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1. RESUMEN

En los humanos, la piel es el 6rgano que mas se expone a la radiacion ultravioleta (RUV),
lo que provoca dafios agudos y cronicos. Por esta razén, se recurre a la fotoproteccion
como una estrategia para controlar y/o prevenir los dafios ocasionados por la RUV.
Ademas de los fotoprotectores sintéticos, existen productos naturales que, al mismo
tiempo de ser fotoprotectores, tienen actividad antioxidante, antiinflamatoria,
inmunomoduladora, antimutagénica y anticarcinogénica con la capacidad de inhibir o
retrasar eventos celulares y moleculares para asi prevenir o evitar el dafio cutaneo
inducido por RUV.

Las familias Asteraceae y Labiatae son reconocidas por su uso en la medicina tradicional
y por la presencia de compuestos con actividad antioxidante y antiinflamatoria. Por tal
motivo, en este trabajo se utilizaron los extractos metandlicos de Dyssodia tagetiflora e
Hyptis mociniana para evaluar su actividad fotoprotectora en queratinocitos humanos
inmortalizados de linea celular HaCaT y en piel de ratones desnudos SKH-1 en un
experimento de exposicién aguda a la RUV.

Ninguno de los extractos tuvo actividad citotoxica en queratinocitos HaCaT. Ademas,
estos extractos demostraron tener actividad fotoprotectora en una forma dependiente de
la dosis.

En el andlisis histolégico, el extracto metandlico de D. tagetiflora ejercié un ligero efecto
protector contra la RUV en piel de ratones SKH-1, y al mismo tiempo permiti6é el
desarrollo de una inflamacion controlada, al aumentar el nimero de mastocitos
presentes en dermis. Por su parte, el extracto de H. mociniana, tuvo efecto fotoprotector
disminuyendo los dafos relacionados con la quemadura solar en piel de ratones SKH-1
e indujo la reduccion en el nimero de mastocitos presentes en la dermis, lo que indica
gue este extracto tuvo actividad antiinflamatoria. Ambos extractos, aunque en diferentes
niveles, redujeron los dafios ocasionados por exposicion a la RUV y por tanto son

candidatos a ser fotoprotectores.




2. INTRODUCCION

La radiacion proveniente del Sol es un factor vital en distintos procesos de los seres
vivos. Para los humanos es importante en la sintesis de vitamina D3 y la regulacion del
ciclo circadiano, ademas de inducir una sensacion de bienestar y vitalidad. Sin embargo,
al interactuar con la piel también produce reacciones deletéreas agudas como eritema e

inflamacion; y crénicas como fotoenvejecimiento y cancer de piel (Kochevar et al., 2014).

La luz solar que incide en la Tierra se puede dividir en infrarroja (méas alla de los 700
nm), luz visible (400-700 nm) y radiacién ultravioleta (RUV) que va de los 200 a 400 nm.
La RUV se divide en UV-C (200-280 nm) que es retenida en la capa atmosférica, UV-B
(280-320 nm) y UV-A (320-400 nm) que conforman el 5% y 95% de la radiacion

ultravioleta en la superficie terrestre, respectivamente (Villegas-Alvarez et al., 2009).

En los humanos, la piel es el 6rgano que mas se expone a la RUV. Al incidir en la piel,
una parte de la RUV es absorbida por moléculas cutaneas que actian como croméforos,
otra parte es transmitida a capas sucesivas de la piel y una dltima parte es reflejada y
dispersada. Sélo la radiacion que es absorbida genera reacciones fotobioldgicas en la
piel (Kochevar et al., 2014).

La RUV-A es responsable de respuestas cutaneas como eritema, pigmentacion
inmediata, melanogénesis retardada, asi como dafio al tejido conjuntivo y elastosis solar.
La RUV-B es la principal causante de eritema (quemadura solar), inflamacion, dafio al
ADN como rompimiento de cadena simple, de doble cadena, dimeros de pirimidina
ciclobutano (CPD), fotoproductos 6-4 (6-4PP), entre otros; fotoenvejecimiento, lesiones
precancerosas como queratosis actinica y cancer de piel. Todas estas reacciones
cutdneas se presentan en conjunto con sintomas como tumefaccion y ardor o dolor de

la piel expuesta (Afaq, 2011; Kochevar et al., 2014).

El cancer de piel es un problema de salud publica que ha incrementado en las ultimas
décadas debido al aumento en la exposicion a la RUV (Afaq, 2011). En respuesta a esta
problematica, la fotoproteccion ha cobrado un importante auge como una forma de

controlar y prevenir los dafios ocasionados por esta radiacion. Ademas de los
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compuestos fotoprotectores sintéticos, existen agentes naturales provenientes de las
plantas con potencial antioxidante, antiinflamatorio, antimutagénico, inmunomodulador y
anticarcinogénico que pueden inhibir o retrasar eventos celulares y moleculares para asi

prevenir o evitar el dafio cutaneo inducido por la RUV (Gilaberte y Gonzalez, 2010).

Los principales compuestos de origen natural evaluados en fotoproteccion son los
polifenoles, que poseen un alto poder antioxidante y absorben longitudes de onda
correspondientes a la RUV, lo que les permite reducir el dafio inducido por esta radiacion.
Los polifenoles se encuentran entre los grupos de metabolitos mas prometedores que
pueden ser explotados como agentes quimiopreventivos (Afaq y Katiyar, 2012).

El género Dyssodia, perteneciente a la familia Asteraceae, es reconocido por poseer
grandes cantidades de compuestos fendlicos entre ellos el acido clorogénico (Bakar et
al., 2015). D. tagetiflora Lag. presenta compuestos como quercetina, hiperésido y
avicularina reconocidos por ser antioxidantes (Choi et al., 2011; Garcia-Bores et al.,
2018), antiinflamatorios (Choi et al., 2011; Vo et al., 2012), cardioprotectores (Ku et al.,
2014), anticancerosos (Wang et al., 2016), etc.

La familia Labiatae, posee una amplia diversidad e importancia medicinal en México.
Dentro de esta familia se encuentra el género Hyptis que se ha utilizado tradicionalmente
contra enfermedades respiratorias, problemas menstruales, antidiarréico,
antiinflamatorio, etc. Esta reportado que en comunidades tzotziles y tzetales del estado
de Chiapas, se utiliza tradicionalmente H. mociniana Benth como una herramienta
natural contra hinchazones y edemas (Dominguez-Vazquez y Castro-Ramirez, 2002).
Existe solo un reporte sobre las actividades biolégicas y componentes quimicos de esta
especie, se reportd que presentd actividad antioxidante y fotoprotectora en un modelo

bacteriano (Nolasco, 2018).

Por lo anterior, este trabajo tuvo el objetivo determinar la capacidad fotoprotectora de los

extractos metandlicos de D. tagetiflora y de H. mociniana a nivel celular y tisular.




3. MARCO TEORICO

3.1 LA PIEL

La piel es el érgano més grande del cuerpo humano; en un adulto promedio, mide
alrededor 2m? y conforma cerca del 15% del peso corporal total (Lai-Cheong y McGrath,
2017). Representa el principal medio de intercambio del cuerpo con el entorno y al mismo
tiempo lo protege de él (Chu, 2014). Las principales funciones de este 6rgano se enlistan
en la tabla 1.

Tabla 1. Funciones de la piel (Modificado de Losquadro, 2017; Marks et al., 2018).

Funcién Estructura responsable
Barrera Epidermis
e Fisico e Estrato corneo
e Luz e Melanocitos
e Inmunoldgica e Células de Langerhans
Base dura y flexible Dermis
Regulacion de temperatura Vasos sanguineos

Glandulas sudoriparas ecrinas

Sensacion Nervios, células de Merkel.
Agarre Unas
Decorativo Cabello y uias

Proteccion contra desecacion e infecciones Glandulas sebaceas y estrato corneo
Aislamiento del frio y de trauma Grasa subcutanea

Reservorio caldrico Grasa subcutanea

Existen dos métodos de division de la piel para facilitar su estudio como 6rgano. Ademas
del conocido método de division anatdomica, existe un segundo método en el que se
divide a la piel en sus diferentes componentes funcionales. La piel representa una
barrera con cuatro diferentes componentes funcionales: la barrera del microbioma, la

quimica, la fisica y la inmunitaria como se representa en la figura 1 (Eyerich et al., 2018).
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Figura 1. Componentes de la barrera cutdnea (Modificado de Eyerich et al., 2018).

Estas barreras funcionales de la piel residen en una o varias de sus tres capas
anatémicas que son unidades interdependientes que regulan la estructura y la

funcionalidad de este 6rgano (Chu, 2014).

3.1.1 COMPONENTES ANATOMICOS DE LA PIEL

La piel cuenta con tres capas principales: epidermis, dermis e hipodermis o tejido
subcutaneo (figura 2). La epidermis constituye la principal barrera fisica de la piel (Chu,
2014). La dermis vascularizada, provee de soporte y nutricion a las células epidérmicas
en division. Ademas, contiene nervios y apéndices como glandulas sudoriparas, foliculos
pilosos, glandulas sebaceas y ufias. Finalmente, la hipodermis es la capa mas profunda

y esta compuesta principalmente por tejido adiposo (Marks et al., 2018).

° Epidermis

Es la cara externa de la piel y la encargada de dar color, textura e hidratacion a la misma.
Es una capa queratinizada y se divide de forma general en cuatro estratos, sin embargo,
en zonas sujetas a alto estrés mecanico como las palmas de las manos y las plantas de
los pies, existe una quinta capa entre el estrato cérneo y el granuloso llamada estrato
lucido (Chu, 2014; Marks et al., 2018).




~ Epidermis
Nervio - ;
. 3\ - Dermis
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Figura 2. Estructura general de la piel (Modificado de Marks et al., 2019).

Los queratinocitos son el principal tipo celular de la epidermis, conforman cerca del 95%
de las células. Los melanocitos, células de Merkel -mecanorreceptoras- y otras
inmigrantes como linfocitos y células de Langerhans -presentadoras de antigenos-
conforman el 5% restante (Chu, 2014; Lai-Cheong y McGrath, 2017).

Los queratinocitos se diferencian partiendo de la capa basal hasta las células terminales
del estrato corneo llamadas corneocitos. Este proceso permite la maduracion de la

gueratina de la epidermis (Losquadro, 2017).

La cara interna de la epidermis posee un contorno irregular, desarrolla invaginaciones
hacia la dermis llamadas crestas de Rete que, a su vez, dan forma a las papilas
dérmicas. Estas prolongaciones fungen como una estrategia para asegurar el anclaje
entre la epidermis y la dermis (Marks et al., 2018). La estructura general de la epidermis

se esquematiza en la figura 3.
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Figura 3. Estructura general de la epidermis (Tortora y Derrickson, 2014).

Capa basal o estrato germinativo

Los queratinocitos del estrato germinativo o basal son células cilindricas mitéticamente
activas, que se adhieren a la membrana basal mediante filamentos de queratinas con
los hemidesmosomas y a las células circundantes con desmosomas (Chu, 2014) (figura
4).

En esta capa epidérmica, se da lugar a los apéndices, como ufias, unidades
pilosebaceas, glandulas sebéceas y glandulas sudoriparas (Marks et al., 2018), y se
lleva a cabo la diferenciacion de los queratinocitos o queratinizacion hacia los estratos
mas superficiales. Conforme los queratinocitos abandonan la capa basal para pasar a
los siguientes estratos epidérmicos, las células detienen el ciclo celular, se desactiva la

expresion de algunas proteinas y se inicia a la ejecucion del programa de diferenciacion
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terminal (Blanpain y Fuchs, 2008). En este proceso, los queratinocitos adquieren una
forma aplanada por la accion de la filagrina, una proteina que forma parte de los granulos

de queratohialina en los filamentos de queratina (Lai-Cheong y McGrath, 2017).

El producto de la queratinizacion es un queratinocito terminalmente diferenciado llamado
corneocito que contiene filamentos de queratina, proteinas de matriz y una membrana
plasmatica reforzada con lipoproteinas de superficie (Chu, 2014). El proceso de
gueratinizacion, en un humano promedio, toma alrededor de cuatro semanas, sin
embargo, este periodo puede alterarse en escenarios hiperproliferativos o de detencion
del crecimiento (Marks et al., 2018).

Ademas de los queratinocitos, en esta capa epidérmica habitan los melanocitos, células
dendriticas sintetizadoras de melanina que le confiere el color a la piel que se puede
observar de forma macroscopica (Chu, 2014; Lai-Cheong y McGrath, 2017).

Capa espinosa

Este estrato recibe su nombre gracias a los abundantes desmosomas que poseen sus
gueratinocitos (figura 4) y que mantienen adheridas las células epidérmicas dando
resistencia al estrés mecéanico (Chu, 2014; Losquadro, 2017). Los queratinocitos
espinosos se caracterizan por sintetizar queratinas K1 y K10 especificas de la
diferenciacion o de la queratinizacion (Blanpain y Fuchs, 2008; Chu, 2014).

En el estrato espinoso es donde comienzan a formarse granulos con contenido lipidico
dentro de los queratinocitos del estrato granuloso. Estos granulos laminares estan
encargados de liberar precursores lipidicos propios del estrato corneo en el espacio
intercelular (Chu, 2014; Losquadro, 2017).

Capa granulosa
Su nombre hace referencia a los granulos de queratohialina presentes en los
gueratinocitos de esta capa (figura 4). Estos granulos son parte de los componentes

estructurales que formaran la barrera epidérmica y estan compuestos principalmente por

filagrina, involucrina, filamentos de queratina y loricrina (Chu, 2014; Marks et al., 2018).
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En la capa granulosa comienza a formarse la envoltura celular de los corneocitos. Este
proceso inicia con la formacion de mondmeros de filagrina a partir de profilagrina y
culmina con la degradacion de la filagrina en moléculas como acido urocanico y acido
pirrolidoncarboxilico que contribuyen a la hidratacion del estrato corneo y a filtrar la RUV.
La loricrina, después de disociarse de los granulos de queratohialina, se une a los
desmosomas y a la membrana plasmatica formando la envoltura de células
gueratinizadas.(Chu, 2014; Marks et al., 2018).

En la capa granulosa, los queratinocitos contienen granulos laminares que contienen
polisacaridos, glicoproteinas y lipidos que se extruyen en el espacio intercelular y que
ayudan a formar la materia que promueve la adhesion de las células en el estrato corneo
(Marks et al., 2018).

El proceso de diferenciacion de las células granulosas culmina con su apoptosis, sélo se
conserva el empaque de queratina y la matriz de filagrina fabricados con anterioridad
(Chu, 2014). Entre las células granulosas se encuentran enzimas degradantes del nucleo

y otros organelos (Marks et al., 2018). De esta manera, se forman los corneocitos.

Estrato c6rneo

El estrato cérneo es la capa mas expuesta de la epidermis (figura 4) y, por lo tanto, juega
un papel esencial en la proteccion contra agresiones mecanicas, desecacion y

penetracion de sustancias solubles (Baroni et al., 2012; Chu, 2014).

Este estrato esta compuesto por queratinocitos terminalmente diferenciados anucleados,
apilados en capas, queratinizados y aplanados llamadas corneocitos (Chu, 2014). Tiene
un grosor promedio de 15 a 25 capas de células, a excepcion de las palmas de las manos
y las plantas de los pies, donde alcanza un grosor de hasta 100 capas (Marks et al.,
2018).

Los corneocitos se encuentran embebidos en una sustancia cementante intercelular
unida covalentemente que regula la permeabilidad, la descamacion, la actividad contra
péptidos microbianos, exclusién de toxinas y la absorcién quimica selectiva. Estas
propiedades quimicas estan dadas tanto por la matriz lipidica extracelular, como por la

envoltura proteica de los corneocitos (Baroni et al., 2012; Chu, 2014; Marks et al., 2018).

( )
1 2 )



Los corneocitos desempefian un papel esencial dandole refuerzo mecénico a la piel,
hidratacién, dando inicio a la inflamacién mediada por citocinas y protegiéndola del dafio
por exposicion a la RUV (Chu, 2014).

La mayoria de los lipidos que conforman la sustancia cementante intercelular del estrato
coérneo son sintetizados en el estrato granuloso por los granulos laminares que, por
exocitosis, depositan en el espacio intercelular del estrato corneo todo su contenido
lipidico que posteriormente sera modificado y reordenado en laminillas intercelulares que
se posicionan paralelamente a la superficie celular. Después de este proceso, los lipidos
polares sufren una transformacion enzimatica a compuestos apolares como ceramidas
y acidos grasos libres. Esta transformacién resulta en la acumulacion de un compuesto

muy denso en el espacio intersticial del estrato cérneo (Baroni et al., 2012).

Glieratinnet Célula de Langerhans
ueratinocito

Filamento intermedio

Estrato
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. - N . » Granulo
\ 9 #de melanina

~ Disco  gqtrato basal’
tactil

Neurona Dermis
sensorial

Melanocito

Queratinocito en divisién

Figura 4. Componentes de la epidermis (Espinosa-Gonzalez, 2016).

Otros tipos celulares de la epidermis

Melanocitos. Son células dendriticas productoras del pigmento melanina. Estas células
residen principalmente en la capa basal de la epidermis y en los foliculos pilosos (Castell
Rodriguez et al., 2010). El principal factor que induce la sintesis de este pigmento es la
RUV (Marks et al., 2018) (figura 4).




Los melanocitos poseen organelos llamados premelanosomas, dentro de los cuales se
sintetiza la melanina; ya que estos organelos contienen melanina, se convierten en
melanosomas. Una vez completa la sintesis de melanina, se transfieren los
melanosomas por secrecion citécrina a los queratinocitos a través de sus dendritas que
se extienden hacia el estrato espinoso. Los queratinocitos fagocitan los extremos de las
dendritas junto con los melanosomas, los cuales se disponen sobre el nicleo de estas
células -formando una “gorra de melanina”- y son de gran utilidad protegiendo al ADN
de la RUV (Castell Rodriguez et al., 2010; Lai-Cheong y McGrath, 2017; Losquadro,
2017; Marks et al., 2018).

Existen dos tipos de melanina. La mas comun es la eumelanina, de color marrén y esta
contenida en melanosomas ovoides. Esta melanina es un eficaz antioxidante, ya que
atrapa los radicales libres formados por la RUV. La variacion en el color de la piel esta
dada por el numero, tamafio y disposicibn de los melanosomas dentro de los
gueratinocitos. La segunda es la feomelanina de color anaranjado que se contiene en
melanosomas esféricos. Este tipo de melanina la poseen personas pelirrojas y algunos
tumores de cancer de piel melanémico. La feomelanina no es buen antioxidante por lo
cual, las personas pelirrojas corren un mayor riesgo de adquirir cancer de piel (Castell
Rodriguez et al., 2010).

Células de Merkel. Son células mecanorreceptoras tipo | de adaptacién lenta que se
encuentran en la capa basal y estan unidos a los queratinocitos mediante desmosomas.
Se localizan en toda la extension epidérmica, sin embargo, se encuentran mas
concentradas en regiones de alta sensibilidad como las palmas de las manos, las plantas
de los pies, labios, cavidad oral, foliculos pilosos, etc (Chu, 2014; Losquadro, 2017;
Marks et al., 2018) (figura 4).

Las células de Merkel se agrupan y se asocian con las terminaciones nerviosas
periféricas y de esta manera se forman estructuras llamadas discos tactiles lo cuales

contribuyen a percibir la sensacion fina (Losquadro, 2017).
Células de Langerhans. Son células dendriticas presentadoras y procesadoras de

antigenos. Se encuentran en epitelios como la piel (principalmente el estrato espinoso y

granuloso, aunque también en la dermis) la mucosa oral, vaginal, intestinal, corneal y
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bronquial. En la piel constituyen del 2 al 5% del total de células epidérmicas (Castell
Rodriguez et al., 2010; Chu, 2014; Losquadro, 2017) (figura 4).

Las células de Langerhans se originan de precursores provenientes de la médula 6sea.
Poseen organelos caracteristicos en forma de raqueta en el citoplasma llamados
granulos de Birbeck que son derivados de la membrana plasmatica y del aparato de
Golgi en conjunto (Castell Rodriguez et al., 2010; Marks et al., 2018).

El papel principal de estas células es inducir respuestas inmunoldgicas de estimulacion
o tolerancia, ademés de llevar a cabo la unién de antigenos a los linfocitos T de la
epidermis. Estas células expresan moléculas como: moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-II), antigeno de funcién asociada a los linfocitos 3
(LFA-3), molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), ICAM-3, proteina B7 co-
estimuladora de adhesién a las células T (B7), grupo de diferenciaciéon 1a (CD1a) y CD40
(Maverakis et al., 2010). Por lo tanto, las células de Langerhans estan involucradas en
mecanismos patolégicos subyacentes a la dermatitis alérgica por contacto, la
leishmaniasis cuténea, la infeccion por VIH y a otras patologias (Castell Rodriguez et al.,
2010; Chu, 2014).

El nUmero y accion de las células de Langerhans decrecen a medida que son expuestas
a la RUV. Por lo cual, la inmunosupresion generada por la RUV, especialmente UV-B,
se propicia un ambiente idéneo para el desarrollo de céancer de piel (Chu, 2014;
Losquadro, 2017).

°  Unién dermoepidérmica (UDE)

Es la zona de la membrana basal que forma la interfaz entre la epidermis y la dermis.
Esta compuesta por una red de macromoléculas que unen a los filamentos de queratina
de los queratinocitos basales con las fibras de colageno de la dermis superficial lo que
protege la piel de las fuerzas de cizallamiento externas. Esta zona, sirve como soporte
de la epidermis, determina la polaridad del crecimiento, dirige la organizacién del
citoesqueleto en las células basales, produce sefales de diferenciacion y cumple las
funciones de una barrera semipermeable (Chu, 2014; Lai-Cheong y McGrath, 2017;
Marks et al., 2018).
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La UDE estd compuesta de cuatro regiones esquematizadas en la figura 5: la primera
region la conforman los filamentos de queratina en los queratinocitos basales unidos a
hemidesmosomas; estos a su vez se unen a los filamentos de anclaje en la lamina lucida.
Esta es una zona relativamente translicida atravesada por delgados filamentos de
anclaje que conectan los hemidesmosomas de las células basales con la lamina densa
gue es una regidon compuesta en su mayoria por colageno tipo IV derivado de células
epidérmicas. Finalmente el cuarto componente son las fibrillas de anclaje que son
filamentos de colageno fibrosos y gruesos, y se encuentran en la region de la dermis
papilar (Losquadro, 2017; Marks et al., 2018).

o
QueratinoCito Dasal ——— _ =_— ¢ — Desmosoma

Hemidesmosoma

Membrana basal
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} Lamina ldcida

Colageno tipo IV —> <— | .dmina densa

<€— Fibrillas de anclaje

Colageno =

Figura 5. Estructura de la unién dermoepidérmica (modificado de Arenas Guzman, 2015).

°  Dermis

La dermis es el mayor constituyente de la piel, es un sistema compuesto por elementos
fibrosos, filamentosos, difusos y celulares del tejido conjuntivo. Dentro de la dermis se
encuentran redes vasculares, redes nerviosas y apéndices cutaneos (Chu, 2014; Marks
etal.,, 2018). Esta dividida en dermis papilar y dermis reticular que difieren en la
organizaciéon del tejido conjuntivo, densidad celular y patrones nerviosos y vasculares
(Chu, 2014; Lai-Cheong y McGrath, 2017).

Los principales tipos celulares de la dermis son fibroblastos, mastocitos, macréfagos y
células circulantes transitorias del sistema inmune (Chu, 2014; Lai-Cheong y McGrath,
2017). Su grosor va de 0.5 a 5 mm dependiendo de la zona en que se encuentre (Lai-
Cheong y McGrath, 2017; Marks et al., 2018).
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La dermis, en conjunto con la epidermis, mantiene las propiedades de ambos tejidos,
ademas de influir en la formacion de la UDE y los apéndices epidérmicos durante el
desarrollo, participar en la reparacion y remodelacién de la piel después de sufrir una
herida. Ademas, le da resistencia a la tension, flexibilidad y elasticidad a la piel. Le brinda
al cuerpo proteccién contra lesiones mecanicas, fija agua, contribuye a la regulacion
térmica e incluye receptores de los estimulos sensoriales (Castell Rodriguez et al., 2010;
Chu, 2014). Cerca del 70% del peso seco de la dermis es colageno, principalmente
colageno tipo | y lll. La elastina y las microfibrillas elasticas representan cerca del 5%
(Lai-Cheong y McGrath, 2017) (figura 6).
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Figura 6. Estructura de la piel con énfasis en los componentes dérmicos (modificado de
Tortora y Derrickson, 2014).

Dermis papilar

Esta parte de la dermis que limita con la UDE, se amolda a los contornos de la epidermis

y esta abastecido con un gran nimero de vasos sanguineos y terminaciones nerviosas
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(Lai-Cheong y McGrath, 2017). Recibe su nombre por las papilas de tejido conjuntivo
laxo formadas a causa del contorno ondulado de la epidermis (crestas de Rete) (Castell
Rodriguez et al., 2010) (figura 6). En esta parte de la dermis, las fibras de colageno tipo
| y lll combinadas con las fibras elasticas son delgadas y su arreglo es de forma suelta
(Castell Rodriguez et al., 2010; Marks et al., 2018). Existe un plano horizontal de vasos
gue marca los limites entre la dermis papilar y la reticular, llamado plexo subpapilar (Chu,
2014).

Dermis reticular

Constituye la masa principal de la dermis. Esta compuesta principalmente por fibrillas de
colageno tipo | gruesas, organizadas en fasciculos grandes y entrelazadas con fibras
elasticas ramificadas que rodean a los fasciculos. Esta zona esta catalogada como tejido
conjuntivo denso irregular (Castell Rodriguez et al., 2010; Chu, 2014; Marks et al., 2018).

Matriz fibrosa de la dermis

Todas las fibras de colageno y elastina presentes en la dermis conforman la matriz
fibrosa (figura 9). Estos tejidos, a su vez, se combinan con la matriz extrafibrilar de la
dermis formada por diferentes mucopolisacaridos (Castell Rodriguez et al., 2010; Chu,
2014; Marks et al., 2018).

Los colagenos tipo | y Il son los principales constituyentes de la dermis y le proporcionan
resistencia a la tension y elasticidad; mientras que los colagenos tipo IV, VI y VIl se
encuentran en el espacio interfibrilar de la dermis, en la lamina basal de la UDE y en los
apeéndices de la epidermis. El tejido conjuntivo elastico forma una malla compleja desde
la lamina densa de la UDE hasta el tejido conjuntivo de la hipodermis. Este tejido
devuelve la piel a su normalidad después de haberse contraido o estirado. También se
encuentran en las paredes de los vasos sanguineos cutaneos Yy linfaticos asi como en
las vainas de los foliculos pilosos (Chu, 2014; Lai-Cheong y McGrath, 2017; Losquadro,
2017; Marks et al., 2018).
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Matriz extrafibrilar de la dermis

Esta matriz estd compuesta de una sustancia amorfa con consistencia de gel con
glucoproteinas no filamentosas que forman complejos de proteoglucano-
glucosaminoglucano; de esta manera se rellenan los espacios entre las fibras y se le da
a la dermis una calidad mas liquida, facilitando el movimiento de fluidos, moléculas y
células inflamatorias (Castell Rodriguez et al., 2010; Chu, 2014; Marks et al., 2018)
(figura 9).

El complejo proteoglucano-glucosaminoglucano puede contener hasta 1000 veces su
propio volumen en agua y tienen un papel importante en la regulacion de la hidratacion
y la compresibilidad de la dermis, asi como en el aumento de las concentraciones locales
de factores de crecimiento. Estas moléculas vinculan a las células dérmicas con la matriz
fibrosa y de esta manera influyen en la proliferacion, la diferenciacion, la reparacion de

tejidos y la morfogénesis (Chu, 2014).

Componentes celulares de la dermis

Las células que habitan permanentemente la dermis, principalmente en la region papilar
y rodeando los vasos del plexo subpapilar son fibroblastos, macrofagos, células

dendriticas dermales y mastocitos (Chu, 2014; Lai-Cheong y McGrath, 2017) (figura 9).

Fibroblastos. Son células fusiformes de ndcleo ovalado, mesenquimales responsables
de la sintesis y degradacion de las proteinas de la matriz del tejido conjuntivo fibroso y
no fibroso. Estas células proporcionan un marco estructural a la matriz extracelular y
también promueven la interaccion entre la epidermis y la dermis mediante la sintesis de
mediadores solubles (Chu, 2014; Salazar Monsalve et al.,, 2010). Existen diferentes
subpoblaciones de fibroblastos que contribuyen a la homeostasis de la piel, curacién de

heridas, cicatrizacion y la formacion de foliculos pilosos (Lai-Cheong y McGrath, 2017).

Macrofagos. Constituyen el sistema fagocitico mononuclear de las células de la piel.
Los macréfagos derivan de la médula 6sea, se diferencian en monocitos circulantes y
luego migran a la dermis para diferenciarse. Son células fagociticas; procesan y
presentan antigenos a los linfocitos T para desencadenar una respuesta inmune

especifica (Chu, 2014; Salazar Monsalve et al., 2010). Son células de 25 a 39 um de
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didmetro con un nudcleo arrifionado y un gran numero de lisosomas, tienen una vida
media de dos meses. Son microbicidas, tumoricidas, secretoras, hematopoyéticas y
participan en la coagulacion, la aterogénesis, la curacion de heridas y remodelacion
tisular (Chu, 2014; Salazar Monsalve et al., 2010).

Mastocitos. Son células centinelas de la inmunidad innata, un papel para el que estan
perfectamente adecuadas ya que prevalecen justo en las zonas expuestas al medio
ambiente como la piel, vias respiratorias y tracto gastrointestinal (Olivera et al., 2018).
Estas células participan en la inflamacién aguda, ya que sintetizan granulos secretores
de sustancias como histamina, heparina, triptasa, quimasa, carboxipeptidasa, factor
guimiotactico de neutrdfilos y de los eosinodfilos de la anafilaxia, los cuales favorecen la
vasodilatacion y la migracion de células del sistema inmune al sitio en que se requiera
(Salazar Monsalve et al., 2010; Chu, 2014). Ademas, los mastocitos de la piel han sido
caracterizados por su habilidad para sintetizar, almacenar y liberar una gran cantidad de
citocinas y otros mediadores como factores de diferenciacion y crecimiento de
gueratinocitos, factores fibrogénicos y factores angiogénicos. Estas células son de larga
vida y son capaces de degranularse y regranularse en repetidas ocasiones
(Grimbaldeston et al., 2006).

En la piel, los mastocitos estan presentes en gran densidad justo bajo la UDE en la
dermis papilar, cerca de la UDE, en las vainas de los apéndices de la epidermis y
alrededor de los vasos sanguineos y nervios del plexo subpapilar (Chu, 2014). Los
mastocitos derivan de células hematopoyéticas. Las células progenitoras de los
mastocitos entran en la circulacién sanguinea y migran a tejidos periféricos, una vez en
estos tejidos, estas ceélulas completan su maduracion bajo la influencia de factores
microambientales locales y factor de células madre (STF por sus siglas en inglés)
convirtiéndose en mastocitos maduros. De acuerdo con su localizacion (piel, vias
respiratorias, mucosa gastrointestinal, etc) las poblaciones de mastocitos desarrollan

diversas capacidades bioquimicas y funcionales (Grimbaldeston et al., 2006) (figura 8).
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Figura 7. Esquematizacién de un mastocito (modificado de Fisher y Hendler, 2018).

Dendrocitos dérmicos. Son células dendriticas con intensa actividad fagocitica que
actlan en la respuesta inmunitaria. Se encuentran fijas al tejido conjuntivo de la dermis
de la piel normal. Estas células son abundantes en la dermis papilar y en la dermis

reticular superior, frecuentemente cerca de los vasos del plexo subpapilar (Chu, 2014).
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Figura 8. Componentes de la dermis (modificado de Sepulveda Saavedra, 2012).
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° Hipodermis o tejido subcutaneo

La hipodermis es una masa de tejido adiposo que ayuda a aislar el cuerpo del frio,
protege a los tejidos més profundos y representa una importante reserva energética para
el organismo. Ademas, tiene un efecto cosmético, ya que moldea los contornos del
cuerpo (Chu, 2014; Marks et al., 2018).

El principal tipo celular de la hipodermis son los adipocitos que se encuentran
organizados en l6bulos definidos por tabiques de tejido conjuntivo fibroso que les brindan
sostén. Dentro de estos tabiques, se sitlan nervios y vasos sanguineos y linfaticos que
inervan, nutren y drenan la zona. En esta zona también se pueden encontrar fibroblastos,

células endoteliales y macrofagos (Chu, 2014; Salazar Monsalve et al., 2010) (figura 10).

Fibras de
colagena

Fibras
reticulares™

Adipocitos

Figura 9. Estructura de la hipodermis o tejido subcutdneo (Espinosa-Gonzalez, 2016).

El tejido adiposo se especializa en almacenar triglicéridos en los adipocitos como la
principal estrategia de reserva energética. También es importante en la homeostasis
energeética y participa en la produccion de hormonas como leptina (regulacion del apetito
y control metabdlico) (Salazar Monsalve et al., 2010; Lai-Cheong y McGrath, 2017).
Evidencia reciente indica la participacion de células madre derivadas de tejido adiposo y
su participacion en la cicatrizacion de heridas, el soporte a los foliculos pilosos y el
crecimiento de pelo, asi como su participacion en la proteccion de la piel contra el

fotoenvejecimiento (Marks et al., 2018).
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° Vascularizacion cutanea

Vasos sanguineos

Los vasos sanguineos de la piel se encuentran en la dermis, se encargan de
proporcionar nutrientes al tejido, regular la temperatura, participar en la reparacion de
heridas y otros eventos inmunoldgicos. La epidermis y los apéndices cutaneos dependen
de la difusion de nutrientes y oxigeno provenientes de los vasos sanguineos de la dermis.
Estos vasos poseen paredes gruesas de tejido conectivo y células musculares lisas que
les permiten adaptarse a las fuerzas de cizallamiento (Chu, 2014; Marks et al., 2018)
(figura 11).

La vasculatura cutanea tiene un arreglo en dos plexos horizontales interconectados y el
aumento del flujo sanguineo hacia alguno de los dos plexos es crucial para la regulacién
del calor corporal (Marks et al., 2018). En la unién de la dermis papilar y reticular, las
arteriolas terminales forman un plexo subpapilar. Estas arteriolas poseen paredes mas
delgadas (con funcion de esfinteres precapilares) altamente sensibles a la histamina, lo
gue explica que en estos sitios se localicen células del sistema inmune durante el

desarrollo de una respuesta inflamatoria (Chu, 2014).

Vasos linfaticos

Los conductos linfaticos cutaneos son de gran importancia en la regulacion del liquido
intersticial ya que reabsorben el liquido liberado de los vasos y depuran los tejidos de
células, proteinas, lipidos, bacterias y sustancias degradadas. Los vasos linfaticos
poseen una gran luz y una pared delgada por lo que es dificil observarlos en los cortes
histol6gicos. Estos vasos atraviesan la dermis comenzando en la dermis papilar y
drenando finalmente en un plexo colector que se localiza entre la dermis reticular y la
hipodermis (Chu, 2014) (figura 11).

El movimiento del liquido linfatico esta sujeto a las pulsaciones arteriales, contracciones
musculares y movimientos corporales, en conjunto con un sistema de valvulas que se
encuentran dentro de los vasos y que evitan el flujo linfatico en sentido contrario (Chu,
2014).
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Figura 10. Esquematizacion de la vasculatura dérmica (Losquadro, 2017).

3.2 ENERGIA PROVENIENTE DEL SOL

La energia proveniente del Sol, es liberada al espacio y se puede clasificar en un
espectro de radiacion electromagnética dependiendo de su longitud de onda (Maverakis
et al., 2010). La energia de un fotdén es inversamente proporcional a la longitud de onda
gue describe. Con base en lo anterior, el espectro de radiacién electromagnética se
organiza por la disminucién de la longitud de onda (Wharton y Cockerell, 1998;
Maverakis et al., 2010).

El espectro electromagnético esta conformado por ondas de radio, microondas, radiacion
infrarroja, luz visible, radiacién ultravioleta (RUV), rayos X y rayos gamma (Maverakis
et al., 2010) (figura 12).
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Figura 11. Espectro electromagnético (modificado de Chu, 2014).

Las radiaciones que inciden de manera continua en nuestro planeta son la infrarroja, luz
visible y RUV (Baron y Suggs, 2014). Esta energia es necesaria para la existencia de la
vida en la Tierra (Reyes y Vitale, 2013). La intensidad de la radiacion depende de una
variedad de factores como altitud, latitud, estaciones del afio, hora del dia y nubosidad,

contaminacion, entre otros (Goettsch et al., 1998; Baron y Suggs, 2014).

3.2.1 Radiacion ultravioleta

La RUV comprende longitudes de onda que van desde los 200 a los 400 nm. Para hacer
mas eficiente su estudio, se le ha dividido en tres categorias: RUV-C de 200 a 280 nm,
RUV-B de 280 a 320 nm y RUV-A de 320 a 400 nm (Afaq, 2011). La RUV-A, conocida
también como luz negra, a su vez se subdivide en UVAI de los 340 a 200 nm y UVAII de
los 320 a 240 nm (Reyes y Vitale, 2013; Shea y He, 2014) (figura 13).

Del 100% de la RUV que incide en la superficie terrestre, la RUV-A conforma el 95% y
la RUV-B el 5% restante. La RUV-C es retenida en la atmosfera, lo que es favorable para
la vida en la Tierra, ya que esta radiacion posee la longitud de onda mas corta y

energética del espectro de la RUV, lo que la convierte en energia ionizante (Wharton y
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Cockerell, 1998; Kochevar etal.,, 2014; Shea y He, 2014). Sin embargo, con el
adelgazamiento de la capa de ozono gracias a la liberacion de clorofluorocarbonos al
ambiente, se ha registrado un aumento en la RUV incidente en la superficie terrestre,
incluso de RUV-C (Wharton y Cockerell, 1998; Garcia-Bores y Avila, 2008).

° Actividad de la RUV sobre los seres vivos

La RUV es el area del espectro electromagnético mas energético que incide en la Tierra.
Esta energia puede ser transferida a los sistemas bioldgicos que entren en contacto con
ella (Wharton y Cockerell, 1998; Baron y Suggs, 2014).

El efecto de la RUV es evaluado sobre plantas superiores, microorganismos, respuesta
eritematdégena en modelos animales, y la fotocarcinogénesis cutanea en humanos. Se
han observado cambios en las plantas como reduccion en el area foliar, pesos seco y
fresco, contenido lipidico y disminucion en la actividad fotosintética, como resultado de
la avida absorcién de la RUV por moléculas como plastoquinona y plastoquinol
-importantes en la fotosintesis-. Ademas, en humanos es evidente la absorcién y dafio
al ADN. En todas esta evaluaciones, es evidente el aumento en el efecto de la RUV a

medida de que su longitud de onda disminuye (Kohen, Santus, y Hirschberg, 1995).

3.3LARUVY LA PIEL

La piel es el rgano que mas se expone a la RUV (Garcia-Bores y Avila, 2008). Esta
radiacion es importante para procesos biolégicos como la producciéon de vitamina D3 y
la regulacion del ciclo circadiano, ademas de que proporciona una sensacion de
bienestar y vitalidad a quien la recibe. Sin embargo, exponerse en exceso a la luz solar,
especialmente a la RUV, tiene consecuencias sobre la salud humana (Afaq y Katiyar,
2012; Kochevar et al., 2014) (figura 13).

Una vez que la RUV entra en contacto con la piel, sus fotones pueden ser reflejados,
dispersados o0 absorbidos. La dispersion de la RUV se da por la desviacion de su energia,
la mayor parte de la dispersion se lleva a cabo en la dermis gracias a la presencia de

colageno. Este fendmeno es dependiente de la longitud de onda (las longitudes de o7nda
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mas largas, penetrardn con mayor facilidad) (Baron y Suggs, 2014; Kochevar et al.,
2014).
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Figura 12. Incidencia de la RUV en la superficie terrestre y su interaccion con la piel. DCP:
Dimeros de Ciclobutano—Primidina, 6-4PP: Fotoproductos 6-4, 8-oxodG: 8-deoxiguanina,
CCE: Cancer de células escamosas, CCB: cancer de células basales (Espinosa-Gonzalez,
2016).

La RUV soélo puede tener un efecto biologico si es absorbida por moléculas cutaneas
llamadas “cromoforos” que tienen un rango de absorcion de energia especifico. Los
cromoforos, al absorber la RUV, pasan a un estado excitado singulete, es decir, que sus
electrones pasan al siguiente nivel energético de forma inestable y transitoria. La energia
del estado singulete puede liberarse a través de un mecanismo llamado conversion
interna por vibracion espontanea (generando calor) o por reemision de radiacion
(fluorescencia o fosforescencia). De forma alternativa, la molécula en estado singulete
puede sufrir una reaccion quimica para formar un fotoproducto o puede pasar al estado
triplete de energia mas baja por medio de un mecanismo llamado cruce de sistemas. El
estado triplete tiene una mayor duracion y puede emitir luz, sufrir reacciones quimicas o
regresar al estado basal por cruce de sistemas. Los fotoproductos formados a partir de
las reacciones de moléculas en estado excitado, son las responsables de los efectos
biologicos de la RUV (Baron y Suggs, 2014; Shea y He, 2014).
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Los cromoéforos que absorben la RUV pueden ser componentes celulares y/o
moleculares como bases del ADN que absorben directamente la RUV-B, melanina, acido
urocanico, aminoacidos, lipidos, 7-dehidrocolesterol (un precursor de la vitamina D),
porfirinas, pigmentos de tatuajes, farmacos fotosensibilizantes, hemoglobina, entre otros
(Baron y Suggs, 2014).

3.3.1 Efectos agudos en la piel inducidos por la RUV

La reaccion cutanea aguda comienza a las 3 a 6 horas de haber sido expuesta a una
cantidad considerable de RUV. La piel desarrolla una respuesta inflamatoria aguda con
dolor, calor y enrojecimiento llamada eritema a causa de la dilatacion de los vasos
sanguineos cutaneos. El punto maximo de esta respuesta es a las 12-24 horas y
desaparece a las 48 horas posteriores a la exposicién a la RUV. Si la dosis de RUV
recibida aumenta, se produce hinchazon y ampollamiento (Sarkany, 2011; Shea y He,
2014).

Los efectos agudos de la RUV sobre la piel dependen en gran medida de la presencia
de melanina ya que la pigmentacion de la piel es la principal defensa ante la RUV. Esta
respuesta ocurre en dos fases: la pigmentacion inmediata y transitoria es inducida con
mayor eficiencia por la RUV-A y se da por la oxidacién y redistribucion de la melanina
preformada. Por otro lado, la pigmentacion retardada, se observa alrededor de una
semana después de la irradiacion, involucra la sintesis de melanina de novo por los
melanocitos, que al ser expuestos a la RUV (principalmente la RUV-B), aumentan su

proliferacion y su actividad metabolica (Sarkany, 2011; Shea y He, 2014).

° Cambios histoldgicos agudos

Histologicamente, 30 minutos después de la exposicién a la RUV son notables los
gueratinocitos apoptoticos o células de quemadura, que son facilmente reconocibles por
su forma redonda, sus nudcleos picnéticos que presentan la condensacion de la cromatina
nuclear y citoplasmas eosinofilos. El nimero de estas células incrementa hasta alcanzar
su punto maximo a las 24 h después de la exposicién a la RUV y a las 72 h forman una
banda protectora en el estrato corneo (Kochevar et al., 2014).
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La aparicion de las células de quemadura, es un mecanismo de proteccién para la piel,
ya que de esta manera, los queratinocitos que no se han reparado exitosamente, se
eliminan y asi se evita su transformacion a células cancerosas (Claerhoutet al., 2006;
Sarkany, 2011). Aunado a las células de quemadura, se desarrolla edema
intraepidérmico o espongiosis por la acumulacion de liquido entre los queratinocitos.
Esta sefial inflamatoria se presenta rapidamente y desaparece a las 27 h posteriores de

la exposicion a la RUV (Kochevar et al., 2014).

La RUV altera la proliferacion celular, favoreciendo el engrosamiento de la epidermis
-principalmente el estrato corneo- y la presencia de queratinocitos atipicos o
pleomorficos. Esta alteracion le da proteccidn a las estructuras mas profundas de la piel
durante algunas semanas (Sarkany, 2011; Reyes y Vitale, 2013). Adicionalmente a este
proceso, y de manera casi inmediata a la exposicion a la RUV-B, los procesos de sintesis
de macromoléculas -como ADN Yy proteinas- y divisién celular se ven afectados por la
formacion de fotoproductos en el ADN a causa de la RUV. Seguido de este periodo de
inhibicion, se produce una tasa acelerada de sintesis y de proliferacion celular, lo que
conlleva a la descamacion una semana después de la exposicion a la RUV (Shea y He,
2014).

La dermis presenta tumefaccién de las células endoteliales a los 30 min de haber recibido
la radiacion y persiste hasta las 72 h posteriores. También se presenta edema
perivascular y degranulacion de los mastocitos. La infiltracién de neutrdéfilos tiene lugar
a los pocos minutos de la exposicién a la RUV y a las 14 h alcanza su intensidad maxima.
Un infiltrado de macréfagos se presenta de forma tardia y persiste durante 48 h
(Kochevar et al., 2014).

3.3.2 Inflamacion producida por la exposicion aguda a la RUV

La inflamacién es un proceso normal y benéfico para el organismo, en el que un grupo
de mecanismos responden a una agresion fisica, infecciosa, quimica o autoinmune con

la finalidad de aislar y destruir la agresion (Cano et al., 2015).

Los mastocitos son las células centrales del proceso inflamatorio inducido por la RUV.
Por su localizacion y almacenamiento de mediadores inflamatorios preformados, estas

células pueden estimular una rapida y vigorosa repuesta inflamatoria, ya que responden
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al fotoproducto acido cis-urocéanico, liberando el mediador inflamatorio mas importante:
la histamina, que induce vasodilatacion e incremento de la permeabilidad capilar y facilita
el ingreso al tejido de células y moléculas proinflamatorias como neutrofilos, macréfagos
y linfocitos , que inician una cascada de citocinas que favorece el desencadenamiento,
progresion y regulacién de la respuesta inflamatoria (Grimbaldeston et al., 2006; Reyes
y Vitale, 2013).

El proceso inflamatorio consta de tres fases: inflamacién, consolidacion y resolucién. En
la iniciacion, los macrofagos y polimorfonucleares liberan factores y mediadores
inflamatorios que activan el endotelio de los vasos sanguineos dérmicos y los mastocitos
cercanos, que a su vez liberan histamina, lo que refuerza la activacién del endotelio. En
la fase de consolidacion, los linfocitos y macrofagos son inducidos a unirse al endotelio
gracias a la expresion de moléculas de adherencia y quimiocinas para, posteriormente
migrar al tejido. Finalmente, la resolucion ocurre con la interaccion entre macréfagos y
fibroblastos para la reparacién de los dafios ocasionados por la RUV. Este proceso
termina en apoptosis de las células participantes. Si la resolucion no se lleva a cabo
adecuadamente, los fibroblastos sobreproducen factores proinflamatorios que retienen
in situ a las células inflamatorias, la inflamacion se prolonga por un tiempo fuera de lo
normal y se desarrollan padecimientos como cancer, que pueden ser letales (Cano et
al., 2015).

El mecanismo de la respuesta inflamatoria inducida por la RUV-A difiere del inducido por
la RUV-B, debido al espectro de accién de cada longitud de onda. El espectro de accion
indica qué longitud de onda es requerida para inducir un efecto biolégico, en este caso
eritema, que corresponde al de la RUV-B. El tiempo de exposicion a la luz solar requerido
para desarrollarlo esta sujeto a factores como la pigmentacion cutanea, la localizacion

geografica, la estacion del afio, la hora del dia, nubosidad, etc. (Kochevar et al., 2014).

La respuesta inflamatoria aguda se desarrolla de 3 a 5 h posteriores a la irradiacion,
alcanza su punto maximo alas 12 a 24 h y decae a las 72 h, pero si la radiacion es mas
intensa, la respuesta se manifiesta en menor tiempo y con mayor impacto (Kochevar
et al., 2014).

La absorcién de la RUV por los cromoéforos cutaneos es determinante para la produccion

y/o activacion de mediadores inflamatorios. El espectro de accién de la RUV-B
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corresponde al espectro de absorcidn de las bases nitrogenadas del ADN, lo que indica
gue las modificaciones estructurales ocasionadas por la RUV desencadenan las vias
bioquimicas que inician la respuesta inflamatoria. Ademas del ADN, existen otros
cromoforos esenciales para el desarrollo de la inflamacion, tal es el caso del triptofano,
qgue induce que desencadena la expresion de la enzima proinflamatoria ciclooxigenasa
2 (COX-2) (Kochevar et al., 2014).

La enzima COX es clave en la sintesis de prostaglandinas por medio de la oxidacién de
acido araquidénico. Las prostaglandinas realizan funciones relacionadas con la
homeostasis de diversos Organos, pero también participan en la induccion de dolor,
inflamacion y el desarrollo de neoplasias. La COX-2 regula la produccion de prostanoides
gue participan en procesos inflamatorios y no inflamatorios tanto fisiologicos como
patologicos (Garcia Meijide y Gomez-Reino Carnota, 2000). Al estar implicada en la
inflamacion inducida por la RUV y en el desarrollo de la fotocarcinogénesis cutanea, se
ha demostrado que la sobreexpresion de COX-2 favorece la proliferacion celular, induce
angiogénesis, regula las defensas celulares antiapoptéticas y aumenta la respuesta
inmunolégica a través de la produccion de la prostaglandina E-2 (PGE2). Por lo tanto, la
inhibicion de la expresion o actividad de esta enzima es importante como mecanismo

antinflamatorio y estrategia anticancer (Afaq et al., 2010).

Las prostaglandinas y el 6xido nitrico (NO) son mediadores clave para el desarrollo de
la respuesta inflamatoria inducida por la RUV-B. La PGE:2 se presenta en etapas
tempranas de la respuesta inflamatoria, ademas de numerosos eicosanoides
proinflamatorios y antiinflamatorios. Las prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2, PGF2a
y PGE3) aparecen a las 24-48 h posteriores a la irradiacion y las moléculas quimiotacticas
para leucocitos (acido 11-monohidroxieicosatetraenoico [11-HETE], 12-HETE y 8-HETE)

se hacen presentes 4-72 h mas tarde (Kochevar et al., 2014).

La piel expuesta a la RUV presenta un aumento en citocinas proinflamatorias como TNF-
a, IL-1, IL-6 e IL-8 a las 4 h de la exposicion y con su punto maximo a las 15h. Estas
citocinas influyen en el reclutamiento de leucocitos y en la induccién de moléculas de
adhesion celular que facilitan la infiltracion de estas células al area de la piel expuesta a
la RUV (Kochevar et al., 2014).
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3.3.3 Estrés oxidativo inducido por la RUV

La exposicion de la piel a la RUV induce la formacién de radicales libres (RL) y ERO, lo
que conduce a un estado de estrés oxidativo. En la inflamacion por la RUV-A, se
presentan algunas ERO, que son responsables de la activacion de la fosfolipasa A2, que
libera acido araquidonico de los lipidos de membrana (Kochevar et al., 2014). Por esta
razén, la piel cuenta con mecanismos antioxidantes controlar la cantidad de ERO y evitar
el estrés oxidativo (Reyes y Vitale, 2013).

Los RL afectan componentes celulares como proteinas, lipidos y ADN, generando una
cadena de dafios celulares como peroxidacion lipidica lo que provoca la pérdida de la
estabilidad de la membrana celular, la oxidacion y glicosilacion de proteinas y la
alteracion del ADN nuclear y mitocondrial; estos dafios inducen la formacién de mas
ERO, dafio tisular y finalmente el desarrollo de fotoenvejecimiento, cancer de piel y otros
padecimientos ( Witt et al., 1993; Liu et al., 2011; Reyes y Vitale, 2013).

Algunos farmacos o colorantes que se encuentran sobre la piel y que absorben la RUV
o la luz visible, generan eritema o inflamacion; estos son fotosensibilizadores (Kochevar
et al.,, 2014). En el proceso de fotosensibilizacion, algunas sustancias liberan ERO y
especies reactivas de nitrégeno (ERN). Las ERO inducidas por la RUV son radical
hidroxilo, anion superéxido, radical peroxilo, oxigeno singulete, peréxido de hidrégeno y
ozono. Mientras que las ERN son 6xido nitrico (NO), diéxido nitrico y peroxinitrito
(ONOO) (Orciani et al., 2010; Saewan y Jimtaisong, 2012).

El NO formado por la accion de la RUV interactia con el superoxido para formar
peroxinitrito, molécula sumamente téxica ya que puede reaccionar directamente con el
ADN, activar polimerasas y reducir la formacion de ATP. Ademas, el NO tiene un papel
importante en el inicio de la melanogénesis, la formacion de eritema por su capacidad

vasodilatadora y en la inmunosupresion (Reyes y Vitale, 2013).

Las ERO se generan constantemente en los queratinocitos y fibroblastos, son
rapidamente removidos por los sistemas antioxidantes enzimaticos (catalasa,
superoxido dismutasa, tiorredoxin reductasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa)
y no enzimaticos (acido ascérbico, tocoferol, ubiquinol y glutation), de esta manera se

mantiene el balance entre antioxidantes y prooxidantes. Sin embargo, si la produccién
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de prooxidantes sobrepasa la de antioxidantes, se genera un ambiente oxidante y la
integridad celular se ve comprometida (Saewan y Jimtaisong, 2012).

Las ERO generadas por la RUV actuan indirectamente sobre mecanismos en cascada,
afectando los niveles y funciones de factores de transcripcion y proteinas sefializadoras
como proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK), p53, factor nuclear 2 (Nrf2),
proteina Keapl, proteina activadora (AP-1) y el factor nuclear kB (NF-kB) que pueden
contribuir a la induccion de hemo oxigenasa-1 (HO-1) y metaloproteinasas de matriz
(MMPs) en la piel. La produccién de HO-1 puede elevar los niveles de hierro y esto puede
inducir una mayor produccion de ERO. El incremento en las MMPs conlleva a la
degradacion de la matriz extracelular, lo que facilita el progreso de la fotocarcinogénesis
cutdnea a través de la metastasis (Orciani et al., 2010; Saewan y Jimtaisong, 2012)
(figura 16).

3.3.4 Dafiio a ADN inducido por la RUV

El ADN es uno de los croméforos mas importantes de la piel ya que su espectro de
absorcion corresponde a la longitud de onda de la RUV-B (Kochevar et al., 2014). Al
absorber esta radiacion, el ADN puede sufrir dafios como rompimiento de cadena simple,
enlaces cruzados entre ADN y proteinas, rompimiento de doble cadena, entre otros
(Ogura y Sugiyama, 1993).

Los dafios mas frecuentes son los dimeros de pirimidina-ciclobutano (CPD) y los
fotoproductos 6-4 (6-4PP). Los CPD son formados por dos enlaces covalentes entre dos
pirimidinas adyacentes que resulta en un anillo rigido de 4 carbonos. Los 6-4PP se
forman por la unién covalente entre pirimidinas adyacentes. Las rupturas de doble
cadena, de cadena simple y los enlaces cruzados pueden ser producidos directamente
por la RUV o por el resultado del metabolismo celular posterior a esta. Estas lesiones
son altamente citotoxicas y si persisten, pueden generar aberraciones cromosémicas y

transformar los queratinocitos en células malignas (Schuch et al., 2017).

La RUV-A induce reacciones de fotosensibilizacion que producen ERO, de las cuales,
particularmente el anion superéxido, oxida selectivamente la guanina del ADN, lo que
produce dafios conocidos como 8-oxo-7,7-dihidroguanina (8-oxoG) (Schuch et al.,
2017).
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La RUV puede generar dafios oxidativos indirectamente al ADN. Como consecuencia de
la peroxidacién lipidica inducida por ERO, se producen aldehidos insaturados que tienen
la habilidad de formar aductos mutagénicos en el ADN. Ademas, la RUV-A puede inducir
la formacion de CPD después de 3 h de irradiacion gracias a la formacion de anion
superoxido y NO que producen un aumento en la concentracion de peroxinitrito. El
peroxinitrito, eleva a un estado triplete a los derivados de melanina con la energia de un
fotdbn de RUV que transfiere su energia al ADN y asi se generan CPD sin la necesidad
de la presencia de la RUV (Schuch et al., 2017).

El dafio al ADN y la oxidacion de proteinas induce proteinas hiperactivas o la formacion
de enlaces cruzados con el ADN. Ademas, pueden afectar procesos celulares como la
reparacion del ADN, replicacion o transcripcion. Esto puede tener como consecuencia la
inhibicibn de citocinas antiinflamatorias, incrementar la produccién de citocinas
inmunosupresoras o favorecer la produccion de MMPs. Se reclutan diferentes enzimas
y proteinas que forman complejos reparadores del ADN como el de reparacion por
escision de nucledtidos (NER) y el de reparacidn por escision de bases (BER) que eviten

estas consecuencias (Baron y Suggs, 2014; Schuch et al., 2017).

NER repara los dafios voluminosos o aductos en el ADN como los CPDs. BER repara
los dafios generados en las bases como 8-0xoG. Durante la reparacion o replicacion se
pueden producir algunos errores como la adicion de bases incorrectas. Gran parte de
estos errores no son fatales, sin embargo, si estos errores se dan en oncogenes o0 en
genes supresores de tumor como p53, se favorecera el desarrollo de fotocarcinogénesis

cutanea (Nishigori, 2006; Baron y Suggs, 2014) (figura 14).

3.3.5 Efectos cronicos en la piel inducidos por la RUV

La acumulacion de dafios agudos a través de los afios resulta en alteraciones cronicas
y progresivas como fotoenvejecimiento, inmunosupresion y cancer de piel (Garcia-Bores
y Avila, 2008).

El fotoenvejecimiento se refiere a los efectos de la radiacion solar a largo plazo

sobrepuesto al envejecimiento intrinseco de la piel. Los signos del fotoenvejecimiento

son despigmentacion, piel laxa, tono amarillento, arrugas, telangiectasia (vasos

34

—
| —



sanguineos visibles), aspecto coridceo y neoplasias cutdneas. Histolégicamente, la
epidermis pierde su polaridad y los queratinocitos presentan rasgos atipicos. El grosor
de la epidermis tiende a aumentar con el paso de los afios y en la dermis, los fibroblastos
colapsan, se elongan y proliferan. La cantidad de elastina incrementa en proporcion a la
radiacion recibida y reemplaza al colageno. Los infiltrados inflamatorios abundan en la
dermis y la vasculatura cutanea también es alterada por la exposicion crénica a la RUV

y las paredes de los vasos sanguineos se engrosan (Rabe et al., 2006).

Después de exposiciones crénicas a la RUV, se induce inmunosupresion, mecanismo
gue involucra componentes celulares y moleculares. Las células de Langerhans son mas
sensibles a la RUV que los queratinocitos, por lo que, antes de la aparicion de las células
de quemadura, las células de Langerhans ya se han alterado o perdido completamente.
Esto evita el reconocimiento inmune de los antigenos liberados por los queratinocitos en
apoptosis. La pérdida de las células de Langerhans es originada por tres eventos
inducidos por la RUV: apoptosis, migracion hacia los nodulos linfaticos y cambios
morfoldgicos en estas células lo que imposibilita sus procesos dendriticos. Por lo tanto,
después de la pérdida dramatica en el nimero de células de Langerhans en la epidermis,
las células restantes pierden su capacidad de presentar antigenos (Maverakis et al.,
2010).

La parte molecular de la inmunosupresiéon se debe a mediadores inflamatorios como la
IL-10 que es una citocina antiinflamatoria que puede inhibir la produccion de citocinas
proinflamatorias como IFN-y y también la expresion de MCH clase |l de superficie y
moléculas importantes para la activacion de las células T y el reconocimiento de
antigenos. Esta interleucina es secretada, en parte, por los queratinocitos después de la
exposicion a la RUV y en mayor proporcion por los macréfagos infiltrados a la dermis

gue llegan a las 6 h después de recibir la radiacion (Maverakis et al., 2010).

El &cido urocanico es otra molécula importante para inmunosupresion, ya que al
exponerse a la RUV, sufre una fotoisomerizacion del acido trans-urocanico a cis-
urocanico y altera la actividad de las células de Langerhans y los mastocitos (Garcia-
Bores y Avila, 2008; Reyes y Vitale, 2013). Ademés se ha demostrado que la actividad
inmunosupresora del acido trans-urocanico esta mediada por su interferencia con el

mecanismo de reparacion de dafios a ADN (Elmets et al., 2014).
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Una vez que la piel sufre fotoenvejecimiento e inmunosupresion, se genera un ambiente
inmunolégicamente permisivo para el desarrollo de lesiones premalignas vy
posteriormente cancer de piel (Duncan et al., 2003). El cancer de piel es de dos tipos:
melandémico y no melanémico. Este ultimo a su vez se divide en: carcinoma de células
escamosas y carcinoma de células basales. El cancer de piel de tipo melanémico es el
menos comun, sin embargo, es el mas peligroso, mientras que los otros dos tipos de

cancer son menos agresivos para la salud (Sarkany, 2011).

El desarrollo de cancer de piel es un proceso de multiples eventos, en el que el tiempo
de exposicion y la intensidad de la longitud de onda a la que se esta expuesto son
factores determinantes. Este proceso conlleva tres etapas: iniciacién, promocion y
progresion mediados por alteraciones en celulares, bioquimicas y moleculares (Afaq y
Katiyar, 2012).

3.4 FOTOPROTECCION

Como se revisO anteriormente, la RUV produce efectos adversos para la salud, por lo
tanto, es importante la implementacion de estrategias para combatir estas amenazas. La
fotoproteccion es una estrategia que incluye el uso de ropa y accesorios que eviten la
incidencia de la radiacion sobre la piel ademas del uso de un fotoprotector topico
adecuado (Sarkany, 2017).

Los fotoprotectores estan hechos con moléculas que absorben, reflejan o dispersan los
fotones de la RUV. Un fotoprotector ideal debe prevenir, disminuir y/o reparar los dafios
inducidos por la RUV por medio de la absorcién de los fotones, inhibicién de la
inflamacion cronica, modulacion de la inmunosupresion, induccion de apoptosis y de su

actividad antioxidante (Gilaberte y Gonzalez, 2010).

La FDA (Food and Drug Administration) determin6 una prueba de amplio espectro para
los fotoprotectores topicos, de esta manera se asegura la proteccion contra RUV-B y
RUV-A, permitiendo la exposicion a la luz solar por un tiempo mas prolongado. Algunos
fotoprotectores contienen 6xido de zinc y didxido de titanio con la finalidad de opacar la
mezcla y proveer mayor proteccion contra el espectro solar completo; sin embargo, estos

protectores pueden ser rechazados por su aspecto poco estético (Shea y He, 2014).
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La eficacia de los fotoprotectores esta expresada por el factor de proteccion solar (SPF).
Este criterio se define como la cantidad de RUV necesaria para producir la dosis
eritematdégena minima (DEM: la cantidad de radiacion necesaria para inducir eritema
dentro de 24 h) en la piel protegida, dividida entre la cantidad de RUV necesaria para el
desarrollo de DEM en piel no protegida. Mientras mayor sea el SPF, el fotoprotector
ofrece més proteccién contra las quemaduras solares (Ebrahimzadeh et al., 2014).

3.4.1 Productos naturales

Las plantas producen una gran variedad de compuestos organicos que no se involucran
completamente en el crecimiento y desarrollo de esta (Buchanan et al., 2000). Estos
compuestos son el resultado del metabolismo secundario de la planta y son producidos
como una respuesta especifica de los organismos hacia alguna sefial de su entorno lo
gue contribuye al éxito evolutivo de la especie ya que la sintesis de metabolitos
antioxidantes y fotoprotectores les facilita el proceso de adaptacion al medio (Saewan y
Jimtaisong, 2012).

En materia de fotoproteccion, existe un gran interés en los productos naturales de origen
vegetal ya que tienen potencial como fotoprotectores, antioxidantes, antiinflamatorios,
antimutagénicos, anticarcinogénicos, inmunomoduladores, etc. Estos agentes naturales
han adquirido una gran popularidad por su actividad biolégica, por la seguridad al

utilizarlos tépicamente, ingerirlos oralmente y por ser de bajo costo (Afaq, 2011).

Un rasgo caracteristico de las moléculas con capacidad fotoprotectora es poseer enlaces
T en sistemas conjugados que pueden estar presentes en moléculas lineales y en
muchos compuestos ciclicos y aromaticos con resonancia electronica. Los principales
productos naturales con estas caracteristicas son los polifenoles (Saewan y Jimtaisong,
2012).

Los polifenoles son compuestos aromaticos con uno o varios grupos hidroxilo libres o
sustituidos unidos al anillo fendlico. El fenol es la estructura basica de estos compuestos
(Buchanan et al., 2000; Pifol et al., 2008). Los principales grupos de compuestos
fendlicos son: fenilpropanoides, flavonoides, estilbenos y fendlicos simples (Menaa y

Menaa, 2013). La mayoria de los polifenoles son pigmentos amarillos, rojos o morados
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qgue pueden absorber la RUV ya que su espectro de absorcidén equivale a la longitud de
onda de RUV-B y RUV-A.

Los polifenoles tienen diferentes efectos benéficos para aquel que los consume, como
su actividad antinflamatoria, anticancerosa y antioxidante. Tienen la capacidad de quelar
iones metalicos gracias a sus grupos hidroxilo, lo que refuerza su actividad protectora
contra el estrés oxidativo. Se han reportado numerosos estudios sobre la actividad
protectora de los polifenoles contra afecciones cutaneas por RUV, virus, bacterias y
hongos, y sobre su actividad sobre vias de transduccién de sefiales importantes en el
organismo. Estas actividades son favorecidas o mermadas por modificaciones

estructurales como metoxilaciones y glicosilaciones (Halake et al., 2016).

Por lo tanto, cuando se aplican tépicamente, evitan la penetracion de la radiacion en la
piel actuando como pantalla solar. Esta caracteristica provoca la reduccion de la
inflamacion, estrés oxidativo y dafio al ADN inducidos por la RUV en la piel (Nichols y
Katiyar, 2010). La aplicacién tépica de polifenoles como fotoprotectores tiene ventajas
como la exposicion local a la sustancia lo que conlleva el incremento en la eficacia,
maximizacion de la dosis administrada, favorecimiento de la viabilidad para el sitio

deseado y la reduccion de la toxicidad sistémica (Menaa y Menaa, 2013).

Los polifenoles mas estudiados provienen de frutos como granada, uvas, moras azules,
fresas, soya, de semillas como el café, de hojas como el té verde, helechos liquenes y
de otros productos como la miel (Saewan y Jimtaisong, 2012). Sin embargo, se continla
en la busqueda de polifenoles con mayor potencial como fotoquimioprotectores y con

una mejor biodisponibilidad.
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Figura 13. Efectos adversos de la RUV sobre la piel y algunos productos naturales con actividad
protectora. GTP: polifenoles del té verde; EGCG: epigallocatequina-3-galato; PFE: extracto del fruto
de granada; GSPs: proantocianidinas de semilla de uva (Modificado de Afaq, 2011).

° Dyssodia tagetiflora

D. tagetiflora es una planta perteneciente a la familia Asteraceae. Se le conoce
comunmente como “Tzaracata” en la lengua purépecha, “colado o “flor de muerto”. Es
endémica de México, se encuentra principalmente en los estados de Guanajuato,
Querétaro y el norte de Michoacan a una altura de 1600-2200 msnm (figura 14)
(Villarreal-Quintanilla et al., 2008; Sanchez-Blanco y Guevara-Féfer, 2013).

El género Dyssodia comprende cerca de 32 especies. Esta reportado el uso de este
género contra enfermedades del rifidon, vejiga, malestar estomacal. Especies como D.
papposa es utilizada contra dolores de cabeza y fiebre (Shemluck, 1982); D. micropoides
es reconocida por su actividad hipoglicémica y D. papposa por la actividad antifingica
contra el hongo Trichophyton mentagrophytes y citotoxica en lineas celulares de

diferentes tipos de cancer (Gutierrez-Lugo et al., 1996).

Estudios recientes confirman la presencia de compuestos como avicularina, quercetina

e hiperosido en el extracto metandlico de D. tagetiflora (Garcia-Bores et al., 2018). Estos
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compuestos son reconocidos por su actividad antioxidante y antiinflamatoria (Williams et
al., 2004; Choi et al., 2011; Vo et al., 2012; Ku et al., 2014; Wang et al., 2016). Ademas,
esta reportado que el extracto metandlico de D. tagetiflora tiene un maximo de absorcion
a 365 nm, lo que corresponde al rango energético de la RUV (Reyna-Campos, 2018),

por lo cual, esta planta resulta de gran interés para su estudio como fotoprotectora.

Figura 14. Dyssodia tagetiflora Lag. (Rojas Chavez et al., 2011).

° Hyptis mociniana

H. mociniana es una planta perteneciente a la familia Labiatae. Se le conoce
comunmente como “verbena montés” y se distribuye por los estados de Chihuahua,
Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Veracruz
y Zacatecas. Es un arbusto delgado cubierto de tricomas. Su inflorescencia presenta
pequefias flores ordenadas en varios grupos de gran densidad (Nolasco, 2018) (figura
18).

El género Hyptis posee mas de 300 especies de plantas y es utilizado en la medicina
tradicional oaxaquefia contra enfermedades estomacales, problemas menstruales,
enfermedades respiratorias e inflamaciones, contusiones y como auxiliar en el parto
(Dominguez-Vazquez y Castro-Ramirez, 2002; Jesus et al., 2013). Este género tiene

diversas actividades biolégicas como antiinflamatoria y antioxidante. H. suaveolens
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posee actividad gastroprotectora y antiulcerogénica (Jesus et al., 2013); H. verticillata
actividad antiinflamatoria, antibacteriana y anticancerigena (Picking et al., 2013); H.
pectinata tiene actividad antininoceptiva y antiinflamatoria (Raymundo et al., 2011); H.
suaveolens con actividad hepatoprotectora (Ghaffari et al., 2012); H. emoryi tiene un

efecto anticanceroso (Sheth et al., 1972) etc.

Nolasco en 2018 realiz6 un estudio quimico en el que se confirma que H. mociniana
tiene compuestos como alcohol patchoulinico, cariofileno, D-germacreno, a-pineno, -
pineno, entre otros. Su aceite esencial fue efectivo contra bacterias como S. aureus, M.
luteus y V. cholerae, mientras que el extracto metandlico de esta planta presentd un pico
maximo de absorcion a 325 nm gracias a la presencia de compuestos fenélicos, ademas,
presento actividad fotoprotectora en un modelo bacteriano, por lo que se infiere que este

extracto actuard como un buen fotoprotector a nivel celular y tisular.

et

ptis cinianaBenth (Hanan Alipi et al., 2009).

igura 15

- Hy
3.4.2 Modelos de estudio

La eficacia de los fotoprotectores se puede determinar por diferentes métodos, cada vez
mas robustos y de dominio mundial sobre modelos in vitro, ex vivo o in vivo (Young et
al., 2017).
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En estudios de fotoproteccion de farmacos in vitro, los cultivos celulares son
comunmente utilizados. Una de las lineas celulares que mas se utilizan es la de
gueratinocitos humanos inmortalizados HaCaT. Esta linea celular se origind de piel
adulta como un cultivo celular epitelial humano inmortalizado transformado
espontaneamente. Estos queratinocitos no tumorigénicos, mantienen su morfologia
normal y su capacidad de diferenciacion; ademas de que, al exponerse a la RUV, se

someten a apoptosis como los queratinocitos normales.

Los queratinocitos de la linea celular HaCaT se caracterizan por su sensibilidad a dosis
letales de RUV gracias a que tienen mutaciones en el gen supresor de tumor p53, lo que
disminuye su capacidad de unién al ADN. Por lo tanto, el modelo de apoptosis inducida

por RUV es extensamente utilizado en estudios de fotoproteccion (Pastore et al., 2011).

Los ratones son un modelo in vivo ampliamente utilizado en el area de fotoproteccion,
ya que presentan ventajas como su tamafo, costo y facilidad de manejo (Kim et al.,
2003). Los ratones SKH-1 se utilizan ya que desarrollan eritema de forma muy similar a
los humanos y en la histologia, sus tumores cutaneos son mas similares a los
desarrollados en humanos (Kim et al., 2003). Estos ratones desarrollan de forma normal
su primera capa de pelo, sin embargo, a las 3 semanas de edad lo pierden
completamente. Posteriormente, vuelve a haber brotes de pelo, sin embargo, los
foliculos pilosos se degradan y disminuye su nimero. Este fendmeno ocurre gracias a
gue poseen una mutacion en el gen Hr que se encuentra en el cromosoma 14 de estos

animales (Benavides et al., 2009).

En la piel de estos ratones se presentan dos estructuras visibles a nivel histolégico. La
primera es el utriculo que es una estructura en forma de ampula que esta rodeada por
epitelio hiperqueratdésico y que se conecta con la superficie de la piel. La segunda es el
guiste dérmico que se encuentra en la dermis papilar, estd revestido de epitelio
gueratinizado y puede contener sebocitos en la pared. Otro rasgo caracteristico es que
se produce un aumento gradual en las glandulas sebaceas y se desarrollan granulomas
dérmicos. La piel de estos animales es rugosa y este rasgo aumenta con la edad. Sus
ufias son largas y retorcidas. La epidermis de estos ratones es del mismo grosor, sin
embargo, la dermis de los machos es mas gruesa al igual que la hipodermis de las

hembras (Benavides et al., 2009).
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Los ratones SKH-1 son ampliamente utilizados en pruebas de fotoproteccién ya que, al
tener piel desnuda, no es necesaria su depilacion y, por lo tanto, se evita la inflamacion
cutdnea generada por este proceso. Estos ratones desarrollan una respuesta
eritematosa tipica, sin embargo, son mas sensibles a la inmunosupresion inducida por
la RUV (Benavides et al., 2009) (figura 16).

A

© 2008 The University of Texas M. D. Anderson Cancer Center

Figura 16. A) Raton SKH-1 de piel desnuda. B) Corte histoldgico de la piel de estos ratones
a la derecha. Los asteriscos indican los quistes dérmicos; con flechas largas y negras se
sefiala el utriculo; las glandulas sebaceas hiperplasicas son marcadas con una flecha roja
y la flecha negra corta muestra la inflamacion dérmica tipica en estos ratones (Charles
River Laboratories, 2018, Benavides et al., 2019).

4. ANTECEDENTES

Existen muchos antecedentes sobre el uso de los productos naturales en fotoproteccion.
Las familias Asteraceae y Labiatae poseen metabolitos secundarios con una gran

variedad de propiedades utiles para el uso humano.

Plantas de la familia Asteraceae son utilizadas en la medicina tradicional contra
padecimientos como diarrea (Tortoriello et al., 1995, Rojas et al., 1999), dolor dental,
bronquitis, enfermedades urinarias (Cabral et al., 2013), dispepsia, resfriados, mordidas
de animales, colicos, entre otros (Shemluck, 1982), como antibiéticos y/o antifingicos
(Gutiérrez-Lugo et al., 1996), como analgésicos y antiinflamatorios (Alonso-Castro et al.,
2011; Juérez-Vazquez et al., 2013) entre otros. Se ha demostrado que la subtribu
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Tagetae cuenta con integrantes como Tagetes minuta con actividad antiinflamatoria
brindada por el alto contenido en compuestos fendlicos (Ibrahim et al., 2018), Tagetes
erecta con alto contenido en compuestos fendlicos antioxidantes como acido galico,

galicina, quercetagenina y quercetina (Gong et al., 2012) entre otros.

El género Dyssodia cuenta con pocos antecedentes sobre sus actividades bioldgicas,
sin embargo, se sabe que D. papposa tienen actividad espasmolitica (Tortoriello et al.,
1995), antifungica (Gutierrez-Lugo et al., 1996), analgésica (Shemluck, 1982) y que D.
pinnata tiene actividad espasmolitca (Rojas et al., 1999). Se sabe que D. tagetiflora
cuenta con compuestos con alta actividad antioxidante y antiinflamatoria como

guercetina, avicularina e hiperésido (Reyna-Campos, 2018; Garcia-Bores et al., 20118).

La familia Labiatae es reconocida por poseer integrantes con actividad antiinflamatoria
(al-Sereiti et al., 1999), antioxidante (Zheng y Wang, 2001), antidepresiva (Takeda et al.,
2002), antineoplasica (Alonso-Castro et al., 2011) entre otras. El género Hyptis es
utilizado en la medicina tradicional por sus propiedades antidiarreica, antiinflamatoria,
por su actividad contra problemas menstruales, enfermedades respiratorias
(Dominguez-Vazquez y Castro-Ramirez, 2002), desordenes gastrointestinales,
condiciones dermatoldgicas y tumores gastricos y cutaneos (Alonso-Castro et al., 2011),

entre otros.

Gracias a sus antecedentes etnobotanicos, diversas especies de este género han sido
estudiadas. Tal es el caso de H. verticillata que demostro tener actividad antiinflamatoria
y una gran variedad de metabolitos secundarios aislados (Picking et al., 2013); H. emoryi
gue presentO actividad antitumoral contra carcinoma de Walker in vitro (Sheth et al.,
1972); H. pectinata con actividad antininoceptiva y antiinflamatoria gracias a la reduccion
en la produccién de mediadores inflamatorios locales (Raymundo et al.,, 2011); H.
suaveolens con actividad antiulcecrogénica (Jesus et al., 2013); H. pectinata con
actividad antininoceptiva y antiedematogénica relacionada a la inhibicion de varios tipos
de mediadores inflamatorios como histamina, serotonina y prostaglandinas (Fransotti et
al., 2001); H. martiusii con actividad antiedematogénica inhibiendo la liberacion de
mediadores inflamatorios (Barbosa et al., 2017), entre otras. Un estudio realizado por
Nolasco, en 2018, indica que H. mociniana posee una variedad de compuestos como
monoterpenos, sesquiterpenos, y compuestos fenolicos y flavonoides que se encuentran

en proceso de identificacion.
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5. JUSTIFICACION

La piel es el 6rgano que mas se expone a la RUV. Esta radiacion es causante de dafios
deletéreos agudos y crénicos que pueden conducir al desarrollo de cancer de piel. Por
esta razon, se recurre a la fotoproteccion como una estrategia para prevenir, controlar

ylo reparar los dafios ocasionados por la RUV.

El uso de productos naturales con potencial antioxidante, antiinflamatorio,
inmunomodulador y anticarcinogénico puede inhibir o retrasar eventos celulares vy

moleculares para asi evitar, controlar y/o reparar el dafio cutaneo inducido por la RUV.

Las familias Asteraceae y Labiatae poseen especies que presentan compuestos con
actividad antioxidante, antiinflamatoria, inmunomoduladora, citoprotectora vy
anticarcinogénica. Se infiere que D. tagetiflora e H. mociniana, al pertenecer a estas
familias botanicas, tendran las mismas actividades y ademas seran buenos

fotoprotectores.

6. PREGUNTA CIENTIFICA

¢ Los extractos metandlicos de D. tagetiflora e H. mociniana tendran efecto fotoprotector
en queratinocitos de la linea celular HaCaT y en ratones SKH-1 sometidos de forma

aguda a la radiacion UV?

7. HIPOTESIS

Si varias plantas pertenecientes a los géneros Dyssodia e Hyptis tienen compuestos con
actividad antiinflamatoria y antioxidante, los extractos metandlicos de D. tagetiflora e H.
mociniana tendran ademas un efecto fotoprotector en queratinocitos de la linea celular

HaCaT y en ratones SKH-1 expuestos a la RUV de forma aguda.
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8. OBJETIVOS

Evaluar el efecto fotoprotector de los extractos metandlicos de D. tagetiflora y de H.

mociniana a nivel celular y tisular.
Objetivos particulares:

e Determinar el efecto citotoxico de los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana
en queratinocitos de la linea celular HaCaT.

e Estimar el efecto fotoprotector de los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana en
gueratinocitos de la linea celular HaCaT.

e Evaluar la penetracion de los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana en piel de
ratones SKH-1.

e Evaluar de forma macroscépica la presencia de eritema en piel de ratones SKH-
1 protegida con los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana.

e Diagnosticar de forma histoldgica el efecto fotoprotector de los extractos de D.
tagetiflora e H. mociniana sobre piel de ratones SKH-1.

e Valorar el efecto antiinflamatorio de los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana

en piel de ratones SKH-1 por medio del conteo de mastocitos.

9. ESTRATEGIA METODOLOGICA

La estrategia metodoldgica de este trabajo se dividio en cinco fases:

9.1 Prueba de citotoxicidad y fotoproteccién en cultivo celular.

9.2 Prueba de penetracién de los extractos en piel de ratones SKH-1.

9.3 Experimento de exposicion aguda a la RUV con ratones SKH-1.

9.4 Evaluacion de la presencia de eritema en la piel de ratones SKH-1 después de la
exposicién aguda a la RUV.

9.5 Analisis histologico de piel de ratones SKH-1 expuestos de forma aguda a la RUV.
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Los extractos metandlicos de D. tagetiflora y de H. mociniana fueron proporcionados por
el laboratorio de Fitoquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Se obtuvieron mediante el método de

maceracion de la parte aérea de ambas plantas.

Los graficos y los andlisis estadisticos correspondientes se llevaron a cabo en el

programa GraphPad Prism 7.

9.1 PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD Y FOTOPROTECCION in

Vitro

Las pruebas de citotoxicidad y fotoproteccidn se llevaron a cabo en la linea celular de
gueratinocitos humanos HaCaT. El cultivo celular se mantuvo en cajas petri de 100 x 15
mm con medio DMEM-F12 suplementado al 10% con suero fetal bovino (SFB) en una

incubadora de CO:2 al 5% (Thermo) a una temperatura de 37°C.

Las células fueron cosechadas con 800 uL de Tripsina-EDTA al 0.25% (marca IN VITRO)
dejandola actuar por 5 min a 37°C. Se adiciond 1 mL del medio con la finalidad de lavar
y despegar las células completamente. La suspension celular fue colocada en un tubo
falcon de 15 mL y se centrifugd por 5 min a 1300 rpm, se decanté el sobrenadante y la
pastilla se resuspendié en 1 mL de medio DMEM-F12 suplementado con SFB al 10%.
Se tomaron 10 pL de la resuspension para realizar el conteo celular en camara de

Neubauer y determinar el nimero de células por pozo (1x10°).

Las células se subcultivaron en placas de 96 pozos para permitir su adherencia durante
5 h. Posteriormente fue retirado el medio de cultivo y se agregaron 100 uL de medio
DMEM-F12 con SFB 2% y se incubo durante 24 h. Posteriormente se cambi6 el medio
a cada uno de los pozos y se agregaron las diferentes sustancias a evaluar (Espinosa-
Gonzaélez, 2016).

Los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana se disolvieron en 20 pL de dimetilsulfoxido

(DMSO) como vehiculo y 4.98 mL de medio DMEM-F12 para realizar la solucion inicial,

a partir de la cual se llevaron a cabo las diluciones correspondientes para obtener las
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concentraciones utilizadas (los grupos experimentales se desglosan en la tabla 2). Cada
concentracion se realizé por quintuplicado. Se colocaron 100 pL de cada concentracion
y se incubaron las células durante 30 min a 37°C y una concentracion del 5% de CO:

previo a la irradiacion (en el caso de la prueba de fotoproteccion).

Tabla 2. Grupos experimentales y concentraciones utilizadas en los experimentos de
citotoxicidad y fotoproteccién en queratinocitos HaCaT.

Grupo o

Prueba _ Condiciones

experimental
c C+ Medio DMEM-F12 con SFB 10%
S - C- Medio DMEM-F12 con SFB 10%
o @
g2 |38 DMSO 2% 50%
g Dyss 1 10 | 100 | 1000 | 10000
o =
- O Hyp 1 10 100 1000 10000

Todos los grupos fueron mantenidos en medio DMEM-F12 con SFB al 10% y se les adicionaron las
sustancias descritas en la tabla 2. Las concentraciones de D. tagetiflora (Dyss) e H. mociniana (Hyp) estan
expresadas en ppm.

Después de 24 h de incubacion, se realizdé el método de reduccion de la sal 3-(4,5,-
dimetiazol-2-il)-2,5- bromo difeniltetrazolio (MTT). EI MTT es una sal de tetrazolio de
color amarillo y soluble en agua, el cual se reduce a un formazan de color azul purpureo
por la accion de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa de las células vivas

(Espinosa-Gonzélez, 2016).

El andlisis se llevo a cabo tomando en cuenta la correlacion existente entre el MTT
metabolizado y el nimero de células viables, a partir de la intensidad de color que se
presenta en cada pozo, la cual se mide por medio de un espectrofotometro de placas
EPOCH (Bioteck) a 540 nm y con el software Gene5. Las absorbancias fueron
normalizadas y el porcentaje de viabilidad celular se determiné empleando el software

GraphPad Prism 7 (Espinosa-Gonzalez, 2016).

Para el experimento de fotoproteccion, las células HaCaT fueron cultivadas de la misma
manera que en el experimento de citotoxicidad y fueron tratadas con las mismas
concentraciones de los extractos vegetales (tabla 2). A continuacion, se irradiaron
durante 60 min a una distancia de 20 cm, con una lampara de RUV-B (312 nm,
Spectroline EB-280C).
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La dosis de irradiacion fue de 90 mJ/cm?, la que fue determinada con un radiémetro
Spectroline DM-300HA. 24 h después se llevo a cabo la prueba colorimétrica MTT para

determinar el porcentaje de viabilidad e inhibicion.

9.2 PRUEBA DE PENETRACION DE LOS EXTRACTOS EN
PIEL DE RATONES SKH-1

Con la finalidad de conocer la cantidad de extracto que penetra en la piel de los ratones,
se colocaron 5 ratones SKH-1 en una campana de flujo laminar y se les marcé un area
de 4cm? en el dorso. En la zona marcada, se aplicaron 50uL de cada uno de los extractos

disueltos en etanol al 70% a una concentracion final de 4mg/cm?.

A los 15 minutos de la aplicacion de los extractos, se retiré el excedente con un hisopo
de algodon impregnado con etanol al 70%. Se procedio a cubrir el area de aplicacion
con cinta adhesiva (marca 3M de 19 mm) para retirar los corneocitos. Se repitié este
procedimiento por cuatro ocasiones en cada uno de los ratones. La primera de las cuatro
cintas se desechd, mientras que las tres restantes fueron depositadas en un vaso de

precipitados con 5 mL de etanol y se mantuvieron en agitacion durante 30 min.

La cantidad de extracto que penetré en la piel de los ratones fue determinada por medio
de un espectrofotometro (Perkin-Elmer, Lambda 2S UV/VIS). La absorbancia fue
ajustada a 365 nm para D. tagetiflora ya que Garcia-Bores y colaboradores en 2018
reportaron la presencia de hiperdsido y avicularina, los cuales coinciden en un maximo
de absorcion cercano a 365 nm; y a 325 nm para H. mociniana, Nolasco en 2018 report6
gue el extracto metandlico de esta planta, tiene compuestos fendlicos con picos de
absorcion a 325 nm. Los resultados de la penetracion se obtuvieron por medio de una

regresion lineal y finalmente se transformaron a porcentajes (Lademann et al., 2009).

9.3 EXPERIMENTO AGUDO DE FOTOPROTECCION EN
RATONES SKH-1

Los ratones utilizados en este experimento se obtuvieron de Charles River Laboratories
International, Inc. (NY). Se mantuvieron en esterilidad en el bioterio de la FES lIztacala,

bajo las condiciones siguientes: fueron alimentados con agua y alimento Harlan para
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roedores ad libitum, con un ciclo de 12 hluz y 12 h oscuridad a una temperatura de 24°C;

con la previa aclimatacion de los ratones.

Se utilizaron 30 ratones para este experimento, divididos en 6 grupos de la siguiente
manera: C- (vehiculo: etanol al 70%), C+ (vehiculo y expuesto a la RUV), Dyss (extracto
metandlico de D. tagetiflora), DUV (extracto metandlico de D. tagetiflora y expuesto a la
RUV), Hyp (extracto metandlico de H. mociniana) y HUV (extracto metandlico de H.

mociniana y expuesto a la RUV).

Se aplicaron 200 pL de cada solucién a una concentracion final de 2mg/cm?, en la zona
dorsal de cada raton. Cada tratamiento se aplicdé 15 min antes de iniciar el experimento.
Los grupos C+, DUV y HUV se colocaron en cajas de acrilico para ser sometidos a una
sola exposicién a la RUV durante 10 min, proporcionando una irradiancia de 6 mJ/cm?
(Espinosa-Gonzélez, 2016).

9.4 EVALUACION DE LA PRESENCIA DE ERITEMA EN LA
PIEL DE RATONES SKH-1 DESPUES DE LA EXPOSICION
AGUDA A LA RUV

A las 24 h posteriores de la exposicion a la RUV de los ratones SKH-1, se evalud la
formacion de eritema por el enrojecimiento presentado en el area de irradiacion. Esto fue
medido con la ayuda de un colorimetro (Lutron, Mod RGB-1002). Estos valores fueron
expresados como enrojecimiento producido en la zona dorsal en unidades “RGB” (red,

green and blue) (Truijillo et al., 1996). Los datos fueron analizados y graficados.

9.5 ANALISIS HISTOLOGICO

Los ratones fueron sacrificados por asfixia en una camara de CO2, 24 h después de
concluido el experimento. Se toma la piel de la zona dorsal, donde fueron aplicados los
tratamientos. Las muestras se fijaron por 24 h en paraformaldehido al 2% disuelto en
buffer de fosfatos con un pH neutro 7.2. Posteriormente se deshidrataron en un tren de
alcohol etilico con un gradiente creciente de concentraciones (70, 80, 96 y 100%) y

fueron incluidos en parafina histoldégica para proceder a realizar los cortes de 5um de
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Estrato corneo

grosor y las tinciones de hematoxilina-eosina y de Dominicci para cada uno de los
andlisis correspondientes (Byrne et al., 2015; Espinosa-Gonzalez, 2016). Finalmente, los
cortes histolégicos se analizaron a través de un microscopio Optico marca Leica modelo
DM500.

9.5.1 Evaluacién histoldgica general.

Para la evaluacion histoldgica, se realizd la tincion de hematoxilina-eosina. Se evaluaron
los dafios enlistados en la tabla 3, en epidermis y dermis con la determinacion de
presencia o ausencia de lesiones, extension: focal (si estan presentes de 0 a 20% del
area total del corte histologico), multifocal (de 20% a 50%) o difusa (50% a 100%) (Elder
et al., 1997; Robbins et al., 2008) asignandoles el nimero 1, 2 o 3, respectivamente; y
grado: leve, moderado o severo, con los numeros representativos 1, 2 o 3. Las gréficas
de estos dafios se realizaron agrupando los dafios en epidérmicos y dérmicos con la
finalidad de tener un mejor panorama de la actividad fotoprotectora de los extractos

utilizados.

Tabla 3. Dafios agudos causados por exposicion a la RUV (Robbins et al., 2015; Stevens et al.,
2003).

) Queratina del estrato cérneo anormal,

Paraqueratosis  yresencia de ncleos fusiformes y pérdida o

(Pq) adelgazamiento del estrato granuloso
(Stevens et al., 2003).

Hiperqueratosis  Aymento en el grosor del estrato cérneo
(Ha) (Stevens et al., 2003).
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Epidermis

Espongiosis
(Es)

Apoptosis (Ap)
o células de

quemadura
(Ca)

Necrosis
(Ne)

Pleomorfismo

Hipertrofia
(HY

Hiperplasia
(Hp)

Atrofia
(AY)

Edema intraepidérmico que separa las
células. Se define como la separacion de
desmosomas por acumulacion de liquidos
(Stevens et al., 2003).

Células redondas con nucleos picnéticos,
contraidos y citoplasma eosindfilo (Robbins
et al., 2015).

Muerte celular que involucra la pérdida de la
membrana evaluacion (Espinosa-Gonzalez,
2016).

Las células epidérmicas y/o sus nucleos
varian en forma (Stevens et al., 2003).

Aumento del tamafio de las células y del
tejido de la epidermis (Espinosa-Gonzalez,
2016).

Aumento del nimero de capas de epidermis,
debido al aumento de la tasa de proliferacion
celular (Walker et al., 2005).

Adelgazamiento de la capa epidérmica por la
disminucién del espesor o tamafo celular
(Espinosa-Gonzalez, 2016).
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Dermis

Edema
(Ed)

Hemorragia
(Hm)

Acumulacién de liquido intersticial (Robbins
et al., 2015).

Extravasacion de eritrocitos hacia la dermis
(Espinosa-Gonzélez, 2016).

Congestion de
vasos Acumulacion de eritrocitos en vasos
sanguineos por aumento en el flujo

sanguineos sanguineo (Espinosa-Gonzalez, 2016).
(Co)
Infiltrados 3 g
Presencia de  polimorfos  nucleares
inflamatorios (neutréfilos, mastocitos y macréfagos
(If) principalmente) (Espinosa-Gonzélez, 2016).

9.5.2 Efecto antiinflamatorio de los extractos de D. tagetiflora e H.
mociniana en piel de ratones SKH-1 por medio del conteo de mastocitos

Finalmente, se realizé la tincion de Dominicci o azul de toluidina especifica para
mastocitos con la finalidad de obtener un mejor panorama sobre la respuesta inflamatoria
obtenida de este experimento. El conteo se realiz6 en cada uno de los campos de
observacion de los costes histologicos. Estos campos variaron de acuerdo con el tamafio
de los cortes histoldgicos y se realizaron por triplicado en cada una de las muestras del
tratamiento a modo de doble ciego (sin observar el etiquetado de la muestra). Los
resultados fueron reportados como nimero promedio de mastocitos por campo de

observacion.




Todos los analisis estadisticos y las graficas correspondientes del andlisis histolégico se
realizaron en el programa GraphPad Prism 7. Se promediaron los valores obtenidos del
conteo y se realizd una prueba estadistica ANOVA de un factor y una prueba Dunnett de
comparacion multiple de medias para tener un resultado preliminar sobre la respuesta
inflamatoria inducida por la exposicion aguda a la RUV (Welsch & Sobotta, 2009). Los
resultados y la discusion de cada uno de los extractos se mostraran por separado.

10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 CITOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS METANOLICOS
DE D. tagetiflora E H. mociniana EN QUERATINOCITOS
HUMANOS DE LA LINEA CELULAR HaCaT

Una prueba Dunnett de comparacién multiple de medias aplicada a los resultados de la
prueba de citotoxicidad de ambos extractos sobre la linea celular HaCaT, indica que
ninguna de las concentraciones utilizadas de los extractos fue citotoxica en
gueratinocitos humanos de la linea celular HaCaT. EI C- al que no le fue aplicado ningun
estimulo, fue tomado como referencia para obtener el porcentaje de viabilidad de los
grupos experimentales. Los grupos tratados con DMSO tienen diferencias evidentes en
el porcentaje de viabilidad de forma dependiente de la dosis. El tratamiento con DMSO
al 50% redujo el porcentaje de viabilidad celular casi en su totalidad, mientras que el
grupo tratado con 2% de DMSO la viabilidad celular se mantuvo de forma similar al C-.
Esta comprobado que el DMSO, a bajas concentraciones, es un excelente vehiculo para
probar sustancias experimentales, sin embargo, a concentraciones mas alla del 5%, es
notable la citotoxicidad de este solvente ya que interviene con el metabolismo celular y
con la integridad de la membrana celular (Pennickx et al., 1983; Watanabe et al., 2000,

Da Violante, 2002), como se puede observar en este experimento.
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Gréfica 1. Prueba de citotoxicidad de los extractos de D. tagetiflora (Dyss) e H. mociniana (Hyp) a
diferentes concentraciones (ppm) en queratinocitos de la linea celular HaCaT. Las barras marcadas
con asteriscos indican el grado de diferencia estadistica (n=5; *p<0.05) con respecto al grupo control
negativo (C-).

10.1.1 Citotoxicidad del extracto metandlico de D. tagetiflora en

queratinocitos HaCarT.

En la grafica 1 se observa que las concentraciones de 100, 1000 y 10000 ppm del
extracto metandlico de D. tagetiflora aumentan la viabilidad celular con diferencias
estadisticamente significativas en comparacién con el control negativo. Este efecto
puede ser causado por la presencia compuestos pertenecientes al grupo de los
polifenoles como hiperosido, avicularina, acetato de avicularina y quercetina en el
extracto metandlico de D. tagetiflora. Estos compuestos son reconocidos por tener
actividades biol6gicas como antiinflamatoria (Ku et al., 2014), anticancerigena (Wang et
al., 2016), antioxidante (Williams et al., 2004; Choi et al., 2011; Vo et al., 2012; Ku et al.,
2014; Wang et al.,, 2016, Garcia-Bores et al., 2018). Esta reportado que extractos
vegetales con alto contenido de flavonoides como hiperdsido y quercetina favorecen la
viabilidad de células cutaneas. Tal es el caso del extracto etandlico de Hypericum
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formosanum que favorece el aumento de la viabilidad celular en queratinocitos
epidérmicos humanos HaCaT en una forma dependiente de la dosis (Huang y Liaw,
2017) al igual que el extracto metandlico de D. tagetiflora; estos extractos coinciden en

polaridad y algunos compuestos como hiperdésido y quercetina.

El hiperdsido, uno de los compuestos identificados en D. tagetiflora, ha sido probado
sobre melanocitos por su actividad antioxidante. Los melanocitos son las células
cutdneas mas susceptibles al dafio por estrés oxidativo, en comparacion con los
queratinocitos y los fibroblastos. El tratamiento de estas células con hiperésido aumenté
la viabilidad celular en melanocitos de una forma dependiente de la dosis, por su efecto
sobre los mensajeros y transcritos de factores involucrados en la apoptosis, y sobre los
mensajeros y transcritos de factores involucrados en la apoptosis como Bcl-2, Bax,
caspasa 3, PI3K, AKT y MAPK, promoviendo un estado antiapoptético gracias a su
actividad antioxidante (Yang et al., 2016). Lo anterior coincide con los resultados
obtenidos en esta prueba de citotoxicidad, lo que nos sugiere que el extracto de D.
tagetiflora ejerce un efecto antiapoptético sobre el cultivo celular HaCaT con un

mecanismo similar al reportado por Yang.

Los compuestos que posee el extracto de D. tagetiflora podrian ser la razén por la que,
a mayor concentracién, los queratinocitos HaCaT tienen una mayor viabilidad. Estos
resultados coinciden con el estudio de Reyna en 2018, en el que el tratamiento de raices
Esto a causa de la sumatoria de sus efectos ejercidos sobre los procesos metabdlicos
normales y la formacion de ERO, prolongando asi el tiempo de vida de estas células

(Reyna-Campos, 2018).

10.1.2 Citotoxicidad del extracto metanolico de H. mociniana en

queratinocitos HaCaT

El extracto metandlico de H. mociniana no presenté actividad citotdxica. La viabilidad se
mantuvo en 100% a todas las concentraciones utilizadas sin diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (grafica 1). La identificacién de los
compuestos del extracto metandlico de H. mociniana se encuentra en proceso, sin

embargo, Nolasco en 2018 reporta que esta constituido por acidos hidroxicinamicos y
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flavonoides con actividad antioxidante que favorecen la viabilidad celular de forma

constante sin ninguna sefial de toxicidad relacionada a la concentracion.

H. mociniana presenta flavonoides metoxilados en los extractos de mediana polaridad.
Estos compuestos son agentes reconocidos por su potente citotoxicidad contra células
cancerosas, sin embargo, al interactuar con células normales, estos compuestos
producen una nula o escasa citotoxicidad (Walle et al., 2007. La O-metilacion de los
grupos hidroxilo libres incrementa la estabilidad metabdlica de la molécula, haciéndolos
resistentes a la degradacion en el proceso de absorcion intestinal (Lee et al. 2016) y
favoreciendo su transporte a traveés de la membrana celular ya que esta modificacion,
influye directamente sobre la lipofilicidad de la molécula (Wang et al., 2018). Esto nos
sugiere que el extracto metandlico de H. mociniana contiene flavonoides metoxilados al
igual que el extracto de polaridad intermedia por su nula citotoxicidad contra
gueratinocitos humanos HaCaT y su efectividad en el mantenimiento de la viabilidad

celular al 100%.

10.1.3 Conclusiones preliminares para el experimento de citotoxicidad de
los extractos metandlicos de D. tagetiflora e H. mociniana sobre

queratinocitos HaCaT

Los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana no tuvieron efecto citotoxico sobre
gueratinocitos humanos HaCaT. Por el contrario, el extracto de D. tagetiflora favorecié

el aumento de la viabilidad de estas células de forma dependiente de la dosis.

10.2 FOTOPROTECCION DE LOS EXTRACTOS
METANOLICOS DE D. tagetiflora Y H. mociniana EN
QUERATINOCITOS HaCaT

La grafica 2 muestra los resultados de la prueba de fotoproteccion de los extractos
metandlicos de D. tagetiflora y H. mociniana. El control positivo (C+) presenté una
disminucién en la viabilidad celular estadisticamente significativa como consecuencia de
la radiacion aplicada. La reduccion en la viabilidad celular de este grupo coincide con la

ejercida por la concentracién mas toéxica de los grupos testigo con DMSO. Los resultados
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del andlisis de fotoproteccion estadistico ANOVA de un factor y una prueba Dunnett
indican que existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales con relacion al control negativo (C-). Este efecto es consecuencia de la
RUV que, al incidir en la piel, genera dafios en las biomoléculas cutaneas como proteinas
y lipidos al inducir estrés oxidativo y dafio tisular (Sarkany, 2011). EI ADN de las células
epidérmicas es un cromoforo especifico para la RUV-B, y su energia es uno de los
genotoxicos mas potentes que puede afectar la integridad y estabilidad del material
genético celular (Roy, 2017). Por lo tanto, las células expuestas a la RUV adquieren
mutaciones que, si se acumulan, pueden resultar en la reduccién de la respuesta
apoptotica, lo que implica la desregulacion y/o falta de mecanismos o factores pro-
apoptoticos (como el gen supresor de tumor p53) o anti-apoptoticos (como AKT). Por lo
gue, la proliferacion celular se favorece en el tejido expuesto y se da origen a tumores
y/o lesiones precancerosas como queratosis actinica (Claerhout etal., 2006). En
respuesta a estas agresiones, la célula activa mecanismos de supervivencia que
conllevan al arresto del ciclo celular y/o a la muerte celular programada para reparar los
dafios y prevenir la inestabilidad gendémica (Afaq, 2011). Es posible observar las
respuestas celulares descritas a nivel celular en el C+, por la disminucién

estadisticamente significativa en la viabilidad celular.
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Gréfica 2. Experimento de fotoproteccién de los extractos de D. tagetiflora (Dyss) y H. mociniana
(Hyp) sobre queratinocitos de la linea celular HaCaT. Las barras marcadas con asterisco indican
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control negativo (C-) (n=5;
*

p<0.05).

10.2.1 Actividad fotoprotectora de D. tagetiflora en queratinocitos HaCaT

La grafica 2 muestra que las concentraciones de 1000 y 10000 ppm del extracto
metandlico de D. tagetiflora, favorecieron la viabilidad celular de queratinocitos HaCaT,
mas alla del 150 y 200%, respectivamente con diferencias estadisticamente significativas
en comparacion con el C-. Estos resultados nos indican que el extracto de D. tagetiflora
protege a las células HaCaT de los efectos nocivos de la RUV en una relacion
dependiente de la dosis administrada (Petruk et al., 2017). Este fendmeno ha sido
observado en otros tratamientos con extractos vegetales ricos en compuestos
antioxidantes, principalmente polifenoles (Kim et al., 2015). Esta reportado que en el
extracto de D. tagetiflora se encuentra presente el flavonoide quercetina (Reyra-Campos,
2018), reconocido por su actividad antinflamatoria y antioxidante (Sharma et al., 2018),
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sin embargo, la exposicion de queratinocitos HaCaT a la quercetina, induce una ligera
respuesta citotdxica como se observa en los tratamientos con las concentraciones mas

bajas del extracto metandlico de D. tagetiflora (Lee et al., 2005).

El hiperésido, otro flavonoide presente en D. tagetiflora, ademas de aumentar la
viabilidad celular en queratinocitos humanos HaCaT en una forma dependiente de la
dosis (Reyna-Campos,2018), disminuye la expresion de la MMP-1 (también llamada
colagenasa-1) inducida por la RUV-B, reforzando su actividad citoprotectora y
fotoprotectora a nivel epidérmico y dérmico (Huang y Liaw, 2017). Finalmente, la
avicularina es un compuesto reconocido por ser antioxidante (Williams et al., 2004; Vo
et al., 2012). Estas actividades se pueden observar claramente en el grupo tratado con
la concentracidon mas alta del extracto de D. tagetiflora, con aumento en la viabilidad

celular con diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el C-.

La actividad fotoprotectora de D. tagetiflora sobre queratinocitos HaCaT podria deberse
al sinergismo de los compuestos presentes en el extracto como quercetina, hiperdésido,
ya que protegen a las células de los efectos directos e indirectos de la RUV; de esta
manera, no se requiere el sometimiento de la célula al proceso de arresto celular y/o
reparacion de los dafios y, por lo tanto, el cultivo celular cuenta con las condiciones

apropiadas para aumentar la viabilidad en una forma dependiente de la dosis.

10.2.2 Actividad fotoprotectora de H. mociniana en queratinocitos HaCaT

En la gréafica 2 se muestra que la viabilidad de los queratinocitos HaCaT protegidos con
la concentracién de 10000 ppm del extracto de H. mociniana aument6 mas alla del 100%
establecido a partir del C-. La concentracion mas baja utilizada de este extracto, a pesar
de ser la que menor efecto fotoprotector tuvo sobre los queratinocitos, favorecié que la
viabilidad celular se mantuviera sobre el 50%. Estos resultados indican que el extracto
metandlico de H. mociniana tuvo un efecto fotoprotector sobre queratinocitos HaCaT
dependiente de la dosis. Este efecto podria deberse a la presencia de flavonoides en H.
mociniana con la capacidad de absorber la RUV-A y RUV-B (Nolasco, 2018), lo que

indica que este extracto tiene potencial como fotoprotector.
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En la familia Labiatae hay dos marcadores quimicos llamados nepetoidinas A y B
derivados del acido caféico y con alta actividad antioxidante (dos Santos et al., 2018). El
género Hyptis particularmente, cuenta con integrantes como H. campestris, H.
comaroides, H. radicans, entre otras, que poseen alto contenido en compuestos
fendlicos, derivados del acido clorogénico y acido rosmarinico (dos Santos et al., 2018)
lo que sugiere que los compuestos presentes en el extracto metandlico de H. mociniana

tienen alta actividad antioxidante que refuerza su actividad citoprotectora ante la RUV.

Los resultados obtenidos en esta prueba de fotoproteccion con queratinocitos humanos
HaCaT coinciden con lo reportado por Nolasco en 2018, en el que el extracto metandlico
de H. mociniana brindé tres veces mayor proteccion contra la RUV-B al modelo
bacteriano utilizado, en comparacién con el control positivo, el cual no recibié ninguna

proteccion.

10.2.3 Conclusion preliminar para el experimento de fotoprotecciéon de los

extractos de D. tagetiflora e H. mociniana en queratinocitos HaCaT

Los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana presentaron un efecto fotoprotector sobre
gueratinocitos humanos inmortalizados HaCaT incrementando su efectividad en una

relacion dependiente de la dosis.

10.3 PRUEBA DE PENETRACION DE LOS EXTRACTOS EN
PIEL DE RATONES SKH-1

Los valores de la prueba de penetracion de los extractos son mostrados en la tabla 4.

Tabla 4. Cantidad (ug/cm?) y porcentaje de extracto de D. tagetiflora e H. mociniana que

penetro en la piel de los ratones SKH-1.
Extracto Penetracion en piel (ug/cm?) %
D. tagetiflora 18 0.44

H. mociniana 23 0.56
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10.3.1 Penetracién del extracto de D. tagetiflora en la piel de ratones SKH-
1

En la tabla 4 se puede observar que el 0.44% del extracto aplicado de D. tagetiflora fue
absorbido por la piel de los ratones, esto equivale a 18 pg/cm?. Los glucésidos de
qguercetina son los principales compuestos del extracto metandlico de D. tagetiflora.
Existen reportes sobre la actividad antioxidante, citoprotectora (Garcia-Bores et al.,
2018), y antiinflamatoria de la quercetina (Sharma et al.,, 2018), sin embargo, la
guercetina tiene una baja capacidad de penetraciéon en la piel a causa del ordenamiento
de sus grupos hidroxilo dentro de la estructura de la molécula (Hatahet et al., 2016). La
avicularina y el hiperésido son glucésidos, esta caracteristica aumenta su polaridad v,
por lo tanto, su penetracion en la piel es pobre. Se podria pensar que la cantidad de
compuestos activos del extracto de D. tagetiflora que penetran en la piel es baja; sin
embargo, el nimero de moléculas capaces de penetrar es significativo segun el nUmero

de Avogadro y puede tener efectos en la piel (Avila Acevedo et al., 2014).

10.3.2 Penetracion del extracto de H. mociniana en la piel de ratones SKH-
1

El extracto de H. mociniana presenté valores de penetracion del 0.56% equivalente a 23
ug/cm? (tabla 4). Los constituyentes del extracto metandlico de H. mociniana se
encuentran en proceso de identificacién, sin embargo, se sabe que son compuestos
fendlicos y que estos se caracterizan por tener una penetracion tépica limitada y para
ellos se requiere un vehiculo como cremas, formulaciones tépicas liposolubles que
favorezcan la absorcién de estos metabolitos por la piel o su diluciébn en solventes
organicos como el etanol utilizado en este estudio (Nichols y Katiyar, 2010). Ademas,
ciertas modificaciones en los grupos hidroxilo de los flavonoides a causa de
metiltransferasas, aumentan su estabilidad molecular, favorecen su transporte

transmembranal y facilitan su penetracion (Koirala et al., 2016).
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10.2.3 Conclusion preliminar de la prueba de penetracion de los extractos

de D. tagetiflora e H. mociniana en piel de ratones SKH-1

A pesar de que los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana no tuvieron una penetracion
significativa en piel de ratones SKH-1, la cantidad de extracto que se absorbié puede ser

suficiente para generar un efecto en la piel ante la exposicion a la RUV.

10.4 EVALUACION DE LA PRESENCIA DE ERITEMA EN LA
PIEL DE RATONES SKH-1 DESPUES DE LA EXPOSICION
AGUDA A LA RUV

En la piel de los ratones SKH-1 expuestos de forma aguda a la RUV, se present6 una
tendencia al incremento en el enrojecimiento a las 24 h posteriores de la irradiacion como
se observa en la gréafica 3. En esta respuesta de enrojecimiento inducida por la RUV, el
factor determinante para el enrojecimiento de la piel es la congestion de los vasos
sanguineos cutaneos. A medida que aumenta la congestién vascular, la piel se enrojece
(Trujillo et al., 1996; Rojas et al., 2011).

La exposicidon de la piel a la RUV induce la activacion de la microvasculatura cutaneay
altera la matriz extracelular que juega un papel muy importante en la homeostasis de
este 6rgano, asi como en el desarrollo de procesos inflamatorios agudos y en neoplasias.
Algunos metabolitos secundarios como los flavonoides desempefian un papel esencial
en la proteccion de la piel ante la RUV. Tal es el caso de los flavonoides presentes en la
uva roja (Vitis vinifera) como quercetina, catequina, epicatequina y malvidina que pueden

proteger las células endoteliales de la vasculatura cutanea (Di Franceso et al., 2018).
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Gréfica 3. Valores colorimétricos que indican la presencia de eritema en piel de ratones SKH-
1 irradiados y tratados con los extractos de D. tagetiflora sin (Dyss) y con sometimiento a la
RUV (DUV) e H. mociniana sin exposicion (Hyp) y con exposicion a la RUV (HUV). El control
negativo (C-) fue tratado tépicamente con etanol y el control positivo (C+) fue somoetido a la
RUV sin proteccion.

10.4.1 Evaluacion de la presencia de eritema en la piel de ratones SKH-1

protegidos con el extracto de D. tagetiflora

Los grupos tratados con D. tagetiflora presentaron una disminucién en el enrojecimiento
ocasionado por el desarrollo del eritema del 20% en comparacion con el C+. La
reduccion del enrojecimiento cutaneo y del eritema en los grupos tratados con D.
tagetiflora puede ser el resultado de la presencia de compuestos con actividad de
pantalla solar como la quercetina y algunos de sus derivados glicosilados como
hiperdsido y avicularina (Garcia-Bores et al., 2018) que, ademas de absorber la RUV,
tienen la capacidad de modular procesos que reduzcan la congestion de la

microvasculatura cutanea.
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10.4.2 Evaluacioén de la presencia de eritema en la piel de ratones SKH-1

protegidos con el extracto de H. mociniana

Los ratones tratados con el extracto metandlico de H. mociniana tuvo una disminucion
del enrojecimiento inducido por la RUV del 11% en comparacion con el C+ (grafica 3).
Los compuestos fendlicos de H. mociniana se encuentran en proceso de identificacion
sin embargo, se sabe que el género Hyptis tiene integrantes como H. pectinata, H.
verticillata e H. matriusii con propiedades antiedematogénicas por su actividad en el
retraso de la aparicion de la irritacion, de la hemorragia (Picking et al., 2013), en su efecto
sobre las vias de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa (Franzotti et al., 2001), inhibiendo la
liberacion de mediadores como histamina, lo que interfiere con la produccion de
prostaglandinas, etc (Barbosa etal., 2017). El &cido rosmarinico identificado en H.
verticillata tiene efecto en la estabilizacion de los capilares sanguineos, inhibiendo la

prostaglandina sintasa y retardando la hemorragia (Picking et al., 2013).

10.4.3 Conclusiones preliminares para la evaluacion de eritema en piel de

ratones SKH-1 después de una exposicion aguda a la RUV

Los ratones protegidos con los extractos de D. tagetiflora e H. mociniana presentaron
una disminucién del enrojecimiento cutaneo en comparacion con el C- después de un

experimento de exposicién aguda a la RUV.

10.5 ANALISIS HISTOLOGICO DEL EXPERIMENTO DE
EXPOSICION AGUDA A LA RUV EN RATONES SKH-1

La grafica 4 muestra que el C- no present6 alteraciones a nivel epidérmico de grado
relevante, mientras que el C+ presentd dafios epidérmicos como hiperplasia, atrofia o

hipertrofia en grado moderado y en extension focal.
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Grafica 4. Grado y extension de los dafios epidérmicos en piel de ratones SKH-1 sin irradiacion
(C-), sin proteccion e irradiados (C+), tratados con el extracto metandlico de D. tagetiflora sin
radiacion (Dyss) e irradiados (DUV) y tratados con el extracto metandélico de H. mociniana sin
irradiacion (Hyp) y sometidos a la RUV de forma aguda (HUV). El grado esta representado en
leve con el nUmero 1, moderado con el nimero 2 o severo con el nUmero 3. La extensién se
representa en tres grados: focal con el nimero 1, multifocal con el numero 2 y difuso con el
namero 3.

La grafica 5 muestra que el C- presentd dafios dérmicos como inflamatorios expresados
a nivel tisular como congestion de vasos sanguineos, infiltrados inflamatorios o
hemorragia en un grado ligero y extension focal, mientras que el C+ presento dafios

inflamatorios en grado y extensiébn mayor en comparacién con el C-.
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Grafica 5. Grado y extension de los dafios dérmicos en piel de ratones SKH-1 sin irradiacion
(C-), sin proteccion e irradiados (C+), tratados con el extracto metandlico de D. tagetiflora sin
radiacion (Dyss) e irradiados (DUV) y tratados con el extracto metandélico de H. mociniana sin
irradiacion (Hyp) y sometidos a la RUV de forma aguda (HUV). El grado esté representado en
leve con el nimero 1, moderado con el nimero 2 o severo con el nimero 3. La extensién se
representa en tres grados: focal con el nimero 1, multifocal con el nimero 2 y difuso con el
namero 3.

La figura 17 muestra las imagenes de la piel de ratones SKH-1 pertenecientes a los
controles negativo (C-) en el panel A y positivo (C+) en el panel B, en el que solo se
utilizo etanol al 70% sin y con exposicion a la RUV, respectivamente. El panel A muestra

una piel de raton con caracteristicas normales (Chu, 2014).

El grupo irradiado sin proteccion (C+) presento ligeros signos de inflamacion inducidos
por el vehiculo utilizado como control. El etanol es utilizado en tratamientos tépicos, ya
gue mejora la permeabilidad de la piel hacia los farmacos. Sin embargo, produce ligeras
reacciones inflamatorias y células apoptéticas histologicamente visibles consideradas

como normales (Neuman et al., 2010). Ademas, la piel de los ratones SKH-1 utilizados
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en este trabajo, tiene la caracteristica de ser mas permeable que la de los humanos, lo
gue aumenta la absorcion de este solvente y por lo tanto se facilita el desarrollo de una

respuesta inflamatoria a causa del etanol (Benavides et al., 2009).

El C+ (panel B), presenta rasgos caracteristicos de una piel expuesta a la RUV, como
eritema causado por la congestion de los vasos sanguineos de la dermis, con la

consecuente hemorragia y liberacion de células inflamatorias (Chu, 2014).

o~
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Figura 17. Comparacion histolégica de los grupos control. El panel A corresponde al control neg;‘f:lti\}o.lEl
panel B corresponde al control positivo. (E) epidermis. (D) dermis. (H) hipodermis. (Ap) células apoptéticas,
(Cg) Congestion de vasos sanguineos, (Es) espongiosis, (Hp) hiperplasia, (Hq) hiperqueratosis, (Ht)
hipertrofia, (If) infiltrados inflamatorios, (Pl) pleomorfismo, (Pq) paraqueratosis. Tincion de hematoxilina-
eosina. Aumentos 100X y 400X.

En la piel de los ratones del grupo C+, también se registran cambios en la proliferacion
celular lo que resulta en dafios histologicamente visibles como hiperplasia, atrofia e




hipertrofia. Esto se debe a que la sintesis de macromoléculas como ADN y proteinas, y
el proceso y ritmo de la division celular se ven alterados a consecuencia de la radiacion
UVB (Sheay He, 2014).

Una caracteristica de la piel expuesta a la RUV es la aparicién de células apoptéticas o
células de quemadura en la epidermis como un mecanismo de proteccion contra los
efectos carcinogénicos de esta radiacion, que elimina células dafiadas irreparablemente
o transformadas. Existen tres factores que contribuyen independientemente a la
activacion de la apoptosis inducida por la RUV: dafio al ADN, agrupamiento de
receptores de membrana y formacion de ERO (Claerhout et al., 2006).

El estrés oxidativo inducido por las ERO formadas a causa de la RUV, afecta el
funcionamiento normal de procesos inmunoldgicos y ademas desencadena una cascada
de eventos oxidativos, que incluyen la peroxidacion lipidica lo que desestabiliza la
membrana celular; la glucosilacion proteica y el dafio de acidos nucleicos de las células
cutaneas (Sarkany, 2011; Reyes y Vitale, 2013). Todo esto, propicia la formacién de mas
EROy asi se inicia un ciclo perjudicial para la homeostasis del 6rgano, lo que se observa
ampliamente en el grupo irradiado sin proteccion (C+) de este experimento.

En este experimento de exposicién aguda a la RUV, los dafios que mas se presentaron
fueron los inflamatorios, por lo tanto, se realiz6 el conteo de mastocitos para obtener un
mejor panorama sobre la respuesta inflamatoria inducida por la RUV bajo la proteccion
de los extractos metandlicos de D. tagetiflora e H. mociniana (grafica 6). Se realizé un
analisis estadistico (ANOVA de un factor, con un grado de error de 0.05) y una prueba
Dunnett de comparacion multiple de medias para determinar si existen diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos.

El conteo de mastocitos demostré que existen diferencias por tratamiento, siendo el C+
el que tuvo el mayor numero de estas ceélulas por campo de observacion. Los
tratamientos DUV, Hyp y HUV presentaron una disminucion estadisticamente

significativa (grafica 6).
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Gréfica 6. NUmero promedio de mastocitos por campo de observacion en un experimento de
exposicién aguda a la RUV. Las barras marcadas con asterisco presentan diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control positivo (C+). Grupo no irradiado: C-,
grupo irradiado sin proteccion: C+: tratado con D. tagetiflora: Dyss, tratamiento con D.
tagetiflora con exposicién a la RUV: DUV, grupo tratado con H. mociniana: Hyp y el grupo
tratado con H. mociniana y expuesto de forma aguda a la RUV: HUV.

La figura 17 muestra las imagenes de los cortes histolégicos con la tincion de Dominicci,
correspondientes a los grupos experimentales. Se puede observar que el control
negativo (panel A) presenta un nimero y tamafio de mastocitos menor en comparacion

al C+ (panel B).

La respuesta inflamatoria es mediada en primera instancia por la presencia y
degranulacién de los mastocitos que liberan factores inflamatorios a la dermis como
citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos, entre otros que contribuyen al reclutamiento
de células involucradas en la respuesta inmune ante dafio agudo por la RUV (Shea y
He, 2014; Cano et al., 2015; Byrne et al., 2015; Prasad y Katiyar, 2017).
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Figura 18. Comparacioén histolégica de los grupos control. El panel A corresponde al control negativo. El
panel B corresponde al control positivo. Los mastocitos se muestran en purpura. Tincion de Dominici o
azul de toluidina. Aumentos 100X y 400X.

Los mastocitos al degranularse, ademas de histamina, liberan factores inflamatorios
como: TNF-qa, IL-6 y otros que promueven la formacion de células de quemadura y la
migracion de neutrdfilos y macrofagos a la zona expuesta a la RUV (Maverakis et al.,
2010). Por lo tanto, es importante el monitoreo y numero de mastocitos para poder tener
un panorama inicial de la respuesta inflamatoria aguda de la piel al ser expuesta a la
RUV.

La degranulacion de mastocitos es mediada por diversos factores como la RUV, que al
incidir en la piel, produce la isomerizacién del acido trans-urocénico a cis-urocanico, uno

de los responsables de estimular la degranulacion de estas células (Hart et al., 2001).

71

—
| —



El correcto desempefio de los mastocitos es de suma importancia en la respuesta
inflamatoria inducida por la RUV ya que existe una fuerte correlacion entre el nimero de
estas células presentes en el tejido y el desarrollo de edema y de forma croénica, cancer
de piel (Hart et al., 2001; Byrne et al., 2015; Schweintzger et al., 2015).

10.5.1 Fotoprotecciéon del extracto metandlico de D. tagetiflora en piel de
ratones SKH-1

La grafica 4 presenta el grado y extension de los dafios epidérmicos y la grafica 5
presenta el grado y extension de los dafios dérmicos en los ratones tratados con el
extracto metandlico de D. tagetiflora con y sin exposicidbn a la RUV. La respuesta
inflamatoria que se presenta en el grupo tratado con el extracto de D. tagetiflora y
expuesto a la RUV, fue moderada y en extension multifocal a excepcion del edemay la
congestion de vasos sanguineos que se presentaron en una extension focal. El grupo
tratado Unicamente con el extracto de D. tagetiflora, present6 los dafios dérmicos de
forma similar al grupo irradiado y protegido con el mismo extracto posiblemente como
resultado del etanol utilizado como vehiculo (figura 18).

La figura 19 presenta los cortes histoldgicos representativos de la piel tratada con el
extracto metandlico de D. tagetiflora (panel A). Se observan caracteristicas de piel
normal asociadas a la exposicion a un agente externo (etanol) como espongiosis,

infiltrados inflamatorios y congestién de vasos sanguineos (Neuman et al., 2010).

Los ratones tratados con el extracto metandlico de D. tagetiflora e irradiados (panel B)
presentaron una disminucion en los cambios histologicos epidérmicos, como:
espongiosis, células de quemadura y cambios en la maduracién y proliferacion celular
como células pleomorficas e hiperplasia. La combinacién de estos dos factores (extracto
metandlico de D. tagetiflora y RUV) demostré tener una actividad antiinflamatoria en la
epidermis. A nivel dérmico, se presentd congestion de vasos sanguineos, hemorragia e
infiltrados inflamatorios; los dafios en esta capa de la piel se presentaron en mayor grado

gue en la epidermis.
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Figura 19. Comparacion histolégica de los grupos tratados con D. tagetiflora sin exposicion a la RUV (panel
A) y con exposicion a la RUV (panel B). (E) epidermis. (D) dermis. (H) hipodermis. (Ap) células apoptoéticas,
(Cq) células de quemadura, (Ed) edema, (Es) espongiosis, (Hp) hiperplasia, (If) infiltrados inflamatorios, (PI)
pleomorfismo. Tincion de hematoxilina-eosina. Aumentos de 100X y 400X.

Los compuestos presentes en el extracto de D. tagetiflora posiblemente actiian como
agentes antiinflamatorios y moduladores de procesos celulares. El hiperésido tiene
propiedades antiinflamatorias probadas en modelos animales (Su-Jin et al., 2011; Ku et
al., 2014). En el caso de la avicularina, se ha reportado que en cultivo celular (SH-SY5Y
y PC12) pueden modular la sefializacién proinflamatoria a través de TNF-a en células

neuronales (Park et al., 2018).

El extracto etandlico de Tagetes erecta -perteneciente a la misma subtribu que D.
tagetiflora- presenta gran cantidad compuestos fendlicos, de los cuales identificaron el

acido gdlico, galicina, quercetagenina y quercetina. Este Ultimo presentd la mayor

( )
L 3 )



actividad antioxidante in vitro (Gong et al., 2012). Los extractos de D. tagetifloray de T.
erecta coinciden en el tipo de compuestos que presentan y en el efecto antioxidante de
los mismos, rasgo que se le puede atribuir a la subtribu Tageteae a la que ambas
especies pertenecen. Los resultados de este experimento se atribuyen a las
caracteristicas mencionadas de los compuestos presentes en el extracto de D.
tagetiflora. Otra planta que pertenece a la misma subtribu es T. minuta, cuyo extracto
metandlico presentd compuestos fendlicos con alta capacidad antioxidante y

antiinflamatoria en un modelo in vitro (Ibrahim et al., 2018).

Es bien sabido que la RUV induce la produccion de radicales libres y que, a su vez, estos
radicales pueden generar dafio celular y tisular. Por lo tanto, es importante que un
compuesto fotoprotector cuente con la capacidad de ser antioxidante (Rabinovich y
Kazlouskaya, 2018). Este es el caso de los compuestos presentes en el extracto
metandlico de D. tagetiflora (Garcia-Bores et al., 2018).

El extracto metandlico de D. tagetiflora cuenta con alto contenido de compuestos
fendlicos como: hiperdsido, avicularina, acetato de avicularina y quercetina, reconocidos
por su actividad antioxidante (Williams et al., 2004; Choi et al., 2011; Vo et al., 2012; Ku
et al., 2014; Wang et al., 2016; Garcia-Bores et al., 2018) y antiinflamatoria (Williams et
al., 2004; Choi et al., 2011; Vo et al., 2012; Ku et al., 2014; Wang et al., 2016) que actian
en contra del estrés oxidativo inducido por la RUV, ya que reducen a los radicales libres,
de esta manera se termina la reaccion en cadena generada por el aumento de ERO y
se reduce el dafio a los componentes celulares. Asi se bloquea el desarrollo de
desoérdenes en la proliferacion celular. Ademas, el contenido fendlico de este extracto le
permite a la piel activar una respuesta inflamatoria controlada ante el dafio causado por
la RUV.

El niumero de mastocitos presentes en la piel tratada con el extracto metandlico de D.
tagetiflora y expuesta a la RUV disminuy6 de forma estadisticamente significativa en
comparacién con los animales que no recibieron ningun tratamiento (C+) (grafica 5,
figura 20).

Estos resultados indican que el extracto de D. tagetiflora podria ser un agente
estabilizador de la participacion y prevalencia de los mastocitos ante la exposicion aguda
a la RUV(Hart et al., 2001; Schweintzger et al., 2015), ya que la disminucion del nimero
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de estas células presentes en las muestras analizadas nos habla de un tiempo de
prevalencia de mastocitos adecuada para el desarrollo de una respuesta inflamatoria

controlada.

La inflamacién es una respuesta que cuenta con una serie de procesos biolégicos que
tienen el propdsito de proteger al organismo de agentes externos como la RUV (Cano et
al., 2015). Los pasos que conlleva este proceso son iniciacion y activacion. En el primero,
los niveles de factores proinflamatorios aumentan y en el segundo los inflamasomas son
activados, lo que resulta en la secrecion de citocinas proinflamatorias (Yi, 2018). La
exposicion aguda a la RUV induce el reclutamiento de mastocitos en la piel, participando

en el proceso inflamatorio caracteristico de las quemaduras solares (Grimbaldeston

et al., 2006).
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Figura 20. Comparacion histolégica de la piel de los grupos de ratones SKH-1 tratados con D. tagetiflora
sin exposicién a la RUV (panel A) y con exposicién a la RUV (panel B). Los mastocitos se muestran en
purpura. Tincién de Dominici o azul de toluidina. Aumentos 100X y 400X.
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Esta reportado que D. tagetiflora posee compuestos como quercetina, avicularina e
hiperésido con actividad antioxidante (Williams et al., 2004; Choi et al., 2011; Vo et al.,
2012; Ku et al., 2014; Wang et al., 2016; Garcia-Bores et al., 2018) y antiinflamatoria
(Williams et al., 2004; Choi et al., 2011; Vo et al., 2012; Ku et al., 2014; Wang et al.,
2016). La disminucion en el numero de mastocitos en la piel tratada con D. tagetiflora
antes de la exposicion a la RUV confirma la actividad antiinflamatoria de los compuestos
presentes en este extracto. Los mastocitos participan en la fototolerancia o
inmunosupresion inducida por la RUV, por lo tanto, estan relacionados directamente con
el riesgo de desarrollar cancer de piel (Grimbaldeston et al., 2006; Schweintzger et al.,
2015). Existen reportes sobre la resistencia de ratones con deficiencia de mastocitos
ante la inmunosupresion inducida por la RUV, sin embargo, presentaron un intenso
comportamiento de rascado en comparacion con los controles. Esta respuesta es

dependiente de la presencia de los mastocitos (Schweintzger et al., 2015).

El extracto metandlico de T. minuta, posee compuestos fendlicos con alta actividad
antioxidante y antiinflamatoria, ya que reduce los niveles de expresién de citocinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-6 de manera estadisticamente significativa (Ibrahim
et al., 2018). Estas citocinas en conjunto con el aumento en los niveles de ERO en piel
expuesta a la RUV, promueven la expresion de diferentes metaloproteinasas de matriz
(MMP) que son responsables de la degradacion de la matriz extracelular en el tejido
conectivo. Esta degradacion es crucial en la pérdida de la integridad del colageno y
elastina presentes en la piel, lo que conlleva a la formacién de arrugas y a la pérdida de

firmeza en este 6rgano, es decir, fotoenvejecimiento cutaneo (Feng et al., 2014).

A pesar de no conocer el mecanismo de accion de los compuestos identificados en el
extracto metanolico de D. tagetiflora, con los antecedentes mencionados, es posible
inferir que este extracto posee actividad antiinflamatoria que pudiera estar actuando
sobre las vias de sefalizacion involucradas en el fenémeno de degranulacion de los
mastocitos y de esta manera, disminuir las consecuentes respuestas histolégicamente

visibles.
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10.5.2 Fotoproteccion del extracto metandlico de H. mociniana en piel de
ratones SKH-1

La gréfica 4 muestra el grado y extension de los dafios epidérmicos y en la gréafica 5 se
muestran los dérmicos de los ratones tratados con H. mociniana e irradiados con RUV.
El grupo tratado con el extracto de H. mociniana no presentd ninguna alteracion
epidérmica significativa. Los signos inflamatorios dérmicos se presentaron de forma focal
a causa del solvente utilizado como vehiculo (Neuman etal.,, 2010). La respuesta
inflamatoria dérmica del grupo tratado con el extracto metanélico de H. mociniana y
expuesto a la RUV se present6 de forma multifocal a excepcion de la hemorragia que
fue focal. Los dafios epidérmicos registrados para este grupo se presentaron de forma

focal.

La figura 21 muestra que la piel tratada con el extracto metandlico de H. mociniana (panel
A) presenta las caracteristicas de piel normal sin irradiacion. Se observan ligeros signos
inflamatorios, esto gracias a que el solvente utilizado como vehiculo, el etanol, induce
eritema local y la liberacion de citocinas proinflamatorias y aparicion de células
apoptoticas, signos visibles a nivel histolégico (Neuman et al., 2010). En el panel B, este
extracto demostrd tener actividad fotoprotectora y antiinflamatoria en piel de ratones
SKH-1 expuestos de forma aguda a la RUV; ya que la piel protegida con este extracto
de forma previa a la irradiacién presenté una disminucién en los cambios histologicos
epidérmicos con respecto al grupo de ratones irradiados sin proteccién (C+), asi como
en los signos del desarrollo de una respuesta inflamatoria dérmica generada por esta

radiacion como: edema, infiltrados inflamatorios y congestion de vasos sanguineos.
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Figura 21. Comparacion histolégica de los grupos tratados con H. mociniana sin exposicién a la RUV
(panel A) y con exposicion a la RUV (panel B). (E) epidermis. (D) dermis. (H) hipodermis. (Ap) células
apoptoéticas, (Cq) células de quemadura, (Ed) edema. Tincion de hematoxilina-eosina. Aumentos de 100X
y 400X.

Los resultados obtenidos con el extracto metandlico de H. mociniana demuestran la
capacidad citoprotectora brindada por los compuestos presentes en este extracto
(Nolasco, 2018), pueden evitar los dafios relacionados con alteraciones en las vias de
transduccion de sefiales de proliferacion celular (Shea y He, 2014), y que, al mismo
tiempo, favorecen el desarrollo de la respuesta inflamatoria controlada (Cano et al.,
2015), lo que le permite al tejido reparar los dafios inducidos por la accién de la RUV
(figura 19).

El género Hyptis tiene reportes de presencia de compuestos como: terpenos, flavonoides
y lignanos con actividad fotoprotectora, antioxidante y antiinflamatoria (Saewan y
Jimtaisong, 2012; dos Santos et al., 2018). H. martiusii es una especie que cuenta con
antecedentes de su uso como antiedematogénico, por su posible efecto sobre la
liberacion de mediadores inflamatorios como histamina, inhibicion de la produccion de
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citocinas, leucotrieno B4, tromboxano y prostaglandinas promoviendo un estado
proapoptotico, ya que evade los signos de la respuesta inflamatoria como: edema,

hiperplasia y expresion de COX-2 (Barbosa et al., 2017).

Es posible que los compuestos presentes en H. mociniana, ademas de su efecto
fotoprotector, tengan la capacidad de actuar sobre vias de transduccion de sefiales
relacionadas con la respuesta inflamatoria, al igual que H. martiusii, y de este modo

inducir el efecto antiedematogénico observado en este experimento.

El extracto metandlico de H. mociniana presento6 actividad antinflamatoria y disminuyo
numero de mastocitos con respecto al C+ (figura 22). Este efecto corresponde con lo
reportado por Barbosa sobre la actividad antiinflamatoria y antiedematogénica de H.

matiusii (Barbosa et al., 2017).

La disminucion en el niumero de mastocitos presentes en las muestras analizadas
coincide con lo descrito por Picking en 2013 sobre la actividad antiinflamatoria de H.
verticillata que retrasé el fenbmeno de la inflamacién y hemorragia, estabilizé la
permeabilidad capilar e inhibi6 la enzima prostaglandina sintasa en ratones. Este autor
reporta que dos de sus compuestos mas activos son el polifenol acido rosmarinico y el

flavonoide sideritoflavona.

A pesar de que el mecanismo de accion del extracto metandlico de H. mociniana no se
conoce, los antecedentes con plantas del mismo género hacen suponer que la respuesta
antiinflamatoria podria ser similar a la de H. mociniana, estabilizando la presencia y
actividad de los mastocitos, ya que estos, al degranularse en un proceso inflamatorio,
aumentan la permeabilidad capilar y liberan factores quimio atrayentes para ceélulas
inflamatorias (Picking et al., 2013). Por lo tanto, el extracto metandlico de H. mociniana
podria estar evitando la permeabilidad capilar y por consecuencia, también podia estar

actuando como agente antiinflamatorio.
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Figura 22. Comparacion histologica de los grupos tratados con H. mociniana sin exposicion a
la RUV (panel A) y con exposicién a la RUV (panel B). Los mastocitos se muestran en purpura.
Tincién de Dominici 0 azul de toluidina. Aumentos 100X y 400X.

La prevalencia de mastocitos en el tejido es un factor de predisposicion al desarrollo de
carcinoma basocelular ya que uno de los mecanismos de accion de los mastocitos al
degranularse, es la activacion de MMPs que se encargan de degradar la matriz
extracelular y asi facilitar la infiltracion de las células participantes en el proceso agudo.
Sin embargo, si este proceso no se lleva a cabo adecuadamente, los mecanismos de
accién de los mastocitos pueden desencadenar dafios celulares y tisulares que resulten

en el desarrollo de tumores (Hart et al., 2001; Cano et al., 2015).
Esta reportado que los mastocitos, en un escenario de sobreexpresion de la respuesta

inflamatoria, pueden generar inmunosupresion y crear un microambiente idéneo para el
desarrollo de tumores (Liu-Smith et al., 2017). Por lo tanto, los agentes que logren
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estabilizar la participacion de los mastocitos después de la exposicion a la RUV tienen
alto potencial como fotoprotectores (Hart et al., 2001).

10.5.3 Conclusiones preliminares para el analisis histologico de

fotoproteccion en piel de ratones SKH-1

La presencia de células de quemadura, edema e infiltrados inflamatorios fue constante
en la totalidad del area evaluada tanto en la piel de ratones tratada con los extractos
metanolicos de D. tagetiflora como con el de H. mociniana y sometida a la RUV.

Los extractos metandlicos de D. tagetiflora e H. mociniana redujeron en grado y
extension los dafios epidérmicos sin afectar el desarrollo de la respuesta inflamatoria

inducida por la RUV.

Sarkany reporta que la piel expuesta de manera aguda a la RUV tiene una respuesta
inflamatoria caracterizada por engrosamiento de la epidermis, calor, hinchazén o
tumefaccion, enrojecimiento, aparicion de queratinocitos apoptéticos y de neutrofilos
(Sarkany, 2011). Estos dafios corresponden con los resultados obtenidos en este trabajo
a excepcion del engrosamiento de la epidermis (para su estudio histolégico, se evalud la
presencia de hiperqueratosis, hiperplasia e hipertrofia) que sélo fue encontrada en el
control positivo. Esto nos habla de que los extractos metandlicos de D. tagetiflora y H.
mociniana evitaron que la energia de la RUV descontrolara los procesos celulares
naturales sin evitar el desarrollo de la respuesta inflamatoria reparadora de los dafios

inducidos normalmente por la RUV.

En el andlisis histologico general y en el conteo de mastocitos, se puede observar que
la piel de ratones SKH-1 expuesta a la RUV sin proteccién (C+) presentd la mayor
cantidad de signos inflamatorios, de dafos relacionados a un desorden en los procesos
celulares (como hiperqueratosis, hipertrofia, hiperplasia, etc.) y el mayor niumero de
mastocitos de todos los grupos evaluados en comparacion con los grupos tratados con

los extractos metandlicos de D. tagetiflora e H. mociniana.
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11. CONCLUSIONES

Lo extractos de D. tagetiflora e H. mociniana ejercieron efecto fotoprotector sobre

gueratinocitos humanos HaCaT y no mostraron efecto citotoxico.

La penetracion del extracto metandlico de D. tagetiflora e H. mociniana en la piel

de ratones SKH-1 fue baja.

La aplicacion topica del extracto metandlico de D. tagetiflora disminuyo el
enrojecimiento cutaneo, el dafio tisular y favorecio el desarrollo de una respuesta
inflamatoria controlada por medio del leve decremento del nimero de mastocitos
presentes en dermis, ejerciendo un ligero efecto fotoprotector y antiinflamatorio

sobre piel de ratones SKH-1 en un experimento agudo de fotoproteccion.

La aplicacion topica del extracto metandlico de H. mociniana disminuyé el
enrojecimiento cutédneo relacionado al eritema solar, evit6 los dafios histolégicos
inducidos por exposicion a la RUV e indujo una importante reduccién en el numero
de mastocitos dérmicos y, por lo tanto, también indujo la disminucién de la

respuesta inflamatoria inducida por la exposicion aguda a la RUV.
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