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1 Resumen

La radiacién ultravioleta, proveniente del sol, provoca a largo plazo
fotoenvejecimiento y cancer de piel; la fotoproteccion busca prevenir dicho dafio.
Las practicas que las personas realizan para evitar el dafio solar implican el evitar
exponerse al sol en las horas de mayor incidencia de radiacion UV y el uso de
fotoprotectores topicos. Una nueva alternativa al uso tradicional de los protectores
solares es utilizar extractos provenientes de plantas cuyos compuestos activos
sean los metabolitos secundarios.

El extracto metandlico Hyptis mociniana (EMHM), planta de la familia Labitae,
contiene polifenoles entre los que se han aislado la rutina, la isoquercetina y el
acido rosmarinico. También se ha reportado su actividad antioxidante,
citoprotectora en queratinocitos HaCaT y fotoprotectora en un modelo agudo en
ratones SKH-1 y bacterias.

En este trabajo se evaluo el efecto fotoprotector EMHM en un modelo cronico de
fotoproteccion, aplicado a ratones SKH-1. El experimento tuvo una duracion de 33
semanas durante las cuales se determind la incidencia y multiplicidad de lesiones.
Al término del experimento, los organismos fueron sacrificados para luego tomar
muestras de piel y procesarlas para someterlas a un analisis histoldgico con el fin
de evaluar el estado de la piel, identificar lesiones y confirmar la presencia de
carcinoma o lesiones precancerosas.

El grupo control negativo, sin irradiar, con un aspecto normal, no mostro lesiones.
Sin embargo, el grupo control positivo, irradiado, exhibio todo el espectro de dafios
ocasionados por la radiacion ultravioleta (RUV) y presento lesiones precancerosas
y carcinoma.

A dos grupos se les aplico el extracto metandlico de H. mocinina, uno sin irradiar
(EMHM) y uno irradiado (EMHM UV), ambos tuvieron apariencia similar al control
C-: no se observaron lesiones precancerosas o carcinoma; en el grupo EMHM UV
solo se presento hiperplasia como consecuencia de la exposicion a radiacion UV.

Para evaluar el posible efecto antiinflamatorio del extracto, se realizé un conteo de
mastocitos en las muestras de piel. El control positivo mostré el mayor numero de
estas células, mientras que el control negativo (sin irradiar) se consideré6 como el
namero normal de mastocitos en la piel. El grupo al que se le aplicé extracto y se
irradid mostré un conteo menor al del C+, con diferencias significativas respecto a
este.

Se concluyd que la aplicacion del extracto metandlico de H. mociniana en piel de
ratones SKH-1 redujo la aparicibn de lesiones macroscopicas, disminuyo la
presencia y extension de dafios histolégicos, evitdé el desarrollo de neoplasias y
disminuyo la presencia de mastocitos.



2 Introduccion
2.1 Lapiel

La piel es un érgano que cubre todo el cuerpo cuya funcion es proteger y permitir
la interaccion del organismo con el medio. Funciona como barrera frente a los
agentes fisicos, quimicos y bioldgicos dafinos, se encarga de la termorregulacion,
la sensibilidad, la proteccion contra patdgenos y la proteccion contra la radiacion
ultravioleta (RUV). Tiene capacidad de absorcion, secrecion y es parte importante
de la defensa inmunitaria (Bruel et al., 2014). Se divide en tres capas: epidermis,
dermis e hipodermis (Fitzpatrick et al., 2014), (Figura 1).

La epidermis se caracteriza por estar queratinizada y estratificada. Se divide en
cuatro estratos: corneo, granuloso, espinoso y basal. Se conforma, principalmente,
de queratinocitos los cuales se diferencian, a partir de células cilindricas en el
estrato basal, a células aplanadas en el estrato cérneo (Briel et al., 2014).

En la epidermis también se pueden encontrar melanocitos. Estas células sintetizan
pigmentos que le confieren color a la piel y brindan cierta proteccion frente a la
RUV. Ademas de estas células, se encuentran las células de Merkel y células de
Langerhans (Fitzpatrick et al., 2014; Briel et al., 2014).

La dermis estd compuesta principalmente por tejido conectivo denso el cual da
soporte mecanico, resistencia y espesor a la piel. Contiene distintos tipos
celulares: fibroblastos, macréfagos y mastocitos, ademas de fibras de colageno y
fibras de elastina. Se divide en dos regiones: a) la dermis papilar, que se compone
de tejido conjuntivo laxo, cuyas fibras de colagena son principalmente del tipo | y
lll, siendo este ultimo su principal componente; b) la dermis reticular, la cual esta
formada por fibras de colagena gruesas de tipo | y fibras elasticas (Wojciech y
Ross, 2015; Fitzpatrick et al., 2014), (Figura 1).

Por dltimo, la hipodermis esta formada, principalmente, por adipocitos. Conforma
una capa de espesor variable de tejido graso la cual funciona como aislante
térmico. Esta capa contiene nervios, vasos sanguineos y linfaticos (Fitzpatrick et
al., 2014).
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Figura 1. Diagrama y fotomicrografia donde se observan las distintas capas y
estructuras que conforman la piel humana (modificado de Briiel et al., 2014).

2.2 Efectos de laradiacion ultravioleta en la piel

La radiacion ultravioleta (RUV) proveniente del sol abarca la longitud de onda de
los 200 a los 400 nm. Para facilitar su estudio, se ha dividido en RUV-A (320-400
nm), RUV-B (290-320 nm) y RUV-C (200-290 nm) (Maverakis et al., 2009). El que
pueda penetrar en las distintas capas del epitelio depende de la longitud de onda
de la RUV (Hillman, 1995).

Dado que RUV-C no llega a la superficie terrestre ya que es absorbida por la capa
de ozono y no interactla con la piel, los efectos de la RUV en la piel, se centran en
las reacciones de la RUV-A y RUV-B (Fitzpatrick et al., 2014).

Cuando la RUV llega a la piel, una parte de la energia que contiene es reflejada
por el estrato corneo y se dispersa como luz o calor. Otra parte de esta energia es
absorbida por las moléculas que componen a la piel, cuyo espectro de absorcion
esta dentro de la longitud de la RUV. Estos compuestos se desestabilizan y
pueden cambiar su estructura, formando fotoproductos (Fitzpatrick et al., 2014).

La RUV-A constituye el 95% de la RUV que incide en la tierra (Fitzpatrick et al.,
2014) la cual puede penetrar hasta la dermis y generar especies reactivas de
oxigeno (ERO) que son moléculas derivadas del oxigeno, mas reactivas que él,
capaces de interactuar con facilidad con otras (Hillman, 1995). La RUV-A también
produce radicales libres, moléculas con un electron desapareado (Halliwel y
Gutteridge, 2015). Tanto las ERO como los radicales libres son responsables del
dafio oxidativo en las células (Sarkany, 2011) y promueven la inflamacion (Avril et
al., 2004).



La RUV-B (290-320 nm) constituye el 5% de la radiacion UV que llega a la
superficie terrestre (Fitzpatrick et al., 2014) la cual incide principalmente en la
epidermis. Dicha radiacion reacciona con el DNA y forma dimeros de pirimidina
ciclobutano (Hillman, 1995) los cuales promueven la aparicion de mutaciones
(Sarkany et al, 2011).

A pesar de los efectos dafiinos de la RUV en la piel, ésta brinda beneficios como
la sintesis de vitamina D y sensacion de bienestar (Fitzpatrick et al., 2014).

Las consecuencias de la exposicién a la RUV, se pueden clasificar en dafios
agudos o “inmediatos” en la piel o en dafos cronicos o “a largo plazo” (Sarkarny et
al., 2011). Los dafios agudos causados por la RUV consisten en la quemadura
solar, la inmunosupresion, la fotodermatosis, la hiperpigmentacién y el eritema.
Los dafos cronicos, por otro lado, consisten en el fotoenvejecimiento y el cancer
de piel (Jadoon et al., 2015). También se ha observado que el envejecimiento de
la piel se puede acelerar y agravar por accion de la RUV, lo cual provoca
resequedad, pigmentacion, arrugas y un aumento en la angiogénesis (Jadoon et
al., 2015).

El cancer de piel es resultado de varios factores: el dafio acumulativo causado por
la exposicién a la RUV, los fotoproductos, el estrés oxidativo, las mutaciones y la
predisposicion genética (Arellano-Mendoza et al., 2014); estas neoplasias se
pueden presentar en los distintos tipos celulares. En las células de la epidermis se
produce el carcinoma de células escamosas y el carcinoma de células basales. El
cancer de melanocitos (melanoma) es el menos comun de este tipo, pero mas
agresivo.

En las Ultimas décadas, ha aumentado el numero de casos de cancer de piel
asociado principalmente a la exposicidén cronica a la RUV. Esta neoplasia puede
afectar a cerca de 2 a 3 millones de personas al afio, a nivel mundial (Alfaro-
Sanchez et al., 2016). El cancer de piel no melanémico es de las neoplasias mas
comunes en Meéxico y su incidencia ha aumentado en los Ultimos afios
(Hernandez-Zarate et al., 2012).

2.3 Inflamacién inducida por exposicion ala radiacién ultravioleta

La inflamacidén es una respuesta defensiva del organismo en la que intervienen
distintas células y mediadores. Se produce con el fin de eliminar y reparar el dafio
generado por un agente nocivo como patdgenos, tejido necrético, agentes
guimicos o fisicos. Dependiendo de cuanto dure la inflamacion, ésta puede
clasificarse como aguda, que va de unos pocos minutos a dias, o cronica, cuando
continla de semanas a meses. La evolucion de la inflamacion de un estadio
agudo a uno cronico depende de la eliminacién del estimulo nocivo y de la
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reparacion del tejido lesionado. Pese a que la inflamacion es un mecanismo
defensivo, también genera lesiones tisulares (Kumar et al., 2013).

La RUV ocasiona inflamacion en la piel y se manifiesta, de forma visible, con el
eritema. La exposicion a la RUV-B induce la aparicion de queratinocitos
apoptéticos, conocidos como células de quemadura y genera fotoproductos de
DNA. Esto promueve la formacion de mediadores inflamatorios como la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Fitzpatrick et al., 2014) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) los cuales inician la respuesta inflamatoria (Saewan y Jiamtaisong,
2015).

Las especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, formadas por la RUV, oxidan
las membranas celulares ademas de dafar al DNA y las proteinas (Katiyar et al.,
2001). En respuesta al dafio celular, se forman citocinas proinflamatorias que
generan inflamacion local y llegan a desregular al sistema inmune (Saewan y
Jiamtaisong, 2015).

La respuesta inflamatoria provocada por la RUV es inicialmente aguda. Sin
embargo, si permanece de forma constante sin eliminar el estimulo nocivo, la
respuesta pasa a ser del tipo crénica (Kumar et al., 2013).

En la inflamacién crénica ocurren cambios en el tejido afectado y puede llegar a
suceder el infiltrado de células del sistema inmune como es el caso de linfocitos,
monocitos, macrofagos, células plasmaticas, mastocitos y, en algunos casos,
eosinofilos. También se observa destruccion tisular, inducida por los productos de
células inflamatorias y sefiales de reparacion, como es la aparicion de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis) y fibrosis (Kumar et al., 2013).

La inflamacion crénica participa de forma importante en la progresiéon de los
estadios premalignos y malignos de las neoplasias (Hanahan y Weinberg, 2011).
La presencia y activacion de células del sistema inmune (macréfagos, mastocitos,
linfocitos, neutrdéfilos, células NK) en el tejido puede promover un microambiente
favorable para el desarrollo de la neoplasia (Varricchi et al., 2017). Estas células
liberan factores de crecimiento, proliferacién, promotores angiogénicos y proteinas
gue degradan la matriz extracelular, lo que facilita el desarrollo tumoral (Hanahan
y Weinberg, 2011).

Mastocitos

Algunas de las células del sistema inmune que se encuentran en la piel son los
mastocitos, también conocidos como células cebadas. Se encuentran en zonas
con abundante tejido conjuntivo, como la dermis. Ellas liberan, mediante su
desgranulacion, distintos mediadores proinflamatorios o inmunomoduladores, lo
cual permite el reclutamiento de diversas células que intervienen en procesos de
inflamacion y reparacion (Rojas et al., 2014). Algunos de los mediadores que
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liberan estas células son: histamina, heparina, proteasas, proteoglicanos, TNF-a,
prostaglandinas, leucotrienos, citocinas y factores de crecimiento (Aponte-Lopez et
al., 2018).

Debido a su actividad como reguladores de la inflamacién y reclutadores de otras
células, se ha estudiado el papel de los mastocitos en la progresién o remision de
distintas neoplasias (Varrichi et al., 2017). La presencia de estas células se ha
asociado con la progresion de algunos carcinomas. Por ejemplo, en el caso de
lesiones de queratosis actinica, donde se observd el incremento de células
cebadas, estas lesiones progresaron rapidamente a carcinoma de células
escamosas. También se ha correlacionado la presencia de mastocitos con una
mayor progresion del carcinoma de células basales y con el aumento en la
angiogénesis en melanomas (Siiskonen et al., 2018).

2.4 Fotoenvejecimiento

El envejecimiento acelerado, por accion de la RUV, hace que la piel presente un
aspecto seco, con pigmentacion, mas aspero, desgastado; también muestra un
mayor numero de arrugas y un incremento en la angiogénesis (Jadoon et al.,
2015). Estos cambios se deben a la accion de la RUV en la dermis. Se induce la
produccion de metaloproteinasas que degradan al coladgeno de tipo I, el colageno
mas abundante en la piel, y el tipo lll, responsable de la elasticidad y la tension de
la piel. Ademas, los productos de la degradacién del colageno inhiben la sintesis
de nuevas fibras de colagena (Baron et al., 2014).

Otro factor implicado en el fotoenvejecimiento es el dafio causado por el estrés
oxidativo. La RUV, como se ha mencionado anteriormente, participa en la
formacion de ERO, las cuales dafian el tejido y participan en procesos de
envejecimiento y muerte celular (Jadoon et al., 2015).

En piel que ha sido expuesta de forma crénica a la RUV y que desarrolla
fotoenvejecimiento se puede observar, a nivel histolégico se han reportado atrifia
de los queratinocitos o engrosamiento de la epidermis, mientras que en la dermis,
las fibras de coldgena se presentan anormales y hay perdida de las fibras
elasticas, esto ultimo causa la elastosis solar. En la figura 2 se compara piel
normal y piel que presenta fotoenvejecimiento, donde se observan queratinocitos y
fibras de coldgena anormales (Han et al., 2014).
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Figura 2. Comparacion entre piel normal (A) y piel con fotoenvejecimiento (B).
(Fotomicrografia de Han et al., 2014).

2.5 Cancer de piel

Distintas neoplasias se pueden desarrollar en la piel y depende de su tipo celular
si desarrollard un tumor distinto. Las neoplasias se dividen, principalmente, en
cancer de piel no melanoma, que incluye al carcinoma de células basales, el
carcinoma espinocelular y el adenocarcinoma de glandulas sebaceas y el
melanoma. Este dltimo se origina en los melanocitos y es la forma mas agresiva
del cancer de piel (Castafieda y Eljure, 2016).

El cancer de piel es resultado de varios factores: la predisposicion genética, la
sensibilidad a la exposicion solar, el tipo de piel y la exposicién a la RUV sin
proteccion y de forma prolongada (Castafieda y Eljure, 2016; Kumar et al., 2013).

La exposicion crénica a la RUV genera diversos cambios que permiten el
desarrollo del cancer de piel, genera dafios al DNA, inestabilidad genética (Liu-
Smith et al., 2017), dafio oxidativo, induce el desarrollo de la respuesta
inflamatoria (Baron y Suggs, 2014) aguda y crénica, asi como la inmunosupresion
(Varrichi et al., 2017).

En los Ultimos afos, se ha registrado un aumento en la incidencia de cancer de
piel a nivel mundial. Se ha triplicado, en la Ultima década, con 160,000 registros de
melanoma y entre dos a tres millones de casos registrados anualmente de cancer
de piel no melanoma (Hernandez-Zarate et al.,, 2012). En México, el carcinoma
basocelular es el mas comun, seguido del carcinoma epidermoide y, por ultimo, se
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ubica el melanoma, y se reporta que ha aumentado la incidencia de esta ultima
neoplasia (Alfaro-Sanchez et al., 2016).

2.6 Fotoproteccidn

Ya que existe una preocupaciéon por los efectos dafinos provocados por la RUV
(como serian el fotoenvejecimiento y el cancer de piel), muchas estrategias se
centran en buscar nuevas formas para prevenir dichos efectos. La fotoproteccion
es una estrategia preventiva y terapéutica, frente a los efectos perjudiciales de la
luz solar. Estas estrategias incluyen el evitar exponerse durante las horas de
mayor incidencia de luz solar, el uso de ropa y accesorios que bloqueen la RUV y
el uso de fotoprotectores topicos (Gilaberte y Génzalez, 2010).

Un fotoprotector, idealmente, debe de ser capaz de absorber la RUV-A y RUV-B,
debe evitar la produccion de ERO por dafio solar (Arellano-Mendoza et al., 2014),
debe absorber directamente los fotones, inhibir la inflamacién crénica, no permitir
la actividad antioxidante, ademas de ser seguro para la salud del ser humano y
seguro para el medio (Gilaberte y Gonzalez, 2010).

Las sustancias que componen a los fotoprotectores presentan complejos
moleculares que pueden absorber, reflejar o dispersar los fotones de la RUV
(Gilaberte y Goénzalez, 2010). Existen, por lo menos, dos grandes grupos de
sustancias empleadas en los fotoprotectores. En primer lugar tenemos a las
sustancias inorganicas, sales minerales, que brindan proteccion de amplio
espectro frente a la RUV. Sin embargo, estas sustancias presentan reacciones
adversas como la produccion de irritacion e imperfecciones en la piel (Arellano-
Mendoza et al., 2014).

El otro grupo de protectores son los compuestos organicos, que en su mayoria
presentan grupos aromaticos, conjugados con grupos carbonilo lo que les permite
absorber (Saewan et al., 2015), dispersar y reflejar la energia proveniente de la
RUV (Arellano-Mendoza et al., 2014).

Como una alternativa o en conjunto a los fotoprotectores tradicionales, se ha
investigado el uso compuestos de origen natural con potencial accion antioxidante
y fotoprotectora los cuales pueden prevenir el dafio inducido por la RUV (Afaq,
2011).

2.7 Fotoproteccion con productos naturales

Los extractos provenientes de plantas se han usado dentro de la medicina
tradicional y para el cuidado de la piel. Dichos extractos son una mezcla compleja
de compuestos quimicos cuyas propiedades biolégicas se deben a la accion de
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una sustancia o el efecto sinérgico de varios de sus constituyentes. Estos
compuestos activos pertenecen al grupo de metabolitos secundarios, también
conocidos como productos naturales (Oumeshi, 2001; Surber y Smith, 2005).

Los metabolitos secundarios son biomoléculas que no participan directamente en
el crecimiento, desarrollo o reproduccion de los organismos que los producen
(Buchanan et al., 2000). Sin embargo, participan en su adaptacion y defensa
frente al estrés bidtico o abidtico ademas de la transduccién y coordinacion de
sefiales (Ramakrishna y Ravishankar, 2011). A este grupo de biomoléculas se le
ha dividido en tres grandes grupos: compuestos fendlicos, terpenos y alcaloides
(Korkinka, 2008).

Varios de los metabolitos secundarios presentes en las plantas participan en la
adaptacion a la RUV, como los polifenoles, polifenoles glicosilados y los
triterpenos (Kostyuk et al, 2018). Estos compuestos pueden actuar como
antioxidantes y pantalla contra la RUV (Afaq, 2011).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por tener, al menos, un grupo fenol, un
anillo aromatico con un grupo hidroxilo (Buchanan et al., 2000). Una de sus
principales vias de sintesis es la ruta del &cido shikimico. Son un grupo muy
diverso de metabolitos que pueden ser desde compuestos simples y pequefios
como el &cido galico hasta complejos polimeros como la lignina (Burlando et al.,
2010). Algunos de los compuestos mas comunes dentro de este grupo son los
acidos fendlicos, flavonoides y estilbenos (Serafini et al., 2015).

Los compuestos fendlicos participan en la adaptacion de las plantas. Estos
compuestos presentan actividad antimicrobiana, antifungica, refuerzan la pared
celular de las plantas (Sepulveda-Jiménez et al., 2003). También evitan el dafio
por estrés abidtico como son la alta concentracion de sales y la RUV. Frente al
aumento de la RUV, se incrementa la produccién de compuestos fendlicos en las
plantas, lo cual previene el dafio ocasionado (Korkinka et al., 2008).

Antecedentes
2.8 Hyptis mociniana (Benth)

La Hyptis mociniana, del género Hyptis, cuenta con 380 especies de las cuales 35
se encuentran en México. Pertenece a la familia Labitae, la cual posee importancia
econdémica debido a su uso ornamental, alimenticio y medicinal (Martinez-Gordillo
et al., 2013).
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Género Hyptis

Diversas plantas del género Hyptis han presentado actividades biolégicas de
interés debido a los metabolitos secundarios que presentan. A continuacion, se
muestran algunos antecedentes relacionados con la actividad fotoprotectora o
antinflamatoria.

Tabla 1. Antecedentes del género Hyptis.

Afo | Autor Especie Actividad Compuestos
1972 | Seth et | H. emory Antitumoral en | Triterpenos, acido
al. carcinoma de Walker | betulinico.
256.
2006 | Edeoga | H. Alto  contenido de
et al. suaveolens fenoles y alcaloides.
2013 | de Lima | H. Antioxidante (TBARS) | EI extracto  hidroxi-
fruticulosa y antinociceptiva, | etanolico contiene
modelos de formalina, | fenoles,  flavonoides,
capsaicina y | taninos y terpenos.
glutamato en ratén.
2013 | Caldas | H. martusi Antioxidante (DPPH), | Los compuestos
et al. gastroprotectora y | mayoritarios del aceite
antinflamatoria, esencial son 1,8-cineol
reduce niveles de |y 3-careno.
histamina en ratones.
2014 | Ghaffari | H. Antioxidante (DPPH vy | ElI extracto metandlico
et al. suaveleons | ABTS), aumenta la|presenta fenoles vy
viabilidad celular en | flavonoides.
células N2A.
2017 | Anjos H. umbrosa | Antinocicepcion en los | Reportan epicatequina,
et al. modelos de formalina | rutina, isoquercetina,
glutamato-capsaicina | quercetina, apigenina
en pata de raton, | en el extracto
antiinflamatorio en el | metandlico.

modelo de peritonitis
inducida por
carragenina.
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Hyptis mociniana (Figura 3) es un arbusto delgado que puede alcanzar hasta los
3 m de altura, con un tallo erecto y ramas recurvadas, cubiertas por tricomas. Sus
hojas son opuestas, pecioladas, ovadas con margenes dentados irregulares,
cubiertas por tricomas. Su inflorescencia es pequeia, dispuesta en grupos densos
en la parte terminal de las ramas, con hojas reducidas acompafando a la
inflorescencia. La flor tiene un caliz tubular, cubierto por tricomas; el apice se
divide en 5, la corola es de color blanco y el tubo hacia el apice se divide en cinco
l6bulos redondeados y cortos, presenta cuatro estambres (Standley y Williams,
1973).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Hyptis mociniana (Benth).

Reino Plantee

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Labitee

Género Hyptis

Especie Hyptis mociniana (Benth)

Es una planta que se puede encontrar en zonas perturbadas de los tropicos,
cercano a bosques de pino-encino y selva baja caducifolia. En el continente
americano se distribuye desde México hasta Costa Rica. En México, se ha
reportado su presencia en los estados de Chihuahua, Chiapas, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Veracruz y Zacatecas (Standley y Williams,
1973).

En 2002, Dominguez-Vazquez y Castro-Ramirez reportaron el uso etnobotanico
de H. mociniana para tratar hinchazones y edema. Mientras que, en 2018, Nolasco
realizd el estudio fitoquimico donde reporta que el extracto metandlico de H.
mociniana se compone principalmente de compuestos fendlicos. A pesar de que
no llegé a reconocer los metabolitos que lo componen, identificé compuestos
similares a la rutina y apigenina. Ademas, menciona que la actividad antioxidante
del extracto es buena y prob6 su actividad fotoprotectora en un modelo bacteriano
donde el extracto protegio a las bacterias de la RUV.

Zamora-Salas, en 2018, evalud la actividad fotoprotectora del extracto metandlico
de H. mociniana en dos modelos agudos de irradiacion en la linea de
gueratinocitos HaCaT. Alli observé un aumento de la viabilidad celular y, en los
ratones SKH-1, disminuy0 el eritema, las lesiones microscopicas Yy la inflamacion,
reportada en nimero de mastocitos.
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En el laboratorio de fitoquimica se ha continuado con la investigacion sobre los
compuestos presentes en el extracto metandlico de H. mociniana y sus
actividades. Por ello, se sabe que el extracto contiene isoquercetina, rutina y acido
rosmarinico ademas de que posee una buena actividad antioxidante (Espinosa-
Gonzalez et al., 2020; documento en revision).

Figura 3. Hyptis mociniana (Benth) (Hanan et al., 2009).

2.9 Modelo biolégico

Como modelo experimental para este trabajo se eligieron a los ratones SKH-1.
Esta cepa se caracteriza por perder el pelo a las tres semanas de nacidos (Figura
4), resultado de una mutacién en el gen Hr lo cual evita la necesidad de depilarlos
o rasurarlos. Asi se elimina la inflamacién asociada al retirar el pelo. No presentan
eumelanina, por lo que son sensibles a la RUV, su piel es mas permeable a
distintos compuestos y son inmunocompetentes (Benavides et al., 2009).

Esta cepa de ratones se ha usado como modelo para observar los efectos de los
RUV de forma aguda, crénica y para estudios de fotoproteccion, gracias a la
pérdida de pelo, tamafio, manejo y el parecido de su piel a la humana (Figura 4)
(Sharma et al., 2011; Kim et al., 2003; Divya et al., 2015).

Los ratones SKH-1, después de ser expuestos de forma aguda o cronica a la
RUV, presentan reacciones similares a la de la piel humana, como el
engrosamiento de la epidermis, el eritema, inflamacion, degradacién de fibras de
colagena, fotoenvejecimiento y el desarrollo de tumores similares a las neoplasias
humanas (Benavides et al., 2009; Sharma et al., 2011).
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Figura 4. (A) Raton hembra SKH-1 adulto (Charles River Laboratories); (B)
fotomicrografia de piel de ratébn SKH-1.

3 Justificacion

Frente al aumento en la incidencia de cancer de piel a nivel mundial, se han
buscado nuevas alternativas a los fotoprotectores tradicionales que, ademas de
brindar un efecto de pantalla, protejan a la piel de otras consecuencias de la
exposicién a la RUV. Por lo tanto, en este trabajo se evalué el efecto fotoprotector
del extracto metandlico de Hyptis mociniana (EMHM) frente a la exposicion crénica
a la RUV en piel de ratones SKH-1.

4 Pregunta cientifica

¢ El extracto metandlico de H. mociniana protege la piel de ratones SKH-1 de la
RUV a largo plazo?

5 Hipotesis
Si el extracto metandlico de H. mociniana presenta compuestos fendlicos con
capacidad antioxidante y estos también pueden tener actividad fotoprotectora,

entonces el extracto metandlico de H. mociniana protegera a la piel de los dafios
causados por la RUV en un modelo croénico.

6 Objetivos
6.1 Objetivo

Evaluar el efecto fotoprotector del extracto metandlico de Hyptis mociniana
(EMHM) en la piel de ratones SKH-1 expuestos a la RUV de forma croénica.
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6.2 Objetivos particulares

e Inducir dafio por RUV en piel de ratones SKH-1.

e Evaluar los dafios macroscépicos ocasionados por la RUV en la piel de los
ratones SKH-1 con y sin proteccion del extracto metandlico de H.
mociniana.

e Evaluar los cambios histologicos ocasionados por la RUV en la piel de los
ratones SKH-1 con y sin proteccion del extracto metandlico de H.
mociniana.

e Determinar el efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de H.
mociniana en piel de ratones SKH-1 por medio del conteo de mastocitos.

7 Materiales y métodos

El extracto metandlico de H. mociniana (EMHM) fue obtenido en el laboratorio de
Fitoquimica en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) en la Facultad
de Estudios Superiores Iztacala (Nolasco, 2018).

7.1 Experimento de fotoproteccion

El experimento de fotoproteccion, se realiz6 en el laboratorio de Fitoquimica en la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO). Se utilizaron 20 ratones hembra
SKH-1, los cuales se mantuvieron en el bioterio de la Facultad, en condiciones de
esterilidad, con alimento y agua ad libitum, con un ciclo de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad.

Los ratones SKH-1 se dividieron en 4 grupos de cinco ratones cada uno a los
cuales se les aplicd, de forma topica en la zona dorsal, distintos tratamientos
segun su grupo:

e Grupo control negativo (C-): 200 uL de etanol al 70% sin exposicion a la
RUV.

e Grupo control positivo (C+): 200 pL de etanol al 70% antes de su exposicion
ala RUV.

e Grupo experimental con extracto metandlico de H. mociniana (EMHM): 200
uL de solucion de EMHM disuelta en etanol con una concentracién de 2
mg/cm? sin exposicion a la RUV.

e Grupo experimental con extracto metandlico de H. mociniana expuesto a la
RUV (EMHM UV): 200 uL de solucion de EMHM disuelta en etanol con una
concentracion de 2 mg/cm? previa a la exposicion a la RUV.

El experimento de fotoproteccidon empezé simulando la fase de iniciacion durante
los primeros 10 dias. Se les aplicaron los tratamientos segun las indicaciones de
cada grupo para, después, ser irradiados con una dosis de RUV-B 6 mJ/cm? por

20



un minuto, de forma diaria. Luego del periodo de iniciacion, se continué con los
tratamientos y la irradiacion de los ratones cada tercer dia durante un minuto,
hasta completar las 33 semanas del experimento (Espinosa-Gonzéalez, 2016).

Durante el periodo de irradiacion, se registr6 semanalmente el nimero de lesiones
gue se presentaron en los ratones para obtener la incidencia, es decir, el
porcentaje de individuos que mostraron lesiones. También se registré la
multiplicidad, la cual se define como el nimero total de lesiones presentes por
grupo (Espinosa-Gonzalez, 2016; Cruz Toscano, 2015).

Al finalizar las 33 semanas, los animales se sacrificaron con pentobarbital y se
tomaron muestras de piel de la zona dorsal, en regiones con lesiones
macroscopicas y sin lesiones visibles.

Las muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 24 h. Después,
pasaron por un proceso de deshidratacion en un tren de alcohol etilico (70, 80, 90,
96 y dos cambios de 100%), para luego ser aclaradas en xilol. Posteriormente,
fueron infiltradas e incluidas en parafina. Finalmente se realizaron cortes de 5 um
(Anexo 1) por medio de un micrétomo Leica de rotacion y se tifieron.

Se realizaron dos tinciones: a) hematoxilina y eosina (HE), que es una tincion
general que permite identificar las estructuras presentes en una muestra biologica
(Anexo 2); b) tincion de azul de toluidina que tifie de forma especifica los granulos
de histamina presentes en los mastocitos (Anexo 3).

7.2 Andlisis histologico

Se reportaron los cambios y dafios histoldégicos observados en las muestras de
piel tefiidas con HE. Para ello, se sigui6 la clasificacion de las lesiones histologicas
gue se han reportado y que se pueden cotejar en la Tabla 3. Dicha clasificacion se
realiza en términos de: a) gravedad, que es la severidad de los dafios celulares y
tisulares, b) extension, definidos como el porcentaje de campos por muestra en los
gue se observo el dafio (Cruz-Toscano, 2015; Montuenga et al., 2009; Espinosa-
Gonzalez, 2016).

La gravedad o grado se clasifico en: leve, cuando se observan cambios
incipientes, consistentes en degeneracion celular, asi como signos tempranos y
escasos de los dafios histolégicos, se ve en menos del 20% del campo de
observacion; moderado, se observan cambios bien definidos y abundantes, que se
observan del 20-50% del campo de observacion y grave/ severo las células
muestran dafos evidentes y marcados, principalmente necrosis y en el caso de
infiltrado inflamatorio es abundante y presenta linfocitos células plasmaticas, esto
en mas del 50% de campo de observacion (Espinosa-Gonzalez, 2016; Benitez-
Flores, 2020 comunicacién personal).
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La extension, igualmente se midid en tres niveles: focal (menos del 20% de
campos observados por muestra), multifocal (20-50% de campos de la muestra) y
difuso (méas de 50% de la muestra) (Cruz-Toscano, 2015; Montuenga et al., 2009;
Espinosa-Gonzalez, 2016).

Después de realizar el andlisis histoldgico, los resultados se clasificaron como:
hiperplasia, queratosis actinica y carcinoma, segun las caracteristicas de las
lesiones que se mencionan en la Tabla 4. El identificar estas lesiones permite
observar el efecto cronico de la RUV sobre la piel sin proteccién (Espinosa-
Gonzalez, 2016).

Los dafios reportados en la Tabla 3 son lesiones histolégicas que, de forma
individual, indican dafio celular en la piel el cual es producto de la RUV, mientras
gue la clasificacion en las lesiones presentes en la Tabla 4 permite observar el
dafio crénico ocasionado por la RUV y la progresion de lesiones a carcinomas.

Los resultados obtenidos de clasificar las observaciones de las muestras segun
las Tablas 3 y 4 se registraron en porcentaje de extension y luego analizaron
mediante la prueba de ANOVA y la prueba de Dunnet con el programa Graph Pad
Prism.
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Tabla 3. Dafios histologicos presentes en la piel de los ratones SKH-1

ocasionados por la exposicion cronica a la RUV (Stevens et al., 2003; Kumar et
al., 2013; Espinosa-Gonzalez, 2016)

Estrato Dafo Descripcion
Paraqueratosis (Pq) Presencia de nucleos fusiformes en el estrato cérneo,
gueratina del estrato corneo anormal (Kumar et al., 2013)
E§trato Hiperqueratosis (Hg) | Aumento o engrosamiento del estrato cérneo (Kumar et al.,
corneo 2013)
Epidermis Espongiosis (ES) Edema intraepidérmico (Kumar et al.,2013)
Apoptosis/células de Células con cromatina condensada y citoplasma eosinofilo,
quemadura (Cq) presencia de cuerpos apoptéticos y en algunos casos la
célula puede retraerse (Kumar et al., 2013).
Disqueratosis (Dis) Queratinizacion anticipada de las células epidérmicas
(Kumar et al.,2013)
Necrosis (Ne) Muerte celular con pérdida de la integridad de la membrana
(Kumar et al., 2013)
Hipertrofia (Ht) Aumento del tamafio celular (Kumar et al.,2013)
Atrofia (At) Disminucién del tamafio de las células por la pérdida de la
sustancia celular (Kumar et al.,2013)
Hiperplasia (Hp) Aumento en el nimero de capas en la epidermis, por
proliferacion celular (Kumar et al.,2013)
Pleomorfismo (Pl) Células que presentan variacion en la forma y tamafo.
Presentan ndcleos hipercromaticos con variacion en el
tamafio (Kumar et al., 2013).
Displasia (Ds) Proliferacién desorganizada con pérdida de la uniformidad
celular, mitosis abundante y frecuentemente andmalas
(Kumar et al.,2013)
Neoplasia (Neo) Aumento de la proliferacién celular (Stevens et al.,2003).
Presenta atipia celular (Kumar et al.,2013).
Angiogénesis (Ag) Formacion de vasos sanguineos cerca de un tumor
(Stevens et al.,2003)
Acantosis (Ac) Engrosamiento irregular de la epidermis con la presencia
de prolongaciones hacia la dermis (Kumar et al., 2013).
Dermis Edema (Ed) Acumulacion de liquido en el intersticio (Kumar et al.,

2013).

Hemorragia (HM)

Extravasacion de eritrocitos a
Gonzalez, 2016).

la dermis (Espinosa-

Infiltrados inflamatorios

(If)

Presencia de células del sistema inmune, neutréfilos,
macréfagos y mastocitos (Espinosa-Gonzélez, 2016)

Congestion de vasos
sanguineos (Cg)

Acumulacion de eritrocitos en
(Espinosa-Gonzalez, 2016).

vasos sanguineos
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Tabla 4. Lesiones precancerosas y neoplasia, resultado de la exposicion

prolongada a la RUV sin proteccion.

Lesién

Descripcién

Hiperplasia

Se presenta el aumento en el grosor de la epidermis con una
extension multifocal (20-50%) a difusa (>50%),acompafado
por espongiosis de forma focal (<20%) (Rigel et al., 2006;
Espinosa-Gonzalez, 2016). Si bien se trata de una respuesta
compensatoria frente al estrés, la hiperplasia patolégica
predispone al desarrollo de carcinomas (Kumar et al., 2013).

Queratosis actinica

Presenta hiperqueratosis y paraqueratosis con una extension
focal a difusa, atipia celular de las células basales y
elongaciones de la epidermis a la dermis (acantosis) (Kumar
et al., 2013).

Carcinoma

Presencia de células atipicas, necrosis, pleomorfismo,
displasia de forma difusa, pérdida de la integridad de la
membrana basal, invasién a la dermis, perlas de queratina,
angiogénesis y acantosis (Kumar et al.,, 2013; Espinosa-
Gonzalez, 2016).

7.3 Evaluacion del efecto antiinflamatorio

La tincion de azul de toluidina se us6 para identificar mastocitos, las cuales son
células pertenecientes al sistema inmune que contienen granulos de heparina y/o
histamina (Bancroft, et al., 2002; Rojas et al., 2014).

El conteo de mastocitos se realizd en toda la extension de los cortes histoldgicos,
para reportar el promedio de células cebadas por campo. Por ultimo, los datos
obtenidos del conteo se sometieron a la prueba de ANOVA y la prueba de Dunnet
con el programa Graph Pad Prism.
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8 Resultados

8.1 Incidencia y multiplicidad

Durante el experimento de fotoproteccion, se registré de forma semanal el nimero
de lesiones visibles a simple vista en los grupos experimentales. En los grupos sin
irradiar, C- y EMHM, no se observé lesion alguna. Mientras que en los grupos
irradiados, C+ y EMHM UV, se presentaron lesiones resultado de la exposicion
cronica a la RUV.

El grupo C+, expuesto a la RUV sin ninguna proteccion, presentd 18 lesiones que
se observaron a partir de la semana 25 las cuales estan presentes en los 5
ratones del grupo, con un promedio de 3.6 lesiones por individuo y con una
incidencia del 100% (Figura 5).

El grupo EMHM UV presentdé una lesibn macroscopica que se reportd en la
semana 31. La incidencia de lesiones en los ratones de este grupo fué del 20%
(figura 5).
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Figura 5. Multiplicidad y porcentaje de incidencia de las lesiones presentes en los grupos
irradiados con y sin proteccion.
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8.2 Analisis histoldgico

Los cambios histolégicos presentes en la piel de los ratones SKH-1 se
determinaron a partir de las muestras tefiidas con HE. El grupo C- (sin irradiar) se
caracteriz6 por presentar un aspecto normal y no se observaron dafos
significativos (Figura 11, A). En la epidermis se observaron células apoptéticas y
espongiosis. En la dermis, se encontré congestion y edema, los cuales fueron de
forma leve y focal, como se muestra en la Figura 6.

El grupo C+ (irradiado) presenté todo el espectro de dafios relacionados con la
exposicién prolongada a la RUV mencionados en las Tablas 2 y 3. En la epidermis
se describieron distintos dafios como: hiperqueratosis, espongiosis, hiperplasia,
displasia, necrosis, neoplasia y acantosis de forma difusa los cuales iban de una
gravedad moderada a severa. Otros dafios observados fueron: paraqueratosis,
células de quemadura, disqueratosis, hipertrofia, atrofia y pleomorfismo de forma
focal a multifocal. La dermis mostr6 edema, hemorragia, congestiéon e infiltrado
inflamatorio de forma multifocal con un dafio moderado a grave (Figura 7).

Las estructuras queratinizadas presentes en la epidermis, que se observaron en
varias muestras del grupo C+, corresponden a perlas de queratina (Figura 7, parte
inferior). En este grupo se observé un cambio en la forma y tamafio de los
fibroblastos en comparacion al control negativo. Las fibras de colagena
presentaron alteracion en su formay grosor (Figura 8).

26



N \G i N T
R Y L P TR AT
Vb SRS

¢ 2302 e 2Ry
T - S . lm.'

’

Figura 6. Fotomicrografias de piel del grupo control negativo (C-). (A) Epidermis (Ep)
delgada, dermis (Der) bien diferenciada, con quistes desarrollados, urticulo, glandulas
sebaceas, hipodermis y fibras musculares 100X.

(B) Se observa la epidermis con la presencia de células apoptéticas y fibroblastos en la
dermis 400X.

(C) Se observa la epidermis y dermis y se distingue un quiste y una glandula sebacea.
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Figura 7. Fotomicrografias de piel del grupo control positivo irradiado (C+). Se observan
diferentes lesiones en A, B y C: hiperqueratosis (Hq), paraqueratosis (Pq), hiperplasia (Hp),
necrosis (Ne), células de gemadura (Cq), displasia (Ds), espongiosis (Es), pleomorfismo (PI),
edema (Ed), infiltrado inflamatorio (If) y edema (Ed).

En D se observan perlas de queratina, acantosis (Ac), infiltrado inflamatorio y en E hay necrosis
de las fibras musculares.
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Figura 8. Comparacion del grupo C- y EMHM UV, junto con fotomicrografias del
grupo EMHM UV. Se observan fibras de colagena de los grupos C- (etanol sin
irradiar) y C+ (irradiado con etanol). Se observa que en el grupo C+ las fibras son mas
gruesas y no se logra distinguir una integridad entre ellas. También se observa una
mayor cantidad de fibroblastos y aumento de tamafo en estas células.

El grupo al que solo se le aplico EMHM sin irradiar presenté espongiosis,
hiperplasia, células apoptéticas, edema, congestion e infiltrado inflamatorio con
extension focal a multifocal, cuya gravedad iba de leve a moderado. Su aspecto
fue similar al del grupo C-, también sin irradiar (Figura 9). Ambos grupos
presentaron la menor incidencia y extension de dafos histologicos (Figura 11 Ay
C).

El grupo irradiado y protegido con el EMHM (EMHM UV) presenté dafios
relacionados con la exposicion a la RUV. En él se observé hiperqueratosis, células
de quemadura, necrosis, hipertrofia y edema de forma focal, espongiosis,
hiperplasia, hemorragia, congestion e infiltrado inflamatorio con una extension
multifocal (figura 10). Al ser comparado con el control C+, el grupo EHMH UV tuvo
menos dafios histologicos y se observaron en una extension menor, un 40%
menos en relacion con el control C+ (Figura 11 B y D).

El grupo EMHM UV en general mostré aspecto similar a los grupos sin irradiar
EMHM y C-. Esto nos puede indicar que el EMHM presenta actividad
fotoprotectora, reduciendo el tipo de dafios, la gravedad y la extension de estos
dado que conservaron una piel similar a la no irradiada (Figura 10).
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Figura 9. Fotomicrografias de piel en las que se compara el grupo al que se le aplico el
EMHM sin irradiacion (A) con el grupo control negativo (B).

Se puede observar que el grupo EMHM tiene un aspecto similar al del C-: presenta
dafos asociados a inflamacion, pero de forma leve y focal (arriba).Se puede observar
hiperplasia (Hp), congestion (Cg) e infiltrado inflamatorio (If) de forma focal y leve
(abajo).
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EMHM UV

Figura 10. Fotomicrografias del grupo irradiado con EMHM (EMHM UV) en (A) y
comparacion con grupo C- en (B).

Se observa hiperplasia (Hp) de forma focal, espongiosis (Es), células displasicas (Ds) y
de quemadura (Cq), edema (Ed), congestion (Cg) e infiltrado inflamatorio (If). El grupo
EMHM UV difiere levemente del grupo C-.
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Figura 11. Gréficas de extension de dafios histoldgicos representativos en los distintos
grupos experimentales. (A) Control negativo, (C-); (B) Control positivo, irradiado con
etanol (C+); (C) EMHM, grupo al que se le aplico el extracto sin irradiar; (D) EMHM UV,
grupo irradiado y protegido con EMHM. Paraqueratosis (Pq), hiperqueratosis (HqQ),
espongiosis (Es), células apoptéticas (Ap)/ células de quemadura (Cq), necrosis (Ne),
hiperplasia (Hp), pleomorfismo (Pl), displacia (Dis), angiogénesis (Ag), acantosis (Ac) e
infiltrado inflamatorio (If).

Segun la extension y gravedad de los dafios observados en las muestras, se
determind el tipo de lesidn presente en cada una, al seguir las caracteristicas de la
Tabla 3 (Figura 12). En la Figura 13 se puede observar las distintas lesiones que

se presentaron en los grupos experimentales y la progresion de lesiones
producidas por la RUV de forma crénica.

El grupo C-, no irradiado, no presentd ninguna lesion en las muestras analizadas.
Mientras que el grupo C+ tuvo una incidencia del 100% de hiperplasia, el 64.22%
de las muestras se observo la lesion precancerosa queratosis actinica y el 52.38%
mostro un tipo de carcinoma (Figura 13).
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El grupo al que se le aplicé el EMHM sin irradiar, presenté una incidencia de
hiperplasia del 50%. El grupo EMHM UV, irradiado y protegido con el EMHM,
mostré en el 76.62% de las muestras hiperplasia. Con ello se determind que la
lesibn macroscopica que se observo en este grupo pertenece a esta clasificacion
(Figura 13).

Figura 12. Fotomicrografias de las lesiones por exposicién cronica a la RUV (100x)
(A)hiperplasia (espacio), (B) queratosis actinica y (C) carcinoma.
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Figura 13. Incidencia de lesiones resultado de la exposicidon cronica a la RUV presentes
en los grupos evaluados. En cada lesion se observaron diferencias significativas
respecto al C+ contra los demés grupos (*) p=<0.0001.

Se compar6 la extension de los dafios asociados a inflamacion, edema,
congestién, hemorragia e infiltrado inflamatorio entre los grupos evaluados. Como
referencia, se uso al grupo C+ para comparar la extension de estos dafios y se
observéd que el grupo protegido con el EMHM presentd una menor extension de
muestras con edema, infiltrado inflamatorio y congestién. Por su parte el grupo C-
se us6 como referencia para conocer la presencia de estos dafios en piel normal
sin irradiar, por esto presenta la menor extension de estos dafios (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de extension de los dafios asociados a la inflamacién, presentes
en la dermis: edema (Ed), infiltrado inflamatorio (If), congestion de vasos sanguineos
(Cg) y hemorragia (He) en los distintos grupos experimentales. Se realizaron las
pruebas de ANOVA y Dunnet para observar las diferencias significativas respecto al C+
(*) (p=<0.0001).

8.3 Evaluacion del efecto antiinflamatorio

El control negativo (C-) presenté en promedio 14.8 mastocitos por campo, los
cuales se encontraron en la dermis y principalmente cerca de los vasos
sanguineos (Figura 17, inferior). Este grupo fue el que tuvo menor promedio de
células (Figura 15)

El grupo irradiado con etanol (C+), con un promedio de 43.18 mastocitos, fue el
gue mostré una mayor densidad de células cebadas (Figura 15). En este grupo,
las células cebadas se encontraron en la dermis (Figura 16, superior) y en algunos
casos también en la epidermis. En las muestras que presentaron carcinoma se
observd una mayor concentracion de estas células y fue posible observar
mastocitos degranulados en la mayor parte de las muestras.

El grupo al que se le aplicé el EMHM sin irradiar (Figura 17, superior) presento un
promedio de 25.44 células por campo (Figura 15). En este grupo no se observaron
células cebadas degranuladas y se presentaron diferencias significativas respecto
al C+.

El grupo EMHM UV (Figura 17, inferior) tuvo en promedio 30.13 mastocitos por
campo (Figura 15). Este grupo presentd un menor numero de células
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degranuladas. Este grupo mostro diferencias significativas y una disminucién en el
namero de células por campo respecto al C+.

60 -

Promedio de mastocitos por campo

< ox Qs\\ \S\
3

Tratamientos

Figura 15. Promedio de mastocitos por campo de observacion de los distintos
tratamientos, se puede observar que los grupos C-, EMHM y EMHM UV presentaron
diferencias significativas respecto al grupo C+ (p=<0.0001).
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Figura 16.Fotomicrografias de secciones histologicas de piel tefiidas con azul de toluidina
(se observan a las células cebadas de color azul-violeta) de: (A) grupo C+y (B) grupo C-

. Se observa una mayor densidad celular en el grupo C+.
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Figura 17. En (A), fotomicrografias de la piel. (A) grupo EMHM sin irradiar y (B), EMHM
UV. Se pueden observar a las células cebadas en la dermis, hipodermis y cerca de los
vasos sanguineos.
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9 Discusion
9.1 Incidenciay multiplicidad

El grupo C+ presentd lesiones de forma similar a lo que reporta Cruz-Toscano
(2015) quien menciona que los ratones SKH-1 del grupo expuesto a la RUV sin
proteccion presentaron lesiones macroscopicas desde la semana 18 y que, al
concluir el experimento, este grupo tenia un 100% de incidencia de lesiones.

El EMHM UV disminuyd el namero y la incidencia de lesiones macroscépicas,
ademas de retrasar su aparicion. Esto sucedid, probablemente, gracias a los
compuestos fenolicos que son los componentes mayoritarios del EMHM, en su
mayoria compuestos de tipo flavonoide (Nolasco, 2018).

Se han identificado tres compuestos presentes en el EMHM: la isoquercetina,
rutina y el &cido rosmarinico. Los dos primeros, son flavonoles, derivados de la
guercetina (Estrella-Parra et al., 2020; comunicacién personal); mientras que el
ultimo es un éster de acido cafeico (Colica et al., 2018).

Los compuestos fendlicos absorben entre los 340-380 nm, lo que esta dentro del
espectro de la RUV (Bowsher et al., 2008). Esto permite que actlien como una
pantalla solar, protegiendo a la piel de los efectos dafinos de la RUV, lo cual
previene la aparicion de lesiones.

9.2 Andlisis histologico

Grupos no irradiados

El grupo C- presento el aspecto normal de la piel de los ratones SKH-1 y mostré
dos estructuras caracteristicas de esta cepa de ratones: el utriculo y los quistes
dérmicos (figura 5), cullas paredes estan recubiertas por epitelio plano y en
ocasiones se encuentran adipositos en su periferia. El utriculo es una estructura
en forma de ampula, rodeada de epitelio hiperqueratinizado, que se encuentra
cerca de la superficie de la piel (Benavides et al., 2009).

La presencia de dafos histolégicos en los grupos no irradiados, (C- y EMHM),
puede explicarse por el solvente usado, etanol, el cual puede causar reacciones
de inflamacion al promover la liberacion de citocinas e incrementar la
permeabilidad vascular (Neuman et al., 2011).

Grupos irradiados

La presencia de edema, hemorragia, congestion e infiltrado inflamatorio en el
grupo C+ se asocia con la respuesta inflamatoria (Murphy et al., 2009). La RUV
induce inflamacion en la piel, produce radicales libres y dafia al DNA (Afaq, 2011).
Esto se ha observado tanto en ratones como en humanos (Athar et al., 2004).

39



En las muestras analizadas del grupo C+ se observd que las fibras de colagena
gue componen a la dermis se encuentran alteradas en comparacion con las fibras
del grupo C- y presentan poca organizacion, pérdida de la integridad entre las
fibras e infiltracién de liquido en la dermis (edema) (Figura 7).

Lo anterior coincide con los resultados de Zhao et al. (2018) quienes observaron
gue el grupo irradiado de forma crénica presento fibras de colagena distribuidas de
forma distinta al control sin irradiar. Estos cambios son resultado de la exposicion
cronica a la RUV la cual degrada las fibras de colagena y afecta su sintesis. Esto
causa la pérdida de la elasticidad de la piel lo cual esta motivado principalmente
por metaloproteinasas.

Los cambios en el tamafio y forma de los fibroblastos, asi como la alteracién de
las fibras de colagena, coincide con lo que se ha reportado de la elastosis solar
(Kumar et al., 2013). La presencia de perlas de queratina en algunas de las
muestras del grupo C+ es un indicador del desarrollo de carcinoma espinocelular
(Rigel et al., 2006).

El grupo EMHM UV present6é una menor incidencia de dafos histolégicos (Figuras
11 y 12) y de lesiones, asociadas a la RUV (Figura 13) con lo que se mostré una
disminucién del 35.78% de muestras con hiperplasia. Dichas muestras
presentaron una gravedad leve-moderada, en comparacion de las lesiones graves
del control positivo. Los resultados indican que el EMHM disminuye la incidencia y
gravedad de dichas lesiones, gracias a los compuestos presentes en el extracto
(Espinosa-Gonzélez et al., 2020; comunicacion personal).

Los glicésidos de flavonoides como la isoquercetina pueden presentar actividad
antiinflamatoria al interferir con la neutréfilo elastasa, la sintasa de oxido nitrico y la
prostaglandina sintetasa. Esto previene la respuesta inflamatoria al disminuir la
presencia y extension de infiltrado inflamatorio y reduce, en parte, el dafio causado
por las especies reactivas de nitrégeno y la inflamacién (Korkinka et al., 2008).

El grupo protegido con el EMHM presentd un aspecto similar al de los grupos no
irradiados. Esto se puede deber a que, no sélo los componentes del extracto
actuen como pantalla solar al absorber dentro del espectro UV, sino que también
puede deberse al efecto antioxidante del extracto. EI EMHM posee una buena
actividad antioxidante, la cual se atribuye a su alto contenido en compuestos de
tipo flavonoide (Nolasco, 2018).

La rutina uno de los compuestos identificados en el EMHM es un flavonoide del
gue se tiene reporte que reduce la hiperplasia y la inflamacién producida por la
RUV en piel de ratones, ademas de que disminuye la expresion de cicloxigenasa 2
y la sintasa de 6xido nitrico inducible (Ganeshpurkar et al., 2018). Esto indica que
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la rutina actia como un antioxidante en la piel, ademas de absorber parte de la
RUV.

El acido rosmarinico presenta actividad citoprotectora en la linea de queratinocitos
HaCaT expuestos a la RUV-B. Al absorber parte de la radiacion y a su actividad
antioxidante disminuyen los niveles de ERO y previenen el dafio celular (Pattage
et al., 2016).

En la Figura 11 se puede observar que el grupo EMHM UV, a comparacion del C+,
presenta menos dafios relacionados con el dafio celular en una menor extension
como es el caso de las células de quemadura, necrosis, displasia y pleomorfismo.

La isoquercetina presenta actividad antioxidante frente a ERO del oxigeno y del
nitrdgeno. También se tiene registro de que previene el desarrollo de angiogénesis
en modelos in vitro y ex vivo (Valentova et al., 2014). En el caso del grupo
irradiado y protegido con el EMHM es posible que la isoquercetina reduzca parte
del dafio oxidativo inducido por la RUV y evite la presencia de angiogénesis en
este grupo.

La presencia de dafios asociados con la inflamacion en ambos grupos irradiados
se debe a la accion de la RUV sobre la piel, dado que induce la activacion de Nf-
kB, un factor de transcripcion que promueve la transcripcion de varios genes que
regulan a la inflamacion como TNF-a e IL-1. Esto favorece la migracion de células
del sistema inmune a la zona irradiada. Ademas, la RUV induce la formacion de
ERO que dafian a las células de la piel y favorecen también la inflamacién (Montes
de Oca et al., 2017).

Algunos de los metabolitos presentes en los extractos llegan a producir efectos
adversos en la piel, como es el caso de los flavonoides (Korkinca et al., 2008), los
cuales son los compuestos mayoritarios en el extracto metandlico de H.
mociniana. Si bien se observan dafos asociados a inflamacién en los grupos
tratados con este extracto, esto puede deberse, en parte, a la accion de los
flavonoides y otros compuestos presentes en el EMHM. Estos dafios se reportaron
con una extension focal y con una gravedad leve.

9.3 Efecto antiinflamatorio

El control negativo present6 el menor promedio de células cebadas por campo de
observacion (14.8). La mayor parte de los mastocitos observados se encontraron
en la capa de la dermis y en zonas cercanas a los vasos sanguineos. Esto
coincide con lo que se conoce de estas células las cuales se encuentran
principalmente en el tejido conjuntivo (Murphy et al., 2009).
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El grupo con mayor nimero de mastocitos por campo fue el C+ (43.18) y también
fue en el que se observd con mas frecuencia células degranuladas. La RUV
promueve la migracion y desgranulacion de mastocitos a la piel lo que libera
distintos mediadores, promoviendo la reaccién inflamatoria (Siiskonen et al.,
2018). En este grupo se observé una mayor concentracion de mastocitos en las
muestras que exhibieron carcinoma. La presencia de estas células en los tumores
se ha relacionado con el desarrollo de un microambiente favorable para el
carcinoma ya que promueven la inflamacion del tejido y la liberacion de
metaloproteinasas que dafan el tejido conjuntivo y a la membrana basal, lo cual
origina asi la angiogénesis (Aponte-Lo6pez et al., 2018).

El EMHM esta constituido principalmente por compuestos fendlicos (Estrella-Parra
2020; comunicacion personal), los cuales absorben la RUV (Bowsher et al., 2008),
pero tienen poca penetracién en la piel ya que solo el 0.58% del extracto penetra
en la epidermis (23 pg/cm?) (Zamora-Salas, 2018). Por lo tanto, es de suponer que
el extracto estaria actuando como una pantalla solar lo que previene el dafio
ocasionado por la RUV, como es la inflamacion y la activacion de las células
cebadas.

El extracto (EMHM) presenta compuestos fendlicos como la rutina e isoqueretina,
de los cuales se ha estudiado la actividad antiinflamatoria en otros modelos. Es
importante mencionarlos como componentes que, posiblemente, intervienen en la
modulacion de la respuesta inflamatoria en la piel. La reduccion del nimero de
células cebadas en el grupo EMHM UV se podria, entonces, relacionar a la
presencia de estos compuestos que forman parte del EMHM, ya que ambos
pueden tener actividad antiinflamatoria al interferir con los mediadores
proinflamatorios (Zarate y Marrugo, 2017).

Se ha reportado que la quercetina reduce la respuesta inflamatoria al interferir con
mediadores inflamatorios como NF-k3 (Swanson, 2016). Dado que su estructura
posee efecto antiinflamatorio, puede inhibir la actividad de las células cebadas con
lo cual se evita la liberacién de la histamina e interfiere con IL-6 y TNF-a (Kimata
et al., 2000). También se ha reportado que la quercetina reduce la liberacion de
histamina en mastocitos humanos lo que disminuye la inflamacion y la
fotosensibilidad (Weng et al., 2012).

La isoquercetina tiene reportes de actividad antinflamatoria. Esto se ha
relacionado con el efecto antineoplasico en algunas lineas celulares, por lo que se
cree que puede interferir con el funcionamiento de TNFa y TGF-B (Di Camillo-
Orfali et al., 2016).

El EMHM contiene compuestos derivados de la quercetina los cuales presentan
actividad antiinflamatoria. Debido a lo anterior, se puede considerar que el EMHM
contiene compuestos capaces de regular la actividad de las células cebadas y
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mediar la liberacién de histamina, reduciendo la inflamacion en el tejido, evitando
un microambiente que favorezca la aparicion de lesiones.
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10 Conclusiones

El EMHM retrasa y disminuye la aparicion de lesiones en la piel de ratones
SKH-1.

La aplicacién del EMHM disminuy6 la presencia y extensién de los dafios
histologicos en la piel de ratones SKH-1, producto de la exposicion a la
RUV.

El grupo protegido con el EMHM no presentd lesiones precancerosas o
carcinomas. Esto indica que el extracto de H. mociniana puede tener
actividad fotoprotectora frente a la exposicion crénica a la RUV.

El EMHM disminuy6 el nimero de mastocitos por campo respecto al C+ y
evitd la desgranulacion de estas células lo cual indica un posible efecto
inmunomodulador.
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Anexo 1

Técnica histologica

La histologia permite el estudio cientifico de las estructuras microscépicas de los
tejidos y O6rganos de organismos pluricelulares, junto con su funcién. Se apoya
principalmente en la observacion por medio de la microscopia éptica (Wojciech et
al., 2015).

Para observar estas estructuras, el tejido que va a ser estudiado debe ser
preparado antes con el fin de evitar su descomposicién y facilitar el corte. La
preparacion del tejido requiere de varios pasos donde la fijacion de la muestra
elegida es el primero de ellos. La fijacion permite que el tejido conserve su
estructura al detener el metabolismo celular lo cual impide la degradacion
enzimatica, evita la degradacion por intervencion de microorganismos y realiza
enlaces entrecruzados en las proteinas del tejido (Wojciech et al., 2015).

Una vez que el tejido se ha fijado, se lava, se deshidrata y se procede a pasar la
muestra de tejido en una serie de alcoholes etilicos en grado creciente (de alcohol
al 70% hasta llegar a alcohol 100%). Una vez deshidratado, el tejido se aclara con
algun solvente orgénico (generalmente xilol) el cual posee una polaridad
intermedia, lo que permite el paso del tejido a parafina (Wojciech et al., 2015).

Una vez aclarado, se infiltra en parafina y se incluye formando bloque o casete,
para posteriormente cortarlo con un microtomo (aunque generalmente se corta a 5
UM se puede cortar a 3um para facilitar la observacién del tejido). Los cortes
obtenidos se extienden y colocan en portaobjetos, en donde se tefiran
posteriormente.

Procedimiento
A continuacion, se describe el procedimiento realizado para preparar las muestras
empleadas en la presente tesis. Esta técnica se estandarizo en el laboratorio de
Histologia de la UMF, FES- Iztacala:
e Fijacion
e Inclusion
o Deshidratacién
o Aclaramiento
o Infiltrado en parafina
o Colado del bloque
e Corte
e Tincion
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Figura 18. Esquema de la técnica histoldgica. El proceso va de: 1) la toma de
muestra; 2) la fijacion, 3) la deshidratacion, 4) la inclusién, 5) el corte; 6) la tincién.

52



Anexo 2

Tincion hematoxilina-eosina (HE)

Fundamento
La tincion de hematoxilina-eosina es de las mas usadas para tefiir cortes
histologicos. Esta tincion permite hacer descripciones generales del tejido dado
gue tifie todas sus estructuras presentes al utilizar dos colorantes: a) la eosina que
tiene una carga neta negativa, por lo que reacciona con compuestos con carga
neta positiva, coloreando el citoplasma de color rojo-rosa; b) la hematoxilina, que
tiene propiedades de un colorante basico, por lo que puede interactuar con
compuestos de caracter acido o de carga neta negativa, como es el caso del
nacleo que tifie de color morado (Wojciech y Ross, 2015)

Procedimiento

Desparafinar

1. Xilol'I - 5 minutos

2. Xilol Il - 5 minutos

3. Alcohol 100% - 3 minutos

4. Alcohol 96% - 3minutos

5. Alcohol 90% - 3 minutos

6. Alcohol 80% -3 minutos

7. Alcohol 70% - 3 minutos

8. Agua - 3 minutos

Tincién

1. Hematoxilina de Harris - 7
minutos

2. Agua - lavar hasta retirar la
mayor parte del color

3. Alcohol acido 1% - paso rapido

4. Agua - lavar

© o~

Agua amoniacal - dejar hasta
gue cambie a color azul
Agua - lavar

Eosina - 5 minutos

Alcohol 96% - 30 segundos
Alcohol 100% | - 3 minutos

10. Alcohol 100% Il - 5 minutos
11. Xilol I - 5 minutos

12. Xilol Il - 5 minutos

13. Montar con solucién entellan

Interpretacion

Nucleos - color azul
Citoplasma - color rosa
Musculo - color rojo
Eritrocitos - color naranja-rojo
Fibrina - color rosa fuerte
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Anexo 3
Tincion de azul de toluidina

Fundamento

La tincion de azul de toluidina, también conocida como “de Dominicci” permite
distinguir a las células cebadas al emplear como colorante metacromatico al azul
de toluidina, que tifie de color morado-azul los granulos presentes en estas células
(Bancroft et al., 2002). Ademas de tefiir de forma especifica los granulos de estas
células, esta técnica disminuye la tincion de fondo, lo que permite identificar
facilmente a los mastocitos en el tejido de interés (Churikian y Schenk, 1981).

Procedimiento
1. Desparafinar e hidratar (xilol I, xilol I, alcohol 100%, alcohol 96%, alcohol
90%, alcohol 80%, alcohol 70% y agua destilada).
Azul de toluidina -3 minutos
Agua destilada - dos lavados
Alcohol acido 0.5% - paso rapido
Agua destilada - tres lavados
Eosina - 1 minuto
Alcohol 96% - 30 segundos
Alcohol 100% | - 3 minutos
. Alcohol 100% II - 5 minutos
10. Xilol I - 5 minutos
11. Xilol Il - 5 minutos
12. Montar con entellan

©o N O A~®DN

Interpretacion
Granulos de los mastocitos - color azul-morado
Nucleos - color azul
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