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Resumen

Titulo: Estudio del potencial protector de compuestos vegetales frente al dafio genético inducido por la UVB en
bacterias y células humanas .

Autor: Adriana Garcia Forero™

Palabras Clave: Antigenotoxicidad, SOS Chromotest, ensayo Cometa, UVB, compuestos flavonoides.

Descripcion

La radiacion ultravioleta tipo B (UVB) tiene alta relevancia biolégica debido a que causa mutaciones; las cuales
pueden conducir a respuestas inflamatorias, inmunosupresion y cancer de piel. Las plantas producen compuestos
polifendlicos que pueden contrarrestar los efectos nocivos de la UVB. El presente trabajo evalud la actividad
antigenotdxica frente a la UVB, de compuestos polifenoles (apigenina, curcumina, escualeno, naringenina,
pinocembrina y quercetina) presentes en plantas colombianas, usando los ensayos SOS Chromotest en Escherichia
coli y una variante del ensayo Cometa en células humanas HEK-293. De acuerdo a los resultados obtenido en el
modelo bacteriano, el potencial antigenotoxico de los compuestos fue: apigenina > pinocembrina > quercetina >
curcumina > naringenina > escualeno. Adicionalmente, los compuestos apigenina, naringenina y pinocembrina
reducen el dafio genético inducido por la UVB en células humanas. La proteccion de estos compuestos se manifiesta
como una significativa reduccion en los co-tratamientos, del dafio genético (fotoproductos) que puede ser
hidrolizado por actividad endonucleasa de la enzima EndoV-T4. De acuerdo a los resultados obtenidos, estos
compuestos pueden impedir la formacién de fotoproductos en células irradiadas y/o fortalecer la capacidad de
reparacion de estos tipos de lesiones en el ADN. Los resultados son discutidos considerando el potencial de estos
compuestos para el desarrollo de protectores solares de amplio espectro.

" Trabajo de Investigacion
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Maestria en Biologia. Director: Dr. Jorge Luis Fuentes Lorenzo. Co-
director: Dra. Elena Stashenko
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Abstract

Title: Study of the protective potential of plant compounds against uvb radiation - induced genetic damage in
bacteria and human cells.

Author: Adriana Garcia Forero™
Keywords: Antigenotoxicity, SOS chromotest, Comet assay, UVB, flavonoids compounds.
Description

Ultraviolet radiation type B (UVB) has high biological relevance because it causes mutations; which can lead to
inflammatory responses, immunosuppression and skin cancer. Plants produce polyphenolic compounds like
flavonoids, that help them tolerate the harmful effects of UVB. The present work evaluated the antigenotoxic
activity against UVB of polyphenol compounds (apigenin, curcumin, squalene, naringenin, pinocembrin and
quercetin) present in colombian plants, using the SOS Chromotest assay in Escherichia coli and a variant of the
Cometa test in human cells HEK-293. According to the results obtained in the bacterial model, the antigenotoxic
potential of the compounds was: apigenin> pinocembrina> quercetina> curcumina> naringenina> squalene. In
addition, the compounds apigenin, naringenin and pinocembrina reduce the genetic damage induced by UVB in
human cells. The protection of these compounds is manifested as a significant reduction in co-treatments of genetic
damage (photoproducts mainly cyclobutane pyrimidine dimers and pyrimidine (6 4) pyrimidone photoproducts) that
can be hydrolyzed by endonuclease activity of the enzyme EndoV-T4. According to the results obtained, these
compounds can prevent the formation of photoproducts in irradiated cells and/or strengthen the ability to repair
these types of lesions in the DNA. The results are discussed considering the potential of these compounds for the
development of broad spectrum sunscreens.

" Research work
™ Science Faculty. Biology School. Master in Biology. Director: Dr. Jorge Luis Fuentes Lorenzo. Codirector: Dra.
Elena Stashenko
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Introduccion

La sobreexposicion de la piel a la radiacion solar ha sido una de las principales preocupaciones
de salud publica debido su efecto carcinogénico (Gandini et al. 2005; Purdue et al. 2008; Linos
et al. 2009). La radiacion ultravioleta (UV) induce dafios en el ADN (Mitchell 1988; Pfeifer
1997; Mouret et al. 2006), principalmente fotoproductos como el ciclobutano de pirimidina
(CPD) y la (6-4) pirimidina pyrimidona (6-4PP); los cuales causan mutaciones (lkehata & Ono
2011) que pueden conducir a respuestas inflamatorias, inmunosupresion y cancer de piel en
humanos (Ichihashi et al. 2003; Wikonkal & Douglas 1999; Vink & Roza 2001; Zaidi et al.
2008). En tal sentido, las estrategias de proteccion preventiva que utilizan agentes
fotoprotectores son importantes para contrarrestar el efecto nocivo de la radiacion solar
(Gilaberte & Gonzélez 2010).

El cancer de piel es una problematica de creciente preocupacion dado que presenta una de las
incidencias mas alta entre los tumores malignos en seres humanos (Zaidy et al. 2008; Rogers et
al. 2010). En Colombia, la incidencia de este tipo de cancer aumenté de 23 casos/100000
habitantes en 2003 a 41 casos/100000 habitantes en 2007. Para el afio 2020, se estima una
incidencia de 102 casos/100000 habitantes (Sanchez et al. 2011). Colombia presenta una serie de
condiciones geograficas y sociales que hacen a la poblacion especialmente vulnerable a la
exposicion por radiacion ultravioleta. Estas son: i) su ubicacion sobre la zona ecuatorial donde
no existen estaciones y la radiacion solar alcanza maximos durante casi todo el afio; ii) un alto
porcentaje de habitantes viviendo por encima de los 2400 m.s.n.m.; iii) condiciones laborales de

diferentes grupos poblacionales como los vendedores ambulantes, campesinos y los miembros de
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la fuerza publica, los cuales estan expuestos a la radiacion solar durante parte importante del dia
y; iv) los obstaculos burocréaticos del sistema de salud que dificultan el diagnostico y tratamiento
a tiempo del cancer de piel (Nova-Villanueva et al. 2007; Sanchez et al. 2011; Sanchez-Vanegas
et al. 2013).

Los compuestos fitoquimicos son considerados como una clase de agentes protectores menos
toxicos que los compuestos fotoprotectores sintéticos (Afaq 2011). Las plantas tienen vias
metabdlicas que producen naturalmente compuestos protectores cuando son expuestas a la
radiacion UV (Zhang & Bjorn 2009). Por lo tanto, ellas pueden ser fuentes de compuestos que
inhiben las mutaciones celulares involucradas en la génesis del céancer de piel y el
envejecimiento (Nichols & Katiyar 2010; Afaq 2011; Afaq & Katiyar 2011). Esta clase de
compuestos vegetales operan por diferentes mecanismos tales como: i) absorcién directa de
fotones; ii) actuando como pantalla dispersante de la UV; iii) fortalecimiento del sistema
antioxidante enddgeno y el sistema inmune, iv) inhibiendo los procesos inflamatorios, V)
modulando las rutas de sefiales para la transduccion de genes criticos; vi) inhibiendo la
reparacion propensa a error; vii) estimulando los mecanismos de reparacion del dafio en el ADN
y; viii) estimulando la melanogénesis (Gilaberte & Gonzélez 2010; Nichols & Katiyar 2010;
Afaq 2011; Afaq & Katiyar 2011; Jansen et al. 2013; Saewan & Jimtaisong 2013).

Entre los compuestos fitoquimicos de mayor potencial como fotoprotectores se encuentran los
polifenoles, especialmente los flavonoides. Estos son metabolitos secundarios que generalmente
proporcionan colores atractivos a las flores para atraer polinizadores y que protegen a la planta
de infecciones fungicas y la sobreexposicion a la luz solar (Winkel-Shirley 2002; Cushnie &
Lamb 2005). Entre otras bioactividades, los compuestos flavonoides poseen efectos antioxidante,

antiinflamatoria, antimicrobiana, antialérgica, antitumoral y anticancerigena (Nijveldt et al.
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2001; Le Marchand 2002; Agrawal 2011; Kumar & Pandey 2013; Saewan & Jimtaisong 2013);
muchas de ellas relacionadas con su potencial quimiopreventivo. Colombia presenta una amplia
diversidad vegetal rica en flavonoides bioactivos (Martinez Valderrama 2000; Johnson et al.
2002; Garzon et al. 2010; Stashenko et al. 2013). Recientemente, se han identificado plantas
cuyos constituyentes polifendlicos presentan propiedades fotoprotectoras (Mejia-Giraldo et al.
2016; Quintero et al. 2017).

El objetivo de la presente tesis fue estudiar el potencial protector del dafio genético de un
grupo de compuestos polifenolicos presentes en plantas de la diversidad Colombiana (Stashenko
et al. 2013) como son: apigenina, curcumina; escualeno; naringenina, pinocembrina y quercetina.
A tales fines, fueron usados ensayos celulares bacterianos y humanos. El ensayo bacteriano fue
el SOS Chromotest, el cual se fundamenta en una respuesta inducible por dafio genético
(respuesta SOS), estrechamente conectada con la inhibicidn de la division celular en Escherichia
coli (Huisman & D’Ari 1981). Cuando las células de E. coli son expuestas a UVB, se producen
CPD y 6-4PP que distorsionan estructuralmente el ADN (Rosenberg & Echols 1990). Dado que
estos fotoproductos son un obstaculo para la replicacion del cromosoma (Courcelle et al. 2003),
se induce la respuesta SOS (Huisman & D’Ari 1981). Por lo tanto, el SOS Chromotest es
altamente sensible a la radiacion ultravioleta (Quillardet & Hofnung 1984). Adicionalmente, se
uso el ensayo Cometa en celulas humanas HEK-293. Este ensayo permite medir roturas en el
ADN de células nucleadas (eucariotas). Brevemente, las células son enbebidas en agarosa sobre
una lamina de microscopio, lisadas con detergentes y alta concentracion salina; formando
nucleoides que contienen bucles superenrollados de ADN unidos a la matriz nuclear. Si el ADN
es fragmentado, una electroforesis a pH alcalino da como resultado estructuras parecidas a

cometas que son tefiidas y observadas por microscopia de fluorescencia. La intensidad de la cola
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del cometa en relacion con la cabeza refleja el nimero de roturas del ADN. El fundamento que
explica los cometas es que los bucles que contienen una rotura pierden su superenrollado,
relajdndose y migrando hacia el &nodo electroforético (Fairbairn et al. 1995; Collins 2004). Dado
que la UVB no produce niveles relevantes de ruturas en el ADN, sino fotoproductos CBD vy 6-
4PP (Mitchell 1988; Pfeifer 1997; Mouret et al. 2006); el ensayo cometa en su forma original no
es sensible a este agente (Collins et al. 1997a). Por ello, se us6 un ensayo modificado que
produce hidrolisis enzimatica de los fotoproductos para hacerlo sensible a la UVB.

Dado que, las plantas tienen vias metabdlicas que producen naturalmente compuestos
protectores cuando son expuestas a la radiacién UV (Zhang & Bjérn 2009), en la presente tesis
nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ¢Pueden los metabolitos secundarios
vegetales encargados de modular el dafio producido por UV, disminuir el dafio causado por la
radiacion UVB en bacterias y células humanas?. Los objetivos especificos para resolver esta
pregunta fueron los siguientes:

1) Identificar compuestos polifendlicos con propiedades protectoras del dafio genético
producido por la UVB usando modelos celulares bacterianos y humanos.

2) Determinar si existe relacion entre los indicadores de dafio genético medidos por el ensayo
Cometa y la induccién de fotoproductos (CPD y 6-4PP) por UVB, en el modelo de células
humanas.

3) Postular un potencial mecanismo de accion fotoprotectora para los compuestos que resulten

promisorios en el estudio.
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1. Antecedentes

2.1 Efecto bioldgico de la radiacion ultravioleta

La UV es uno de los agentes genotdxicos ambientales que causan mayor inestabilidad genética y
constituye el principal factor de riesgo del cancer de piel (Narayanan et al. 2010). El espectro de
luz ultravioleta comprende los rayos UVA (onda larga, 400-315 nm), UVB (onda media, 315—
280 nm) y UVC (onda corta, 280-100 nm); siendo la energia de estos inversamente proporcional
a la longitud de onda (Nichols & Katiyar 2010; Afaq & Katiyar 2011; Jansen et al. 2013).

Tras su paso por la atmosfera, un 5% de UVB alcanza la superficie terrestre con una variedad
de efectos en los seres vivos. En humanos, la luz UVB atraviesa la epidermis hasta llegar a la
parte superficial de la dermis (Nichols & Katiyar 2010). A nivel celular, es absorbida
directamente por las bases nitrogenadas del ADN, produciendo enlaces covalentes entre bases
adyacentes, que dan lugar principalmente a lesiones mutagénicas denominadas Dimeros de
Pirimidina Ciclobutano (CPDs) y 6,4 fotoproductos de pirimidina-pirimidona (6,4 PPs) (Ravanat
et al. 2001; Trautinger 2001; Zaidy et al. 2008). Otros fotoproductos formados son los dimeros
de purina y los monoaductos de pirimidina (Ravanat et al. 2001; Pfeifer et al. 2005).
Indirectamente la luz UVB causa especies reactivas de oxigeno (ROS) y dafio oxidativo en las
bases nitrogenadas (Katiyar et al. 2011). En su conjunto, estas lesiones llevan a la activacion de
vias de sefalizacion celular con efectos agudos como quemaduras, eritema, inflamacion,
pigmentacion y formacion de radicales libres; también a efectos cronicos como fotodermatosis,

inmunosupresion, envejecimiento prematuro y carcinogenesis (Jansen et al. 2013).
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La formacion de fotoproductos bloquea la replicacion y la division celular con participacién
de la proteina p53, la cual cumple tres funciones principales: i) induce sefiales para detener el
ciclo celular en la fase G1, dando espacio a la célula de remover y reparar los dafios en el ADN;
ii) en células con dafio intermedio promueve la rédpida reparacion del dafio mediante la
Reparacion por Escision de Nucledtidos (NER); iii) en queratinocitos con excesivo dafio activa
la apoptosis abortando la formacion de tumores (Trautinger 2001; Latonen & Laiho 2005). Si el
dafo persiste hasta la fase S del ciclo celular, una polimerasa propensa a error, como la
polimerasa n, puede sobrepasar los dafios producidos en el ADN por la UVB causando
transiciones (C—T) y sustituciones de dobles pares de bases (CC—TT), conocidas como las
huellas genéticas de la RUV (Pfeifer et al. 2005; Brenner & Hearing 2008; Zaidy et al. 2008;
Saewan & Jimtaisong 2013). Cuando estas mutaciones se producen en oncogenes y genes
supresores de tumores, las células entran en un estado de inestabilidad genémica y se tornan
incapaces de experimentar apoptosis, dando lugar a procesos de expansion clonal de células
mutantes que originan cancer de piel (de Gruijl et al. 2001; Agar & Young 2005; Latonen &

Laiho 2005).

1.2 Reparacion por escision de nucleétidos

La NER es la principal defensa de los seres vivos ante los dafios causados por la radiacion UVB
y se encarga de remover los CPDs y los 6,4 PPs (Wood 1997; Morita et al. 2012). El principio de
funcionamiento general de la NER es altamente conservado en los tres dominios de la vida
(Aravind et al. 1999; de Boer & Hoeijmakers 2000; Morita et al. 2012). El proceso se puede

resumir en 4 pasos: i) reconocimiento del dafio; ii) incision dual en la cadena dafiada para
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remover el segmento de hebra sencilla; iii) llenado del hueco por sintesis de nucle6tidos libres de
error usando la cadena complementaria intacta como molde; iv) ligacion del nuevo fragmento
para restaurar los enlaces fosfodiester (Wood 1997; de Boer & Hoeijmakers, 2000; lyama &
Wilson, 2013). Aunque la formacion de CPDs se da a una tasa muy baja, si estos no son
reparados correctamente, unos pocos pueden desencadenar mutagénesis, Yy carcinogénesis

(Katiyar et al. 2011).

1.3 Cancer de piel

El cancer de piel, es el tipo de cancer humano que ha mostrado mayor incremento al nivel
mundial en las Gltimas décadas (Zaidy et al. 2008). Puede clasificarse en dos tipos principales:
melandémico y no melanémico. EI melanoma se desarrolla a partir de los melanocitos y tiene la
mortalidad mas alta entre los tipos de cancer cutaneos (Gilchrest et al. 1999); se suele presentar
por sobreexposicién del tronco, piernas y espalda (Narayanan et al. 2010). El cancer no
melandémico muestra los niveles de incidencias mas altas. Surge a partir de los queratinocitos y
se desarrolla en areas expuestas permanentemente al sol, relaciondndose con una exposicion
diaria (Gilchrest et al. 1999; Leiter & Garbe 2008).

Aunque hay varios factores que desencadenan el cancer cutaneo, se considera que la RUV es
su principal contribuyente (Narayanan et al. 2010). El papel de la RUV es multifactorial
produciendo: i) dafios en el ADN que conlleva produccién de mutaciones y tumores a largo
plazo; ii) debilitamiento del sistema inmune con pérdida de eficacia para enfrentar la formacion
de tumores; iii) sistema inmune con mayor susceptibilidad al virus del papiloma humano; iv)

estres oxidativo y envejecimiento prematuro (Leiter & Garbe 2008).
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1.4 los flavonoides y la R-UVB

La UV afecta a todos los seres vivos en diferente medida. En plantas, inhibe procesos vitales
como la fotosintesis y reduce el crecimiento (Zlatev et al. 2012). Aunque la principal funcion de
los flavonoides es colaborar en la reproduccion aportando colores vistosos que atraigan
polinizadores y dispersores de semillas (Winkel-Shirley 2002), hay evidencias que muestran que
también estan relacionados con la modulacion de los efectos nocivos de la UVB:

1- La resistencia de las plantas a UVB suele ser mayor que la de células de mamiferos y
microbios, los cuales no poseen flavonoides (Landry et al. 1995).

2- El espectro de absorcién de los flavonoides se da en la zona UVB (280-315 nm) lo que
impide la llegada de fotones a la célula (Ryan et al. 2009).

3- Los flavonoides suelen estar presentes en las capas epidérmicas de las hojas y en tejidos
susceptibles a la UV como el polen y el meristemo apical (Winkel-Shirley 2002).

4- Los flavonoides son conocidos como componentes de las plantas regulados por la UVB,;
de hecho, las enzimas de la via biosintética flavonoide, fenilalanina amonio liasa y chalcona
sintasa son inducidas con UVB (Zhang & Bjorn 2009).

5- Se ha encontrado una relacion entre la altitud y la produccion de metabolitos secundarios
en plantas superiores. A medida que aumenta la altitud; y por lo tanto la incidencia de R- UVB,
hay una acumulacién mayor de compuestos fenélicos en las hojas (Jaakola & Hohtola 2010).

6- Plantas de zonas polares donde ha aumentado la incidencia de la R-UVB, como
consecuencia del dafio en la capa de ozono, muestran un incremento en la biosintesis de

flavonoides (Dormann & Woodin 2002; Ryan et al. 2009).
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7- Plantas de Arabidopsis thaliana con mutaciones que alteran la capacidad de sintetizar
flavonoides y ésteres sinapato, exhiben hipersensibilidad a UVB (Landry et al. 1995).

8- Plantas con altos contenidos de flavonoides suelen ser tolerantes a la UVB. Por ejemplo,
Bieza & Lois (2001) aislaron una planta mutante de Arabidopsis con tolerancia a dosis letales de
UVB, la cual a su vez presentaba constitutivamente una produccion alta de flavonoides en sus
pigmentos presuntamente responsable de su resistencia.

9- Muchas plantas tienden a acumular flavonoides como apigenina, quercetina, luteolina y
kaempferol, asi como otros metabolitos secundarios, rapidamente después de la exposiciéon a
UVB (Markham et al. 1998; Wilson et al. 1998). Hipotéticamente, estos flavonoides protegen
blancos moleculares en el mesofilo y otorgan una mayor capacidad de absorcion de este tipo de
radiacion (Wilson & Greenberg 1993). La induccion de flavonoides por irradiacion con UVB ha
sido reportado para un namero de especies incluyendo, Secale cereale L. var. Kustro (Tevini et
al. 1991), Brassica napus (Wilson & Greenberg 1993), Zea mays L. (Santos et al. 1993), Mentha
x piperita L., (Dolzhenko et al. 2010) y Hordeum vulgare L. cv. Alfa (Fedina et al. 2007).

No obstante, hay algunas investigaciones donde no hay una correlaciéon clara entre la
produccion de flavonoides y la resistencia a UVB; de modo que esta puede ser una respuesta a
estrés especie especifica, incluso especifica de cada variedad (Fedina et al. 2007). Algunos
autores, han indicado que el incremento de flavonoides aumenta la capacidad antioxidante y el
potencial para disipar energia, pero no la capacidad de captar fotones de la UVB (Markham et al.

1998; Zlatev et al. 2012).
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1.5 Sistemas bioldgicos

1.5.1 Celulas bacterianas. Las baterias son usadas como ensayos para determinar la
antigenotoxicidad y/o antimutagénicidad de una sustancia durante sus primeras fases de
evaluacion, bajo la premisa que todas las formas de vida comparten mecanismos de mutagénesis
similares (Kada & Shimoi 1987). Las bacterias son sistemas muy sensibles a los agentes
mutagénicos que dafian el ADN y presentan multiples ventajas como son: su simplicidad,
facilidad de cultivo, bajo costo y flexibilidad a diferentes escenarios experimentales (Quillardet
& Hofnung, 1985; Stoczynska et al. 2014). Sin embargo, los resultados con antimutagenos
probados en lineas celulares de mamiferos pueden ser diferentes de los obtenidos con cepas
bacterianas; especialmente en casos donde el mutageno interactia con blancos especificos
eucariotas, o de promutdgenos que requieren activacion metabolica para su transformacion

(Kuroda et al. 1992; Stoczynska et al. 2014).

1.5.1.1 Ensayo Sos Chromotest. La respuesta de emergencia celular SOS es un mecanismo
bacteriano de reparacion inducible en el que participan aproximadamente 40 proteinas (Eller et
al. 2008). Este mecanismo se activa ante agentes como la UV que dafian el ADN, detienen su
replicacion y la division celular, condiciendo a la acumulacion en el ADN de regiones de cadena
sencilla. Para mas detalles de esta respuesta celular ver revision de Janion (2008).

Se han desarrollado varios procedimientos experimentales basados en la induccion de la
respuesta SOS en bacterias, con el fin de medir el potencial genotoxico de un mutageno
determinado sobre el ADN. Entre estos ensayos, se encuentra el SOS Chromotest desarrollado en

E. coli (Quillardet et al. 1982); el cual es un ensayo colorimétrico que permite medir la
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genotoxicidad de un agente con base en la induccion de un gen reportero lacZ (Quillardet &
Hofnung 1985). Las cepas usadas, tienen una fusion sfiA::lacZ, de modo que el gen estructural
de la B-galactosidasa queda bajo el control del gen sfiA, implicado en la inhibicidn de la division
celular (Quillardet et al. 1982; Quillardet & Hofnung 1985). Debido a las varias mutaciones
desarrolladas en cepas de E. coli, este ensayo permite dilucidar diferentes tipos de dafio en el
ADN (Quillardet et al. 1982; Quillardet & Hofnung 1985; Goerlich et al. 1989; Serment-

Guerrero et al. 2008). La Figura 1 resume el principio de funcionamiento del ensayo.
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Figura 1. Principio del ensayo SOS Chromotest (modificado de Diaz-Duran et al. 2012).

En la parte superior una célula no inducida, el represor lexA previene la expresion de la fusion
sfiA::lacZ. En la parte inferior una célula inducida. Dafios en el ADN han provocado la
activacion de la proteina RecA. El represor LexA se ha escindido por la proteina RecA activada,

lo que resulta en la induccidn de la expresion de la fusion sfiA::LacZ.
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1.5.2 Células humanas hek-293 Las lineas celulares eucariotas son un instrumento con
creciente utilizacion para entender la biologia de los mamiferos y para la evaluacion de
farmacéuticos. Hasta mediados del siglo XX hubo siempre gran dificultad para transformar
celulas humanas cultivadas con adenovirus humanos, quizas debido a que la exposicion de las
celulas a los virus siempre culminaba con infeccion litica y produccion de infeccion virica
(Graham et al. 1977; Shaw et al. 2002). Graham et al. (1997) describieron la transfeccién de
cultivos primarios de células embrionarias de rifion humano (HEK) con solo fragmentos de ADN
del adenovirus 5, dando origen a las células HEK-293. EI ADN insertado tenia 4343 nucleétidos
que incluyen los genes de las proteinas E1A y E1B; las cuales interfieren en el control ciclo
celular y la inhibicién de la apoptosis, respectivamente (Berk 2005; Lin et al. 2014). La proteina
E1A es una proteina inmortalizadora que lleva a las células de fase Gy a S; mientras que la
proteina E1B inhibe a Ps3 bloqueando la induccion a apoptosis. ELA y E1B ademas interactlan
con otras proteinas para la defensa contra las respuestas a infecciones virales y de la regulacion
del ciclo celular (Berk 2005).

Adicionalmente, en las células HEK-293 se expresa fuertemente el gen ERCC1, perteneciente
al sistema de Reparacion por Escision de Nucleétidos (NER) (Shaw et al. 2002). A pesar del
origen por transfeccion de la linea celular HEK-293, esta posee una muy baja capacidad de
transformacion tumoral (Graham et al. 1977). Shaw et al. (2002), encontraron que la linea HEK-
293 y otras lineas HEK transformadas por adenovirus presentan un patrén de expresion de
MRNA tipico de una neurona en diferenciacion temprana o de una célula madre neuronal; asi
como, actividad eléctrica. Por lo tanto, las células HEK-293 no son células renales tipicas debido

al universo embrional del que surgieron.
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1.5.2.1 El ensayo cometa y la UVB La técnica estandar del ensayo cometa permite cuantificar
rompimientos de doble y simple cadena, asi como sitios alcali-labiles. Debido a que la luz UVB
produce mayormente fotoproductos (ej: CPDs), estos no pueden ser detectados por el
procedimiento estandar del ensayo (Sastre et al. 2001). Aunque en los tratamientos con UVB la
reparacion NER causa rompimientos intermedios durante el proceso de remocion de CPDs; tales
roturas son de muy corta duracion y de dificil deteccion (Gedik et al. 1992).

Varios tipos de fotoproductos pueden convertirse en rompimientos de cadena sencilla de
ADN por induccién enzimatica para aumentar la sensibilidad del ensayo cometa (Collins 2004).
Gedik et al. (1992) fueron pioneros en la introduccion de la T4 endo-V en el ensayo cometa para
deteccion de dafios por UVC. La T4 endo-V, cataliza el primer paso de la Reparacion por
Escision de Bases para remover CPDs en el bacteriéfago T4 mediante un mecanismo diferente a
los encontrados en E. coli y en seres humanos (Vassylyev et al. 1995). La reaccion se produce
cuando la enzima identifica los CPDs, se une al ADN vy escinde el enlace glucosidico de la base
pirimidina 5’ del CPD. Finalmente, produce un corte en el enlace fosfodiester 3” del sitio abasico
(Vassylyev et al. 1995).

Otra via para aumentar la sensibilidad del ensayo Cometa frente a la UVB, es llevar a cabo la
lisis celular con Proteinasa K antes del tratamiento con T4 endo-V. La Proteinasa K causa la
digestion de proteinas asociadas al ADN, permitiendo que las endonucleasas tengan acceso a la
estructura azucar-fosfato relajada y a mayor nimero de sitios blanco (Sauvaigo et al. 1998;

Valencia et al. 2011).
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2. Materiales y métodos

2.1 Compuestos quimicos, buffer, enzimas y medios de cultivo

El mutadgeno 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO) y los compuestos apigenina (95%), naringenina
(95%), pinocembrina (95%), quercetina (95%), curcumina (65%), escualeno (98%),
epigalocatequina-3-galato, EGCG (95%), y el colorante azul de tripano (0.4%), la agarosa de
bajo punto de fusion y la agarosa grado molecular se obtuvieron de la casa comercial Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, Missouri, USA). ElI medio de cultivo Eagle de Dubelco modificado
(DMEM), la mezcla de nutrientes F-12 (F-12), el Suero Fetal Bovino (FBS), el buffer Fosfato
Salino (PBS), la enzima tripsina-EDTA, y la mezcla de antibidticos penicilina-estreptomicina, se
adquirieron de la casa comercial Gibco® (Grand Island, NY, USA). La enzima endonuclesa V
del bacteriofago T4-PDG (EndoV—T4), fue adquirida de la casa comercial New England Biolabs
(Beverly, MA, USA). El medio Luria-Bertani (LB) y los sustratos para las enzimas f-
galactosidasa  (2-nitrofenil-B-D-galactopiranosido, ONPG) vy fosfatasa alcalina  (4-
nitrofenilfosfato, PNPP), fueron adquiridos de la casa comercial Amresco (Solon, Ohio, USA).
La enzima proteinasa K fue obtenida de la casa comercial Promega (Madison, WI, USA). Los
demas reactivos usados en el trabajo fueron obtenidos de las casas comerciales J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, EE.UU) y Merck (Kenilworth, NJ, EE.UU). Los compuestos apigenina,
naringenina, quercetina y curcumina, fueron disueltos en metanol; mientras que, la pinocembrina

y el EGCG
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Figura 2. Disefio experimental implementado para estudiar el efecto fotoprotectos de
compuestos vegetales frente al dafio inducido por radiacién UVB.

Se prepararon en etanol. Por ultimo, el escualeno fue disuelto en DMSO. La concentracion a
la que fue preparado cada compuesto estuvo relacionada con su solubilidad en los solventes

usados.

2.2 Estirpes celulares

La cepa PQ37 de E. coli, usada en el SOS Chromotest, tiene el siguiente genotipo: F, thr, leu,
his-4, pyrD, thi, galE, galK o galT, lac AU169, srl300::Tnl10, rpoB, rpsL, rfa, trp::Muc+
sfiA::Mud(Ap, lac)cts (Quillardet et al. 1982). En dicha cepa, la fusion transcripcional sfiA::lacZ,
permite monitorear la induccion dafio primario en el ADN mediante la expresion de la actividad
R-galactosidasa. La estirpe presenta la mutacion lac en su cromosoma; por tanto, toda la

actividad R-galactosidasa de las células ocurre a partir del promotor sfiA de la fusion (Quillardet
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& Hofnung 1985). Adicionalmente, ésta cepa es deficiente en la reparacién por escision de
nucleétidos (NER de sus siglas en inglés) incrementando su susceptibilidad a la luz UV. Esta
cepa cuenta con la mutacion rfa que modifica los lipopolisacéridos de membrana permitiendo
una mejor difusion de compuestos a través de ella. Por dltimo, cuenta con la mutacién PHOS; la
cual produce una expresion constitutiva de la enzima fosfatasa alcalina. Dicho fenotipo nos
permite identificar cuando un compuesto produce inhibicién de sintesis de proteinas (Quillardet
& Hofnung 1985).

La estirpe celular HEK-293 (ATCC® CRL-1573™)_ fue aislada a partir de células del rindén
de un embrién humano que fueron transformadas con el adenovirus 5 (Graham et al. 1977).
Dicha estirpe celular, posee las siguientes caracteristicas: células epiteliales alargadas, crecen
adhiriéndose a un sustrato, muestran variacion de tamafio celular y tienden a seguir dividiéndose
una vez alcanzan la confluencia. Estudios mas recientes, mostraron que el patron de expresion de
MRNA de esta estirpe celular es muy similar al de una neurona con patrones de actividad
eléctrica. Por ello, se ha planteado que la estirpe HEK-293 derivo de células de un linaje adrenal
que se encuentra adyacente al rifion; especificamente, de la cresta neural ectodermal de la
médula adrenal (Shaw et al. 2002; Lin et al. 2014). Las células de la estirpe HEK-293 fueron
donadas por el laboratorio de Actividad Biol6dgica y Cultivo de células del Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP) de la Universidad Industrial de

Santander (UIS).
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2.3 Condiciones de cultivos celulares

Las células de E. coli se cultivaron en medio liquido LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5
g /L, cloruro de sodio 10 g/L, pH 7.4), suplementado con ampicilina (50 pg/mL) y tetraciclina
(17 pg/mL). Para la obtencion de cultivos en fase exponencial, se incub6 una dilucion 1:10 de un
cultivo crecido durante toda la noche (16 h, 37°C, 170 rpm) hasta que alcanz6 una densidad
Optica de 0,4 a 600 nm. Las células se colocaron a 4 °C hasta que estas fueron irradiadas.

Las células HEK-293 se mantuvieron en medio DMEM/F-12 suplementado con 10% de FBS
inactivado por calor, en una incubadora de CO, modelo Midi 40 (Thermo Scientific, OH, USA),
bajo condiciones de CO, (5%) y a una temperatura de 37°C. Se realiz6 el pase cada 3 dias una

vez las células alcanzaron una confluencia de aproximadamente 80%.

2.4 Irradiacion de las estirpes celulares

Los cultivos celulares fueron dispensados en cajas de Petri de 50 x 10 mm (~ 1.1 mm de
profundidad) y luego estos fueron irradiados usando una cabina de irradiacién BS-02 (Opystel
Dr Grobel, Alemania) equipada con cuatro lamparas de R-UVB y con un controlador de
irradiacion tipo UV-MAT (Opystel Dr Grdbel, Alemania). Este controlador regula el tiempo de
irradiacion de manera que se asegura una dosis absorbida precisa en una regién espectral de
UVB. La dosis de irradiacion usada dependi¢ del tipo de experimento a desarrollar. En el caso de
los estudios de antigenotoxicidad con bacterias, se uso un cultivo en fase exponencial (DOggonm =
0,4) de la estirpe PQ37 y se irradié a una dosis de 10 J/m? de UVB. Se conoce, que dicha dosis

induce eficientemente la respuesta SOS en dicha cepa (Prada-Medina et al. 2016). Durante los
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estudios de citotoxicidad de la UVB en las células HEK-293, células disueltas en buffer PBS
fueron irradiadas en un rango de dosis entre 10 y 1000 J/m®. Se determinaron las células viables
mediante la técnica de viabilidad por exclusion del colorante azul de tripano (ver abajo). Por
altimo, en los estudios de determinacion de la dosis a usar en el ensayo cometa usando células
HEK-293, las células disueltas en buffer PBS fueron irradiadas a las dosis 194, 297 y 408 J/m?.

Las condiciones de irradiacion para células HEK-293, fueron las mismas usadas en bacteria.

2.5 Citotoxicidad de los compuestos y su antigenotoxicidad frente a UVB en Escherichia

coli PQ37

La citotoxicidad de un compuesto puede producir resultados de antigenotoxicidad falsos
positivos con ensayos in vitro como el SOS Chromotest (Zeiger 2007). EI SOS Chromotest es un
ensayo colorométrico basado en la activacion del gen de la f-galactosidasa, lo cual se evidencia
en la induccion de la enzima codificada por ese gen. Algunos compuestos que inhiban la sintesis
de proteinas podrian inhibir la accion de la [B-galactosidasa, causando una interpretacion
equivocada. Por lo tanto, se usa en paralelo un ensayo con la enzima fosfatasa alcalina, cuya
actividad de hace constitutiva en la cepa PQ37 por una mutacion. De esta manera, se puede
evaluar cuando un compuesto es realmente antigenotdxico y cuando su antigenotoxicidad se
asocia a su citotoxicidad en determinado modelo. Para superar esta limitacion se consider6 la
inhibicion de la actividad fosfatasa alcalina (ver abajo) como criterio de citotoxicidad durante el
ensayo. Para cada compuesto estudiado (apigenina, naringenina, pinocembrina, curcumina,
quercetina, escualeno) y el control usado para comparacion (EGCG); se estimd la minima

concentracion que produce significativa (p < 0,05) inhibicion de la actividad fosfatasa alcalina
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(CAPSI, de sus siglas en inglés) en la estirpe PQ37. Los valores de CAPSI < 25 uM, se
consideraron concentraciones citotoxicas biolégicamente relevantes para los compuestos
ensayados (Cos et al. 2006). Se realiz6 un minimo de tres experimentos independientes por
tratamiento con cuatro repeticiones.

El potencial antigenotoxico frente a UV de los compuestos estudiados fue evaluado mediante
el ensayo SOS Chromotest (Quillardet et al. 1985) y usando un disefio de co-incubacion segun lo
descrito por Fuentes et al. (2006). Basicamente, el cultivo fresco de la estirpe E. coli PQ37 a una
DOgoonm = 0.4, se diluyd cinco veces en medio LB 2X, se mezcl6 en una proporcion 1:1 con cada
una de las concentraciones a evaluar del compuesto, y finalmente fue irradiado segun se indico
en el acépite 2.4. Luego de la irradiacion, las celulas fueron recuperadas en tubos de
microcentrifuga e incubadas por 2 horas a 37°C. En cada experimento, se incluyd un control
negativo (agua destilada) y uno positivo (10 J/m? de UVB). Se desarrollaron al menos tres
experimentos independientes con cuatro replicas cada uno.

Los ensayos enzimaticos R-galactosidasa y la Fosfatasa alcalina se desarrollaron en
microplacas Brand de 96 pozos (Wertheim, Alemania) segin lo descrito por Quintero et al.
(2012). Béasicamente estos consistieron en lo siguiente. Ensayo enzimdtico de [-galactosidasa
(BG): En las microplacas se mezclaron 135 ul de buffer Z y 15 ul de células de los tratamientos y
controles, para facilitar la lisis celular. Posterior a 20 min, la reaccion enzimaética inici6 al
adicionar 30 pul de solucién stock de orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG) preparada a 4
mg/ml de buffer fosfato (0.1 M, pH 7.0) y se dej6 en incubacion durante 40 min. La reaccion se
detuvo afiadiendo 100 pl de soluciéon 1 M Na,COg3. Ensayo enzimatico fosfatasa alcalina (FA):
En las microplacas se dispensaron 135 pl de buffer T (1 M Tris HCI, pH 8.8) y 15 ul de células

de los tratamientos y controles, para facilitar la lisis celular. Posterior a 20 min se adicion6 30 pl
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de la solucidn stock de p-nitrofenilfosfato (PNPP) preparada a 4 mg/ml de buffer T y se incubo
durante 40 minutos para desarrollar la reaccion enzimatica. La reaccion se detuvo afiadiendo 50
ul de la solucién 2,5 M HCl y cinco minutos después se agregd 50 pl de solucion 2 M TRIS. Las
lecturas espectofotométrica se realizaron a una DOa4zonm €n un espectrofotometro Multiskan GO
(Thermo Scientific, MA, USA).

El criterio de genotoxicidad utilizado fue el factor de induccion SOS (I) segin se describe a

Unidades BG

Unidades FA) en las

continuacion: | = R/R,; donde R es la relacion entre las unidades de la G y FA (R =

células tratadas (t) y no tratadas (nt) del ensayo. Finalmente, para cada tratamiento se calculo el

Porcentaje de Inhibicion de la Genotoxicidad (%I1G) segln se indica en la siguiente férmula:

Lo —1
%IG =1 — <2 Basal v 100
IUVB - IBasal

donde Ico es el factor de induccion SOS en células del co-tratamiento (compuesto + UVB),
Isasal €S €l factor de induccion SOS basal (control negativo) e Iyys €s el factor de induccion SOS
de las células tratadas solo con UVB (control positivo). De esta manera, el %IG representa la
capacidad de la sustancia ensayada para proteger el material genético del efecto genotdxico de la
UVB. Ademas, se estimd la minima concentracion que produce significativa (p < 0,05)
inhibicion de la genotoxicidad (CGI) en la estirpe PQ37. Se realizO un minimo de tres

experimentos independientes por tratamiento con cuatro repeticiones.
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2.6 Citotoxicidad de la UVB en la estirpe celular HEK-293

Después de 24 horas de incubacion post-irradiacion en CO; (5%) a una temperatura de 37 °C, las
células fueron tratadas con tripsina-EDTA vy luego colectadas para centrifugacion a 1800 rpm
durante 3 minutos. El pellet celular colectado fue disuelto con 100 pL de buffer PBS. La
suspension celular fue mezclada con idéntico volumen de azul de tripano (0,4%), para
determinar el ndmero de células viables (Freshney 2005). Las células vivas que tienen sus
membranas celulares intacta, no permiten el paso del colorante; por el contrario, las células
muertas con algun grado de deterioro en sus membranas permiten el ingreso del azul de tripano
al citoplasma y se observan azules al microscopio. El conteo de células vivas y muertas se
desarroll6 manualmente con la ayuda de una camara de Neubauer usando un microscopio éptico
modelo Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc. NY, USA).

Se determind la Dosis Letal Media (LDsp) 0 aquella dosis que destruye el 50% de la poblacion
celular usando el método grafico (Ara et al. 2009): Este método grafica la mortalidad de los
individuos en forma de viabilidad (logaritmo del porcentaje de viabilidad), en funcién lineal de
la dosis. Usando esta escala lineal se puede estimar el LDsy y sus limites de confianza por
interpolacion. Para los estudios de citotoxicidad, se desarrollaron un total de tres experimentos

independientes con dos réplicas cada uno.

2.7 Genotoxicidad de la UVB en la estirpe celular HEK-293

En los estudios de genotoxicidad de la UVB en células HEK-293, se consideraron dosis

inferiores al LD3o; es decir, dosis donde la sobrevivencia celular fue superior al 70% (ver acapite
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2.4). Para determinar si existia relacion entre los indicadores de dafio genético medidos por el
ensayo Cometa y la induccion de fotoproductos (CPD y 6-4PP) en la estirpe celular HEK-293, se
usd en un principio el protocolo descrito por Singh et al. (1988) con las modificaciones
propuestas por Diaz et al. (2009) y Valencia et al. (2011) para la tincion y la lisis
respectivamente. Resumiendo, en este procedimiento se utiliza la enzima pK para la lisis, y el
colorante nitrato de plata para la tincion. Asimismo, este protocolo no afiade ningin paso
adicional para la deteccién de fotoproductos. Después se implement6 el ensayo Cometa segin lo
descrito por Collins et al. (1997a), que incluye el uso de una enzima para hacer el ensayo
sensible a medicion de dafios por UVB. Este ensayo fue el que finalmente se realizd para las
pruebas de genotoxicidad. El procedimiento se resume a continuacién. Después de 24 horas de
incubacion post-irradiacion en CO, (5%) a una temperatura de 37 °C, las células HEK-293
fueron tratadas con tripsina-EDTA y luego colectadas para centrifugacion a 5000 rpm durante 10
minutos. El pellet celular colectado, fue disuelto en 20 pL de Proteinasa K (0.19 mg/mL)
preparada en Buffer PK (50mM Tris-HCI, 10mM CaCl, pH 8) y mantenidas a temperatura
ambiente por una hora para permitir la lisis celular. Se llevé a cabo una segunda centrifugacién
bajo las mismas condiciones, pero el pellet obtenido fue disuelto en 100 puL de NaCl 0.85% (para
los experimentos sin EndoV—T4), o en 100 pL (5u) de la enzima EndoV—T4 preparada en
buffer de la enzima (Na,PO, 25 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Ditiotreitol 1 mM, pH 7.2), y
se incubd por 30 minutos a 37 °C. Esta enzima endonucleasa reconoce los CPDs y 6-4PP
producidos por la UVB por ambos extremos y corta el ADN dafiado; produciendo fragmentacion
del cromosoma celular (Schuch et al. 2009). Las muestras fueron nuevamente centrifugadas y el
pellet fue disuelto en 10 pL de una solucion de NaCl (0.85%). Estas muestran se mezclaron con

75 pL de agarosa de bajo punto de fusion preparada al 1% y se dispensaron sobre laminas
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portaobjetos que contenian una capa de agarosa de grado molecular preparada al 1.3%. Por
ualtimo, las I&minas se cubrieron con cubreobjetos y se dej6 solidificar la agarosa por 15 minutos
a una temperatura de 8 °C.

Posterior a la polimerizacién de la agarosa, los cubreobjetos fueron removidos y las l&minas
colocadas en una cubeta de electroforesis horizontal para Ensayo Cometa (Cleaver Scientific
Ltda, Warwickshire, UK). La electroforesis se desarroll6 en buffer alcalino (0.3 N NaOH, 1 mM
EDTA, pH 13), con 300 mA y 25V, a una temperatura de 4 °C durante 25 minutos para permitir
la desnaturalizacion y migracion del ADN. Los portaobjetos fueron lavados durante 5 minutos
con un tampdn de neutralizacion (0,4 M Tris, pH 7,5) con el fin de eliminar los restos de alcali.
La tincion se realizo6 con nitrato de plata segun lo indicado por Diaz et al. (2009).

El nivel de dafio en el ADN observado en los cometas obtenidos, fue determinado
visualmente usando un microscopio optico Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc. NY, USA). La
tipificacion de los nucleos en cinco categorias de dafio, se desarrollé segin lo indicado por
Collins et al. (1997b). Las categorias consideradas fueron las siguientes: Ny, células no dafadas;
N, células con dafio bajo; N, células con dafio medio; N3, células con dafio alto; Ng4, células con
dafio severo. El nivel de dafios en el ADN se expreso de acuerdo al indice de Dafio Genético
(GDI) como sigue: GDI = (Nox0 + N1x1 + Nox2 + N3x3 + Ngx4) / n; donde N; es el nimero de
nacleos en cada categoria, y n es el nimero de células contadas por I&mina (Pitarque et al. 1999).
El GDI por tratamiento se promedio y el criterio de dafio fue el siguiente: i) no hay dafio (entre
0-1 GDI), ii) poco dafio (entre 1-2 GDI), iii) dafio moderado (entre 2-3 GDI) vy, iv) dafio severo
(entre 3-4 GDI). Se desarrollaron al menos tres ensayos independientes para cada tratamiento
(dosis UVB) y se usaron dos laminas por tratamiento. Se contaron un total de 200 células por

cada lamina. En todos los ensayos, siempre se incluyeron controles de células no irradiadas.
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2.8 Citotoxicidad de los compuestos y su antigenotoxicidad frente a UVB en células

humanas HEK-293

Para determinar la citotoxicidad de los compuestos estudiados en las células HEK-293, se uso el
ensayo de exclusion con azul de tripano. Las células fueron mezcladas con el compuesto a
avaluar en proporcion 1:1 e incubadas por 24 horas bajo condiciones de CO, (5%) y a una
temperatura de 37°C. Para cada compuesto, se evaluaron las 5 concentraciones mas altas usadas
en los estudios con bacterias. Las células fueron desprendidas y centrifugadas para el desarrollo
de la tincion con azul de tripano; la cual se desarroll6 segun lo indicado en el acépite 3.6.

El conteo de células vivas y muertas se desarroll6 manualmente con la ayuda de una cdmara
de Neubauer usando un microscopio 6ptico modelo Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc. NY,
USA). Se desarrollaron un total de tres experimentos independientes con dos réplicas cada uno.
Los resultados se expresaron como porcentajes de viabilidad celular (%VC) cémo indicd Strober
(2015):

% VC = Células Vivas + 100,

Células Totales

Para los estudios de antigenotoxicidad de los compuestos frente a la UVB usando el modelo
celular HEK-293, se usé siempre una dosis de 408 J/m? de UVB; la cual mostrd niveles
importantes de dafio genético en el citado modelo (ver acépite de resultados). La
antigenotoxididad de los compuestos frente a la UVB en la estirpe celular HEK-293, se evalud
usando el ensayo Cometa modificado descrito en el acépite 3.7. Dado que la enzima endoV—T4
reconoce y corta de manera especifica los CPDs y 6-4PP producidos por la UVB (Schuch et al.
2009); cualquier reduccion del dafio detectado significa que el compuesto en cuestion reduce los

niveles de fotoproductos en el ADN. La preparacion de las ldminas portaobjetos, electroforesis,
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lavados y determinacién del dafio genético en cada uno de los co-tratamientos, fue desarrollado
segun lo descrito en el acépite 3.7. Se desarrollaron al menos tres ensayos independientes para
cada co-tratamiento (compuesto + UVB) y se usaron dos ld&minas por tratamiento. Se contaron un
total de 200 células por cada lamina. En todos los ensayos, siempre se incluyeron controles
negativos (células no irradiadas mantenidas en buffer PBS) y controles positivos (células
irradiadas a 408 J/m? de UVB). Se consideré que una molécula fue antigenotoxica frente a la

UVB cuanto el indice GDI mostré una significativa reduccion respecto al control positivo.

2.9 Andlisis estadistico

Se calcularon valores promedios (CAPSI, %Gl, %VC y GDI) y sus correspondientes errores
estandar. Se realizo el test de Kolmogorov-Smirnov para probar la normalidad de los datos y una
prueba de F-méxima para probar la homogeneidad de varianza. Las diferencias entre
tratamientos fueron evaluadas aplicando una prueba posteriori de Tukey. Para todos los analisis
estadisticos, se considerd una p < 0,05. La totalidad de los andlisis fueron llevados a cabo en el

programa R (R-Core-Team 2013).
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3. Resultados

3.1 Citotoxicidad de los compuestos y su antigenotoxicidad frente a UVB en células de

Escherichia coli PQ37.

En la Tabla 1 se presentan los estimados de citotoxicidad (valores de CAPSI) en el SOS
chromotest, para los compuestos apigenina, curcumina, naringenina, pinocembrina, quercetina,
escualeno y para el compuesto EGCG usado como control de fotoproteccion. Solo los
compuestos con valores CAPSI < 25 uM son considerados con citotoxicidad biol6gicamente
relevante (Cos et al. 2006); por tanto, en el presente estudio ninguno de los compuestos
evaluados resultd prominentemente citotoxico en el SOS Chromotest. Basado en los valores
CAPSI de cada compuesto, su citotoxicidad relativa fue como sigue: naringenina (37,7 uM) >
pinocembrina (61,0 uM) > EGCG (107,5 puM). Los restantes compuestos no inhibieron la
actividad constitutiva de fosfatasa alcalina en este modelo. Complementariamente, en el anexo 5
se pueden observar los datos netos de genotoxicidad obtenidos para cada compuesto, de los
cuales se concluye que ningin compuesto evidenci6 actividad genotoxica bajo las condiciones

estudiadas.
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Tabla 1. Valores de CAPSI y CGI de los compuestos estudiados obtenidos con el ensayo SOS
Chromotest.

Compuestos CAPSI CaGl
(M) (HM)
Apigenina NI 72%0
Curcumina NI 33,1+0
Naringenina 37,70 37,70
Pinocembrina 61,00 1500
Quercetina NI 2580
Escualeno NI 3215,0+0
EGCG 10750 1075+ 0

NI: No inhibicién. CAPSI: Inhibicion de la actividad fosfatasa alcalina. CGl: Inhibicion de la

genotoxicidad

En la Figura 1, se muestran los valores de %IG obtenidos en las curvas dosis respuesta de

cada compuesto. Estos indican que los compuestos inhibieron la genotoxicidad inducida por la

UVB con al menos una de las concentraciones evaluadas.

CO-TRATAMIENTOS COMPUESTOS VEGETALES + UVB
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Figura 3. Efecto antigenotoxico de los compuestos contra la UVB expresado como %IG.



ESTUDIO DEL POTENCIAL PROTECTOR | 38

La barra de error indica el error estdndar de la media calculada a partir de cuatro (4)

experimentos independientes con tres (3) replicas cada uno. Eje x logaritmizado.

Basado en los valores CIG de cada compuesto (Tabla 1), el potencial antigenotéxico frente a
UVB fue como sigue: apigenina (7,2 pM) > pinocembrina (15,3 puM) > quercetina (25,8 uM) >
curcumina (33,1 pM) > naringenina (37,7 uM) > EGCG (107,5 pM) > escualeno (6430 uM).
Como se puede constatar, cinco (5) compuestos (apigenina, pinocembrina, quercetina, curcumina
y naringenina) mostraron un significativo efecto antigenotoxico a concentraciones menores a la
requerida en el caso del EGCG; compuesto usado como control de fotoproteccion. Los
compuestos naringenina y EGCG mostraron valores de CAPSI idénticos a su valor CIG,
sugiriendo que su antigenotoxicidad fue posiblemente asociada a su citotoxicidad en este

modelo.

3.2 Citotoxicidad y genotoxicidad de la UVB en la estirpe celular HEK-293

Para estudiar el efecto citotoxico de la UVB en el modelo celular HEK-293 se evalud la
viabilidad celular tifiendo con el colorante azul de tripano. A tales fines, se irradiaron las células
en un rango de dosis UVB entre 10 y 1000 J/m?. En la Figura 2 se muestran los resultados
obtenidos de la curva dosis respuesta, evidenciando la existencia de una significativa correlacion

entre dosis de radiacion y viabilidad celular (R = - 0.97, p < 0.05).
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Figura 4. Efecto de la radiacion UVB sobre la viabilidad de las células HEK-293.

Por tanto, a medida que aumenta la dosis de radiacion UVB disminuye la viabilidad celular
del modelo HEK-293. Usando el método gréfico, los valores DLso, DL3y DLys y DLy fueron
calculados en 945, 408, 297 y 194 J/m? respectivamente. Estos resultados mostraron que el
modelo celular HEK-293 resulté menos sensible a la UV que la cepa E. coli PQ37; posiblemente
porque esta Ultima es dificiencia para la NER (uvrA). Considerando los eventos mutagénicos
medibles ocurren generalmente a dosis sub-toxicas de UVB (ej: DL3p donde sobreviven mas del
70 % de las células irradiadas), se escogieron las dosis DL3y DLys y DLyg para evaluar el efecto
genotoxico de la UVB en el modelo de estudio.

El dafio genotdxico causado por la UVB en células HEK-293 se midido mediante el ensayo
Cometa. Como indicamos en el acapite de materiales los métodos, el ensayo se realiz6 siguiendo
la metodologia descrita por Collins et al. (1997a), con modificaciones. La modificacion principal

fue desarrollar una lisis enzimatica con Proteinasa K, en lugar de una lisis quimica en
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condiciones alcalinas; seguida de una segunda hidrolisis enzimatica con la enzima EndoV—T4.
Esta Ultima enzima, reconoce especificamente los CPDs y 6-4PP producidos por la UVB
(Schuch et al. 2009).

En la Figura 5 se muestran las diferentes categorias de dafio obtenidas en las células HEK-293
usando el protocolo modificado. Los resultados obtenidos muestran que la combinacién de dos
pasos consecutivos de lisis enzimética con Proteinasa K y EndoV—T4, permitié evidenciar la
existencia de ndcleos desnudos con muy bajo nivel de dafio genético en el control no irradiado.
Por el contrario, en las muestras irradiadas a diferentes dosis se evidenciaron diferentes niveles
de roturas del ADN asociadas con la hidrdlisis enzimatica de CPD y 6-4PP producidos por la

UVB.

Figura 5. Clasificacion visual de los Cometas de las células Hek-293 en cinco (5) categorias
(0—4) de acuerdo a la propuesta de Collins et al. (1997b).

Los Cometas fueron tefiidos con nitrato de plata como indicado por Diaz et al. (2009). El
namero de nacleos en las diferentes categorias fueron como sigue: Ny, células no dafiadas; Nj,
células con dafio bajo; N, células con dafio medio; N3, células con dafio alto; N4, células con
dafio severo.

En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos de la curva dosis respuesta, evidenciando
que en ausencia de EndoV—T4 no se producen incrementos significativos del GDI respecto al

control no irradiado. Tampoco se evidencio una relacion dosis respuesta para estas dosis (R =
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0.04, p = 0.96 n.s.). Esto nos indica que, bajo tales condiciones experimentales el ensayo cometa
no detectd los dafios producidos en el ADN por la UVB. Por el contrario, en presencia de
EndoV—T4 los valores de GDI fueron significativos a partir de la dosis 194 J/m?
Adicionalmente, se evidencid una clara relacion dosis respuesta en el rango de dosis estudiado
(R =0.99, p < 0.05). Con base en tales ensayos, se escogié una dosis de 408 J/m? para desarrollar

los ensayos de antigenotoxidiad; la cual produjo el valor de GDI mas alto (GDI = 2.94 + 0.08).

INFLUENCIA DE LA ENZIMA ENDOV-T4 EN EL ENSAYO COMETA
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Figura 6. Efecto genotoxico de la UVB en células HEK-293 evaluado mediante el ensayo
Cometa en ausencia (0) y presencia (@) de la EndoV—T4.

Se presentan los valores de GDI y sus correspondientes errores estandar calculados a partir de

tres experimentos independientes con dos replicas cada uno. GDI: indice de dafio genético.



ESTUDIO DEL POTENCIAL PROTECTOR | 42

3.3 Citotoxicidad de los compuestos y su antigenotoxicidad frente a UVB en células

humanas HEK-293

Para estos ensayos de citotoxicidad y antigenotoxicidad frente a la UVB se escogieron los
flavonoides apigenina, naringenina y pinocembrina; los cuales han sido identificados como
compuestos mayoritarios promisorios en extractos de especies del género Lippia (Stashenko et
al. 2013) (Anexo 4). Adicionalmente, se incluyé como control el compuesto EGCG; el cual ha
mostrado propiedades fotoprotectoras (ver acapite 3.1)

Previo a estudiar el efecto antigenotoxico frente a UVB de los compuestos, se evalud su
citotoxicidad en el modelo HEK-293. En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos de la
curva dosis respuesta, evidencidndose que solo las concentraciones mas altas de los compuestos
apigenina (116 pM), naringenina (2410 puM), pinocembrina (488 uM) y EGCG (3440 uM),

resultaron significativamente citotoxicas (p < 0.05) al ser comparadas con el control no tratado.



ESTUDIO DEL POTENCIAL PROTECTOR | 43

CITOTOXICIDAD COMPUESTOS VEGETALES

100

80

80

% Viabilidad

40

20

10 20 50 100 200 500 1200 3000
Concentracion [uh]

o] Apigenina @ Eccc @ Maringenina 2} Pinocembrina

Figura 7. Citotoxicidad de los compuestos apigenina, EGCG, naringenina y pinocembrina en el
modelo celular HEK-293.

Se presentan los valores de % de viabilidad y sus correspondientes errores estandar calculados
a partir de al menos tres experimentos independientes con dos replicas cada uno. Los
tratamientos con valores de viabilidad inferior al 70 % (linea discontinua) son considerados
citotoxicos.

Como promedio, concentraciones menores a las aqui indicada para cada compuesto resultaron
en porcentajes de viabilidad superior al 70% (Linea discontinua en la Figura 5). Con base en
tales ensayos, se escogieron las siguientes concentraciones de compuestos para los estudios de
antigenotoxicidad: Apigenina (14, 29 y 58 puM), naringenina (151, 301 y 602 uM), pinocembrina

(61, 122 y 244 uM) y EGCG (430, 860 y 1720 UM).
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En la Figura 7, se muestran los resultados obtenidos de los ensayos de antigenotoxicidad de
los compuestos apigenina, naringenina, pinocembrina y el compuestos fotoprotector EGCG,

usado como control para comparacion.
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Figura 8. Efecto antigenotodxico en células HEK-293 de los compuestos apigenina, naringenina,
pinocembrina y EGCG frente a UVB expresado como GDI.

Las barras de error representan el error estandar calculada a partir de tres (3) experimentos
independientes con dos (2) replicas cada uno. Los asteriscos sobre las barras, indican los
tratamientos que reducen significativamente (p < 0.05) la genotoxicidad de la UVB.

El compuesto apigenina mostré una significativa reduccién del indice GDI a las
concentraciones 29 y 58 uM; con porcentajes de reduccion de dafios en el ADN de 19% y 29%,
respectivamente. La naringenina mostrd reduccién significativa del dafio genético a las tres
concentraciones ensayadas (151, 301 y 602 pM); con porcentajes de reduccion de dafios en el

ADN de 17%, 27% y 31%, respectivamente. Por Ultimo, el compuesto pinocembrina mostro una
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significativa reduccion del indice GDI a las tres concentraciones ensayadas (61, 122 y 244 uM);
con porcentajes de reduccion de dafios en el ADN de 34%, 48% y 67%, respectivamente).
Comparando con los resultados obtenidos con el EGCG, el cual mostrd una reduccion del dafio
genético del 34% a la mayor concentracion ensayada (1720 uM), los tres flavonoides estudiados
mostraron efectos antigenotoxicos con reduccién de dafio genético a concentraciones
relativamente méas bajas. En especial, el compuesto pinocembrina resulté muy promisorio por su
potencial antigenotdxico frente a la UVB y debe ser un candidato objeto de nuevos estudios para

perfilar sus mecanismos de accion fotoprotectora.

4. Discusion

En la presente investigacion se demostré que compuestos polifendlicos presentes en plantas de la
diversidad colombiana (ver Stashenko et al. 2013), poseen propiedades antigenotdxicas contra la
UVB, tanto en bacterias como en células humanas. Asi, los compuestos antes mencionados
podrian ser un complemento Util para la formulacién de protectores solar.

Los compuestos apigenina, curcumina, naringenina, pinocembrina y quercetina, disminuyen
el dafio genético causado por la radiacién UVB en el ensayo SOS Chromotest a concentraciones
menores que el EGCG, un compuesto con conocidas propiedades fotoprotectoras (Elmets et al.
2001; Morley et al. 2005; Schwarz et al. 2008; Meeran et al. 2006, 2009; Afaq & Katiyar 2011;
Katiyar 2011). Como indicamos en la introduccion, el SOS Chromotest es un ensayo altamente

sensible a la radiacion ultravioleta (Quillardet & Hofnung 1984). Cuando las células de E. coli
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PQ37 son expuestas a UVB, los CPD y 6-4PP producidos inducen la respuesta SOS (Huisman &
D’Ari 1981). Por lo tanto, una reduccion en la respuesta SOS, cuando las células son irradiadas
en presencia de los compuestos antes mencionados, puede ser interpretada como: i) una
reduccion en la produccién de dafios genéticos, ii) un incremento en los eventos de reparacion o
eliminacién de las lesiones en el ADN, iii) que ocurrié la restauracion de la division celular, o,
iv) la combinaciéon de algunas de las anteriores. Como se indica en el Anexo No. 1, varios
compuestos polifendlicos pueden producir tales efectos celulares a travez de diferentes modos de
accion fotoprotectora.

Previos estudios que usaron modelos bacterianos, han mostrado el potencial antigenotdxico o
antimutagénico frente a la UV de los polifenoles de plantas. Por ejemplo, el compuesto
carotenoide norbixina presente en las semillas de la especie Bixa Orellana, inhibe la induccion
de la respuesta SOS en Escherichia coli (Junior et al. 2005). Adicionalmente, los compuestos
terpenos tujona, cineol y alcanfor, presentes en el aceite esencial de la especie Salvia officinalis;
protegen el ADN del efecto mutagénico de la UV en E. coli y S. typhimurium (Simi¢ et al. 1998;
Knezevié-Vukeevic et al. 2005; Vukovié-Gaci¢ et al. 2006; Nikoli¢ et al. 2011).

Dado que en este estudio se uso la cepa PQ37, la cual es defectuosa para la reparacion por
escision de nucledtidos (uvrA) y que mantiene inducido el gen sulA ain después de 240 minutos
pos-irradiacion (Prada-Medina et al. 2016); se asume que la reduccién de la respuesta SOS en los
co-tratamientos de varios compuestos estudiados es consecuencia de una reduccién en la
produccién de CPD o 6-4PP; dado por su capacidad de absorcion de fotones de luz UV
(Stevanato et al. 2014). Estos autores mostraron que los compuestos apigenina, naringenina,
pinocembrina y quercetina; presentan sus picos de absorcién maxima (Amax) @ l0s 330, 290, 290 y

375 nm; respectivamente. Esto indica, que la naringenina y la pinocembrina absorben
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mayormente la energia de fotones en el rango UVB (280 — 320 nm) usado en este estudio;
mientras que la apigenina y la quercetina lo hacen mayormente en el rango espectral de la UVA
(320 — 400 nm). Asi, estos dos ultimos compuestos podrian ejercer su accion antigenotoxica por
mecanismos diferentes a la absorcién de energia de fotones de la UVB.

Prada-Medina et al. (2016) mostrd que la cepa isogénica E. coli IN602 (recB); la cual es
deficiente para la helicasa/nucleasa RecBCD, presenta una alta sensibilidad a la UVB
comparable con la PQ37. Adicionalmente, Estevez-Castro (2017) mostré que compuestos
polifenoles como el carvacrol, p-cimeno, pinocembrina, apigenina y resveratrol pueden modular
los procesos de reparacion de dafios genéticos y de restauracion de la division celular. Por lo
tanto, la estimulacion de los mecanismos de reparacién de estas lesiones via recombinacion
homéloga en E. coli PQ37, no puede descartarse como un posible mecanismo de proteccion del
ADN de estos compuestos. Cualquiera sea el mecanismo de accidn antigenotoxica de estos
compuestos su combinacién nos permitiria el desarrollo de protectores solares de amplio
espectro; los cuales absorben energia en un rango de la luz solar de relevancia en humanos (UVA
— UVB).

En esta tesis ademés se uso, un modelo celular humano (HEK-293) para profundizar en los
mecanismos de accion antigenotdxica de compuestos polifenoles como la apigenina, naringenina
y pinocembrina; los cuales son compuestos mayoritarios de extractos de especies del género
Lippia que tienen un alto potencial farmacoldgico (ver Stashenko et al. 2013). En este caso, se
usod una variante del ensayo Cometa para medir el efecto genotoxico de la UVB. En dicha
variante, se modifico el paso de lisis celular usando detergente y sales bajo condiciones alcalinas
descrito por Singh et al. (1988); por dos pasos consecutivos de lisis enzimatica usando

Proteinasa K y EndoV—T4 bajo condiciones de pH neutro.
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La lisis enzimatica con Proteinasa K se usé dado que esta permite desarrollar la lisis celular
bajo condiciones neutras de pH donde se minimiza la produccién de sitios alcalinos labiles en el
ADN (ver anexo No. 2). Los resultados en la Figura 1 revelaron que la lisis enzimética con
Proteinasa K fue adecuada para obtener nicleos desnudos con niveles basales de roturas de ADN
consistentemente bajos. Como se conoce (Merk et al. 2000; Singh 2000), la Proteinasa K digiere
proteinas asociadas con nucleos; accién que facilita el desenrollamiento del ADN tal como
ocurre en los tratamientos alcalinos.

Adicionalmente, la hidrolisis enzimética de sitios CPD y 6-4PP usando la EndoV—T4,
produjo roturas en el ADN dependiente de la dosis de UVB. Por el contrario, las células
irradiadas con UVB pero no hidrolizadas con EndoV—T4, no mostraron un aumento
significativo de roturas en el ADN. Estos resultados indican que los fotoproductos inducidos por
UVB son solo aquellos sensibles a la EndoV—T4; es decir los CPD y 6-4PP, como se ha
indicado previamente (Mitchell 1988; Pfeifer 1997; Mouret et al. 2006). Igualmente, los
resultados son indicativos de que bajo las condiciones experimentales y de irradiacion aqui
usadas, los niveles de dafios oxidativos inducidos por la UVB son minimos e imperceptibles al
ensayo de Cometa. En resumen, los resultados descritos en la Figura 4 muestran que la version
del ensayo Cometa aqui descrita proporciona una buena estimacion de los niveles de CPD vy 6-
4PP inducidos por la UVB.

Previos estudios han desarrollado modificaciones del ensayo Cometa para hacerlo sensible a
los tipos de dafios producidos por la UV (ver Anexo No. 2). Por ejemplo, Gedik et al. (1992)
usaron un inhibidor de la sintesis de ADN (afidicolina) para producir acumulacion de rupturas de
ADN en sitios de reparacion incompletos en células de epitelio humano (HeLa); los cuales

fuesen detectables por el ensayo de Cometa. Collins et al. (1997a) fueron los primeros en utilizar
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la EndoV—T4 para producir roturas de ADN en células de ovario de hamster chino (CHO-AAS,
UV5, UV61 y UV231), afiadiendo al ensayo Cometa una etapa adicional de lisis enzimatica. Esta
modificacion aumentd la sensibilidad del ensayo para la deteccién de dimeros (2-2,5 x 10°
daltons) a dosis tan bajas como 0,1 J/m? de UVC. Este protocolo, con pequefias modificaciones,
fue usado con éxito por Sauvaigo et al. (1998) para la deteccion de CPD en fibroblastos
humanos; quienes ademas usaron un paso de inmunodeteccion con anticuerpos especificos para
CPD posterior al ensayo Cometa para su comparacion. Por ultimo, Lemay & Wood (1999)
usaron el paso adicional de inmunodeteccion con anticuerpos especificos para 6-4PP posterior al
ensayo Cometa en células de linfoma de raton (WEHI 7.1 BALB/c). La variante del ensayo
desarrollada en la presente tesis, fue reproducible y lo suficientemente sensible para detectar
roturas de ADN a dosis no citotoxicas de UVB en células HEK-293 humanas. Estos resultados
fueron comparables con los obtenidos previamente para células de fibroblastos humanos
(Sauvaigo et al. 1998).

El presente trabajo evidencié que los compuestos apigenina, naringenina y pinocembrina
protegen las células HEK-293 humanas del efecto genotdxico de la UVB, reduciendo el nivel de
fotoproductos (CPD y 6-4PP) inducidos por este agente. El poder protector de estos compuestos
fue superior al mostrado por el EGCG, un conocido compuestos fotoprotector.

Previos estudios han mostrado que la apigenina y la naringenina tienen efecto fotoprotector
frente a la UVB (EI-Mahdy et al. 2008; Das et al. 2013). La apigenina, inhibe la induccién de
CPD y ROS en queratinocitos humanos irradiados y estimula la reparacion por escision de
nucleotidos. Por su parte, la naringenina inhibe la apoptosis inducida por la UVB y estimula la
eliminacion de CPD inducidos por UVC. De acuerdo a nuestro conocimiento, no existen reportes

previos sobre el efecto fotoprotector de la pinocembrina; aunque los extractos de propolio (bee
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glue) y de Lippia graveolens que muestran alto contenido de pinocembrina tienen propiedades
fotoprotectoras (Gregoris et al. 2011; Garcia-Bores et al. 2017). Nuestros resultados soportan la
hipotesis que la antigenotoxicidad de estos tres compuestos se debe a su capacidad de absorcion
de fotones UV (Stevanato et al. 2014); inhibiendo asi la formacion de fotoproductos en el ADN.
Ademas, estos compuestos podrian estimular las vias celulares de reparacion de fotoproductos
como se ha evidenciado para otros polifenoles (Anexo No. 1).

Como se indica en el Anexo No. 1, los compuestos polifendlicos pueden proteger las células
humanas mediante otros mecanismos diferentes a los dos indicados arriba, entre estos: i) el
fortalecimiento el sistema de defensa antioxidante celular, ii) la inhibicién de los eventos de
mutagénesis celular, iii) la inhibiendo los procesos inflamatorios, iv) modulando las rutas de
sefiales para la transduccién de genes criticos y, v) estimulando el sistema inmune. Los
compuestos apigenina, naringenina y pinocembrina, muestran un potente efecto antioxidante
(Anexo No. 3). Por tanto, ellos podrian ejercer su efecto fotoprotector mediante un mecanismo
de secuestro de ROS, los cuales son también inducidos por la UVB (Feng et al. 2006). Asi, los
compuestos antes mencionados podrian actuar simultaneamente por diferentes mecanismos y en
conjunto producir efectos sinérgicos y/o complementarios como ha sido recientemente mostrado
para mezclas de compuestos terpenos (Quintero et al. 2017).

En resumen, el presente trabajo de tesis presenta claras evidencias del potencial protector del
ADN de compuestos polifenolicos presentes en plantas de la diversidad colombiana. Estos
compuestos, en particular la apigenina, naringenina y pinocembrina, reducen la genotoxicidad de
la UVB tanto en bacterias como en células humanas. Ellos protegen al ADN celular de la UVB
inhibiendo la formacion fotoproductos detectables con la enzima EndoV—T4 (CPD y 6-4PP);

posiblemente como una consecuencia de su capacidad de absorber fotones de la luz UV o de
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fortalecer la capacidad de reparacion celular de estos tipos de lesiones en el ADN. Dado que
estos compuestos muestran ademas actividad antioxidante, ellos también podrian reducir el estrés
oxidativo producido por la UVB. EIl trabajo aporta nuevo conocimiento sobre los posibles
mecanismos de accion fotoprotectora de los mencionados compuestos y presenta al compuesto
pinocembrina como un novedoso y Util candidato para el desarrollo de cremas o protectores
solares. Sin embargo, el trabajo fue desarrollado en modelos celulares no blancos para la
fotoproteccion en humanos; por tanto, para usar estos compuestos en cremas fotoprotectoras se
requerird estudiar sus mecanismos de accion en células de la piel humana; asi como, conocer

sobre su permeabilidad, potencia alergénica y toxicidad en modelos de animales.

5. Conclusiones

a) Los compuestos apigenina, naringenina y pinocembrina, a concentraciones no toxicas,
inhiben el dafio genético inducido por la UVB en modelos celulares bacteriano y humano. La
quercetina y curcumina mostraron su antigenotoxicidad en el modelo bacteriano.

b) La variante desarrollada en este estudio del ensayo Cometa usando Proteinasa K y
EndoV—T4, permite la deteccion fotoproductos (CPD y 6-4PP) inducidos por la UVB; por tanto,
esta técnica puede ser usada para estudiar compuestos fotoprotectores que impidan la formacion
de este tipo de lesiones o que estimulen su eliminacion del genoma.

c) Los compuestos apigenina, naringenina y pinocembrina protegen al ADN celular de la

UVB inhibiendo la formacion fotoproductos detectables con la enzima EndoV—T4 (CPD vy 6-
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4PP) o fortaleciendo la capacidad de reparacion celular de estos tipos de lesiones en el ADN.
Dado que, los compuestos naringenina y la pinocembrina absorben mayormente la energia solar
en el rango espectral de UVB (280 — 320 nm); ellos deben actuar inhibiendo la formacion de
fotoproductos. Por su parte, la apigenina absorbe mayormente en el rango espectral de la UVA
(320 — 400 nm); asi, este compuesto debe fortalecer la capacidad de reparacion de estos tipos de
lesiones en el ADN més que absorber la energia solar en el rango UVB. El uso combinado de
estos compuestos permitiria el desarrollo de protectores solares de amplio espectro.

d) Los compuestos apigenina, naringenina y pinocembrina tienen la capacidad de inhibir la
formacion de fotoproductos y/o fortalecer la capacidad de reparar estas lesiones; soportando su

potencial como quimiopreventivo en la formulacién de protectores solares.

6. Recomendaciones

a) Profundizar en los mecanismos de accion de los compuestos promisorio del presente
trabajo, usando modelos celulares de piel humana como queratinocitos y melanocitos y las
técnicas de inmuno-deteccion de CBD y 6-4PP; con el fin de complementar los resultados del
presente trabajo.

b) Estudiar si existen genes de reparacion de dafios genéticos y de respuestas antioxidantes en

las células humanas, implicados en la proteccion del ADN por los compuestos promisorios.
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¢) Estudiar la toxicidad y genotoxicidad de los compuestos promisorios en modelos in vivo;
que permita llegar a conclusiones acerca de la inocuidad y seguridad de estos compuestos en

humanos.
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Apéndices

Apéndice A. Compuestos polifenolicos de plantas que muestran actividad protectora frente

a la radiacién ultravioleta.

Compuestos Modelos (Ensayos Efectos
. Fuentes
Polifenoles usados) detectados

Apigenina Queratinocitos humanos Inhibicion de Das et al. (2013)
(ensayo cometa). Raton CPD y ROS
(ensayo de microntcleos y inducidos por
ensayo de aberraciones UVB,y
cromosomicas). Células estimulaciéon de la
de piel de raton (andlisis reparacion por
de expresion de escision de
reparacion de ADN por nucleotidos.
gPCR).

Baicalina Fibroblastos humanos Inhibicion de Zhou et al. (2008)
(inmunodeteccion CPD).  CPD inducidos

por UVB'y
acumulacion de la
proteina p53.

Alcanfor E. coli (ensayo de Inhibicion de Simi¢ et al. (1998)
reversion y ensayo de mutagenesis UV Vukovi¢-Gaci¢ et al.
recombinacion). y estimulacion de  (2006)

S. cerevisiae (ensayo de la reparacion
reversion). recombinacional.
Cineol E. coli (ensayo de Inhibicion de la Vukovi¢-Gaci¢ et al.

3-glucésido de
cianidina

reversion). S. cerevisiae
(ensayo de reversion).
Ratdn sin pelo SKH-1
(cuantificacion de
glutation, peroxidacion
lipidicay

mutagenesis
causada por UV.
Inhibicion de
CPD, y respuestas
inflamatorias y
oxidativas,

(2006)

Pratheeshkumar et al.
(2014)
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Compuestos

Modelos (Ensayos

Efectos

Polifenoles usados) detectados Fuentes
mieloperoxidasa. Anélisis  inducidas por
de expresion de las UVB.
proteinas TNF-a, PCNA y
ciclina D1.
Inmunodeteccion de NF-
kB/p65, TNF-a, IL-6,
PCNA, ciclina D1, COX-
2y CPD).
EGCG ADN de células de piel Inhibicion de Elmets et al. (2001)
humana (técnica de post- ROS, CPD e Morley et al. (2005)
marcaje con *2P). Ratén inmunosupresion  Meeran et al. (2006)
(inmunodeteccion de CPD inducida por Meeran et al. (2009)
y IL-12). Células de piel UVA vy UVB. Afaq & Katiyar (2011)
humanas Estimulacion de Katiyar (2011)
(inmunodeteccion de la reparacion por
CPD). escision de
nucleotidos via
interleucina (IL)-
12 con
subsecuente
reduccion en la
inflamacion de la
piel.
Genisteina Raton sin pelo SKH-1 Inhibicion de Wei et al. (2002)
(deteccion de 8-OHAG por CPD y 8-OHdG Moore et al. (2006)
HPLC). Queratinocitos inducidos por
humanos UVB.
(inmunodeteccion de
CPD).
Limoneno S. cerevisiae (Ensayo de Inhibicion de la Vukovi¢-Gaci¢ et al.
reversion). mutagenesis (2006)
causada por UV.
Naringenina Queratinocitos humanos Inhibicion de El-Mahdy et al. (2008)
HaCat mutantes en p53 apoptosis
(anélisis de citometriade  inducida por
flujo, analisis de la UVB, e

expresion de la proteina
Bax/Bcl2 y de la

incremento en la
remocion de CPD
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Compuestos
Polifenoles

Modelos (Ensayos

Efectos
detectados

Fuentes

Norbixina

Acido rosmarinico

Silimarina

Tujona

activacion de caspasa,
inmunodeteccion de

E. coli (SOS Chromotest).

Queratinocitos humanos
(ensayo cometa).

Queratinocitos y
fibroblastos humanos
(ensayo cometa,
inmunodeteccion de CPD,
reparacion de ADN y
analisis de la expresion
por qPCR).

E. coli (ensayo de
reversion). S. cerevisiae
(ensayo de reversion)

inducidos por
UVC.

Inhibicién de las
funciones SOS.
Inhibicién de
ROS inducidos
por UVA.
Inhibicion de la
formacion de
CPD inducidos
por UVBy
estimulacion del
proceso de
reparacion de
ADN.

Inhibicién de la

mutagénesis
inducida por UV.

Junior et al. (2005)

Psotova et al. (2006)

Katiyar et al. (2011)

Vukovié-Gagi¢ et al.
(2006)

CPD: Dimeros de pirimidina ciclobutano. ROS: Especies reactivas de oxigeno. 8-

OHdG: 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina. HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.
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Apéndice B. Condiciones de lisis celular usada en diferentes estudios para detectar dafio en

el ADN inducido por luz ultravioleta a través del ensayo cometa.

Modelo Composicion buffer Condiciones de Lisis .
- .. - Referencias

genético de Lisis pH Temperatura Tiempo
Linfocitos Paso 1: NaCl 2.5 M, Alcalino  Ambiente 1h Singh et al.
humanos Na,EDTA 100 mM, (pH 10) (1988)

Tris-HCI 10 mM,

Sarcosinato de sodio

1%,

Triton X-100 1%.
Células Paso 1: Tratamiento  Neutral 37°C 5min. Gedik et al.
humanas con afidicolinade las  (pH 8) (1992)
HelLa células irradiadas con 4°C 1lh

UVC. Alcalino

Paso 2: NaCl 2.5 M, (pH 10)
Na,EDTA 100 mM,

Tris-HCI 10 mM,
Sarcosinato de sodio
1%,
Triton X-100 1%.
Células de Paso 1: NaCl 25 M, Alcalino 4°C 1h Collins et al.
linfoma de Na,EDTA 100 mM, (pH 10) (1997)
raton Tris-HCI 10 mM, 37°C 15 min.
L5178Y. Triton X-100 1%. Neutral
Células Paso 2: Tris-HCI 10  (pH 8)
silvestres y mM, Na,EDTA 10
mutantes mM, NaCl 75 mM,
CHO AAS8 T4 endonuclease V 4
pg/mL.
Fibroblastos  Paso 1: NaCl 2.5 M, Alcalino 4°C 1 night  Sauvaigo et al.
humanos Na,EDTA 100 mM, (pH 10) (1998)
Tris-HCI 10 mM,
Sarcosinato de sodio 37°C 2h

1%, Neutral
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Modelo
genético

Composicion buffer

Condiciones de Lisis

Referencias

de Lisis pH

Temperatura Tiempo

Triton X-100 1%. (pH 7.5)
Paso 2: Tris-HCI 50

mM, Na,EDTA 5

mM, T4

endonucleasa V 20 u

(Epicentre

Technologies,

TEBU, Le Perray-en-

Yvelines, France).

Células de
linfoma de
raton BALB/c

Neutral
(pH 8)

Paso 1: NaCl 2.5 M,
Na,EDTA 100 mM,
Tris-HCI 10 mM,
Sarcosinato de sodio
1%, Triton X-100
0.01%.

Paso 2: NaOH 0.3
M, Na,EDTA 1 mM.

Alcalino
(pH 10)

4°C

Ambiente

30 min. Lemay and

Wood (1999)

30 min.

Células
humanas
HEK-293.

Paso 1: Tris-HCI 50
mM, 10 mM CaCl,,
proteinasa K 0.19
mg/mL.

Paso 2: Na,PO, 25
mM, NaCl 100 mM,
EDTA 1 mM,
ditiotreitol 1 mM, T4
endonuclease V 5 u
(New England
Biolabs, MA, USA).

Neutral
(pH 8)

Neutral
(pH 7.2)

Ambiente (25
OC)

37°C

1h Presente trabajo.

30 min.

CHO: Células derivadas de ovario de hamster chino.
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Apéndice C. Efecto antioxidante de los compuestos estudiados obtenidos mediante el

método ORAC.

Compuestos Valores ORAC'

(umol Trolox®/g sustancia)

Apigenina 24500 £ 615
Curcumina 4350 £ 77
Naringenina 27600 + 429
Pinocembrina 20500 = 128
Quercetina 34000 + 1531
Escualeno 00
EGCG 13200 + 531

" Los valores ORAC fueron suministrados por la Dra. Elena Stashenko, co-directora de la tesis.
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Apéndice D. Plantas del género Lippia con alto contenidos de los flavonoides apigenina,

naringeninay pinocembrina (Stashenko et al. 2013).

Especie Tipo de Extracto Flavonoides
predominantes
Lippia origanoides Extracto supercritico-CO2 Naringenina y
Pinocembrina
Lippia graveolens Extracto supercritico-CO2 Naringenina y

Pinocembrina
Lippia micromera Extracto etandlico Apigenina
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Apéndice E. Genotoxicidad de los compuestos vegetales evaluados a través del SOS

Chromotest.
Compuesto Vegetal  Tratamiento FI Compuesto Tratamiento FI
Vegetal
C-H20 1.0+£0.0 C- H20 1.0+£0.0
Apigenina C+4NQO 139+1.1 Naringenina  C+4NQO 12.2+0.7
115.6 pM 1.3+£0.1 ns. 2410.0 pM 3.1+x05 *
57.8 uM 1.0£0.1 ns. 12050 M 1.7+£0.2 ns.
28.9 uM 0.7+0.0 ns. 602.5pM  11+0.1 ns.
145 uM 0.7+0.0 ns. 301.3pM  0.7%x0.1 ns.
7.2 UM 0.7+£0.0 ns. 150.6 uM 0.5+£0.0 n.s.
3.6 UM 0.7£0.0 nus. 75.3uM  05x0.0 ns.
1.8 uM 0.8+£0.0 nus. 37.7pM  0.5+£0.0 ns.
0.9 uM 09+0.1 ns. 188uM  0.5%x0.0 ns.
0.5 uM 1.0£0.1 ns. 9.4 uM 0.7+0.1 ns.
Compuesto Vegetal  Tratamiento FI Compuesto Vegetal  Tratamiento FI
C-H20 1.0£0.0 C-H20 1.0+£0.0
Pinocembrina C+4NQO 8.4+05 Quercetina C+4NQO 46+0.1
488.0 uM 09+£0.1 ns. 103.39 uM 16+0.1 ns.
366.0 uM 1.0£0.2 ns. 51.70 uM 09+0.0 ns.
244.0 uM 1.1+£0.2 ns. 25.85 uM 09%0.1 ns.
122.0 uM 1.1+£03 ns. 12.92 uM 09+£0.0 ns.
61.0 uM 1.2+£0.3 ns. 6.46 pM 1.0£0.0 ns.
30.5 uM 1.3+£0.3 ns. 3.23 uM 09+£0.0 ns.
15.3 pM 1.2+£0.2 ns. 1.62 yM 1.0£0.0 ns.
7.6 UM 14+£03 ns. 0.81 uMm 1.0+£0.0 ns.
3.8 uM 15+0.3 ns. 0.40 pM 1.0+0.0 ns.
Compuesto Vegetal  Tratamiento FI Compuesto Vegetal  Tratamiento FI
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C- H20 1.0+0.0 C- H20 1.0+0.0
Curcumina C+ 4NQO 45+0.3 Escualeno C+ 4NQO 46+0.3
265.0 uM 1.9+02 * 64300 UM 0.8+0.1 ns.
132.5 uM 1.2+0.1 ns. 32150puM  0.9+0.0 ns.
66.25 UM 09+0.0 ns. 1607.5 uM 1.0+0.0 ns.
33.13 M 09+0.0 ns. 803.8 uM 1.0+0.0 ns.
16.56 pM 0.8+0.0 ns. 401.9 uM 1.0+0.1 ns.
8.28 UM 0.8+0.1 ns. 200.9 uM 1.0+£0.1 n.s.
4.14 uM 1.0+0.1 ns. 100.5 uM 1.0+0.0 n.s.
2.07 uyM 09+0.1 ns. 50.2 pM 1.0+0.1 ns.
1.04 pM 09+0.1 ns. 25.1 uM 1.2+0.1 n.s.

FI: Factor de Induccidn.Los asteriscos indican P < 0.05.



