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Fragmentacion de ADN y cambios en la expresion
de las proteinas Hsp70, Hsp90 y P53 en la piel de
ratones BALB/c expuestos a luz ultravioleta UV
(UVA, UVB, UVC)

DNA fragmentation and changes in the expression of
Hsp70, Hsp90 and P53 proteins in the skin of BALB/c mice
exposed to ultraviolet UV light (UVA, UVB, UVC).
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Resumen

OBJETIVO: Analizar cambios en la expresién de Hsp70, Hsp90, p53 y la fragmenta-
cién de ADN en células de piel de ratén BALB/c expuestos a radiacion UVA, UVB y
UVC, asi como la posible disminucién del dano cutaneo utilizando los antioxidantes
superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GSH-Px) y catalasa (CAT) por
via tépica.

MATERIAL Y METODO: Estudio experimental basico efectuado de marzo de 2016 a
febrero de 2019, en el que ratones BALB/c fueron expuestos a radiacion UVA, UVB
y UVC durante 30, 60 y 90 minutos, se obtuvieron extractos de piel. Las proteinas se
caracterizaron por SDS-PAGE y Western-blot y se inmunodetectaron con anticuerpos
monoclonales. Se evalué la integridad del ADN mediante electroforesis en geles de
agarosa.

RESULTADOS: Se observaron cambios en la morfologia de la piel expuesta a luz UV, la
Hsp70y Hsp90 modificaron su expresién por luz UV (UVA, UVB, UVC) a los distintos
tiempos de exposicion, lo mismo sucedi6 con p53 donde su expresion se incrementd
a 30 y 60 minutos de exposicion. Al utilizar una crema con antioxidantes disminuyé
levemente la expresion de Hsp70 y Hsp90, mientras que p53 aumentd. El ADN se
fragmento principalmente con luz UVB y UVC.

CONCLUSION: La luz UV genera estrés celular modificando la expresién (incremento)
de las proteinas Hsp70, Hsp90 y p53. Asimismo, se observa la fragmentacién del ADN
debido a luz UV.

PALABRAS CLAVE: Cancer de piel; radiacién UV; fragmentacion de ADN; p53.
Abstract

OBJECTIVE: To analyze changes in the expression of Hsp70, Hsp90, p53 and DNA
fragmentation in BALB/c mouse skin cells exposed to UVA, UVB and UVC radiation,
as well as the decrease in skin damage using the antioxidants superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (CSH-Px) and catalase (CAT) topically.

MATERIAL AND METHOD: A basic experimental study was done from March 2016 to
February 2019 in which BALB/c mice were exposed to UVA, UVB and UVC radiation
for 30, 60 and 90 minutes, skin extracts were obtained. The proteins were characterized
by SDS-PAGE and Western-blot, and immunodetected with monoclonal antibodies. The
DNA was evaluated for its integrity by electrophoresis in agarose gels.

RESULTS: Changes in the morphology of the skin exposed to UV light were observed,
Hsp70 and Hsp90 modified their expression by UV light (UVA, UVB, UVC) at different
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exposure times, this was also the case with p53, where its expression increased at 30
and 60 minutes of exposure. By using a cream with antioxidants discreetly decreased
the expression of Hsp70 and Hsp90, while p53 increased. The DNA was fragmented

mainly with UVB and UVC light.

CONCLUSIONS: UV light generates cellular stress modifying the expression (increase)
of Hsp70, Hsp90 and p53 proteins. Also, the fragmentation of DNA was observed,

due to UV light.

KEYWORDS: Skin cancer; UV radiation; DNA fragmentation; p53.

ANTECEDENTES

La exposicion a la radiacion solar es el factor mas
importante de riesgo de la aparicién de cancer
cuténeo, del que la radiacién UV es el principal
factor etiopatogénico. El sistema que mas nos
protege de la radiacion UV en laTierra es la capa
de ozono, aunque existe deterioro en el grosor
de ésta,’ por lo que los efectos carcinogénicos
de la radiacion UV pueden atribuirse a esto y a
la exposicién exagerada al sol.?

La luz UV es una parte de la energia radiante
proveniente del sol que constituye la porcién
mas energética del espectro electromagnético
que incide en la superficie de la Tierra. De la
radiacion UV que recibimos, 95% corresponde
a UVA y solo 5% a la UVB, la UVC no llega a
la superficie terrestre. La luz UVA envejece a las
células de la piel y puede dafiar el ADN a largo
plazo. La UVB induce la aparicién de eritema,
edema, quemaduras en la piel, hiperplasia,
inmunosupresién, dafio en el ADN, fotoenve-
jecimiento y melanogénesis.> La luz UVB es
absorbida directamente por el ADN generando
mutaciones, como: dimeros de ciclobutano
de pirimidina (que pueden ser timina-timina,
seguidos de citosina-timina y en menor pro-
porcién dimeros citosina-citosina) asi como las
transversiones citosina-citosina a timina-timina,
denominadas mutaciones de huellas dactilares

UVB. Si estos cambios no son reparados, las
mutaciones persisten a través de las subsecuentes
subdivisiones causando células precancerosas
actinicas, queratosas, asi como células basales
escamosas, carcinomas y melanomas.* Asimis-
mo, la luz UVC en células de mamiferos es
absorbida por las proteinas, particularmente
por los enlaces peptidicos y otras biomoléculas
alterando su conformacién,® ademas, el dano
producido por la luz UVC es 140 veces mas
elevado que los dafos oxidativos de purinas, 280
veces mas que los oxidativos de pirimidinas y
550 veces mas que los sitios abasicos en el ADN
con respecto a la luz UVA'y UVB.?

La luz UV induce indirectamente dafo oxida-
tivo por la formacién de especies reactivas de
oxigeno (EROs), por transferencia de cargas de
croméforos endégenos excitados; estas modi-
ficaciones son rupturas de cadenas simples y
dobles (SSBs y DSBs, respectivamente) que a
su vez disminuyen las concentraciones de en-
zimas antioxidantes® y la capacidad de reparar
los procesos oxidativos en biomoléculas como
el ADN, lipidos y proteinas, por ende, provoca
envejecimiento celular, cancer, procesos infla-
matorios, entre otras alteraciones.”

Para contrarrestar el efecto nocivo de las EROs,
los organismos aerobios cuentan con sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.
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Los enzimaticos disminuyen la concentracion
intracelular de radicales libres, entre éstos des-
tacan glutatiéon peroxidasa (GSH-Px), catalasa
(CAT) y superoxidodismutasa (SOD). De igual
manera, los antioxidantes no enzimdticos lipo-
filicos (la vitamina E o a-tocoferol, ubiquinol y
la ubiquinona) e hidrofilicos (vitamina C o acido
ascorbico y acido dehidroascérbico) actian de
manera similar y mantienen concentraciones
mas altas en la epidermis con respecto a la
dermis.®

Las células de la piel también tienen un grupo de
proteinas que ayudan a amortiguar el estrés, éstas
son las proteinas de estrés calérico (Hsp) que en
condiciones normales ayudan al plegamiento
de las proteinas, participan en los procesos de
transporte a través de membranas, asi como a
su integracién a diversos organulos. Una pro-
teina de estrés importante es la Hsp70, actda
como chaperona y juega un papel importante
en la homeostasia de proteinas en la célula,® asi
como la Hsp90, que se relaciona con receptores
de hormonas esteroideas en la regulacion de
su actividad biolégica;'® ademas, tiene interés
considerable como diana oncogénica porque
las células tumorales y las proteinas oncogénicas
dependen en gran medida de su actividad." En
diferentes procesos de estrés como choque tér-
mico, exposicion a metales pesados, a especies
reactivas de oxigeno, a radiacién como la luz
ultravioleta, entre otros, estas proteinas se sobre-
expresan para recuperar la homeostasia celular
al renaturalizar proteinas o al inducir su destruc-
cién cuando son danadas.’ Se ha investigado
que existe relacion directa entre la dosis de luz
UV recibida y la expresion de Hsp70 en células
humanas de la piel,'* asi como por exposicién
a luz UVB en piel y cérneas de ratén,''* de la
misma manera para Hsp90 en células Hela y
HEK293 T,'® y células sanguineas."

Respecto al dafo al ADN por exposicién a
luz UV, la célula puede activar mecanismos
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homeostéticos de reparacién a través de la
proteina p53 para la correcciéon al ADN o,
bien, si el dafio es mayor e irreparable, activa la
muerte celular por apoptosis.'” La proteina p53
es activada por diversas senales de estrés. Entre
sus funciones estan la regulacion de genes,
recombinacion de ADN, induccién de la apop-
tosis, en los procesos de reparacién del ADN,
la segregaciéon cromosomal y la senescencia
celular.’® La mutacion de p53 se relaciona en
mas de 50% del cancer presente en los seres
humanos.'*2' Cuando existe una mutacion en el
gen p53, la via protectora de la célula fracasa,
ocurriendo la transformacién neoplasica.”? Se
ha encontrado relacién directa respecto a la
sobreexpresion de p53 y exposicién a luz UV
en células de la piel.?> En mas de 90% de
los melanomas no malignos p53 se encuentra
mutado'® y en 90% de los carcinomas epider-
moides cutdneos expresan mutaciones de p53,
frente a 70% de las queratosis actinicas y 50%
de los carcinomas basocelulares.?®

Por lo antes expuesto, y para entender mejor la
respuesta homeostatica de la piel por exposicion
a la luz ultravioleta, el objetivo de este estudio
fue analizar cambios morfolégicos de la piel, la
expresion de Hsp70, Hsp90, p53 y la fragmenta-
cién de ADN en células de piel de ratén BALB/c
expuestos a radiaciéon UVA, UVB y UVC, asi
como también la posible disminuciéon del dafio
cutaneo utilizando los antioxidantes superéxido-
dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GSH-Px)
y catalasa (CAT) por via tépica.

MATERIAL Y METODO

Animales experimentales

Como modelo experimental se usaron ratones
machos de la cepa BALB/c (n = 12), de 12 se-
manas de edad con peso comprendido entre
24 y 26 g, se distribuyeron en cuatro grupos
experimentales de tres ratones cada uno. Para
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cada ensayo a evaluar se hicieron tres repe-
ticiones, lo que dio un total de 16 unidades
experimentales.?” Los animales se mantuvieron
separados en jaulas de plastico independientes,
en un bioterio en condiciones controladas de
temperatura (18-23°C), luz (con ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas) y humedad (50-60%).
Los ratones fueron monitoreados diariamente,
alimentados e hidratados con agua purificada
ad libitum.

Irradiacion con luz UV (UVA, UVB, UVC)

Se utilizaron grupos de tres ratones BALB/c
para cada condiciéon, todos los ratones fueron
rasurados por la parte dorsal 24 horas antes del
ensayo (rasuradora Andis ProClip, Modelo AGC),
un lote de ratones se utilizé como control que no
fue irradiado con luz UV, otro lote fue expuesto
a radiacion UVA (365 nm), otro con radiacion
UVB (302 nm) y un dltimo con radiacién UVC
(254 nm) por tiempos de exposicién de 30, 60y
90 minutos para cada tipo de luz UV. La lampara
de UV se colocé a 30 cm del dorso del animal.
La dosis recibida de radiacion UV (UVA, UVB
y UVC) fue de: 212.4 J/cm? para 30 minutos,
424.8 J/cm? para 60 minutos y 637.2 J/cm? para
90 minutos.?”?® Después de irradiar los ratones,
éstos se sacrificaron por desnucamiento. Todos
los procedimientos realizados a los animales
fueron aprobados por el comité de Bioética de
la Unidad Académica de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Auténoma de
Zacatecas.

Estudio histopatolégico
Se obtuvo la piel de ratéon BALB/c del grupo

control (C) y los grupos expuestos a radiacion
UV, el tejido se proceso por la técnica histolégica

2020 mayo-junio;64(3)

mediante bloques de parafina, posteriormente se
tiferon con hematoxilina y eosina.?

Irradiacion UVB mas la aplicacion de crema
topica con antioxidantes (CAT, SOD, GSH-px)

Para analizar si un antioxidante aplicado de ma-
nera exdgena a la piel de los ratones tiene efecto
protector visto por cambios de la expresién de al-
gunas proteinas, a los ratones (n = 4) se les aplico
una crema con antioxidantes de manera tépica 30
minutos antes de irradiarlos, esta fase se realiz6
con un hisopo estéril, untando con movimientos
suaves hasta cubrir la mayor superficie posible del
cuerpo a irradiar, posteriormente se sometieron
a irradiacién bajo el protocolo mencionado para
UVB. Después de la irradiacién, los ratones se
sacrificaron por desnucamiento.

Formulacién de la crema protectora

Se formul6 la crema con antioxidantes: glutation
peroxidasa (bovine erythrocytes G6137-100UN
Sigma-Aldrich®), superéxido dismutasa (bovine
liver $8160-15KU Sigma-Aldrich®) y catalasa (bo-
vine liver C9322-1G Sigma-Aldrich®). Se prepard
la crema base con 2.5 mL de aceite mineral, 1 g
de acido estedrico, 1 g de vaselina, 0.2 mL de
trietanolamina, 5 mL de agua destiladay 0.15 mg
de cada una de las enzimas diluidas en 100 pL de
PBS de pH 7. Se colocé en un vaso de precipitado
el aceite mineral y el 4cido estedrico a bafio maria
a temperatura de 75°C, en otro vaso se prepard
con agua la trietanolamina a bafio maria a tempe-
ratura de 75°C. Posteriormente se mezclaron los
contenidos de los vasos y se agregé la glicerina 'y
cada una de las enzimas mezclando a temperatura
de 251°C hasta obtener el cremado. La crema se
colocé en envases de plastico estériles y se alma-
cend hasta su uso en el ultracongelador a -70°C.
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Obtencidn de piel de ratones BALB/c y
cuantificacion de proteinas

Se obtuvo la piel por el método de diseccién con
el fin de obtener un extracto antigénico para los
ensayos de Western blot y anélisis de ADN. Por
separado, una fraccion de la piel obtenida de los
ratones control y otra fraccion de los sometidos
a irradiacion, se les anadié 1 mL de buffer de
lisis, que esta compuesto de tritén X-100 a 1%,
NaCl 140 mM, EDTA T mM, Tris-HCI 10 mM con
pH de 7.6, inhibidor de proteasas T mM (PMSF;
P-7626, Sigma Chemical Co, St Louis MO, Es-
tados Unidos) y 10 pL de un coctel inhibidor de
proteasas (11697498001, Roche). Las muestras
de piel con buffer de lisis se mantuvieron en hielo
y se homogenizaron utilizando un equipo IKA
(Ultra-Turrax® T181351). El lisado se centrifugo
por 10 minutos a 14,000 rpm, el sobrenadante
se recuperd y se determind la concentracién
de proteinas mediante la técnica descrita por
Bradford en 1976.% Posteriormente para cada
muestra se caracterizaron 20 pg de proteina por
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-
SDS) a 7.5%, de acuerdo con la técnica descrita
por Laemmli en 1970.3

Western blot e inmunodeteccion con
anticuerpos monoclonales

Las proteinas separadas en los geles
SDS-PAGE se transfirieron a membrana de ni-
trocelulosa (RPN303C, Amersham Laboratories,
Buckinghamshire, Inglaterra), como describié
Towbin en 1979.% Se comprobé la existencia
de proteinas en la membrana al tefiirlas con rojo
Ponceau, se lavaron las membranas con agua
destilada para destefirlas. Posteriormente éstas
se sometieron a un bloqueo de lugares inespe-
cificos con una solucion PBS-leche (caseina) a
3% por 24 horas. Bloqueadas las membranas se
procedi6 a la inmunodeteccion con anticuerpos
monoclonales especificos anti Hsp70 (W27:
sc-24, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) dilucién

cccccccccccc

1:500, anti Hsp90 (CN-17: sc-1055 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) y anti p53 (13-4100; Invi-
trogen, Estados Unidos) dilucién 1:500 durante
1 h, después se procedio a realizar seis lavados
intercalados con PBS y PBS-Tween a 3%, para
después incubar con un segundo anticuerpo anti-
IgG de ratén conjugado con peroxidasa por una
hora. Por Gltimo se realizaron otros seis lavados
con PBS y PBS-Tween a 3%.

La unién antigeno-anticuerpo se observé me-
diante colorimetria usando una solucién de
diaminobencidina a 0.1% activada con peréxido
de hidrégeno, se observé la aparicién de ban-
das de color marrén sobre las membranas de
nitrocelulosa. Asimismo, se utilizé el método
de deteccion por quimioluminiscencia (ECL,
Prime Western Blotting Detection Reagent,
RPN22342). Mediante un equipo densitométri-
co (ChemiDoc™ XRS*, Mod Universal Hood I,
Imagen Lab™ Software), con el fin de visualizar
y cuantificar la proteina.

Analisis de la integridad del ADN genémico

Para extraer el ADN genémico se utilizé la téc-
nica especifica del reactivo (ADNzol® Regent de
GibcoBRL 10503-027). Cada muestra biolégica
de piel se tritur6 con nitrégeno liquido en un
mortero mezclado con el reactivo ADNzol®,
posteriormente el ADN genémico se precipitd
mediante etanol absoluto. Tras un lavado con
etanol (75%), el ADN se disolvié en NaOH 8 mM
para resuspenderlo. Una vez aislado el ADN se
prosigui6 a realizar la cuantificacién de éste por
espectrofotometria (260 nm) utilizando un siste-
ma (Nanodrop Lite® de Thermo Scientific) para
posteriormente realizar el corrimiento del ADN
en geles de agarosa y evaluar su integridad.** Para
realizar la electroforesis del ADN, se prepararon
geles a 0.8% de agarosa en buffer TAE (tris acido
etilendiamin tetracético 5 M pHS8), a los que se
les adiciond bromuro de etidio para observar el
ADN, posteriormente se prepararon las muestras
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con buffer de carga y se colocaron en el gel junto
con el marcador de peso molecular de ADN, se
corrieron las muestras aproximadamente una hora
a 80 volts. Al finalizar esto se prosigui6 a generar
imagenes digitales y observarlas en un fotodo-
cumentador (ChemiDoc™ XRS*, Mod Universal
Hood II, Imagen Lab™ Software) para evaluar su
integridad.* La integridad o degradacién del ADN
pudo evaluarse utilizando el siguiente criterio: si
el ADN esta integro, debe observarse una banda
estrecha cercana al pozo en que se colocé la mez-
clade ADN. Si esta fragmentado, se observard una
banda de mds de 1 cm de ancho con un sendero
luminoso en el carril de la muestra en forma de
cola de cometa.*?

Andlisis estadistico

Para determinar la significacion de las diferencias
en las muestras extraidas de los animales modelo
raton irradiadas, no irradiadas y con ungliento,
los valores de las variables dependientes: Hsp70,
P53 y Hsp90 se analizaron mediante un ana-
lisis paramétrico de variancia ANOVA, donde
las variables independientes fueron el nivel de
radiacién, tiempo de radiacién y el ungtiento.

Para medir y comparar las alteraciones causadas
en la piel de los ratones, asi como la integridad
de ADN, éstas fueron evaluadas por un andlisis
no paramétrico Wilcoxon, donde las variables in-
dependientes seran nivel de radiacion, el tiempo
de radiacion y el ungtiento, seguido de una prue-
ba de Dunnett de comparacién multiple para
establecer la significacion estadistica. Los datos
obtenidos se analizaron por SAS (SAS, 2010).

RESULTADOS

Cambios en la estructura de la piel de ratones
BALB/c expuestos a radiaciéon UV

Al analizar la piel sana (Figura 1), se observé en
la epidermis el epitelio plano estratificado quera-
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Figura 1. Corte histolégico de piel de ratén BALB/c.
Muestra la epidermis y parte de la dermis papilar sin
alteraciones, piel sana. Técnica: parafina, hematoxi-
lina-eosina, 40X.

tinizado, con polaridad celular, en la dermis se
vio parte de la regién papilar de tejido conectivo
laxo areolar.

En la piel de ratones sometidos a radiacion
UV se observé nucleomegalia y binucleacion
en la epidermis, habia focos con pérdida de
la polaridad (Figura 2A). En la dermis se ve
claramente edema trasudado y perivascular,
filtrado inflamatorio moderado, acompanado
por neutréfilos y eosinéfilos, caracteristico de
una inflamacién aguda, no se observo fibrosis
(Figura 2B y C).

Expresion de la Hsp70 en la piel de ratén
BALB/c expuesto a luz UVA, UVB y UVC

Para determinar si la luz UV induce estrés
celular visto a través de la expresién de la pro-
tefna Hsp70, ratones BALB/c fueron expuestos
a luz UV a diferentes tiempos. Se encontré
que la Hsp70 se expres6é en condiciones
normales y se sobreexpresé en condiciones
de estrés por radiacion UVA, UVB y UVC.
La expresién de Hsp70 se incrementé con
radiacion UVA a los 30, 60 y 90 minutos,
con UVB a los 60 minutos y con UVC a los
90 minutos (Figura 3).
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Figura 2. Piel de raton BALB/c irradiada con radiaciéon UV-B por 30 minutos. A. Pérdida de la polaridad del
epitelio. B. Se sefiala filtrado inflamatorio moderado. C. Existencia de neutrdfilos y eosinéfilos en un proceso
inflamatorio agudo. Técnica: parafina, hematoxilina-eosina (Ross y col., 2016).
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60’A= 60’ de exposicién a luz UVA
90’A= 90’ de exposicién a luz UVA

CB= Control luz UVB

30’B= 30’ de exposicién a luz UVB
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90’B= 90’ de exposicién a luz UVB
CC= Control luz UVB

30’C= 30’ de exposicion a luz UVC
60’C= 60’ de exposicion a luz UVC
90’C= 90’ de exposicion a luz UVC

Figura 3. Expresion de la proteina Hsp70 en la piel de ratones BALB/c expuestos a radiacién UV-A, UV-B y
UV-C, a tiempos de 30, 60 y 90 minutos para cada tipo de radiacion UV.

Expresion de la Hsp90 en la piel de raton
BALBI/c expuesto a luz UVA, UVB y UVC

Asimismo, se determind si la luz UV induce
estrés celular visto a través de la expresion de
la proteina Hsp90, donde ratones BALB/c se
expusieron a luz UV a diferentes tiempos es-
tablecidos. Se encontré que la proteina Hsp90
se expreso en condiciones normales y se sobre-
expreso en condiciones de estrés por radiacion

UVA, UVB y UVC. La expresion de Hsp90 se
incrementd con radiacion UVA alos 30, 60 y 90
minutos con UVB a 30, 60 y 90 minutos y con
UVC a 30 y 90 minutos (Figura 4).

Expresion de p53 de la piel de raton BALB/c
expuesto a luz UVA, UVB y UVC

También se determind si la luz UV induce estrés
celular visto a través de la expresion de la protei-
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CB 30'B 60'B 90'B
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CA= Control luz UVA

30’A= 30’ de exposicion a luz UVA
60’A= 60’ de exposicion a luz UVA
90’A= 90’ de exposicion a luz UVA

CB= Control luz UVB

30’B= 30’ de exposicién a luz UVB
60’B= 60’ de exposicion a luz UVB
90’B= 90’ de exposicién a luz UVB

CC= Control luz UVB

30’C= 30’ de exposicién a luz UVC
60’C= 60’ de exposicion a luz UVC
90’C= 90’ de exposicion a luz UVC

_______________________________________________________________________________________|
Figura 4. Expresion de la proteina Hsp90 en la piel de ratén BALB/c expuestos a radiacién UVA, UVB y UVC,

a 30, 60 y 90 minutos para cada tipo de radiacién UV.

na p53, donde ratones BALB/c se expusieron a
luz UV a diferentes tiempos. Se encontré que la
proteina p53 se expres6 en condiciones norma-
les y se sobreexpresé en condiciones de estrés
por radiacion UVA, UVB y UVC. La expresién
de p53 se incrementé con radiaciéon UVA a los
30, 60 y 90 minutos con UVB a los 60 minutos
y con UVC a los 30 y 90 minutos (Figura 5).

Fragmentacion del ADN de la piel de ratéon
BALB/c expuesto a luz UVA, UVB y UVC

Como previamente observamos, la luz UVA, UVB
y UVC induce estrés celular. Por lo anterior, se
determind si bajo estas condiciones, se encuentra
danado el ADN de las células, analizandolo me-
diante la fragmentacién de esta molécula.

CA 30°'A 60'A 90'A CB 30'B 60'B 90'B

p53 ~>

€€ G T SiE

CA= Control luz UVA

30’A= 30’ de exposicién a luz UVA
60’A= 60’ de exposicién a luz UVA
90’A= 90’ de exposicion a luz UVA

CB= Control luz UVB

30’B= 30’ de exposicién a luz UVB
60’B= 60’ de exposicién a luz UVB
90’B= 90’ de exposicién a luz UVB
CC= Control luz UVB

30’C= 30’ de exposicién a luz UVC
60’C= 60’ de exposicién a luz UVC
90’C= 90’ de exposicién a luz UVC

|
Figura 5. Expresion de la proteina p53 en la piel de ratones BALB/c expuestos a radiacion UVA, UVB y UVC, a

30, 60 y 90 minutos para cada tipo de radiacion UV.
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Se encontré que la fragmentacion del ADN se
da en condiciones de estrés por radiaciéon UVA,
UVB y UVC. La fragmentacién de ADN se obser-
v6 principalmente con la radiacién UVA a los 30
y 60 minutos, con UVB a los 30 y 90 minutos y
con UVC a los 30 y 60 minutos (Figura 6).

Crema con antioxidantes aplicada a ratones
expuestos a luz UV

Debido a que la luz UV induce dafio celular visto
através de la fragmentacién del ADN y aumento
en la expresion de las proteinas p53, Hsp70 y
Hsp90, en este trabajo se elaboré una crema
protectora para luz UV que contiene moléculas
neutralizantes de los radicales libres, como la
glutatién peroxidasa (GSH-Px), superéxido dis-
mutasa (SOD) y catalasa (CAT).

Para determinar si esta crema con antioxidantes
reduce el dafio por luz UV en los ratones BALB/c,
éstos fueron expuestos solo a la luz UVB durante
30 minutos, porque observamos que a partir de
este tiempo se empieza a incrementar la expre-
sién de las proteinas y el dafio en el ADN.

Dermatologia
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Se encontré elevacion de la proteina Hsp70 y
Hsp90 en la piel de ratén por exposicion a ra-
diacién UV y disminucién de ésta con la crema
con antioxidantes (Figuras 7 y 8). Cuando se
analizé la expresién de la proteina p53 bajo las
condiciones mencionadas, se observé discreto
incremento en su expresion utilizando la crema
con antioxidantes y disminucién sin antioxidan-
tes (Figura 9).

DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determinar cam-
bios morfolégicos de la piel, la expresion de las
proteinas Hsp70, Hsp90, p53 y la fragmentacion
del ADN en la piel de ratones BALB/c expues-
tos a la luz UV (UVA, UVB, UVC), asi como
la disminucién del dafo cutdneo utilizando
los antioxidantes superéxidodismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GSH-Px) y catalasa (CAT)
por via tépica.

Los resultados histopatolégicos de la piel de
raton BALB/c expuestos a luz ultravioleta B por
30 minutos revelaron pérdida de la polaridad,

C 300A  60'A 90'A  30'B  60'B  90'B

ADN

60'C  90'C
=

C= Control

30’A= 30’ de exposicién a la luz UVA
60’A= 60’ de exposicion a la luz UVA
90’A= 90’ de exposicion a la luz UVA

30’B= 30’ de exposicién a la luz UVB
60’B= 60’ de exposicién a la luz UVB
90’B= 90’ de exposicién a la luz UVB

30’C= 30’ de exposicion a la luz UVC
60’C= 60’ de exposicion a la luz UVC
90’C= 90’ de exposicién a la luz UVC

|
Figura 6. Fragmentacién del ADN en la piel de ratones BALB/c expuestos a radiacion UVA, UVB y UVC, a 30,

60 y 90 minutos para cada tipo de radiacion UV.
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Figura 7. Expresion de la proteina Hsp70 en piel de
raton BALB/c. Se muestra la concentracién de Hsp70
obtenida por densitometria (Bio-Rad®, Chemy-Doc).
(C) control (piel no tratada). (UV) piel tratada con
luz ultravioleta (302 nm) durante 30 minutos. (C/CA
+UV) piel tratada con crema con antioxidantes por
30 minutos mas luz UV por 30 minutos, (C/SA + UV)
piel tratada con crema sin antioxidantes por 30 minu-
tos mas radiacion ultravioleta por 30 minutos. Existe
diferencia estadistica entre las medias de densidad
optica (p < 0.05).
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Figura 8. Expresion de la proteina Hsp90 en piel de
raton BALB/c. Se muestra la concentracién de Hsp90
obtenida por densitometria (Bio-Rad®, Chemy-Doc).
(C) control (piel no tratada). (UV) piel tratada con luz
ultravioleta (302 nm) por 30 minutos. (C/CA + UV)
piel tratada con crema con antioxidantes por 30 mi-
nutos mas luz UV por 30 minutos, (C/SA + UV) piel
tratada con crema sin antioxidantes por 30 minutos
mas radiacion ultravioleta por 30 minutos. Existe
diferencia estadistica entre las medias de densidad
optica (p < 0.05).
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Figura 9. Expresion de la proteina p53 en piel de ratén
BALB/c. Se muestra la concentracién de p53 obtenida
por densitometria (Bio-Rad®, Chemy-Doc). (C) control
(piel no tratada). (UV) piel tratada con luz ultravioleta
(302 nm) por 30 minutos. (C/CA +UV) piel tratada con
crema con antioxidantes por 30 minutos mas luz UV
por 30 minutos, (C/SA + UV) piel tratada con crema
sin antioxidantes por 30 minutos mas radiacién ultra-
violeta por 30 minutos. Existe diferencia estadistica
entre las medias de densidad éptica (p < 0.05).

nucleomegalia, binucleacién en la epidermis
e inflamacién aguda en la dermis, no se logré
observar fibrosis porque el sistema de reparacion
de tejidos es un proceso largo y el experimento se
realizé en periodos cortos. Estos resultados son
similares a los encontrados en trabajos previos*
en los que la piel de ratones expuestos a luz UV
mostré edema, eritema, aumento del grosor del
estrato cérneo e hiperplasia; otros investigado-
res*> reportan hiperplasia epidérmica ademas
de elasticidad de la piel disminuida al exponer
ratones a campos de radiacién UV.

Al determinar la expresion de la proteina Hsp70
en la piel de ratén BALB/c irradiada con luz UVA,
UVB, UVC a diferentes tiempos, se encontr6
que la Hsp70 se expresé de manera basal en
condiciones normales y se sobreexpresd en
condiciones de estrés por exposicion a radiacion
UV, cuyo incremento con UVA fue a los 30, 60
y 90 minutos, con UVB a los 60 minutos y con
UVC a los 90 minutos. Estos resultados sugieren
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que la piel de ratén, al exponerse a la radiacion
UV, sobreexpresa la proteina Hsp70 para man-
tener la homeostasia celular. Lo anterior va en
concordancia con la funcién protectora de la
Hsp70, ésta se sobreexpresa por estrés, tal como
lo demuestran trabajos previos,*® en los que
células tumorales hepaticas, al ser expuestas a
radiacién UVC, tienen un efecto antiapoptdsico
por el incremento de la expresion de Hsp70.
Asimismo, otros trabajos sehalan que la proteina
Hsp70 desempefa el papel de proteger a las
células del estrés térmico y oxidativo,* por lo
que su expresion se considera un bioindicador
de estrés celular;®?® en estudios anteriores tam-
bién se demostré que, al exponer células de la
piel a luz UV, la expresion de Hsp70 aumenta
y tiene un efecto radioprotector,’ investiga-
ciones recientes proporcionaron datos en los
que la Hsp70 incrementa su expresién debido
a su efecto citoprotector frente a la exposicion
a radiacion UV en ratones.**3> Sumado a lo
anterior, otros trabajos han demostrado que en
condiciones de estrés esta proteina se eleva para
proporcionar proteccion a las proteinas celulares
para promover la supervivencia de la célula o,
bien, en casos extremos, si la célula muestra
alteraciones irreparables, llevarla a la muerte
celular.*® Cuando se aplica la crema con los an-
tioxidantes sobre la piel de los ratones y luego
es irradiada con luz UV, se observa discreta dis-
minucion de la expresién de Hsp70, lo que nos
hace suponer que los antioxidantes penetraron
el estrato cérneo de la epidermis y empezaron
a neutralizar a los EROs, asimismo, se observa
incremento de Hsp70 cuando se aplica la crema
sin antioxidantes. Estudios anteriores* coinciden
con nuestro trabajo, mismos que han demostrado
que las células cuando son sometidas a condi-
ciones de estrés por radiaciéon UV, aumentan la
produccién de especies reactivas de oxigeno
(EROs) que pueden dafar a la célula, pero que
pueden ser neutralizadas con antioxidantes y asi
evitar el dafno.**4! Otros autores han encontrado
que la chaperona Hsp70 se expresa de manera
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continua en la piel de ratén BALB/c, y que esta
presente en la epidermis y en la dermis, don-
de se expresa constitutivamente dentro de los
queratinocitos* y que en presencia de calor,
estrés oxidativo, privacion de glucosa y toxinas,
actian como citoprotectoras, impidiendo rutas
apoptosicas, favoreciendo la supervivencia de
las células bajo condiciones de estrés.*

Al determinar la expresion de la proteina Hsp90
en la piel de ratén BALB/c cuando es irradiada
con luz UV a diferentes tiempos, se encontrd que
la Hsp90 se expres6 en condiciones normales y
se sobreexpres6 por radiacion UVA a los 30, 60
y 90 minutos con UVB a 30, 60 y 90 minutos
y con UVC a 30 y 90 minutos. Esta chaperona
manifiesta un comportamiento similar en otros
estudios realizados," en los que se observa que
al irradiar con luz UV carcinomas de células
escamosas (CCE) de ratén, la Hsp90 se sobre-
expresa vy, al tratarlo con una crema tépica que
contiene 17-[allylamino]-17-demethoxygelda-
namycin (17AAQ), disminuye su expresion con
resultados prometedores para tratar el cancer
de piel con menos efectos téxicos. Cuando se
aplica la crema con los antioxidantes y radiacion
UV a la piel del ratén, se observa disminucion
en la expresion de la proteina Hsp90, lo que
posiblemente indica que la crema neutraliza a
los EROs, disminuye la oxidacién celular y, por
tanto, baja la expresion de la Hsp90; asimismo,
cuando se utiliza una crema sin antioxidante,
aumenta la expresién de la proteina Hsp90.
Nuestros resultados infieren que la elevacion
de la Hsp90 da proteccion a la célula durante
el estrés por exposicion a luz UV.

Al determinar la expresion de la proteina p53 en
la piel de ratén BALB/c cuando es irradiada con
luz UV, se observa en ratones control una expre-
sién basal de la proteina p53 y, al exponerlos a
la radiacion UV, se distingue el incremento en la
expresion a medida que aumenta el tiempo de
exposicion (30, 60 y 90 minutos) en las diferentes
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longitudes de onda utilizada (UVA, UVB, UVCQ).
Debido a que el dafio celular por exposicién a
luz UV es proporcional a la cantidad de energia
recibida, la radiacién UVA es menos energética
por lo que necesita mds tiempo para generar daio
celular y poder hacer evidente la existencia de
la proteina p53, por lo que la expresion de esta
proteina se acentla hasta los 90 minutos; por el
contrario, al ser la luz UVC la mas energética no
requiere tanto tiempo de exposicién para generar
dafo y se observé la sobreexpresion de p53 a
partir de 30 minutos, disminuyendo su existencia
a 60 y 90 minutos, lo que sugiere mayor dafio
celular con la posible activacién del proceso de
muerte celular. En el caso de la exposicion a luz
UVB, que es energéticamente intermedia, puede
notarse mayor existencia de la proteina hasta 60
minutos, con disminucion a 90 minutos, lo que
sugiere que despues de 60 minutos de exposicion
puediera haber muerte celular debido a la no
existencia de la proteina p53. La modificacién
en la expresion de p53 frente a agentes estresores
fisicos se ha observado en otros experimentos,*
en los que al exponer queratinocitos y biopsias
de piel a estrés térmico (calor) y radiacién UVB,
observaron incremento de la proteina p53;
asimismo, encontraron que con calor mas radia-
cién UVB descienden las concentraciones de la
proteina p53 y hay muerte celular, lo que sugiere
que existe muerte celular por la baja expresion
de la proteina p53;* en otros trabajos* se obser-
vé aumento de la proteina p53 en fibroblastos
de embriones de ratén y células de melanoma
amelanético humano irradiadas con UVB, simi-
lar a lo encontrado por otros investigadores* en
biopsias de piel humana con queratosis actinica
y de ratones SKH-1 sin pelo expuestas a luz UV.
Por otro lado, en estudios en los que se utilizé la
radiacion UV en conjunto con el frio sobre la piel,
se observ6 aumento de EROs y de la produccion
de la proteina p53 y disminucién de la apoptosis
mediada por p53.%¢47 Por lo anterior, en este
estudio encontramos una relacién directa entre
la exposicién a radiacion UV vy la expresion de
p53 al generarse dafio celular. Cuando se aplica
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la crema con los antioxidantes y la piel del ratén
BALB/c se expone a radiacién UV, la expresién
de la proteina p53 se sobreexpresa y disminuye
cuando se expone con crema sin antioxidantes,
lo que indica que la crema con los antioxidantes
mas la expresion de p53 ayudan a disminuir el
dano inducido por la luz UV. Estos resultados
coinciden con lo reportado por varios autores,
que argumentan que la radiacién ultravioleta
genera especies reactivas de oxigeno en la piel
que pueden oxidar acidos nucleicos, proteinas y
lipidos, ocasionando dafo crénico y agudo en la
piel, y la aplicacion de antioxidantes disminuye
ese dafo.*

De manera general, podemos decir que el uso
de antioxidantes en este estudio no disminuye
de manera significativa la expresion de las pro-
teinas Hsp70, Hsp90 y p53 cuando la piel es
expuesta a luz UV. Este resultado puede deberse
a la poca estabilidad y tiempo de vida media de
los antioxidantes, en especifico la SOD, cuya
actividad disminuye de manera importante des-
pués de recibir radiacién UV, aumentando el
estrés oxidativo y generando dafo crénico en la
piel.* Serd importante implementar en trabajos
futuros, el uso de nuevas nanotecnologias para
ingresar los antioxidantes al estrato cérneo de la
epidermis, por ejemplo, el uso de las nanopar-
ticulas lipidicas que incrementan la hidratacién
de la piel y disminuyen la pérdida de agua con
toxicidad y citotoxicidad bajas.*

Los efectos que provoca la radiacién UV en
el ADN son diversos y tienen consecuencias
desfavorables a corto, mediano y largo plazos.*
En este trabajo se encontré fragmentacion del
ADN por exposicién a radiacion UVA a 30 y
60 minutos, con UVB a 30 y 90 minutos y con
UVC a 30 y 60 minutos; estos resultados se re-
lacionan con otros trabajos®’ que encontraron
que la luz UVB produce dafio al ADN en piel de
ratén, asimismo, se ha reportado dafo al ADN
en queratinocitos epidérmicos y en fibroblastos
dérmicos humanos expuestos a luz UV.*2
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CONCLUSIONES

En cortes histolégicos, se observa un proceso
inflamatorio en la piel de ratén BALB/c debido
a la exposicién con luz ultravioleta.

La luz UV induce incremento en la expresion de
la proteina Hsp70, Hsp90 y p53 en la piel de
ratones BALB/c. El incremento en la expresion
de estas proteinas es proporcional al tiempo de
exposicion.

La luz UV induce dafno al ADN visto a través de
la fragmentacion de esta molécula en la piel de
ratones BALB/c.

Al utilizar una crema con o sin antioxidantes en
la piel de ratones expuestos a luz UV, se observé
disminucion leve en la expresion de las proteinas
Hsp70 y Hsp90, mientras que la expresion de
la proteina p53 aumenta con antioxidantes y
disminuye sin antioxidantes.

Por lo anterior, la radiacién UV bajo sus diferen-
tes longitudes de onda (UVA, UVB, UVC) genera
estrés y dafio celular en la piel, que aumenta
de manera proporcional a la dosis de radiacion
recibida.
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