fotoproducto mas
comun es el fotoproducto pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP), se constituye a partir
de la ruptura de un doble enlace C=C en posicion 6 y un doble enlace C=0 en
posicion 4 de la pirimidina adyacente, dando como resultado un enlace covalente
entre estas dos bases (fig. 4). También se encuentra el fotoproducto Dewar (Dewar
PP), que es un isébmero de valencia de 6-4PP que se forma via fotoisomerizacion
en presencia de longitudes de onda de 280 a 360 nm (Marrow y Meunier, 2008;
Pattison y Davies, 2006).

Dimero de pirimidina cis-syn Fotoproducto pirimidina (6-4)
ciclobutano (CDPs) pirimidona (6-4PP)

Figura 4. Formacion de dimeros de pirimidina (http://www.biorom.uma.es/contenid
o/av_bma/apuntes/T8/t8_repar.htm)

Dentro de los efectos cronicos de la RUV se encuentra el fotoenvejecimiento y la

carcinogénesis (Uitto, 2008).



El fotoenvejecimiento es un proceso en el cual se producen modificaciones en los
componentes de la matriz extracelular, produciendo cambios en el metabolismo
del colageno y probablemente de la elastina, este tipo de dafio se caracteriza por

ser observable macroscépicamente (Uitto, 2008).

El cancer de piel se puede clasificar segun el tipo celular implicado, el tipo no
melanoma y el tipo melanoma. Dentro del tipo no melanoma se encuentran los
carcinomas basocelulares y espinocelulares (CBC y CEC), los cuales pueden
mantenerse benignos y ser tratados. También se conoce un precursor del CEC, la
gueratosis actinica (QA). El cancer tipo melanoma puede facilmente propagarse al
sistema linfatico y al torrente sanguineo causando mayor namero de muertes.
(Pearon y John 2006; Tri y Jaeyoung, 2006).

La fotocarcinogénesis, es un proceso con multiples pasos, se considera que el
desarrollo de tumores consiste en 3 fases: (1) iniciacion, durante esta fase, la RUV
produce alteraciones genéticas en proto-oncogenes (genes cuyo producto
promueve la proliferacién celular) y en genes supresores de tumores como p53,
esto es irreversible y predispone a la célula afectada a la transformacion
neoplasica posterior, (Il) promocién, que consiste en la expansion clonal de las
células iniciadas las cuales pueden permanecer benignas hasta la
experimentacion de una mayor proliferacién que permita el desarrollo de neoplasia
y (Ill) progresioén, en la cual las células se desprenden del tumor primario e invaden
otros 6rganos Yy tejidos (metéstasis), convirtiéndose en un tumor maligno (Devi,
2005).

Se ha observado que en los canceres cutaneos tanto en humano como en ratén,
la RUV causa mutaciones caracteristicas en el gen p53. El 71% de estas
mutaciones son transiciones de tipo C-T y CC-TT localizadas en los sitios
afectados por dimeros de pirimidina, estos sitios de alta probabilidad de mutacion

son denominados “Hot spots” a su vez, se ha determinado que el 97% de las



mutaciones reportadas para p53 se encuentran entre los exones 5-8 (Benjamin y
y Ananthaswamy 2006; Bolshakov et al., 2003; Greenblatt et al., 1994).

3.3 El gen supresor de tumores p53

El gen p53 tiene una funcién central en el mantenimiento de la integridad celular,
la induccion de estrés gendmico causado por la RUV causa la sobreexpresion del
transcrito con el fin de generar una mayor concentracion de la proteina P53, que
es un factor de transcripcion que transactiva genes relacionados con la respuesta
al dafio al DNA, por lo cual p53 es el gen utilizado como indicador de dafio para el

desarrollo de este trabajo.

En humanos p53 se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 17
(17p13), consta de 11 exones, produce un transcrito de RNAm de 2,8 kb, a partir
del cual se codifica una proteina de 393 aminoacidos llamada P53 con un peso
molecular de 43.700 KDa, el nombre de la proteina que codifica, hace referencia
a su masa molecular aparente, ya que en un gel ADA-PAGE, migra como una
proteina de 53KDa, esto debido a la gran cantidad de residuos de prolina que

contiene, los cuales hacen que migre de una manera mas lenta, aparentando un

p-Prod47Ser

Intron 4 Intron5  Intron 6 Intron 7 Intron 8 Intron 9 Intron 10
757 by 81 bp 109 bp 109 bp 109 bp 109 bp 109 bp

Intron | Intron 2 Intron 3
Gen p33 10757bp  117bp bp
Exon 1 ' [

a) [

Exon 11
1270 bp

Proteina P33

N-terminal C-terminal

b)

o Unién al ADN 4D

1-100 aa 101-300 aa 301-393 aa

A4

Figura 5. (a) Mapa del gen p53, se observan los intrones, exones y las pares de bases que lo
conforman. (b) Mapa de la proteina P53, se observa el dominio de transactivacion (1-100
aminoacidos), dominio de unién al DNA (101-300 aminoacidos), dominio de tetramerizacion y
de regulacion negativa (4D y NEG) de 301-393 aminoacidos (Chandel et al., 2013).

mayor peso molecular. En raton Mus musculus, p53 se encuentra localizado en

el cromosoma 11 y cuenta con 12 exones (L6pez et al., 2001; NCBI, 2018) (fig. 5).
9



La proteina P53 contiene 393 aminoacidos, se encuentra activa en forma de
tetramero y consiste en 4 dominios: () transactivacion N-terminal (TAD), (II) unién
al DNA, (Ill) tetramerizacion y (V) regulatorio (fig. 6). El dominio de transactivacion
se encuentra en la region N-terminal, es el sitio de unidén para una gran variedad
de proteinas que pueden ser tanto co-activadores transcripcionales como
reguladores negativos, tiene una funcidon importante para la activacion de la
proteina ya que su fosforilacion tiene como resultado la liberacion de P53 de su
regulador negativo MDM-2, ademas es seguido por una region rica en prolina
(Joerger y Fersht, 2008; Moll y Petrenko, 2003).

El dominio de unién al DNA es crucial para el reconocimiento y union de la proteina
P53 a secuencias especificas dentro del genoma, localizadas en las regiones
promotoras de los genes blanco que son regulados por p53, los residuos
resultantes a partir de esta region, se encuentran modificados en canceres

humanos, constituyendo una zona de "Hot spots™ (Bai y Wei, 2006).

El dominio de tetramerizacion tiene como funcidn la interaccién entre las unidades
monomeéricas de la proteina, el dominio c-terminal realiza funciones regulatorias,
los residuos de c-terminal sufren modificaciones post-traduccionales como

fosforilacién y acetilacién (Joerger y Fersht, 2008; Bai y Wei, 2006).

10



Figura 6. Estructura de los dominios de p53. a) Dominio N-terminal unido a Msm2 (Cédigo PDB, 1Q2F)
(Rosal, 2004). b) Dominio central de P53 unido a una molécula de DNA (c6digo PDB: 1TSR (Cho et al., 1994).
¢) Cuatro dominios centrales unidos a una molécula de DNA (c6digo PDB: 2ADY (Kytainer et al., 2006; Melero

2010). d) Dominio de tetramerizacion (codigo PDB, 1C26) (Jeffrey, 1995; Chen et al., 2010).

3.3.1 Regulacién de la activacion de p53 y sus principales genes blanco

Los fotoproductos generados por la RUV provocan dafios estructurales en el DNA,
como consecuencia, se activa la cascada de ATR/CHEK1 (proteina serina-
treonina relacionada con ataxia telangiectasia mutada y Rad3/Punto de control
proteina serina-treonina quinasa). La activacién de esta cascada es un proceso
complejo en el cual la proteina de replicacién A (RPA) reconoce y se asocia a los
sitios de dafio al DNA, esta asociacion recluta a ATRIP (proteina de interaccion
con ATR), la unién de ATRIP con RPA recluta a ATR y habilita la formacién de un
complejo ATR-ATRIP, esto a su vez permite la activacion de ATR y su funcion
fosforiladora (Acevedo et al., 2016; Zou and Edellge, 2003).

Los sustratos principales de ATR son la cinasa del punto de control del ciclo celular
CHK1 y la proteina del gen supresor de tumores p53, que una vez activada (tanto
por ATR como por CHK1) se emplea como un activador transcripcional de genes
implicados en la detencion del ciclo celular, senescencia celular, apoptosis y
reparacion del DNA (KEGG, 2018).

La manera clasica de entender la funcion transactivadora de la proteina P53, se
basa en 3 pasos basicos: (1) la estabilizacion de P53, (ll) la unién a una region

especifica del DNA vy (lll) la activacion transcripcional de sus genes blanco. La
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estabilizacion se lleva a cabo por la interrupcion de la unién de la proteina P53 con
su regulador negativo Mdm2 (ortdlogo de Hdm2 en humanos), impidiendo su
degradacion por ubiquitinacién, esto ocurre cuando quinasas como ATM, CHK-2,
DNA-PK, ATR y CHK-1 (siendo ATR y CHK1 las que actian por dafio voluminoso
(fotoproductos) causados por RUV) modifican post-traduccionalmente a P53,

fosforilando el extremo N-terminal (Kruse y Gu 2009).

Una vez estabilizada P53 tiene la capacidad de unirse a regiones promotoras de
sus genes blanco, esto puede ocurrir por medio de su dominio de unién al DNA, o
por medio del dominio carboxilo terminal, que se ha determinado facilita la
busqueda de P53 por sus genes blanco posterior a la sefial de estrés (Hainaut y
Hollstein 2000).

P53 es estabilizada y activada como respuesta al estrés genémico, sin embargo,
esta proteina se mantiene unida (en bajos niveles) al DNA de células sanas, por
ejemplo, Espinosa en 2003 demuestra que los niveles basales de p53 controlan la
expresion de algunos genes asi como el ensamblaje del complejo e iniciacién de
p21 (Espinosa et al., 2003; Zilfou y Lowe, 2009).

Posterior a su estabilizacion y union a la region especifica del DNA, la proteina
P53 tiene la capacidad de activar o reprimir a sus genes blanco. La seleccién del
promotor se encuentra regulada por numerosos factores, incluyendo las
modificaciones post-traduccionales en P53, como la fosforilacion, ubiquitinacion,
metilacion, acetilacion y sumolacion, las cuales forman un codigo que determina a
gué promotores de los genes blanco se unira la proteina P53 (Kruse y Gu, 2009;
Zilfou y Lowe, 2009).

Los genes blanco de P53, tienen funciones muy importantes para el mantenimiento
de la integridad celular, dentro de las mas importantes se encuentran: el arresto
del ciclo celular, responsable de evitar la propagacion de mutaciones mediante la

division de células dafiadas, senescencia, autofagia, reparacion del DNA,
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regulacion negativa de P53 y apoptosis (Matsumura y Honnavara, 2004; Zilfou y
Lowe, 2009) (fig. 7).
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Figura 7. Via de sefalizacion para la activacion de p53 y sus genes blanco principales modificad
de (KEGG 2018).

Como parte de la via de sefializacion de p53, existen genes que tienen como
funcion el arresto del ciclo celular, tales como p21, 14-3-3-0, Reprimo, Gadd45 y
B99 (KEGG, 2018) (fig. 7).

Dentro de las diferentes vias de sefializacion que utiliza la célula para iniciar el
proceso de apoptosis, la via dependiente de P53 es de gran importancia, ya que
se activa cuando se produce una cantidad de lesiones en el DNA que resulta grave
para el mantenimiento su integridad. Dentro de los genes cuya expresion se
encuentra regulada por P53 y que tienen influencia dentro de la via apoptética se
encuentran Bax, Fas, Fas-L, IGF,BP3, PIGs y Dr5, todos estos genes
proapoptoticos, son regulados positivamente por P53 (Herrera, 2004).

3.3.2 p53y carcinogénesis

La exposicion cronica a la RUV, da lugar a un tumor benigno en la piel (como la
gueratosis actinica) formado a partir de la expansion clonal de células epidérmicas

portadoras de modificaciones en diferentes genes como p53. La exposicion

13



cronica a la RUV, permite dar progresion tumoral mediante la seleccion de clones

de células resistentes a la apoptosis (Cabrera y Lopez, 2006).

El papel central que tiene la inactivacion de p53 en la carcinogénesis de piel fue
por primera vez demostrado por los hallazgos de Jiang y colaboradores,
observando que los ratones con modificaciones en p53 tipo p537 o p53* vy
expuestos a RUV, desarrollaban mas tempranamente tumores de piel que los
ratones no modificados, concluyendo que la exposicion prolongada a la RUV tiene
un efecto carcinogénico debido a la acumulacién de mutaciones en p53 (Jiang et
al., 1999; Cabrera y Lopez, 2006).

3.4 Mecanismos de reparacion

Las células de mamiferos cuentan con diversos sistemas de reparacion que son
capaces de proteger a las células del dafio ocasionado por la RUV, removiendo
las lesiones antes mencionadas. Dependiendo del tipo de dafio en el DNA, una o
mas vias de reparacion son activadas. Las principales vias de reparacion de dafio
al DNA provocado por RUV, son la reparacion por escision de nucleotidos (NER),
el mecanismo de reparacion por escision de bases (BER), la reparaciéon de bases
en disposicion “mismatch” (mismatch repair) y la reparacion del rompimiento de

doble cadena (Matsumura y Ananthaswamy, 2004).

3.4.1 Reparacién por escision de nucleétidos (NER)

Los fotoproductos como CPDs y 6-4PP, activan la via de reparacion NER, la cual,
tiene como tarea la remocién de estas lesiones (Matsumura y Ananthaswamy,
2004; Lehmann, 1995; Laat, et al., 1999).

Los fotoproductos son eliminados por medio de dos sub-vias pertenecientes a
NER: los dafios existentes en genes transcripcionalmente activos se remueven

mediante un mecanismo rapido que se encuentra acoplado a la transcripcion
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(TCR-NER), y la sub-via de reparacion genémica global (GGR-NER) que se
encarga de los dafios que se encuentran en otras partes del genoma, este sistema
es caracterizado por ser mas lento que el anterior. Estas dos vias Unicamente se
diferencian en el primer paso de NER, que es el reconocimiento del dafio al DNA.
En la sub-via TCR-NER la polimerasa Il (de elongacion de RNA) que se “atasca”
al encontrarse con el dafio voluminoso, reconoce el dafio, mientras que en la sub-
via GGR-NER, los dafios se reconocen por medio del complejo proteico
XPC/HHR23B (Matsumura y Ananthaswamy, 2004) (fig. 8).

Una vez que el dafio se reconoce, el complejo TFIIH, que consta de 9 subunidades
y esta involucrado en la iniciacion de la transcripcion de la RNA polimerasa I, actia
de la misma manera en las dos sub-vias, este, contiene a las helicasas XPB y
XPD, las cuales se encargan de mediar la separacién de las cadenas de DNA en
el sitio de la lesiébn. XPA es otra proteina importante, que verifica el dafio en la
cadena ya abierta, ademas de ser crucial en el ensamblaje del resto de la
magquinaria de reparacion. La proteina de replicacién A (RPA), tiene como funcién
la estabilizacién del complejo con la cadena del DNA abierta, ademas de dirigir el
posicionamiento de XPG y el complejo ERCC1-XPF, endonucleasas responsables
de la escision a los extremos de la lesién (de 24 a 32 nucleétidos dentro de los
cuales se contiene la o las lesiones). Posterior a la remocién de los nucleétidos,
los factores generales de la replicacion rellenan el espacio generado, cerrando y
reparando asi la cadena dafiada, dando por terminado el mecanismo de
reparacion NER (Laat et al., 1999).
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Figura 8. Sub-vias del mecanismo de reparacion NER, la via de reparacion global (GGR-NER). Se

encarga de los dafios producidos en cualquier parte del genoma, la via de reparacion acoplada a la
transcripcion, repara los dafios ocasionados en el mMRNA transcripcional (Laat et al., 1999).

3.4.2 Reparacioén por escision de bases (BER)

El mecanismo de reparacion por escision de bases (BER) adquiere importancia
debido a que tiene una estrecha relacion con el fotoenvejecimiento y la
carcinogénesis. BER se encarga de corregir las lesiones pequefias en las bases
nitrogenadas del DNA, las cuales no producen una distorsion importante en su

estructura helicoidal (Jeppesen, et al., 2011; Lindahl, 1993).

El mecanismo BER se lleva a cabo en el nicleo y en la mitocondria, es iniciado
por almenos 11 glicosilasas distintas, enzimas que catalizan la hidrélisis de los
enlaces glucosidicos que unen el azucar y la base nitrogenada dafiada, dejando
un sitio apurinico. Los pasos subsecuentes son la escision, sintesis de reparacion

y ligacién, estos son referidos como “los pasos comunes de NER”, sin embargo en
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la realidad, diferentes mecanismos de reparacion toman lugar, dependiendo del

estado fisiologico de la célula (Krokan y Bjoras, 2013).

La remocién de la base afectada se lleva a cabo por accion de la glicosilasa
especifica del dafio producido en esta molécula. Estas enzimas contienen un
amino y/o carboxi terminal en mamiferos, no localizados en células procariéticas
estas extensiones son utilizadas para cuestiones de “targeting” celular (Krokan y
Bjoras, 2013; Hegde et al., 2008).

Posterior a la union de la glicosilasa, puede llevarse a cabo un proceso posterior
llamado via corta 0 BER de un nucleétido Unico, en el cual una sola hendidura es
realizada y subsecuentemente llenada y ligada o la via larga, en la cual se produce
una hendidura de entre 2 y 10 nucleétidos, que posteriormente es rellenada y
ligada. La via que ocurre con mayor frecuencia es la corta (Krokan y Bjoras, 2013;
Hegde et al., 2008; Lindahl, 2001) (fig. 9).

La via larga ocurre por lo general en células que se encuentran en proliferacion,
utilizando una amplia gama de proteinas de replicacién para el procesamiento
posterior a la accién de la glicosilasa y APEL, estos elementos incluyen a DNA
polimerasa €/, PCNA, FEN1, y LIG1 (Krokan y Bjoras, 2013).

La eleccion entre utilizar la via corta o larga depende del tipo de glicosilasas que

se unen durante la iniciacién de la reparacion por BER, ademas del tipo y estadio

del ciclo celular (Krokan y Bjoras, 2013; Bauer et al., 2011).
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Figura 9. Sub-vias del mecanismo de reparacién VER (Hoeijmakers 2001).

3.4.3 Reparacion de Mismatch (MMR)

Los motivos de secuencia especificos compuestos de repeticiones de
dinucledtidos son inestables en algunos canceres humanos. Este tipo de fenotipo
es causado por bases apareadas erroneamente (Mismatch), la MMR se encarga
de remover los nucledtidos mal apareados por las DNA polimerasas, este tipo de
defectos incrementa las tasas de mutacion. Existen 4 pasos delimitados dentro de
la MMR: (1) reconocimiento de las bases en mismatch; (2) reclutamiento de
factores de MMR adicionales; (3) busqueda de una sefal que identifica la cadena
nueva mal sintetizada, seguido de la degradacion del mismatch; y (4) la re-sintesis
de los nucleétidos que se escindieron, las proteinas participantes y el mecanismo

Mismatch pueden observarse en la figura 10 (Hoejimakers, 2001).
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Figura 10. Via y proteinas involucradas en el sistema de reparacion de Mismatch (Hoejimakers, 2001).

3.5 Fotoproteccion

La fotoproteccion es una actividad preventiva y terapéutica frente a los efectos de
la RUV sobre la piel, como son la inflamacion, eritema, fotoenvejecimiento y la
fotocarcinogénesis. Dentro de las medidas preventivas se incluye evitar la
exposicion durante las horas de mayor irradiacion solar (12-16 Hrs.), utilizar
sombrillas, sombreros, vestimenta de tela gruesa y gafas de sol, asi como el uso

de un fotoprotector adecuado (caracteristicas) (Arribas, 2016; D’Orazio, 2009).
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Los fotoprotectores topicos son preparaciones de aplicacion externa, contienen
moléculas organicas que tienen la capacidad de absorber, reflejar o dispersar los
fotones de la RUV deteniendo de manera parcial, la interaccion de la RUV con la

piel. Estos pueden clasificarse como inorganicos y orgénicos (Guerra, 2018).

Los filtros solares inorganicos o fisicos, reflejan y dispersan la luz, actuando como
una pantalla sobre la piel. Protegen de la RUV, son inertes, resistentes al agua y
tienen menos riesgos de alergias o fotosensibilidad, sin embargo son poco
aceptados desde el punto de vista cosmético, ya que tienen un tamafio de particula
considerable, dejando un rastro blanco en la piel, ademas, este tipo de
fotoprotectores es la principal causa de dermatitis de contacto fotoalérgico, por lo
cual, es necesario generar nuevas alternativas que cumplan con las necesidades
actuales (Guerra, 2018; Mejia et al., 2014; Gilaberte y Gonzales, 2010).

Los filtros solares organicos interactian directamente con la RUV absorbiendo el
espectro de la UVA y UVB, ademas, cuentan con una mejor aceptacion cosmética,
algunos ejemplos son los cinamatos, Tinosorb o BEMT (Bis- Etilhexiloxifenol
Metoxifenil Triazina) y Mexoryl® o SX (benzotriasol lipofilico). La potencia
fotoprotectora de un fotoprotector topico se marca numéricamente mediante el
indice de factor de proteccién solar (FPS), que hace referencia al poder de
reduccioén de los efectos de la RUV de un fotoprotector sobre la piel. (Guerra, 2018;
Gilaberte y Gonzéles, 2010).

3.5.1 Fotoproteccion con productos naturales: polifenoles

Dentro de los fotoprotectores organicos se incluye la busqueda y el uso de
sustancias que las planta sintetizan como defensa ante el estrés, provocado por
las condiciones ambientales en las que se encuentran, estas sustancias son
conocidas como metabolitos secundarios, dentro de los cuales, debido a su amplia
distribucion y propiedades farmacologicas destacan los polifenoles, estos

metabolitos secundarios son caracterizados y clasificados de acuerdo a la
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presencia, numero y conformacion estructural de sus anillos fendlicos (Afaq, 2011;
Mejia et al., 2014; White, 2012; Gilaberte y Gonzales 2010) (fig. 11).

OH

Figura 11. Estructura quimica del anillo fendlico.

Los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico), estilbenos, lignanos, flavonoides y alcoholes fendélicos (Quifiones
et al., 2012) (fig. 12).
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Figura 12. Estructura quimica de los principales grupos de polifenoles (Modificado de
Quifionez et al., 2012).

Dentro de las propiedades que se atribuyen a los polifenoles destacan su actividad
antioxidante y su capacidad para absorber RUV, por lo cual presentan propiedades

fotoprotectoras (Fagundo et al., 2015; Afaq, 2011).
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Buddleja cordata es una planta de uso en la medicina tradicional que posee
polifenoles en abundancia, otorgandole a su extracto propiedades farmacoldgicas,
generando asi interés dentro del campo de la fotoproteccién (Alipieva et al., 2014;
Espinosa, 2016; Avila et al., 2014; Clarenc, 2012; Garcia y Avila, 2008).

3.5.2 Buddleja cordata (Kunth)

El género Buddleja se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial,
comprende de alrededor de 100 especies arboreas y arbustivas.
Aproximadamente, el 50% de los taxa crece en el continente americano y en
México existen alrededor de 15 especies con representantes de alta distribucion.
Esta especie crece en bosques de Quercus, de coniferas, mesofilo de montafia 'y
vegetacion secundaria. Una caracteristica importante de B. cordata es su
capacidad para tolerar condiciones de sequia, por lo que también puede
desarrollarse en matorrales xeréfilos y en suelos erosionados, en altitudes de 1500
a 3000 m s. n. m. Se distribuye desde el norte de México hasta Guatemala
(Romero, 2003) (fig. 13).

B. cordata es comunmente llamada “Tepozan” es una especie con arbustos dioicos

con una altura de 1 a 20 metros, es de crecimiento rapido y se ha utilizado como

planta ornamental (Romero 2003) (fig.14).
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Figura 13. Mapa de distribucion de Buddleja cordata en México
(http://www.naturalista.mx/taxa/154027-Buddleja-cordata).

En México, B. cordata se utiliza de manera tradicional, sus hojas se preparan en
infusion para tratar zonas inflamadas, ademas, ademas dentro de sus propiedades
biologicas registradas se encuentran las analgésicas, bactericidas, amebicidas,
reparador del Utero, de la bilis y ojos, también se ha utilizado como antitumoral,

contra las Ulceras y antiinflamatoria (Alonso, et al., 2011; Adedapo, et al., 2009).

Se ha reportado que el extracto metandlico de esta especie tiene absorbancia
dentro del rango de la RUV y que presenta actividad antioxidante, secuestrando
radicales hidroxilo de manera significativa, ademas, este extracto ha mostrado sus
actividad fotoprotectora reduciendo la aparicion de eritrema, produccion de células
de quemadura solar, congestion del vaso y engrosamiento epidérmico, en piel de
ratones irradiados con RUV, teniendo la capacidad de penetrar en la piel de los

ratones sin mostrar genotoxicidad (Espinosa 2016; Avila et al., 2014).

Las propiedades farmacoldgicas de B. cordata se han asociado principalmente con
los compuestos del tipo fenilpropanoide, a su vez, estudios fitoquimicos reportan

gue entre los componentes aislados de B. cordata se encuentran fenilpropanoides
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tales como el verbascésido, al cual se le han reportado propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antineoplasicas y fotoprotectoras (Espinosa, 2016; Avila et al.,
2014; Alipieva et al., 2014; Clarenc, 2012).

Figura 14.Buddleja cordata. a) Arboles b) Inflorescencia (http://www.naturalista.mx/taxa/154027-
Buddleja-cordata.

3.5.3 Verbascdsido

El verbascosido es un glicosido fenil etanoide y uno de los disacaridos ésteres
cafeoilicos méas extendidos en la naturaleza, siendo encontrado en mas de 200
plantas dentro de las cuales se encuentra el género Buddleja (Filho et al., 2012;
Taskova et al., 2009).

El verbacésido se forma en las plantas por la via del acido shikimico. El proceso
enzimatico comienza con la produccion de fenilalanina y tirosina. El hidroxitirosol
del verbascésido es biosintetizado a partir de la tirosina, a través de la tiramina,
mientras que la parte cafeica se sintetiza a partir de la fenilalanina a través de la
via del cinamato. La dopamina se incorpora a traves de la oxidacién de aldehido
para convertirse en alcohol; y finalmente se lleva a cabo la R-glicosilacion
(Pefnarrieta et al., 2014; Saimaru y Orihara, 2010) (fig. 15).
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Figura 15. Biosintesis del verbascdsido (Saimaru y Orihara, 2010).

El verbascoésido ha sido detectado en raices, tallos, hojas y flores de diversas
especies de plantas, siendo las hojas la parte en donde se acumula mayor
concentracion de este compuesto (Kirmizibekmez, et al., 2012; Georgiev, et al.,
2011).

De acuerdo con varios estudios, las plantas con altas concentraciones de
verbascoésido han sido utilizadas en la medicina tradicional, como tratamiento
aniinflamatorio, microbial, anti-infeccioso. Metabolitos secundarios como el
verbascésido, tienen la capacidad de modificar la interaccion de la RUV con la piel
a diferentes niveles: (a) absorbiendo la RUV (accion de pantalla solar); (b)
interrumpiendo la induccion de radicales libres que reaccionen con los
componentes de la piel (antioxidante o secuestrador de radicales libres); (c)
induciendo el sistema enddgeno de antioxidantes en los queratinocitos; (d)
atenuando la respuesta inflamatoria; y (e) modulando la respuesta antiestrés de la

célula (Alipieva et al., 2014).
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Se ha propuesto al verbascosido como candidato para la proteccion de la piel ante
el fotodafio y consecuentemente para la fotoproteccion, ya que este compuesto,
tiene la capacidad de absorber dentro del rango de la RUV, por lo cual, es un
cromoforo para esta radiacion, se sugiere que su efecto fotoprotector se debe a su
estructura quimica conformada por un fenilpropanoide (confiere fotoestabilidad),
un feniletanoide (antioxidante) y azucares B- [D]- glucopiranosa y ramnosa
(antiinflamatorios) (Espinosa, 2016; Alipieva et al., 2014; Avila et al., 2014) (fig.
16).

(0] OH

HO \
o}

OH
HO

Figura 16. Estructura quimica del verbascésido. El acido caféico (fenilpropanoide) se muestra en
azul, en rojo el 4,5 hidroxifenil etanol (fenileanoide) y en verde la 3 (D)- glucopiranosa y ramnosg
Alipieva et al., 2014).

3.6. Modelo de estudio (ratones SKH-1)

Los ratones SKH1 son la cepa mas utilizada en la investigacion de fotobiologia,
los tumores inducidos en estos ratones aparecen tanto a nivel morfolégico como
molecular como respuesta a la exposicion crénica a la RUV; El gen Hr (Hairless),
codifica a un co-represor transcripcional en la piel de mamiferos, en el raton se
identificaron varios alelos Hr nulos e hipomorficos que dieron como resultado la

falta de pelo en animales homocigotos para este alelo (Benavides, 2009) (fig. 17).

El modelo de ratbn SKH-1 ha demostrado ser importante para el estudio de la

fotoproteccion, debido a que esta cepa de ratones muestra caracteristicas
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similares al foto-dafio humano, como lo es el engrosamiento epidérmico,
infiltracion de la dermis con células inflamatorias, células apoptoticas, induccion de
tumores y pérdida de colageno, ademas de no poseer pigmentacion y ser

imunolégicamente competentes (Lee et al., 2003; Kim et al., 2003).

Se ha demostrado que la RUV induce lesiones como dimeros de pirimidina-
ciclobutano y fotoproductos 6-4 en el DNA de la piel de los ratones SKH-1,
haciendo de esta cepa, un modelo viable para el estudio de compuestos topicos
gue protejan la piel contra el dafio ocasionado por la RUV (Benavides et al., 2009;
Wilgus, 2003).

Estos ratones han sido ampliamente utilizados para la evaluacién de protectores
solares, la aplicacion de agentes topicos y exposicidén a la RUV, ya que muestran
mayor sensibilidad a la RUV y la respuesta cutanea puede ser facilmente
observada (Espinosa, 2016; Sharma et al., 2011).

Figura 17. La cepa de ratones SKH-1 se caracteriza por la pérdida del pelo, la no pigmentacién de la
piel y el ser imunocompetentes. https://www.criver.com/products-services/find-model/skhl-hairless-
mouse?region=3611
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4. Justificacion

El interés por la busqueda de plantas con capacidad fotoprotectora ha aumentado
en los dltimos afios debido a que metabolitos secundarios como los
fenilpropanoides tienen la capacidad de absorber, reflejar o dispersar los fotones
provenientes de la RUV. Ejemplo de ello es B. cordata, comiunmente conocida
como “Tepozan”, que es utilizada para tratar quemaduras solares y tumores.
Ademés, se ha comprobado que uno de sus compuestos principales, el
verbascosido, es responsable de diversas actividades bioldgicas, dentro de las
cuales destaca su actividad fotoprotectora, antiinflamatoria y antitumoral. Estudios
previos de fotoproteccidn contra la carcinogénesis cutdnea han demostrado a nivel
histol6gico que la aplicacion topica, tanto del extracto metandlico de B. cordata
como del verbascoésido, presenta actividad fotoprotectora y dado que el cancer de
piel es una enfermedad crénica producida por la exposicion a la RUV y que se ha
demostrado la relacion directa entre la exposicion a la RUV y el incremento en el
transcrito de p53, en este trabajo nos preguntamos si esa respuesta se vera
reflejada a nivel molecular, utilizando como sensor de dafio el nivel de expresion
del transcrito del gen supresor de tumores p53, generando informacion acerca del

potencial de estas sustancias para prevenir los dafios ocasionados por la RUV.
Consecuentemente, se planteo la siguiente pregunta cientifica:
¢ La expresion del transcrito de p53 sera diferente en piel de ratones expuestos a

la RUV con o sin proteccion del EMBC y/o verbascosido? ¢Como sera con

respecto a un fotoprotector comercial Parsol®?
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5. Hipotesis

La exposicion cronica a la RUV de piel de ratones SKH-1 dara como resultado la
sobreexpresion del transcrito de p53 en la piel sin proteccion, en contraste con la
piel protegida con el EMBC y/o el verbascadsido.

6. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto fotoprotector del extracto metandlico de B. cordata y uno de sus
compuestos mas abundantes, el verbascdésido, por medio de la expresion del
transcrito (RNAm), de regiones especificas del gen p53 en piel de ratones SKH-1

irradiados con RUV.

Objetivos particulares

Determinar el nivel de expresion del transcrito de p53 (MRNA) en muestras de piel
de ratones expuestos de manera crénica a la RUV.

Comparar la expresion relativa de p53 de la piel de ratones irradiados y protegidos
con extracto metandlico de B. cordata y/o verbascoésido con la de un fotoprotector

comercial.
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7. Estrategia Metodolégica

7.1 Muestras de piel

Las muestras de piel que se utilizaron en este trabajo provienen de un experimento
cronico de fotoproteccion previo, en el cual, se utilizaron ratones SKH-1que fueron
expuestos a RUV con y sin proteccion del EMBC y/o verbascosido durante 32
semanas, tiempo suficiente para el establecimiento de un modelo de
carcinogénesis cutanea, dentro del cual se incluyen las etapas de iniciacion,
promocion y progresion. Los grupos experimentales fueron los siguientes: sin
ningun tratamiento (C-), piel irradiada sin proteccion (C+) y tres grupos
experimentales: verbascésido + RUV (V), EMBC + RUV (EMBC) y un grupo
testigo: Parsol® + RUV, cada grupo tuvo una n=5.

Durante este experimento, la parte dorsal de los ratones de los grupos C+y C- fue
tratada topicamente con 200uL de etanol al 70%, cubriendo un area aproximada
de 6 cm?, mientras que a los ratones de los grupos restantes se les aplicaron 200uL
de B. cordata, verbascoésido o Parsol®, disueltos en etanol al 70% con una

concentracion final de 2mg/mL.

El modelo de carcinogénesis cutdnea se desarroll6 en dos fases, una de iniciacion
y una de promocion y progresion: Fase de iniciacidon de la carcinogénesis cutanea:
Los ratones correspondientes a todos los grupos con excepciéon el C- fueron
expuestos a RUV (6 mJ/cm?) por un minuto al dia durante diez dias, utilizando una
lampara de luz UV-B, (310 nm, Espectroline). Posteriormente se aplicaron las

sustancias de los diferentes tratamientos (EMBC, V y T).
Fase de promocion y progresion de carcinogénesis cutanea: Posterior a la fase de

iniciacion, los ratones fueron irradiados durante un minuto, tres veces por semana,

durante 32 semanas (Espinosa, 2016).

30



7.2 Deteccion del transcrito de p53 (RNAmM)

El aislamiento del RNA se llevé a cabo por medio del Kit de extraccion QIAGEN
Allprep®, y se siguieron las indicaciones del fabricante. Este kit se caracteriza por
su capacidad para extraer moléculas de RNA mayores a 200 nucledtidos, esto
proporciona un enriguecimiento para la extraccion de RNA mensajero (RNAmM) ya
gue los tipos de RNA 5.8S rRNA, 5S rRNA y tRNAs son selectivamente excluidos.

La obtencion del cDNA se realiz6 por medio del Kit de sintesis de c-DNA de
Thermo SCIENTIFIC™ RevertAid First Strand cDNA Synthesis, utilizando oligo dT
y siguiendo las instrucciones del fabricante. El cDNA obtenido fue almacenado a

-20°C para su posterior uso.

Para confirmar la efectividad de los oligos, se realiz6 una PCR (reaccion en cadena

de la polimerasa) punto final, con las condiciones en la tabla 1:

Tabla 1. Condiciones del PCR para obtener el cDNA

Paso Temperatura, °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento 58 30s 35
Extension 72 45 s

Las regiones seleccionadas para el disefio de los oligos que amplificaron las
regiones del gen p53 fueron los exones 7 y 8, ya que al formar parte del dominio
de union al DNA son consideradas “Hot spots” o bien, regiones con alta
probabilidad de mutaciones que generan carcinogénesis por efecto de la RUV (Bai
y Wei, 2006).

Los oligos fueron disefiados mediante el software Geneious® 9.1 para obtener un

amplicon de entre 80 y 120 pb, la Tm (temperatura de alineamiento) 6ptima fue de
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60°C y el porcentaje de G-C que representa las uniones mas fuertes con 3 enlaces,
se mantuvo entre en 50% para asegurar su estabilidad y union con el DNA molde.

Las secuencias de los oligos pueden observarse en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los oligos del gen p53.

Secuencia de oligo Secuencia del amplicén
FW: 5 -TGTTTCCTCTTGGGCTTAGGG - 3’ TGTTTCCTCTTGGGCTTAGGGACGTCTCTTATCTGT
RV: 5 - CTGTTCCCAACCCCTCTTGTC -3 GGCTTCTCGGGGTTCCTGTAACTGGACCTTTGGCTG
CAGATATAGACAAGAGGGGTTGGGAACAG

7.3 PCR en tiempo real (QRT-PCR)

La gqRT—PCR se realizé por medio del Kit Thermo SCIENTIFIC™ Maxima SYBR
Green gPCR, el cual se caracteriza por el empleo una polimerasa termoestable
(hot-start DNA polymerase) y un intercalante fluorescente SYBR Green. Se
realizaron tres replicas por tratamiento; las condiciones de amplificacién se

observan en la tabla 3:

Tabla 3. Condiciones del qRT-PCR (protocolo de 2 pasos)
Paso Temperatura, °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 10 min 1
Desnaturalizacién 95 15s 45
Alineamiento/extension 60 1 min

La fluorescencia fue detectada durante el paso de alineamiento/extension.

Para calcular el nivel de expresion del transcrito de p53 se utilizé la formula:
E=PeffC 2 €Y en donde Peff es la eficiencia del PCR, calculada mediante el
programa LinRegPCR (desarrollado por Ruijter, 2009), posteriormente se
determinaron las unidades de expresion relativa (UER) que se refieren a la
expresion de p53 en cada uno de los tratamientos, con respecto al gen constitutivo

actina.
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Finalmente se llevo a cabo una prueba estadistica ANOVA y con el fin de dilucidar
cuales son los tratamientos con diferencias estadisticamente significativas, se
aplicé una prueba de TUKEY (p <0.01).

8. Resultados

8.1 Niveles del transcrito de p53

Los grupos evaluados fueron: el C- (etanol), C+ (etanol + RUV), T (Parsol ® +
RUV), EMBC (extracto metanélico de B. cordata + RUV) y V (verbascosido + RUV).
El nivel del transcrito de p53 se determind en unidades de expresion relativa
(UER), la expresion relativa de p53, de cada tratamiento se observan en la figura
18.

N w
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Unidades de Expresion Relativa (UER)
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n

o
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C+ C- T EMBC \

Tratamientos

Figura 18. Unidades de expresion relativa (UER) de p53 de ratones SKH-1. Se muestra el C+, C-, T,
EMBC y V, se puede observar un mayor nivel de expresion en la piel del C+, mientras que los
tratamientos se mantienen cercanos al C-.

El grupo que presentd mayor nivel de expresion del transcrito de p53 fue C+ (2.80
UER), seguido de EMBC (1.52 UER), T (0.78 UER), C- (0.75 UER) y finalmente V
(0.64 UER). EIl analisis estadistico ANOVA (a=0.05), demostré que no existen

diferencias significativas entre el C-, el grupo Ty V, y que el EMBC, es diferente
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de todos los tratamientos, la manera en la que se agrupan se muestra en la figura
19.
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Figura 19. Prueba de agrupamiento de Tukey. El C+ (grupo a), se separé del resto de tratamientos,

EMBC (grupo ab), mostré actividad diferente de C+ y el resto de los tratamientos, T y V (grupo b) no
mostraron diferencias significativas con el C-, demostrando efecto fotoprotector.
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9. Discusién

En este trabajo se encontrd que el nivel de expresion relativa del transcrito del gen
p53 de piel de ratones SKH-1 irradiados con RUV vy sin proteccion, es
significativamente mayor al de la piel de ratones no irradiada -por lo cual- se
sugiere que el dafio genotoxico por RUV tiene como resultado la sobreexpresion
de p53. Por otro lado, se encontré que la piel irradiada con RUV y protegida con
parsol®, EMBC o con V, posee un nivel de expresion igual a la piel del C- (con
excepcion de EMBC que se encuentra en un nivel intermedio), y significativamente
menor que la piel del C+ demostrando la actividad fotoprotectora de los

tratamientos al prevenir la sobreexpresion del transcrito de p53.

La expresion del transcrito de p53 del C-, fue de 0.75 UER, la piel de los ratones
de este grupo se mantuvo sana y sin exposicion a la RUV, técnicamente, al no
haber dafio histolégico ni genotéxico provocado por la RUV, se esperaria que no
hubiera expresion, ya que la proteina que se traduce a partir del transcrito de p53
(P53), regula la transcripcidn de genes de respuesta al estrés gendmico. Sin
embargo, Espinosa y colaboradores en 2003, demuestra que la proteina
producida por este mensajero participa activamente en varios procesos, como el
ensamblaje del complejo de iniciacion del promotor de p21, por lo cual, células sin
dafio al DNA, requieren niveles basales del transcrito de p53, lo cual concuerda

con lo obtenido en este trabajo.

Liu y colaboradores en 2007 y 2009, realizaron trabajos en los cuales demuestran
gue el dafio genotoxico provoca un aumento considerable en la cantidad del
transcrito de p53, reportando que la quinasa PKC & induce la transcripcion de este
gen, aumentando la cantidad de mRNA y que esta induccion esta directamente
relacionada con la respuesta al dafio al DNA.
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Saldafia en 2011, realiz6 una revisién en la cual reporta que transactivadores de
p53 como son PKC & y RREB-1, son activados como respuesta al dafio al DNA,
teniendo como resultado, al igual que en este estudio, un incremento en la
cantidad de transcritos de p53 que concuerda con aumento significativo de la
expresion del transcrito de p53 observado en este estudio.

La sobreexpresion del transcrito de p53, es la respuesta a nivel molecular cuando
existe dafio al DNA. Investigaciones previas reportan que el dafio crénico al DNA
provocado por la RUV, produce dafios a nivel histolégico y la aparicion de

carcinogénesis cutanea (Espinosa, 2016; Lui et. al, 2009).

Espinosa en 2016 realizé un estudio en el cual demostré que la exposicion cronica
de piel de ratones SKH-1 a la RUV tiene como consecuencia tres principales tipos
de lesiones epidérmicas:

a) Hiperplasia, que se caracteriza por un aumento en el grosor de la epidermis,
presencia de espongiosis leve a moderada y extension focal a multifocal;

b) Queratosis actinica, en la cual la parte basal de la epidermis muestra atipia
citolégica asociada con hiperplasia de células basales o atrofia, elongaciones
epidérmicas hacia la dermis y paraqueratosis;

c) Carcinoma cutaneo, caracterizado por la presencia de células atipicas en todos
los niveles de la epidermis, desorganizacion de los nucleos, displasia escamosa
amplia que ocupa el grosor del epitelio, pérdida de la integridad de la membrana
basal con invasion a la dermis, zonas amplias de queratinizacion, necrosis

variable y angiogénesis.

Al irradiar a los ratones sin proteccién, se indujo la sobreexpresion de p53. Por
tratarse de una exposiciéon cronica, el gen p53 pudo presentar mutaciones en los
exones 7y 8, zonas importantes, ya que codifican para el dominio de union al DNA
de la proteina P53, provocando la pérdida del control sobre el arresto del ciclo
celular, la reparacion del DNA y la via apoptética, comprometiendo la reparacion

y la estabilidad celular (Guthrie, 2017). Ademas de que la RUV, ocasiond el
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desarrollo de carcinoma cutéaneo tal y como muestran los resultados obtenidos por
Espinosa et al., en 2015 (fig. 20).

0 semanas

Figura 20. Respuesta cutanea de ratones SKH-1, a la exposicion de RUV en un
experimento crénico (32 semanas), realizado por Espinosa et al., 2015).

La expresién del transcrito de p53 en el tratamiento T (0.78 UER), con el filtro solar
parsol® + RUV, fue similar a la obtenida en la piel sana del C- (0.75 UER) y
diferente del C+ (2.80 UER), al prevenir el dafio al DNA y la sobreexpresion de
p53. El parsol® present6 actividad fotoprotectora. Espinosa en 2016, realizd
pruebas de fotoproteccibn en la linea celular HaCaT irradiadas con RUV,
reportando al parsol® como agente fotoprotector, lo cual concuerda con lo
obtenido en este trabajo. Sin embargo, se ha demostrado que este filtro comercial
es incompatible con filtros a la UVA, como la avobenzona, debido a que al estar
en contacto con este compuesto, se produce una inestabilidad en las moléculas
del parsol® teniendo como resultado su prematura degradaciéon y presentando
limitantes para este fotoprotector, por lo cual, el uso de productos naturales

adquiere interés dentro de la fotobiologia (Kullavanijaya y Lim, 2005).

La proteccion a la UVA adquiere gran importancia porgue este tipo de radiacion
representa la mayor parte de la RUV que entra en contacto con la piel (90%),

penetrando tanto la epidermis como la dermis (White, 2012).
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El grupo EMBC (1.52 UER), protegido con extracto metandlico de Buddleja
cordata, presentd actividad fotoprotectora al mostrar niveles de expresion
estadisticamente distintos de todos los grupos estudiados. El nivel de expresion
de p53 del grupo protegido con EMBC se encuentra intermedio entre el de los
ratones sin irradiar y el grupo irradiado sin proteccion con desarrollo de carcinoma,

por lo cual el EMBC presenta actividad fotoprotectora (fig. 19).

Mensah 2001, realizé un trabajo en el cual se comprobo la actividad antioxidante
del extracto de B. globosa, dentro de los resultados obtuvieron que bajas
concentraciones del extracto poseen actividad antioxidante que esta
estrechamente relacionada con la actividad fotoprotectora obtenida en este
estudio, ya que los compuestos antioxidantes desempefian un papel en la
modulacién de la iniciacion del proceso de carcinogénesis, protegiendo a la célula
contra el dafio al DNA, teniendo como resultado una probable reduccién en la
expresion del transcrito de p53 tal y como se observa en este trabajo (Garcia y
Avila, 2008).

Avila y colaboradores en 2005, realizaron un estudio en donde se determiné la
actividad fotoprotectora del extracto metandlico de Buddleja scordioides, y de dos
de sus compuestos: la linarina y el verbascésido. Utilizando un modelo de
Escherichia coli, obtuvieron que el extracto posee la menor actividad
fotoprotectora de sus tratamientos, y lo atribuyen a una baja concentracion de los
componentes fotoprotectores en el extracto. Esto coincide con lo obtenido en este
estudio ya que basados en el nivel de expresion del transcrito de p53, la piel de
ratones protegida con EMBC obtuvo los niveles de expresién de p53 mas altos de
los tratamientos. Sin embargo, es significativamente distinto de la piel de ratones
irrradiados y no protegidos, por lo cual el EMBC si presentd actividad
fotoprotectora.
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Espinosa et al., en 2015, demostraron que el extracto metandlico de B. cordata
tiene la capacidad de prevenir el dafio cronico en ratones SKH-1, reduciendo la
presencia de lesiones en la piel en un 90% de acuerdo con su analisis histolégico,
estos resultados de fotoproteccion se confirman en este trabajo a nivel molecular,
generando asi mas informacién acerca de los procesos por los cuales se lleva a

cabo la fotoproteccion con extractos naturales de aplicacion topica.

La actividad fotoprotectora de B. cordata se atribuye a la presencia de una gran
cantidad de compuestos, como los fenilpropanoides, entre los cuales, por su
actividad y abundancia en esta especie, destaca el verbascoésido (Espinosa, 2016;
Avila, 2014; Kostyuk, et al., 2008).

La piel de los ratones del grupo experimental V (tratada con verbascésido) obtuvo
un nivel de expresion del transcrito de p53 de 0.64 UER. Estos resultados no
mostraron diferencias significativas con la piel sana del C- y el grupo tratado con
PARSOL®, comprobando que la aplicacién tépica de este compuesto en piel de
raton expuesta a la RUV, previene los dafios al DNA que provocan la

sobreexpresiéon de p53.

Avila y colaboradores en 2005 demostraron la actividad fotoprotectora del
verbascosido aislado a partir de B. scordioides, cabe mencionar que este
compuesto obtuvo mayor actividad con respecto a compuestos como la linarina,
acetado de linarina y el extracto metandlico de la planta. En este trabajo el
verbascoésido obtuvo el menor nivel de expresion de p53 y al igual que en el trabajo
de Avila y colaboradores, la mayor actividad fotoprotectora ante la RUV.

El verbascoésido tiene actividad fotoprotectora, ya que tiene la capacidad de

absorber en la region donde se encuentra el rango de la RUV, siendo un cromoforo
a esta (Alipieva et al., 2014; Esposito, et al., 2010; Kostyuk, et al., 2008).
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La estructura del verbascdésido lo hace un compuesto con la capacidad de
prevenir el dafio que la RUV desencadena en las células, debido a que el
fenilpropanoide (acido cafeico), que se encuentra unido a uno de los grupos
azucares es fotoestable, otorgandole la cualidad de no ser degradado por efecto
de la energia proveniente de la luz, la parte central del compuesto formada por 3-
[D]- glucopiranosa y ramnosa (azucares), otorga al verbascosido la capacidad de
mediar rutas moleculares, promoviendo efecto antiinflamatorio, ademas el 4,5
hidroxifenil etanol (feniletanoide) que se encuentra unido a uno de los azlcares,
tiene capacidad antioxidante, potenciando de manera efectiva su actividad
fotoprotectora, ya que la RUV también produce radicales libres y especies
reactivas de oxigeno (ERO), los cuales contribuyen en la formacion de una gran
variedad de condiciones como eritrema, fotocarcinogénesis y dafio en las
membranas celulares, por lo cual se propone al verbascosido como un
fotoprotector potencial ante los dafios ocasionados por la RUV, sugiriendo la
continuacion trabajos de fotoproteccion relacionados con este compuesto
(Alipieva et al., 2014; Espinosa 2016; Avila 2014).

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se propone el seguimiento
de la investigacién sobre las propiedades fotoprotectoras de los diversos extractos
de plantas y compuestos aplicados topicamente, mediante el calculo del nivel de
expresion del transcrito de p53. Como perspectiva se plantea la posibilidad de
estudiar mas plantas que tengan un historial medicinal en la etnobotanica

mexicana.

Bajo el contexto de este trabajo también se propone el estudio de genes dentro
de la via de p53, que tengan funciones implicadas en el mantenimiento de la
integridad celular ante el dafio provocado por la RUV, esto con el fin de
correlacionar los niveles de expresion del transcrito de diversos genes en la piel
de ratones irradiados con RUV y asi generar un mejor entendimiento acerca de la

manera en que la via p53 es orquestada.
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10. Conclusiones

La expresion del transcrito de p53 fue mas elevada en el grupo irradiado sin
proteccion. Esta sobreexpresion sugiere un mayor nivel de dafio al DNA inducido
por la RUV.

La piel de ratones SKH-1 protegida con el extracto metandlico de B. cordata y/o
el verbascosido, presentd niveles de expresion del transcrito de p53
estadisticamente bajos, en comparacién con la piel de los ratones SKH-1 no
protegida. Esto sugiere que los extractos presentan actividad fotoprotectora,

teniendo un nivel de proteccion similar al del compuesto comercial parsol®.
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