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1. Resumen

El cancer de piel es una de las neoplasias mas frecuentes en los seres
humanos, uno de los factores de riesgo es la exposicion acumulativa a la radiacion
ultravioleta (RUV). Como respuesta a esta problematica se ha utilizado la
fotoquimioproteccién como una herramienta para prevenir el dafio causado en la piel
por la exposicion a la RUV, una alternativa dentro de esta actividad terapéutica es el
uso de productos naturales como los compuestos fendlicos, ya que tienen actividad

antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena.

La especie Dyssodia tagetiflora Lag. pertenece a la familia Asteraceae, se
puede considerar fotoquimioprotector solar porque posee polifenoles de tipo
flavonoide que pueden ayudar a prevenir el dafio provocado por exposicion a la
radiacion UVB. Por lo que el objetivo general de este trabajo fue evaluar
histolégicamente el efecto fotoprotector del extracto metandlico de D. tagetiflora en

ratones SKH-1 expuestos a radiaciéon RUV de forma cronica.

Con el andlisis histologico se determind que el 82% de las muestras
correspondientes al C+ presentaron lesiones diagnosticadas como carcinomas. El
grupo que fue expuesto a la RUV y estuvo protegido por el extracto metandlico de
Dyssodia tagetiflora disminuy6 y retrasd los dafios provocados por la RUV a nivel
epidérmico y dérmico en un 20%, asi mismo se disminuyé el nUmero de mastocitos
presentes en la piel de los ratones protegidos con el extracto lo que indica que puede

funcionar como un modulador de la respuesta inflamatoria.

Los resultados obtenidos en este trabajo concluyen que el extracto metandlico
de D. tagetiflora posee efecto fotoprotector y actividad moduladora de la inflamacion
provocada por la exposicion crénica a la UVB considerandolo candidato para utilizarse

en la fotoquimioproteccion.



2. Introduccion

El cancer de piel es una de las neoplasias mas frecuentes en los seres
humanos. La Fundacion Mexicana para la Dermatologia (2006) reporta que ocupa el
segundo lugar de frecuencia en México; en hombres se encuentra en el primer lugar
y en mujeres ocupa el cuarto lugar. Existen dos tipos de cancer cutaneo: melanomay

no melanoma.

El cancer de piel no melanomico se divide en dos grupos debido al tipo celular
gue afecta, el carcinoma basocelular y el carcinoma de células escamosas. Ambas
enfermedades comparten un factor de riesgo muy importante que es la exposicion
acumulativa a la radiacion UV (RUV) proveniente del sol (Lang y Maize, 2006; Nguyen
y Yoon, 2006).

En México no existe una cultura de la prevencién de los dafios provocados por
la RUV y la mayor parte de la poblacién mexicana desconoce los efectos que produce
la exposicibn a la radiaciones solares (Jurado-Santa Cruz et al.,, 2011). La
fotoproteccion es una actividad terapéutica que se utiliza para prevenir y/o reducir los
dafos inducidos por la RUV mediante la administracion oral o tépica de productos

sintéticos o naturales (Saewan y Jimtaisong, 2015).

Los productos naturales son moléculas organicas que no parecen tener una
funcion directa en las actividades bioquimicas primarias como el crecimiento,
desarrollo y la reproduccién. Sin embargo, tienen funciones especificas en los
individuos que las producen. Pueden actuar como mecanismos de defensa, atraccion

de polinizadores, y/o proteccion a factores externos como la RUV (Bell, 1981).

Los productos naturales que se pueden utilizar como blogueadores ante la RUV
son los polifenoles, acidos fendlicos y flavonoides, debido a que su estructura quimica
puede absorber la RUV y evitan los efectos dafiinos al ADN, el estrés oxidativo y

reducen la inflamacion (Saewan y Jimtaisong, 2015).

Los compuestos presentes en el extracto metandlico de Dyssodia tagetiflora se

puede considerar como fotoprotectores solares, debido a que tienen capacidad
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antioxidante (Garcia-Bores et al., 2018), actividades anticancerosas (Li et al., 2014;
Zang et al., 2014) y antiiflamatorias (Lesjak et al., 2018; Kim y Young, 2011; Formica
y Regelson, 1995).

2.1. Fotoproteccion

La fotoproteccion se utiliza para prevenir los dafios en la piel provocados por la
RUV mediante la ropa, accesorios y fotoprotectores solares. Los fotoprotectores
solares contienen moléculas que pueden absorber, reflejar o dispersar los fotones de
la RUV, estos deben prevenir los dafios cutaneos inducidos por la radiacién solar por
medio de la absorcidén directa de fotones, la inhibicion de la inflamacion aguda y
cronica, la modulacion de la inmunosupresion, la induccion de apoptosis y la actividad
antioxidante (Gilaberte y Gonzélez, 2010).

Los fotoprotectores tienen la propiedad de reflejar, absorber o dispersar los
rayos solares, de modo que permiten una exposicion solar mas prolongada y con
menor riesgo. Los fotoprotectores también debe de carecer de toxicidad aguda o
cronica y no ser susceptibles de causar irritacion ni ninguna otra reaccion
sensibilizante, ser compatibles con el resto de componentes del producto y ser
estables frente al calor, la humedad, la luz intensa y el pH de la piel (Garrote y Bonet,
2008).

Los productos naturales pueden actuar por varios mecanismo celulares y
moleculares para retrasar y prevenir los dafios provocados por la RUV sobre todo el
cancer de piel, por eso se busca utilizar a los productos naturales como fotoprotectores
(Afaq, 2011).

2.2. Fotoproteccion con productos naturales

Los productos naturales o compuestos secundarios cumplen funciones que no
son estrictamente vitales en los tejidos y representan en ocasiones compuestos de
desecho del metabolismo. No estan, en general, directamente involucrados con el
crecimiento y desarrollo del organismo. Muchos de ellos son aprovechados por la

planta que los sintetiza para interactuar con el medio, ya sea para atraer polinizadores,
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repeler predadores o seres dafinos, impedir la competencia con otras plantas,
adaptarse a condiciones adversas de suelo o clima, etc. Es decir que cumplen
funciones ecolégicas (Ringuelet y Vifia, 2013).

Los productos naturales que actian como bloqueadores de la RUV son los
compuestos fenolicos; como los polifenoles, acidos fendlicos y flavonoides, se
encuentran distribuidos en alimentos de origen vegetal como frutos, semillas y flores
(Nichols y Katiyar, 2010). Tienen actividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
inmunomodulatorias, anti-mutagenas y anti-carcinogénicas, por lo que son utilizados
como agentes fotoprotectores en la prevencién de los dafios en la piel inducidos por
la RUV (Afaq, 2011).

Las actividades bioldgicas de los compuestos fendlicos se debe a su estructura
guimica que se caracterizan por poseer uno o mas grupo hidroxilo (-OH) de reaccién
acida, unidos a un anillo aromatico (grupo fenol). Los flavonoides constan de dos
anillos de seis atomos de carbono (que se les nombra con las letras A y B) que se
encuentran unidos mediante un puente de tres atomos de carbono que generalmente

forman un tercer anillo (Anillo C) (Vifia, 2013) (Figura 1).

Hiperdsido® Avicularina’ Quercetina?

Figura 1. Ejemplos de estructuras quimicas de flavonoides (Estrella-Parra et al., 2019%;
Garcia-Bores et al., 20182).



2.3. Radiaciones provenientes del sol

El sol es una fuente natural de radiaciones electromagnéticas que se
caracterizan por la frecuencia y longitud de onda, suelen clasificarse de acuerdo a
estas dos propiedades en diferentes grupos. Al conjunto de todas ellas se denomina
espectro electromagnético. De todo el espectro solar solo la luz visible, los infrarrojos

y una parte de la radiacion ultravioleta alcanzan la superficie, el resto son detenidas

por la capa de ozono (Maverakis et al., 2010) (Figura 2).

< Energia
gF;?l): %Sa Rayos X Ultravioleta Visible | Infrarrojo d%",gﬂ?o
veso | we | we | uwa Visible
10 200 290 L
UVAII UVAI
320 340 400

Longitud de onda, nanémetros ———>

Figura 2. Espectro electromagnético (Kochevar et al., 2014).

La RUV es uno de los agentes fisicos causantes de mutaciones en diversos
organismos. Tiene un espectro electromagnético de 200-400 nm; presenta tres
subdivisiones: UVC, UVB y UVA. Los rayos UVC (200-290 nm) son las radiaciones
mas dafiinas para la piel, pero son captadas por la capa de ozono de la atmosfera y
no llegan a la superficie terrestre. La radiacion UVB o espectro de quemadura solar
(290-320 nm) es causante del eritema, fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis. Las
radiaciones UVA se divide en UVA | (340-400) y UVA 1l (320-340 nm), los efectos que

produce en la piel

son eritema, pigmentacion,

melanogénesis

fotoenvejecimiento (D"Orazio, 2013; Maverakis et al., 2010) (Figura 3).

retardada y



Radiacion UV
UVA UvB uvc

A

v

400 nm 320 nm 280 nm 100 nm

-

Capa de Ozono

Epidermis

Dermis

Figura 3. Radiacion ultravioleta que llega a la piel. (Modificado de D"Orazio, 2013).

2.4. Lapiel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, mide aproximadamente
2 m2, tiene un peso de 3 a 4 kg lo que equivale del 6 al 12% de peso corporal (Castell
et al., 2017). Su principal funcién es actuar como barrera contra agresiones externas
producidas por agentes fisicos, quimicos y biol6gicos. Cumple otras funciones como
de termorregulacién, sensoriales, inmunoldgicas y metabdlicas, que permiten la

interaccién del organismo con su medio ambiente (Chu, 2014).

Desde el punto de vista histologico, la piel esta constituida por tres capas
conectadas entre si: epidermis, dermis e hipodermis (Figura 4). Y su origen
embrionario se deriva de dos capas blastodérmicas diferentes, es decir, del ectodermo
se derivan la epidermis, los anexos cutaneos, los melanocitos y el nervio y del
mesodermo proceden la dermis e hipodermis con sus vasos y musculos (Castell et al.,
2017).
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PIEL NORMAL

E pidermis{

Dermis 4

Foliculo

Nervio

Tejido Graso Glandula Sebdcea

Figura 4. Estructura de la piel. Recuperado de https://fmd.org.mx/2017/09/05/que-es-la-piel/

~ Epidermis

La epidermis es una capa de epitelio escamoso estratificado, queratinizado,
constituye la parte mas externa de la piel. En ella se localizan cuatro tipos celulares
diferentes: células de Merkel, melanocitos, células de Langerhans y los queratinocitos
(Chu, 2014) (Figura 5).

El 90% de la epidermis esta constituida por los queratinocitos. Esta capa
cutanea se clasifica como un epitelio plano estratificado, al cual se le reconocen cuatro
estratos que van progresando desde el basal, pasando por el espinoso, granuloso,
licido, hasta llegar al cérneo (Chu, 2014) (Figura 5).

Estas células pasan por un proceso de diferenciacion celular conocido como
cornificacion, en el cual se dan diferentes cambios en el tamafio, forma celular, la
formacién de nuevos organelos, la acumulacion de filamentos intermedios de
gueratina y la muerte celular. Dichos cambios son los que caracterizan a cada uno de
los estratos epidérmicos (Eckhart et al., 2013).
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Estralo cérneo —

Estrato lucido —8

Estrato granulos0 ——— 2.2
Estrato espinoso B

Célula de Langerhans

Célula de Merkel
Melanocito

Vaso sanguineo

Estrato basal

Figura 5. Distintos estratos y componentes celulares de la epidermis (Gartner, 2018).

El estrato basal o germinativo es el sitio donde se lleva a cabo la proliferacion
celular, esta constituido por una sola capa de células cilindricas unidas entre si por
desmosomas y situada sobre una membrana basal por medio de uniones con
hemidesmosomas (Magafia y Magafia, 2011). Estas células contienen organelos
caracteristicos de una célula eucarionte, lo que indica un metabolismo generalizado y
un proceso de mitosis activo lo que conlleva a la diferenciacion del queratinocito hasta
el corneocito. Poseen filamentos intermedios de queratina 5 y 14, caracteristicos del

proceso de queratinizacion normal (Castell et al., 2017; Eckhart et al., 2013).

Al estrato espinoso se le llama asi porque esta compuesto de 5 a 10 capas
de células espinosas poliédricas caracterizadas generalmente por la gran presencia
de desmosomas que al microscopio electronico se pueden observar como

prolongaciones citoplasmaticas en forma de espinas (Gartner, 2018).

Estas células sintetizan queratina 1 y 10 que van reemplazando las queratinas
producidas por el estrato basal en la cornificacion; también producen granulos de
revestimiento de la membrana (cuerpos laminares o cuerpos de Odland) cuyo
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contenido lipidico se compone de ceramidas, fosfolipidos y glucoesfingolipidos que

evitan la deshidratacion y mejoran la permeabilidad (Castell et al., 2017).

El estrato granuloso se encuentra constituido de una a tres capas de
gueratinocitos, que se caracterizan por presentar granulos de queratohialina que
contienen abundantes proteinas como la filagrina, loricrina, involucrina, entre otras
que tienen como finalidad impedir que la membrana plasmatica de los queratinocitos
se desintegre una vez que los queratinocitos han muerto por apoptosis. Estos granulos
de queratohialina desaparecen en el momento de transicién del estrato granuloso al
estrato corneo, ademas de que en este estrato deja de sintetizarse la queratina 1y 10

y comienza a sintetizar las queratinas 2 y 11 (Castell et al., 2017).

El estrato lucido es relativamente delgado y no siempre es evidente, se
encuentra presente en palmas de la mano, y las plantas del pie. Suele observarse
como una region translucida dina ente los estratos granulosos y cérneo. Las células
de este estrato no tienen nucleo, ni organelos, pero si contienen filamentos de
gueratina densamente empaquetados y eleidina, el cual es un producto de

transformacion de la queratohialina (Gartner, 2018).

Por ultimo el estrato corneo, es el mas superficial de piel y representa la fase
final del proceso de diferenciacion terminal epidérmica, estd compuesto de numerosas
capas de células queratinizadas, aplanadas, carentes de nucleo y organelos, se
encuentran llenas de filamentos de queratina y se conocen como corneocitos (Castell
et al., 2017).

Los melanocitos se encuentran entre los queratinocitos del estrato basal por
medio de prolongaciones citoplasméticas, en una proporcion de 1 a 36 la cual se le
conoce como unidad melanocitica epidérmica. Estas células sintetizan la enzima
tirosina antes de la formacion de melanina que se forma en los premelanosomas.
Existen dos tipos de melanina: la eumelanina de color marron que se encuentra en los
melanosomas en la piel y anexos y la feomelanina de color anaranjado, rica en cisteina
presente en los melanosomas en piel y cabello de personas pelirrojas (Castell et al.,
2017).
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Las células de Langerhans presentadoras de antigeno, importantes para la
respuesta inmunitaria, se encuentran en todos los estratos de la epidermis, sin
embargo, se hayan con mayor frecuencia en el estrato espinoso. Estas células derivan
de la médula 6sea, se unen a los queratinocitos por medio de prolongaciones, también
se les conoce como células dendriticas. Las caracteriza la presencia de granulos de

Birbeck en el citoplasma (Gartner, 2018; Bruel et al., 2014).

Las células de Merkel cuyo origen se desconoce, se encuentran dispersas
entre los queratinocitos del estrato basal. Las terminaciones nerviosas aferentes se
aproximan a estas células formando complejos que se les nombra discos de Merkel,
los cuales se considera que tienen funciones mecanorreceptoras y neurorreceptoras
(Gartner, 2018).

« Union dermoepidérmica

La union entre la epidermis y la dermis se le conoce como unién
dermoepidérmica, se pueden distinguir tres capas principales: 1) lamina clara en el
lado epidérmico, 2) lamina densa en el centro y 3) lamina fibrorreticular poco definida

gue contiene abundante fibronectina, en el lado dérmico (Lowe y Anderson, 2015).

Los queratinocitos basales se encuentran anclados en la ldmina densa por
hemidesmosomas, de los cuales surgen proteinas de anclaje que cruzan la lamina
clara. En la cara dérmica hay finas fibrillas de anclaje de colageno tipo VII, que unen
la superficie interna de la lamina densa a fibras de colageno de la dermis papilar y
unas microfibrillas de fibrilina que la unen a las fibras elasticas de la dermis superficial.
Ademés de que la zona que se encuentra debajo de la lamina densa contiene
abundante fibronectina (Lowe y Anderson, 2015) (Figura 6).
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Figura 6. Unién dermoepidérmica (Lowe y Anderson, 2015).

~ Dermis

La dermis esta constituida por tejido conjuntivo denso, formado por una red de
fibras elasticas y de colageno que le dan resistencia y elasticidad a la piel; los
componentes celulares que tiene son: fibroblastos, encargados de sintetizar las fibras
y los componentes de la matriz extracelular (Lowe y Anderson, 2015), células del
sistema inmune como linfocitos T, macrofagos, células dendriticas y mastocitos. En
esta capa se encuentran los vasos sanguineos, terminales nerviosas, corpusculos de
Meisser (mecanorreceptoras) y anexos cutaneos como foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas y sebaceas (Tay et al., 2014) (Figura 7).

La dermis se compone de dos capas no muy definidas, una muy pegada a la
epidermis que se conoce como dermis papilar y por debajo se encuentra la dermis
reticular (Bruel et al., 2014) (Figura 7).

El estrato papilar se compone de tejido conectivo laxo de delgadas fibras de
colageno tipo Il y fibras elasticas que se disponen en forma perpendicular al epitelio,
en ella se encuentran vasos sanguineos. La dermis reticular es mucho mas densa

por las gruesas fibras de colagena en su mayoria de tipo | dispuestas en grandes
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haces junto con las fibras elasticas de forma irregular, dentro de este tejido se halla

vasos sanguineos, linfaticos y nervios de la piel (Bruel et al., 2014) (Figura 7).
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T ———Colagenol S
- > Dermis Reticular
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nerviosas = O\

A

Célula dendritica ‘

Figura 7. Componentes celulares de la dermis.

~ Hipodermis

La hipodermis o tejido subcutaneo que esta formado por adipocitos derivados

de células mesenquimatosas, son células especializadas en la produccion y

almacenamiento de lipidos. Estan dispuestos en l6bulos redondeados entre tejido

conjuntivo (Zappi y Zappi, 2007) (Figura 8).
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Figura 8. Hipodermis o tejido subcutaneo conformado por adipocitos.
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2.5. Efectos cutaneos por laradiacion solar

En la actualidad la RUV es uno de los mutagenos fisicos mas dafinos para la
piel, ya que afecta a las biomoléculas como lipidos, proteinas y el material genético
de las células que la conforman (Olarte et al., 2016; Kochevar et al., 2014). De manera
general, los dafios producidos por la radiacion crénica de UVB en la piel se dividen en

agudos y cronicos.

Los efectos agudos son aquellos que se producen de manera inmediata a la
exposicion solar como la quemadura o eritema solar y la pigmentacién o bronceado.
Los efectos cronicos son los dafios que se presentan a largo plazo como el
fotoenvejecimiento, la inmunosupresién y la fotocarcinogénesis (Maverakis et al.,
2010).

2.5.1. Efectos agudos

El eritema o quemadura solar es un proceso inflamatorio en respuesta al dafio
producido por la RUV. El eritema producido por la UVB es una reaccion tardia
dependiente de la dosis y del fototipo de piel, esta radiacion provoca dafio directo en
la epidermis, sobre todo el aumento de los dimeros de ciclobutil pirimidina (CPD) en
el nudcleo de los queratinocitos, después de 24 hrs se generan las células de
guemadura que son queratinocitos apoptoticos (Roustan, 2014). A nivel dérmico
suceden numerosos procesos bioquimicos y celulares, como el aumento en la
irrigacion sanguinea, la activacion de las células endoteliales y el incremento de la

concentracion de mediadores inflamatorios (Kochevar et al., 2014).

Histolégicamente la quemadura solar se caracteriza por la presencia de
gueratinocitos necréticos, espongiosis, edema dérmico, con vasodilatacion e infiltrado

de células linfomononucleares (Puig, 2014).

El bronceado es el aumento de la pigmentacion cutanea y puede ser inmediato
o diferido. El bronceado inmediato que se produce entre los 5 -10 min expuesto a la
radiacion UVB y UVA, en él se produce una fotooxidacion de la melanina preexistente

en los melanosomas y su transferencia a los queratinocitos ; el bronceado diferido o
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tardio que se produce dentro de los 3-4 dias de exposicion a la UVB y UVA, a
diferencia del bronceado inmediato, aqui si hay aumento de melanocitos epidérmicos
y de la melanina, lo cual le otorga a la piel fotoproteccién ante la RUV (Kochevar et
al., 2014; Puig, 2014).

La inflamacidn es la primera respuesta del sistema inmune ante los dafios que
causa la RUV en la piel. La reaccion inflamatoria se caracteriza por presentar
enrojecimiento, aumento en la temperatura, acumulacion del liquido intersticial y dolor.
El proceso inflamatorio tiene tres fases: 1) iniciacion: comienza con la accion de los
neutrofilos, baséfilos y mastocitos que liberan mediadores del proceso inflamatorio; 2)
consolidacion: en donde actdan los linfocitos, eosindéfilos y macréfagos y 3) resolucion:
se debe a la interaccion entre macrofagos, eosindfilos y fibroblastos (Rojas et al.,
2010).

La inflamacion crénica es la incapacidad del sistema inmune para deshacerse
del agente agresor, se caracteriza por la presencia de un nimero muy grande de
células mononucleares en el tejido como linfocitos, macréfagos y células plasmaticas.
Ademas, se presenta la proliferacion de pequefios vasos y de fibroblastos, con el
consiguiente aumento de tejido conjuntivo (Rojas et al., 2010; Stanier et al., 1992)
(Figura 9).

RESOLUCION

|NFLAMAC|ON AGUDA +Eliminacion de los estimulos agresores
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*Reclutamiento de neutrofilos inflamatorias agudas
*Mediadores +Sustitucion de células lesionadas
2 ¢ +Funcién normal
Lesién : g
+Infarto TR
+Infecciones bacterianas _:".,, Formacion de pus (absceso)
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Figura 9. Procesos que se dan en la Inflamacion aguda y cronica (Kumar et al.,2015).
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En el desarrollo de células cancerosas la inflamacién juega un papel tan
importante como contradictorio, por un lado liberan citosinas y quimiocinas que
iniciarian la respuesta inmune ante el cancer, y por otro lado liberan también factores
de crecimiento, angiogénicos, proteasas, y enzimas oxidativas que facilitan el

desarrollo tumoral (Roustan, 2014).

Uno de los indicadores de que el proceso inflamatorio sigue en marcha es la
presencia de mastocitos, ya que estas células, que actian en la primera fase de la
inflamacion, siguen liberando mediadores inflamatorios como la histamina, serotonina
y proteoglicanos, eotaxina y otras quimiocinas, que provocan el aumento del flujo
sanguineo, el cual permite que mas células inmunitarias alcancen el sitio de lesion
(Rojas et al., 2010).

Los mastocitos son células inflamatorias de origen hematopoyético, responden
a sefales de inmunidad innata y adaptativa liberando mediadores inflamatorios. Se
encuentran asociados principalmente con los vasos sanguineos y las superficies
epiteliales (Stone et al., 2010) (Figura 10). Estas células tienen funciones fisioldgicas
e inmunomodulatorias, en el epitelio, endotelio y en el sistema nervioso de esta forma
pueden participar en procesos biolégicos y en el mantenimiento de la homeostasis
(Zayas et al., 2014).
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Figura 10. Mastocito
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2.5.2. Efectos crénicos

El fotoenvejecimiento o envejecimiento cutaneo extrinseco, a diferencia del
cronoldgico se caracteriza por una piel aspera, seca, sin elasticidad, con arrugas
profundas y gruesas, ademas de alteraciones de la pigmentacion. Se desarrolla como
consecuencia de exposiciones repetidas y prolongadas al sol, sobre todo radiacion
UVA. Las zonas expuestas son las mas afectadas como cara, cuello, nuca y dorso de
manos. Su intensidad depende del fototipo de piel y la dosis total de radiacion

acumulada a lo largo de la vida (Villegas et al., 2005; Duro et al., 2003).

La inmunosupresion cutanea inducida por la UVB y en menor medida por la
UVA es consecuencia de la alteracion morfolégica y funcional de las células de
Langerhans epidérmicas. Es importante recordar que se trata de células
presentadoras de antigenos a linfocitos T que desempefian un papel importante en
las respuestas de hipersensibilidad retardada, con lo que se dificulta ésta y el rechazo
de antigenos tumorales. Se le atribuye un papel importante en el proceso de
carcinogénesis cutanea (Maverakis et al., 2010; Duro et al., 2003).

La exposicion a la RUV causa fotocarcinogénesis cutanea, la cual se
clasifica en dos tipos de cancer de acuerdo al tipo celular implicado: el melanémico y
no melanémico. El cancer de piel no melanémico se divide en dos variedades: el
carcinoma de células basales y el carcinoma de células escamosas, ambos tumores
ocurren con mas frecuencias en las zonas fotoexpuestas, como la cara, el cuello y las
manos (Montes et al., 2017; Sarkany, 2011).

La carcinogénesis es un proceso que se divide en varias etapas: la iniciacion,

promocion y progresion maligna. (Roustan, 2014) (Figura 11).

e Iniciacion: También se le conoce como induccion y comienza cuando un
agente exogeno, en este caso la RUV, causa dafio genético e induce
mutaciones que alteran el control de la proliferacion y diferenciacion celular.

e Promocion: Se lleva a cabo una expansion de las células iniciadas para formar

tumores benignos. Este es un proceso reversible.
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e Progresién: Hay proliferacidn celular de las células con inestabilidad genética,
anomalias cromosOmicas expresion de sustancias en superficie y actividad

oncoldgica. Este ya se convierte en un proceso irreversible.

Iniciacién Promocion Progresion

Inflamacion |
Inmunosupresion|

| Ros |— Reparacion ADN| \_
> - ) ‘ "
CDPs| | - Apoplosts | ™ [ proliferacion
ADN = IC—T[" ™~ Mutaciones | - ﬂ tumoral
™y . p53 |
| FTP —

Figura 11.Desarrollo de la fotocarcinogénesis. ROS: especies reactivas de oxigeno; CDPs:
dimeros de pirimidina; C---T: transicion de cistina a timididina; FPT: fotoproductos; ADN:
acido desoxirribonucleico (modificado de Roustan, 2014).

2.6. Modelo SKH-1

Los ratones son un modelo muy utilizado en estudios de fotoproteccién debido
a la su facilidad de manejo, el tamafio y su costo. La cepa SKH-1 son ratones sin pelo
(Figura 12) que se utilizan con frecuencia en estudios de fotoproteccion, ya que no es
necesario depilarlos, ademas de que la respuesta eritema-edema y la histologia de
los tumores que desarrollan estos ratones es muy similar a la que se desarrolla en los
humanos (Kim et al., 2003).

A nivel histoldgico, poseen una estructura llamada utriculo en forma de &mpula
con epitelio hiperqueratdsico que se conecta a la superficie de la piel. Ademas tienen
quistes en la dermis reticular revestidos de epitelio queratinizado y es posible que
tengan sebocitos en la pared. Progresivamente va aumentando la cantidad de
glandulas sebaceas y generan granulomas dérmicos y el espesor de la dermis y la

hipodermis es mas delgada en las hembras (Benavides et al., 2009).
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La razén por la que estos ratones no tiene pelo es porque poseen una mutacion
en el gen Hr en el cromosoma 14, dicha alteracion provoca pérdida completa del pelo
a las tres semanas de edad, a pesar de que a la quinta semana hay un brote de pelo,
los foliculos ya se encuentran degradados por lo que disminuye drasticamente el

numero de pelo que surge (Benavides et al., 2009).

Figura 12. Ratones sin pelo SKH-1. Recuperado de https://www.criver.com/products-
services/find-model/skh1-hairless-mouse?region=3616
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2.3 Dyssodia tagetiflora Lag. (Asteraceae)

Dyssodia tagetiflora Lag. se conoce comunmente como “Tzacarata” en la
lengua purépecha, también se le llama “flor de muerto”; esta planta pertenece a la
familia Asteraceae (Tabla 1), es una especie que crece en zonas abiertas y
perturbadas. Forma parte de la vegetacion del bosque tropical caducifolio, crece
desde los 1600 a 2200 msnm y florece de mayo a diciembre (Villarreal, 2008; Villareal,
2003).

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de D. tagetiflora (Villarreal, 2008).

Reino Plantae
Division Magnoliphyta

Clase Magnolipsida

Orden Asterales
Familia Asteraceae

Subfamilia Tageteae

Género Dyssodia
Especie Dyssodia tagetiflora

D. tagetiflora es una especie endémica de México, se distribuye en los estados
de Aguascalientes, Chiapas, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Ciudad
de México, Michoacéan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,

Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Villarreal, 2008; Villareal, 2003).

D. tagetiflora es una especie herbacea perenne de 40 a 90 cm de altura, los
tallos son erectos y ramificados, las hojas son opuestas a alternas, las cabezuelas se
encuentran en pedunculos de 5 a 10 cm de largo, sus flores son liguladas de 6 a 8
mm de longitud, de color amarillas-anaranjadas. Son de 40 a 60 flores del disco de
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color amarillo, con corolas cilindricas que miden de 4 a 6 cm de largo (Villarreal, 2008)
(Figura 13).

v
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Figura 13. Dyssodia tagetiflora Recuperado de:
http://www.conabio.qgob.mx/malezasdemexico/asteraceae/dyssodiatagetiflora/fichas/paginal.htm

3. Antecedentes

Downum et al., (1985) encontraron que el género Dyssodia present6 al
heterociclico aromatico 5-metil.2,2’:5,2 ter-tiofeno acetilénico, compuesto que no se

encontrd en las otras especies de la familia Asteraceae incluidas en su estudio.

Gutiérrez-Lugo et al., (1996) realizaron un analisis microbiano de los extractos
crudos de 28 plantas que se utilizan en la medicina tradicional mexicana, demostraron
gue el extracto de D. papposa presenta actividad antimicrobiana contra Trichophyton
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mentagrophytes y actividad citotdxica contra las lineas celulares de cancer de colon
(HT-29), cancer de mama (MCF-7) y cancer de pulmon (A-549).

Rojas et al., (1999) analizaron los extractos clorofomo-metandlicos de distintas
plantas utilizadas en la medicina tradicional Otomi en Querétaro (México), encontraron
qgue D. pinnata presento actividad espasmaddica debido a la presencia de flavonoides

en los extractos.

Pérez-Amador et al., (2004) encontraron que D. tagetoides, D. porophylla, y D.
porophylla de la familia Asteraceae presentan actividad fototoxica en Bacillus subtilis,

esta actividad es causada por un éster poliacetilénico y un éster tiofeno.

Garcia-Bores et al.,, (2018) realizaron el primer informe fitoquimico y de
actividad biologica de D. tagetiflora, aislaron monoterpenos del aceite esencial, el
limoneno fue el compuesto mas abundante. Ademas identificaron al hiperésido,
avicularina, acetato de avicularina, quercetina y los tiofenos a-tertienilo y BBT del
extracto metandlico. El aceite esencial mostro actividad insecticida contra larvas de
Drosophila melanogaster, mientras que el extracto metanolico de D. tagetiflora tuvo
actividad antioxidante contra los radicales DPPH y ABTS, no mostré efectos
genotoxicos o citotoxicos, al contrario, mostré efecto citoprotector en raices de Vicia

faba.

Estrella-Parra et al., (2019) caracterizaron del extracto metandélico de D.
tagetiflora los glucosidos flavonoides quercetina-4’-metil éter 6-C glucdésido,
guercetina-4’-metil éter 8-C glucdsido y [2-(3,4-hidroxifenil) -5,7-hidroxi-4-oxocromen-
3-il] 3,4,5-trihidroxoxano-2,6-dicarboxilato, ademas de que el hiperésido fue el
compuesto mayoritario. Demostraron que el extracto metandlico de D. tagetiflora tuvo
actividad contra Micrococcus lateus y Bacilus subtilis. El extracto metandlico fue
aplicado tépicamente en ratones SKH-1 y redujo los dafios epidérmicos inducidos por

la exposicion aguda y cronica a la UVB

Zamora (2019) demostr6 que el extracto metandlico de D. tagetiflora desarrollé
inflamacion controlada y disminuyd los dafios histoldégicos provocados por la

exposicién aguda a la UVB en piel de ratones SKH-1.
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4. Justificacion

Debido a que la incidencia del cancer de piel en México ha ido en aumento,
resulta de gran importancia la busqueda de nuevos fotoprotectores de origen natural,
gue eviten y/o disminuyan los dafios provocados por la exposicion excesiva a la RUV.
Ademas, se deben tomar en cuenta los antecedentes sobre la actividad fotoprotectora,
antiiflamatoria y antioxidante de los compuestos que posee D. tagetiflora para

considerar a esta especie como un fotoprotector ante la RUV.
5. Pregunta Cientifica

¢ El extracto metandlico de Dyssodia tagetiflora tendra la capacidad de reducir

los dafios causados por la exposicion crénica a la UVB en piel de ratones SKH-17?
6. Hipotesis

Si el extracto metandlico de Dyssodia tagetiflora tiene compuestos que
controlan la respuesta inflamatoria y disminuyen los dafios histolégicos en la piel
provocados por la exposicion aguda a la RUV entonces podra evitar o disminuir los
dafios provocados por la exposicion cronica a la RUV en la piel de ratones SKH-1.

7. Objetivos
7.1. Objetivo general

Evaluar histologicamente el efecto fotoprotector del extracto metandlico de
Dyssodia tagetiflora (EMDT) en ratones SKH-1 expuestos a radiacion UVB de forma

cronica.

7.2. Objetivos particulares

« Inducir dafio cutaneo mediante la exposicion cronica a la UVB en ratones SKH-
1 cony sin proteccion del EMDT.

« Analizar histolégicamente los dafios producidos por la UVB en la piel de ratones
SKH-1 cony sin protecciéon del EMDT.

« Determinar la respuesta inflamatoria producida por la UVB mediante el conteo
de mastocitos en la piel de ratones SKH-1 con y sin proteccion del EMDT.
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8. Estrategia metodoldgica

8.1. Obtencién del extracto metandlico

El EMDT fue obtenido y proporcionado por el laboratorio de Fitoquimica, de la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios

Superiores Iztacala (FESI) perteneciente a la UNAM.
8.2. Experimento cronico de fotoproteccion

En este trabajo se utilizaron 20 ratones hembras de la cepa SKH-1, que fueron
adquiridos en Charles River Laboratories International, Inc (NY). Los animales se
mantuvieron en el bioterio de la FESI en cajas de policarbonato de 20 x 30 cm. Se les
proporcioné agua y alimento Harlan para roedores ad libitum, en una habitacion en
condiciones estériles, se sometieron a un fotoperiodo de 12 hrs luz/oscuridad a 24°C
(Espinosa, 2016). Los 20 ratones se distribuyeron en cuatro grupos de cinco individuos
(Tabla 2).

Tabla 2. Descripcion de los grupos control y experimentales

Grupos Descripcion

1. Control negativo (C-)  Etanol 70% (vehiculo)

2. Control positivo (C+)  Etanol 70% + irradiacion UVB

3. Dys EMDT* disuelto en etanol al 70%

4. DysUVB EMDT" disuelto en etanol al 70% + irradiacion UVB
*EMDT = Extracto Metandlico de D tagetiflora

El experimento tuvo una duracién de 32 semanas y se dividié en dos fases (Figura
14).

~ Fase 1: durante diez dias consecutivos se les aplicé topicamente a los ratones

200uL del vehiculo (etanol 70%) o del EMDT disuelto en etanol al 70% a una

concentracion final de 2mg/mL, 15 min antes de las irradiaciones. El control +

y el grupo experimental 4 (DysUVB) fueron irradiados con una lampara de UVB

de 302 nm, UVP. UVM-26, 6W (6mJ/cm2) un minuto durante diez dias

consecutivos para simular la fase de iniciacion de la fotocarcinogénesis
(Espinosa, 2016).
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« Fase 2: tres veces por semana hasta completar las 32 semanas, se les aplic
topicamente a los ratones la misma concentracion del vehiculo (etanol 70%) y
el EMDT disuelto en etanol al 70% a cada grupo correspondiente. El grupo
experimental 4 y el control + fueron irradiados un minuto y la aplicacion de los

extractos se realizd 15 min antes de las irradiaciones (Espinosa, 2016).

Figura 14. Experimento crénico de fotoproteccién. A: Cajas de policarbonato en donde se
mantenian los animales; B: Observacion semanal de las lesiones; C: Aplicacién tpica del
vehiculos o extracto metandlico de D. tagetiflora; D: Irradiacion de UVB.
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8.3. Técnica histoldgica

La parte histoldgica se realizé en el laboratorio de Histologia de la Unidad de
Morfofisiologia y Funcién (UMF) de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Una
vez terminado el experimento crénico de fotoproteccion, los ratones fueron
sacrificados con 150uL de pentobarbital via peritoneal y se tomaron biopsias sin lesion
y con lesion aparente del dorso de los animales. Las muestras se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 24 hrs, posteriormente se realizaron cuatro lavados
con agua corriente de 15 min cada uno, las muestras se deshidrataron con un tren de
etanol de grado creciente [70, 80, 96 y 100 (I y II) %] con una duracion de una hora
cada uno; el aclaramiento se realizé durante cinco minutos con Xilol | y cinco minutos
con Xilol 1l. Posteriormente las muestras fueron infiltradas en parafina I, 1l y 11l durante
hora y media cada una; a continuacién se hizo la inclusion en bloques de parafina para
cada muestra y se realizaron los cortes histolégicos de 5 um de grosor. Los cortes
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina para observarse en un microscopio 6ptico e
identificar las lesiones en células de la piel causadas por la radiacion UVB.
Adicionalmente, se realiz6 la tincion con azul de toluidina (tincion de Dominici) para
realizar el conteo de los mastocitos como indicador del proceso inflamatorio
(Montuenga et al., 2014; Verdin et al., 2013).

8.4. Analisis histoldgico

Los cortes histologicos se analizaron a través de un microscopio 6ptico marca
Leica modelo DM500. Las lesiones que se tomaron como referencia se muestran en
la tabla 3. Se observé cada campo de las muestras por triplicado y se tomé en cuenta
el grado de cada lesion: leve (si fueron presentes de 0 a 20% del area total del corte
histol6gico), moderada (20% a 50%) y grave (50% al 100%); la extension: focal (0 a
20%), multifocal (20% a 50%) y difusa (50% al 100%) (Espinosa, 2016).

El ndmero de muestras (laminillas) en cada raton se determino de acuerdo al
tratamiento y a las caracteristicas de las lesiones. Una vez observadas todas las
muestras, los dafios se agruparon en tres categorias (Tabla 4). El conteo de

mastocitos también se realiz6 por campo de cada laminilla y por triplicado.
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Posteriormente se tomaron fotomicrografias con ayuda del programa Leica Application
Suite LAS EZ (Leica microsystems 2012).

Tabla 3. Descripciones histolégicas de las lesiones cronicas provocadas por la UVB.

Dafo

Descripcion

Paraqueratosis

Hiperqueratosis

Disqueratosis

Alteracion de la queratinizacion con presencia de nucleos
picnéticos en el estrato corneo (Edwar y Yung, 2012)

Aumento en el grosor del estrato cérneo (Edwar y Yung,
2012)

Cornificacion anormal y anticipada de los queratinocitos
(Edwar y Yung, 2012).

Separacion de los queratinocitos por el liquido intersticial

Espongosis (Edwar y Yung, 2012).
Apoptosis y Muerte celular individual en donde los nucleos de las
células de células son picnéticos, contraidos y con citoplasma
guemadura eosinofilo (Kumar et al., 2015).
* . Muerte celular grupal con la pérdida de la integridad
R Necrosis
= membranal (Kumar et al., 2015).
2 Di . Crecimiento desordenado con atipia celular (Kumar et al.,
= isplasia 2015)
w ' . e
Hiperplasia Aumento en el nimero de capas epidérmicas (Stevens et
Perp al., 2003).
Hipertrofia Aumento del tamafio de las células (Kumar et al., 2015).
. Reduccion del tamafio y numero de las células (Kumar et
Atrofia
al., 2015).
. Incremento de la epidermis por el engrosamiento de las
Acantosis . .
células espinosas (Stevens, 2003).
Pleomorfismo Los nucleos de los queratinocitos varian en cuanto formay
tamafio (Edwar y Yung, 2012).
Neoplasia Aumento de la proliferacion celular (Stevens et al., 2003).
Andiogénesis Presencia de vasos sanguineos en un tumor (Stevens et
9109 al., 2003).
Edema Acumulacion de liquido entre los espacios intersticiales
(Zappi y Zappi, 2007).
[% Congestion Acumulacion de los eritrocitos en los vasos sanguineos
£ 9 (Zappi y Zappi, 2007).
QO
o Hemorragia Extravasacion de eritrocitos (Espinosa, 2016).
Infiltrados, Presencia de neutrdfilos, linfocito, macréfagos vy

inflamatorios

mastocitos (Espinosa, 2016).
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Tabla 4. Categorias de lesiones histolégicas relacionadas con el proceso de carcinogénesis
cutanea (Callen et al., 2006).

Categoria

Tipos de lesiones

Hiperplasia

Queratosis actinica

Carcinoma

Se observa aumento en el nimero de capas epidérmicas, de
grado moderado a grave y extension multifocal a difusa, se
observa ademas espongiosis leve a moderada y extension focal

a multifocal (Stevens et al., 2003).

A nivel epidérmico se observa paraqueratosis e hipergueratosis,
atipia celular, hipercromasia nuclear y pleomaorfismo en la capa
basal, acantosis. Las lesiones antes mencionada se observan de
grado leve a grave y extension focal a multifocal (Ferrandiz et al.,
2017; Figueras y Puig, 2014).

Se observa atipia celular en los queratinocitos de la epidermis,
displasia, invasion de la epidermis hacia la dermis con pérdida
de la integridad de la membrana basal, presencia de perlas de
gueratina, necrosis, se forman islotes de la dermis vy

angiogénesis (Stevens et al., 2003).

8.5. Anaélisis estadistico

Los resultados se analizaron con la prueba estadistica ANOVA con una p 20.05

para comprobar si existen diferencias significativas entre los tratamientos. Este

analisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad instat 7 (GraphPad

Software).
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9. Resultados y Discusion

9.1. Incidenciay multiplicidad de lesiones provocadas por la radiacion

crénica ala UVB en ratones SKH-1.

Con las lesiones macroscopicas observadas durante el experimento crénico se
obtuvo la multiplicidad (numero total de lesiones en los grupos) y la incidencia
(porcentaje de ratones que presentaron lesiones en cada grupo). El control negativo
(C-) tratado con etanol al 70% sin irradiar, no present6 lesiones macroscopicas. Los
ratones del control positivo (C+) tratados con etanol al 70% e irradiados con UVB,
comenzaron a tener lesiones a partir de la semana 25 del experimento; las cuales
fueron de tipo papula, vesicula y descamacion (Lazar y Murphy, 2015) (Figura 15). La
multiplicidad en este grupo fue de 18 lesiones en total y presenta el 100% de incidencia
(Gréfica 1).

El grupo tratado con el EMDT sin irradiar no presento6 lesiones macroscopicas
durante toda la fase experimental, mientras que el grupo DysUVB comenzé a tener
lesiones de tipo vesicula hasta la semana 25, al igual que el C+ (Figura 15). La
multiplicidad fue de 13 lesiones, con una incidencia del 80% (Grafica 1) por lo que el
EMDT redujo la cantidad y retraso el crecimiento de las lesiones macroscopicas con

respecto al C+.

Los datos de incidencia y multiplicidad que se obtuvieron en este trabajo
concuerda con lo reportado Kundoor et al., (2007), Zhaorigetu et al., (2003) y Katiyar
et al., (1997) quienes en sus respectivos estudios de fotoproteccién contra la RUV
describieron que a partir de la décima semana de irradiacion se comienzan a observar
lesiones en piel de ratones SKH-1 y la incidencia en los controles irradiados son del
100%, lo que coincide con el C+ de este trabajo.
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Gréfica 1. Incidencia de lesiones macroscopicas en ratones SKH-1 durante el experimento
cronico de fotoproteccién. C-: Control negativo; C+: Control positivo; Dys: Grupo tratado con
solo con extracto metandlico de D. tagetiflora; DysUVB: Grupo protegido con extracto
metandlico de D. tagetiflora e irradiado.
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Gréfica 2. Multiplicidad de lesiones macroscépicas en ratones SKH-1 durante el
experimento crénico de fotoproteccion. C-: Control negativo; C+: Control positivo; Dys:
Grupo tratado solo con extracto metandlico de D. tagetiflora; DysUVB: Grupo protegido con
extracto metandlico de D. tagetiflora e irradiado.
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Figura 15. Lesiones macroscopicas en los tratamientos. C-: control negativo; C+: Control
positivo; Dys: Grupo tratado solamente con el extracto metandlico de D. tagetiflora;
DysUVB: Grupo protegido con el extracto metandlico de D. tagetiflora e irradiado.

9.2. Analisis histoldgico del experimento de fotoproteccidn crénico en
ratones SKH-1

Control negativo (C-)

En las muestras histol6gicas del C- a nivel epidérmico solo se presentd
apoptosis leve y focal, este fenémeno fue provocado posiblemente por la aplicacion
tépica del vehiculo durante el experimento (Panel B de la Figura 16). Las fibras de
colagena de la dermis se observan bien organizadas, a inicios de la hipodermis se

encontraban los quistes pilosos reportados por Benavides, (2009) (Figura 16) y fue
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posible observar las estriaciones musculares, por lo que la piel de los ratones de este

grupo presentaron apariencia histologicamente normal.

La presencia de las células apoptéticas es un indicador histologico de que los
gueratinocitos mantienen la integridad, la homeostasis y la renovacion epidérmica
(Eckhart et al., 2013; Norris, 1995).

El etanol causa muerte celular en queratinocitos cultivados in vitro, por la
liberacion de citocinas proinflamatorias, TNFa y TNF, lo que conduce a la apoptosis,
mediante reacciones en cadena como la condensacion de la cromatina,
posteriormente se dan cambios en algunos organulos como el reticulo endoplasmico
y la membrana celular para que finalmente se formen los cuerpos apoptéticos
(Neuman et al., 2002). Sin embargo el etanol es muy utilizado en tratamientos tépicos
para facilitar la absorcion de los farmacos por la piel, por lo que la apoptosis se
considera una reaccién normal en la piel al ser expuesta a este solvente (Neuman,
2010).

Figura 16. Secciones histoldgicas representativas de la piel del control negativo.
Ep=Epidermis; Ec=Estrato corneo; D=Dermis; Gs=glandulas sebaceas; Q=Quistes;
M=MuUsculo; H=Hipodermis; AP=Apoptosis. Tincion Hematoxilina y eosina.
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Control positivo (C+)

Las lesiones observadas (tabla 2), se agruparon en tres categorias: Hiperplasia,
queratosis actinica y carcinoma (Callen et al., 2006). (Tabla 4) En los ratones del grupo
C+, de un total de 16 muestras el 87% presentaron hiperplasia, 62% queratosis

actinica y 81% desarrollaron carcinoma (Gréfica 3).

201
s 151
»
(]
5
s 10+
(]
©
o
2 5 4
0
@] X ©
@] O\\
Lesiones
B Hiperplasia El Queratosis Actinica B carcinoma

Gréfica 3. Incidencia de lesiones provocadas por la exposicion crénica a la UVB en los
tratamientos. *p = <0.05. C-: Control negativo; C+: Control positivo; Dys: Grupo tratado
solamente con el extracto metandlico de D. tagetiflora; DysUVB: Grupo protegido con el
extracto metanolico de D. tagetiflora e irradiado. En la parte inferior se muestra las
alteraciones que se grafican.
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En el analisis histologico se observo que en el C+, el estrato cérneo estaba
engrosado y con nucleos picnoéticos (hiperqueratosis y paraqueratosis), asi mismo se
identificé hiperplasia epidérmica, espongiosis, células de quemadura y células
necroticas, ademas de que en la parte basal del epitelio se formd acantosis, estas

lesiones fueron difusas y graves (Figura 17).

A nivel epitelial también se desarroll6 crecimiento desorganizado de los
queratinocitos, pleomérfismo, presencia de perlas de queratina y la invasion
epidérmica hacia la dermis sin diferenciacion de la membrana basal, estas lesiones
se presentaron difusas y graves y en conjunto se diagnostican como carcinoma
(Stevens, 2003) (Figura 17 y 18).

La exposicion a la UVB provoco a nivel de la dermis inflamacién caracterizada
por congestidon que en algunos casos dio lugar a hemorragia, infiltrado inflamatorio,
edema de forma grave y multifocal. También a nivel dérmico se observo la presencia
de fibroblastos reactivos y cambios en apariencia de la colagena, como una masa
poco definida. Por otro lado se observé necrosis del musculo que se encuentra por

debajo de la hipodermis (Figura 17 y 18).

Con base a los datos obtenidos se comprueba que la radiacion UVB en el C+
provoco todo el espectro de lesiones relacionas con el desarrollo de carcinoma,
Makinen y Stenback, (1998) en su estudio concluyen que la exposicién excesiva a la
UVB es carcinogénica, y que las lesiones epidérmicas y dérmicas son mas facil de ser

inducidas por la radiacién UVB en los ratones SKH-1.

La radiacion UVB incide en la piel y genera dafios al DNA, que de no ser
reparados persisten y se replican, lo que da lugar a mutaciones en el genoma que
contribuyen a la formaciébn de carcinogénesis cutanea por la proliferacion
descontrolada de los queratinocitos mutados. Existen diversos tipos de dafio al DNA
por la UVB, principalmente se forman dimeros de ciclobutano pirimidina (CPD), 6-4
fotoproductos (Kim y He, 2014).

La UVB también puede inducir estrés oxidativo en la piel con la produccién de

especies reactivas de oxigeno (ERO) como oxigeno singulete (*O2), anién superdxido
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(O2), peroxido de hidrogeno (H202) y radicales hidroxilo (Chiang et al., 2013). El
exceso de ERO intracelular activa proteinas quinasas activadas por mitdgenos y al
factor nuclear kappa B (NK-KB) que conlleva a la transcripcién de metaloproteinas 1,
2, 3, 13y 9 en fibroblastos de la dermis (Cavinato y Jansen-Durr, 2017; Pittayapruek
et al., 2016).

Los queratinocitos y fibroblastos de la piel secretan las metaloproteinas 1y 3
gue se van a encargar de degradar las fibras de colageno tipo | y Il (Pittayapruek et
al., 2016) lo anterior explica la causa por cual la dermis de los ratones del C+ muestren

cambios en la organizacion de la coladgena observandola como una masa amorfa.

Ademas, las metaloproteinas estan involucradas en la el crecimiento tumoral y
angiogénesis en carcinoma de células basales y de células escamosas provocados
por la UVB (Pittayapruek et al., 2016), por lo que se asume que el desarrollo
neoplasico de las muestras del C+ no solo se debe al dafio provocado en el DNA, sino
también a la secrecion de metaloproteinas activadas por las ROS durante el estrés

oxidativo inducido por la UVB.

Las ERO dafian al sistema inmunoldgico, provocan inflamacién, la cual se pudo
observar en el C+ por medio del infiltrado inflamatorio, la congestién y hemorragia.
Recordemos que la inflamacion es una respuesta bioldgica inmediata de la piel ante
la radiacion UVB, y a pesar de gue es una respuesta inmune puede contribuir al
desarrollo de la fotocarcinogénesis ya que, cuando se vuelve cronica, las células
inflamatorias que participan en este proceso producen las ERO que aumentaran el
dafio al DNA (Halliday, 2005).
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Figura 17. Secciones representativas del control + (UVB). Hqg=Hiperqueratosis;
Pg=Paraqueratosis; Peg=Perlas de queratina; Ac=Acantosis; Hp=Hiperplasia
Es=Espongiosis; Ed=Edema; Cn=Congestion; Hm=Hemorragia; en circulos se muestra al
infiltrado inflamatorio; Nx=Necrosis. A: Hiperplasia; B: Queratosis actinica; C: Carcinoma.
Microfotografia a 100X. Tincion Hematoxilina y Eosina.
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Figura 18. Secciones representativas del control + (UVB). Hg=Hiperqueratosis;
Pg=Paraqueratosis; Es=Espongiosis; Ap=Apoptosis; Ne=Necrosis de queratinocitos;
Hm=hemorragia; Cn=Congestion; Infiltrado inflamatorio encerrado en circulos; la
flecha sefala a los eritrocitos; Nx=Necrosis muscular. Tincion Hematoxilina y Eosina.
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Grupo experimental Dys

En los ratones del grupo Dys (que solo fueron tratados con el EMDT no se
presentd ninguna lesion en las capas de la piel, los estratos epidérmicos se
observaron sin alteraciones. A nivel dérmico la fibras de colagena se encontraban bien
organizadas y solo se observé inflamacion, evidente por la congestion, hemorragia e

infiltrado inflamatorio leve y focal (Figura 19).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Zamora, (2019), quien
diagnostica ligeras reacciones inflamatorias en piel de ratones SKH-1 en un
experimento de exposicién aguda a la RUV, causadas posiblemente por la aplicacion
topica del extracto metandlico de EMDT diluido en etanol al 70%, como en este
experimento. El etanol induce TNF-a, citosina que, entre otras funciones,
desencadena la produccion de otras citosinas que atraeran a células inflamatorias al
organo que fue expuesto al agente externo (etanol), sin embargo, esta reaccion

causada por este solvente se considera normal (Neuman, 2010).

Figura 19. Secciones histologicas representativas del tratamiento Dys (grupo solamente
tratado con el extracto metandlico de D. tagetiflora). Ep= Epidermis; Ec=Estrato corneo;
Ap=Apoptosis; Gs=Glandulas sebaceas; Hm=Hemorragia; Q=Quistes pilosos; M= Musculo.
Tincibn Hematoxilina y Eosina.
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Grupo experimental DysUVB

En el andlisis histologico se pudo observar que en el 72% de las muestras el
tratamiento DysUVB a nivel epidérmico se disminuyé la incidencia de lesiones
relacionadas con la formacion de carcinogénesis cutanea con respecto a los ratones
del C+. Los conteos por campo muestran que de un total de 14 muestras el 28%
presentaron hiperplasia, 35% queratosis actinica y solo el 28% desarrollaron

carcinoma (Gréfica 3 pag. 37) lo que corresponde a cuatro muestra de un total de 14.

40X

Figura 20. Secciones histolégicas del tratamiento DysUVB. Ep=Epidermis; EC=Estrato
cérneo; D=Dermis; Gs=Glandulas sebaceas; Q=Quistes pilosos; M=Musculo;
Hg=Hiperqueratosis; Pg=Paraqueratosis; Hp=Hiperplasia, PeQ=Perlas de queratina;
Ed=Edema; Hm=Hemorragia; Cn=Congestion; el Infiltrado inflamatorio se observa en
circulos. Tinciébn Hematoxilina y Eosina.
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En la epidermis se observd hiperplasia moderada y multifocal. A nivel de la
dermis hubo disminucion del infiltrado inflamatorio, de los cambios en la colagena,
hemorragia, y congestion respecto al C+. Ademas, el tejido subcutaneo se mantuvo
de grosor regular. En general el aspecto de la piel presenté cambios patolégicos

moderados de grado leve y extension focal (Figura 20).

La actividad fotoprotectora del EMDT se atribuye a los compuestos de tipo
flavonol que se han identificado en el extracto. Reyna, (2018) aislé del extracto
metandlico hiperdsido, avicularina, acetato de avicularina y quercetina. Estrella-Parra
et al., (2019) caracterizaron a los glicosidos de flavonoides: quercetina-4’-metil éter 6-
C glucosido, quercetina-4’-metil éter 8-C glucosido y [2-(3,4-hidroxifenil) -5,7-hidroxi-
4-oxocromen-3-il] 3,4,5-trihidroxoxano-2,6-dicarboxilato en el EMDT. Debido a la
estructura quimica de estos compuestos fue posible reducir la incidencia de
carcinogénesis cutanea inducida por la exposicion a la UVB en este trabajo (Estrella-
Parra et al., 2019).

La inhibicién tumoral de compuestos fendlicos se le atribuye al doble enlace
entre los carbonos 2 y 3 de estos compuestos que contribuye a la planaridad molecular
y la conjugacion entre los anillos C y A/B (Wang et al., 2018). También se ha
demostrado que diversos polifenoles protegen al DNA del dafio por las ERO inducido
por irradiacion UVB en queratinocitos HaCaT y en piel de ratones, mediante la
eliminacién de anillos de ciclobutano, la inhibicién de las ERO y la baja regulacién de
NF-kB (Das et al., 2013).

Los compuestos fendlicos como los flavonoides pueden absorber las longitudes
de onda de la RUV e inhiben diversas etapas de la progresion del cancer (Vazhappilly
et al., 2017) como se observé en las muestras del grupo experimental DysUVB. Los
flavonoides inducen apoptosis, el arresto celular o bien tienen interaccion con enzimas
asociadas en el desarrollo del cancer, ademas de provocar citotoxicidad de células
cancerosas (Wang et al., 2018) lo que se vio reflejado en la diminucion de incidencia

de carcinoma en el grupo DysUVB.
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Los compuestos fendlicos tienen la capacidad de quelar iones metalicos por lo
grupos hidroxilo que presentan en sus estructuras, lo que confirma la actividad
protectora ante el estrés oxidativo, es importante mencionar que las modificacion
estructurales en estos compuestos como las glicosilasiones favorecen la eficacia de
sus actividades biologicas debido a que las moléculas son estables (Estrella-Parra et
al., 2019; Halake, 2016).

El EMDT reduce el nimero de tumores en ratones SKH-1 expuestos a la
radiacion UVB (Estrella-Parra et al., 2019) lo que coincide con lo reportado en este
trabajo y esto se le atribuye a los componentes glicosilados que se derivan de la
guercetina. Se reconoce que este compuesto es un buen antioxidante por los grupos
hidroxifenilo presentes en su estructura (Estrella-Parra et al., 2019) que le permiten

actuar ante el estrés oxidativo.

La quercetina se ha utilizado en modelos in vitro en combinacion con otros
productos naturales para evitar el cancer de piel en el cultivo celular A375 (Srivastava,
et al., 2019) o en combinacion con nanoparticulas en donde inhibe la sefializacién de
la via NF-kB /COX2 en queratinocitos HaCat. (Nan, et al., 2018). Ademas de que se
ha demostrado que flavonoides glicosilados como la quercitrina evita el desarrollo de
gueratosis actinica inducida por UVB en ratones SKH-1 (Yin, et al., 2013) lo que
explica nuestros resultados, en donde solo el 28% de las muestras desarrolld

hiperplasia.

El hiperésido tiene actividad antidepresiva, neuroprotectora, cardioprotectora,
antidiabética, antifangica radioprotectora, gastroprotectora (Raza, et al., 2017; Piao,
et al., 2008) y antioxidante (Garcia-Bores et al., 2018), ademas de considerarlo un
posible inhibidor de diferentes tipos de cancer (Li et al., 2014; Zang et al., 2014). Este
compuesto es el mas abundante en el EMDT (Estrella-Parra et al., 2019). Lo que
permite suponer que este compuesto en conjunto con los demas flavonoides

disminuyeron la incidencia de carcinomas en las muestras analizadas.
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9.3. Analisis histoldgico del conteo de mastocitos

El promedio de mastocitos en el C- fue de 17 células, en Dys de 30 y en
DysUVB de 46 células por campo de observacion; siendo estadisticamente
significativo con respecto al C+, el cual presenté un promedio 62 células, cabe resaltar
gue también se observo degranulacion de mastocitos en el este grupo (Gréfica 4;
Figura 21).
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Gréfica 4. Promedio del nimero de mastocitos por campo en los tratamientos del
experimento de exposicion cronica de la radiacion UVB. *p = <0.05. C-: Control negativo;
C+: Control positivo; Dys: Grupo tratado solamente con el extracto metandlico de D.
tagetiflora; DysUVB: Grupo protegido con el extracto metandlico de D. tagetiflora e irradiado.

Al realizar el conteo de mastocitos y la prueba estadistica ANOVA se demostré
gue existen diferencias significativas entre los tratamientos (Grafica 4). Estas
diferencias se pueden observar en la figura 21, donde se muestra secciones

histol6gicas con la tincidn de azul de toluidina (Dominicci).
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Figura 21. Secciones representativas de los tratamientos del experimento crénico de fotoproteccion.
Mastocitos sefialados con flechas rojas. Tincion Azul de toluidina. Ampliaciones 100X, recuadros 400X.
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En la inflamacion causada por la radiacion cronica a la UVB participan diversas
células como los mastocitos, estos juegan un papel importante en la regulacion

homeostética de la piel y en la fototolerancia (Schweintzger, et al., 2015).

Los mastocitos son de las primeras células que actian ante el dafio provocado
por la UVB, cuando son activadas secretan mediadores vasoactivos y proinflamatorios
tales como la histamina, serotonina, citocinas, proteasas, entre otras, por lo que se
consideran cruciales en la iniciacion de defensa innata ante agentes como la UVB
(Ribatti y Crivellato, 2012; Theoharides et al., 2012).

Los mastocitos junto con las moléculas que secretan pueden tomar funciones
importantes dentro de la inflamacion y el crecimiento de tumores, por un lado, siguen
reclutando infiltrado inflamatorio para sanar el tejido dafado y por otro lado, cuando la
inflamacion se vuelve cronica, existe la posibilidad de que se generen y se liberen
factores proinflamatorios como IL-6, TNF-a, VEGF, Cox-2, i-NOS y CCL-2 que
promuevan el crecimiento tumoral (Ribatti y Crivellato, 2012; Theoharides y Conti,
2004)

Se ha reportado que la prevalencia de mastocitos dérmicos es un factor que
influye en el desarrollo de carcinoma de células basales causada por la exposicién a
la radiacion UVB en humanos, y que esta relaciéon se puede considerar similar en
diferentes cepas de ratones (Grimbaldeston et al., 2003; Grimbaldeston et al., 2000),
algo semejante sucede con lo observado en las muestras del C+, alrededor de los
carcinomas se observé degranulacién excesiva de los mastocitos (ver figura 20, panel
C+).

Es posible que la degranulacién de los mastocitos que se presenté en las
muestras del C+ se deba a la unién del ET-1 a receptores ETA en la piel, la cual
produce la liberacion de mediadores de estas células, lo que amplifica la respuesta
inflamatoria en desarrollo, porque atrae a las células del sistema inmune que

repararan el tejido dafiado (Schweintzger, et al., 2015; Metz et al., 2006).

En grupo experimental DysUVB, el EMDT disminuyé drasticamente el nUmero

de mastocitos en la piel de ratones SKH-1. Esta disminucion de mastocitos se le puede
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atribuir a los compuesto fendlicos aislados en dicho extracto (Estrella-Parra et al.,
2019; Garcia-Bores et al., 2018) puesto que se reporta que tienen capacidad
antioxidante y antiinflamatoria, inhibiendo potencialmente el factor de necrosis
tumoral, interleucina-6 y oxido nitrico (Kim y Young, 2011), la via COX-1 y 12-LOX
(Lesjak et al., 2018), por mecanismos que implican la inhibicién de la activacién de
NF-kB (Risitano et al., 2014; Potapovich et al., 2011), por lo que se han utilizado en la
prevencion y tratamiento de distintas enfermedades crénicas como el cancer de piel

(Formica y Regelson, 1995).

Los flavonoides son una pieza importante en los tratamientos contra el cancer
y la inflamacion, sobre todo porque tienen gran impacto sobre mecanismos y células
del sistema inmune importantes en el proceso inflamatorio ya que pueden inhibir la
actividad de enzimas reguladores o de factores de transcripcidn que regulan la
inflamacion debido a que eliminan y disminuyen la produccién de radicales libres
(Maleki et al., 2019).

La quercetina se ha identificado en el EMDT y a pesar de ser el compuesto
minoritario, este tienen la capacidad de regular la respuesta inflamatoria por medio de
la inhibicion de histamina y NF-kB (Weng et al., 2012) asi como inhibir la expresién de
citosinas proinflamatorias como el TNF-q, interleucinas (IL-1B, IL-6 y IL-8) en la linea
celular de mastocitos humanos (HMC-1) (Park et al., 2008), ademas de regular la
disminucion de ICAM-1, INOS y COX-2 en la linea celular NCTC2544 de
gueratinocitos humanos ya que inducen la inflamacion por la activacion de la histamina
y del interferén gama (INF-y) (Albouchi et al., 2019).

Los compuestos fendlicos presentes en el EMDT pueden influir directamente
en la funcion de receptores, en la modulacién de la sefalizacion celular y/o en la
transcripcion de genes implicados en distintas vias proinflamatorias, lo cual se ve
reflejado en la respuesta inflamatoria modulada por la disminucion del nimero de

mastocitos en la piel de los ratones irradiados con UVB (Estrella-Parra et al., 2019).

Considerando todos los datos obtenidos en este trabajo y los antecedentes

fitoquimicos y biolégicos del EMDT se puede considerar como un fotoprotector solar,
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debido a que disminuye y evita el desarrollo de los dafios provocados por la exposicion
cronica a la radiacion UVB, ademas, actia como modulador de la respuesta

inflamatoria en la piel de los ratones expuestos a la radiacion UVB de forma cronica.

A manera de resumen, en la tabla 5 (pag. 50) se muestra un cuadro
comparativo con los dafios provocados por la UVB y los efectos histolégicos en la piel
de los ratones que estuvieron protegidos con el EMDT. En la tabla 5 (pag. 50) se
puede observar que la radiacion UVB penetra todas las capas de piel.
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Tabla 5. Efectos histolégicos en piel de ratones SKH-1 expuestos a la UVB y protegidos con
el extracto metandlicos de Dyssodia tagetiflora

Capa
dela uvB Dyssodia tagetiflora
Piel
Cambios pre malignos
~ Hiperplasia
~ Displasia
~ Hiperqueratosis ~ Retraso el crecimiento de las
~ Paraqueratosis lesiones macroscépicas
~ Células de quemadura ~ La mayoria de las muestras
~ Necrosis presentaron hiperplasia, Yy
é’ ~ Espongiosis queratosis actinica
5 ~ Acantosis ~ Hiperqueratosis
° ~ Atrofia ~ Paraqueratosis
0 Carcinoma ~ Células de quemadura
~ Perlas de queratina ~ Las lesiones se dieron en
~ Pleomorfismo menor incidencia en
~ Aumento de mitosis del estrato comparacion a los ratones
germinativo que da lugar al gue no estuvieron protegidos.
crecimiento desorganizado de la
epidermis
~ Acantosis
~ Edema ~ Hubo inflamacién moderada
~ Infiltrado o inflamatorio ~ Disminuyo6 el infiltrado
~ Fibroblastos reactivos. Cambios inflamatorio
en la organizacion de las fibras de ~ No hubo edema
colagena. ~ Disminuy6 la hemorragia,
2 ~ Congestion ~ Disminuyd la congestién
% ~ Hemorragias ~ No hubo necrosis de las
a) ~ Necrosis de glandulas sebaceas glandulas sebaceas
~ Aumento de las células cebadas y ~ Disminuy6é el ndmero de
degranulacion excesiva (si se mastocitos y por ende la
nota una prevalencia de los degranulacion de los mismos
mastocitos y de la degranulacion ~ No hubo cambios en la
alrededor de los tumores. organizacion de la colagena
2
£ ~ Disminuyo el grosor de esta capa El espesor se mantuvo de
S ~ Los quistes también se ven tamarnio regular y los quistes no
S atrofiados se vieron atrofiados
£
o .
S ~ Necrosis muscular (se observan N b . :
a nucleos polimorfos y se pierde la O S€ OLSENO  NECrosis
S L, , muscular
= estriacion del musculo).

50



10.Conclusiones

« La exposicion cronica a la radiacion UVB generd el desarrollo de todo el
espectro de lesiones histologicas relacionadas con la carcinogénesis cutanea

en ratones SKH-1.

« El extracto metandlico de D. tagetiflora aplicado de forma tdpica tuvo efecto
fotoprotector al disminuir y retrasar la incidencia y multiplicidad de las lesiones

macroscopicas provocadas por efecto de la UVB.

« El extracto metandlico de D. tagetiflora aplicado de forma tépica tuvo efecto
fotoprotector al disminuir y retrasar los dafios histolégicos provocados por la

exposicidn crénica a la UVB.

« En el grupo protegido con el extracto metandlico de D. tagetiflora se redujo el
namero de mastocitos involucrados en el proceso inflamatorio y por lo tanto se

considera como un modulador de la respuesta inflamatoria.
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