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RESUMEN

El cancer de piel es un problema de salud publica a nivel mundial debido al aumento
de su incidencia en la poblacién adulta. En 2020, se reportaron 1,234,533 de casos
de cancer de piel no melanoma, lo que posiciond este tipo de cancer en el quinto lugar
a nivel mundial.

La exposicién a los rayos UV generan dafos en la piel que originan especies reactivas
de oxigeno (ROS) capaces de dafiar moléculas biolégicas. Como el ADN y proteinas
gue derivan en la alteracibn a las condiciones de la piel promoviendo la
carcinogénesis. La fotoproteccion tiene como objetivo prevenir el dafio que ocurre en
la piel impidiendo la inflamacion de la epidermis, el fotoenvejecimiento y la
carcinogénesis causada por la exposicién a la UV. Este proyecto busca estudiar el
efecto fotoprotector y reparador de los carotenoides (luteina, zeaxantina y 3-caroteno)
in vitro contra el dafio causado por luz UV, en una linea celular de queratinocitos de
piel humana (HaCaT) y comparar la actividad fotoprotectora de cada uno de ellos. El
objetivo de este trabajo fue: evaluar la toxicidad de los tratamientos de luteina,
zeaxantina y B-caroteno mediante ensayo MTT en células de queratinocitos humanos
in vitro; asi como, evaluar el efecto fotoprotector y reparador de los tratamientos con
luteina, zeaxantina, B-caroteno ante el dafio causado por UVR en células HaCaT
mediante el ensayo MTT in vitro. El estudio del efecto fotoprotector de los
carotenoides contribuird al entendimiento de la carcinogénesis en piel humana, el
disefio de formas potenciales de prevencion para este tipo de cancer y a mediano
plazo el desarrollo de un producto con capacidad fotoprotectora a base de estos
carotenoides.

Los resultados llevan a la conclusion de que B-caroteno, zeaxantina y luteina a 3600
MM tienen un efecto fotoprotector desde las 24 horas post irradiacion. Ademas, la
luteina a 3600 uM podria estar promoviendo la proliferacion de las células HaCaT.
Por otra parte, se concluy6 que ninguno de los grupos tiene efecto reparador en estas
condiciones de irradiacién. Este trabajo es la base para continuar realizando otros
estudios que le permitan a nuestro grupo de trabajo corroborar el efecto del -
caroteno y luteina a 3600 pM, asi como evaluar los mecanismos moleculares
implicados en los efectos probados.

Palabras clave:

Fotoproteccion; reparacion; carotenoides; zeaxantina; luteina; 3-caroteno.



INTRODUCCION

La piel, como el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, desempefia un papel vital
en la proteccion y mantenimiento de la salud del organismo. Constituyendo
aproximadamente el 15 % del peso corporal y almacenando el 30 % del volumen total
de sangre, la piel se compone de varias capas, como la epidermis, dermis e
hipodermis, cada una con funciones especificas que contribuyen a la complejidad y
versatilidad de este érgano. Las multiples funciones de la piel son la termorregulacion,

barrera inmunitaria, la proteccion solar, la sensibilidad tactil y la retencion de agua.

Sin embargo, la piel no estd exenta de sufrir dafios, ya sea debido a condiciones
extremas o a factores genéticos. Diversos trastornos dermatoldgicos, como la
urticaria, prurito, eczema, y otros, pueden afectar su integridad. Ademas, la exposicion
prolongada a condiciones extremas puede desencadenar fotoenvejecimiento o
cancer de piel. Este tipo de cancer se clasifica en melanoma y no melanoma, este
ultimo con carcinoma de células basales y carcinoma de células escamosas como los

subtipos mas comunes.

Si bien la radiacién ultravioleta (UVR) proveniente del sol tiene beneficios para la
salud, como la sintesis de vitamina D, es también uno de los factores ambientales
mas perjudiciales, ya que una exposicion excesiva puede causar dafios, desde
guemaduras hasta enfermedades cronicas, como las ya mencionadas. Los dafios
causados por la UVR incluyen alteraciones directas al ADN y la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que conducen al estrés oxidativo promoviendo

la muerte celular.

La prevencion de estos dafios es esencial, y una de las barreras mas efectivas es el

uso de bloqueadores solares. Estos productos, ya sean organicos o inorganicos,
protegen contra los rayos UVA y UVB, con su eficacia generalmente evaluada
mediante el factor de proteccion solar (SPF). A pesar de estos esfuerzos preventivos,
la busqueda de alternativas para proteger la piel contra la UVR continua.

Los carotenoides han demostrado tener propiedades fotoprotectoras y antioxidantes
(Cantrell y col., 2003; Baswan y col., 2020); su capacidad para absorber luz visible y

actuar como agentes de transporte de electrones contribuye a su efectividad en la
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proteccién contra los dafios cutaneos causados por la exposicién prolongada a la
UVR.

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto fotoprotector y reparador de los
carotenoides administrados de forma topica para proteger y preservar la salud de la

piel.

I. ANTECEDENTES

I. La piel

|.1. Generalidades

La piel es el o6rgano mas grande del cuerpo humano que representa
aproximadamente el 15 % del peso corporal, almacenando el 30 % del volumen total
de sangre del cuerpo. Ademas, tiene la importante funcion de proteger al organismo

de agresiones externas (Deniz y col., 2020).

Este 6rgano esta formado por diferentes capas: epidermis, dermis e hipodermis; la
diferencia entre ellas radica en su funcion y en la composicion. La suma de estas
capas brinda un sistema armonizado que da origen a la gran variedad de funciones
de la piel, dentro de las cuales se encuentran la termorregulacion, regulacion
inmunoldgica, barrera protectora, proteccion solar, receptor de sensibilidad y
almacenamiento de agua (Amado, 2015; Council y col., 2016; Nguyen y Soulika,
2019).

La epidermis esta constituida por cuatro estratos (figura 1): el estrato mas profundo
es el estrato basal, también conocido como germinativo, estad conformado por algunos
melanocitos y por células madre cubicas o columnares que tienen la propiedad de
producir constantemente queratinocitos gracias a su actividad mitotica. Estos
gueratinocitos sufren constantemente transformaciones a lo largo de los diferentes
estratos de la epidermis, otorgando la regeneracion, reparacién y mantenimiento de
la piel: este proceso de transformacion que sufren los queratinocitos se le conoce
como diferenciacion epidérmica o proceso de queratinizacion. La transformacion de
los queratinocitos es acompafnada por cambios en la expresion de las queratinas; en
el caso del estrato basal las queratinas que forman parte del citoesqueleto de los

gueratinocitos son las queratinas K5 y K14. Los queratinocitos migran al siguiente
12



estrato conocido como estrato espinoso, aqui los queratinocitos se vuelven de mayor
tamafo y las queratinas K5 y K14 son reemplazadas por las queratinas K1 y K10
formando haces de filamentos bien organizados. Este estrato esta integrado por 8 o
10 capas de células poliédricas irregulares, conocidas como células espinosas. En
dicho estrato también se observa, con mayor evidencia, la presencia de desmosomas
gue son conexiones entre células que brinda la cohesion a la epidermis. El penultimo
estrato esta constituido por 3 a 5 capas de células en forma de diamante que poseen
granulos de queratohialina y granulos lamelares (también llamados queratinosomas),
gracias a los cuales se le otorga el nombre de estrato granuloso, a este tercer nivel
de la epidermis. Los granulos de queratohialina estan formados por profilagrina, que
es el precursor de la filagrina. La filagrina tiene el propdsito de incorporarse a la
envoltura cérnea, capa protectora que rodea a cada corneocito (mencionado en el
ultimo estrato de la epidermis). Mientras tanto, los granulos lamelares contienen
glicolipidos, los cuales, al secretarse, contribuyen a la unién entre células. La ultima
capa de la epidermis es el estrato cérneo, la formacién de este estrato esta
acompafado de la autolisis de los nucleos y los organulos celulares, asi como de la
sustitucion de la membrana celular por un complejo proteico estable e insoluble
conocido como envoltura cérnea. Las células resultantes de estos cambios se
conocen como corneocitos, son células alargadas unidas a través de los
corneodesmosomas que al encontrarse en la capa superficial del estrato corneo se
degradan, ocasionando la descamacioén de la piel (Haftek y Simon, 2020; Yousef y
col., 2024; Amado, 2015).

El limite entre la epidermis y la dermis se conoce como membrana basal. La dermis
esta formada por tejido conectivo que se agrupa en dos capas. La primera capay la
gue tiene contacto con la epidermis es la capa papilar, esta compuesta por tejido laxo
y es una capa delgada. La segunda capa, denominada reticular, estda compuesta por
tejido conectivo denso, siendo una capa mas gruesa y menos celular. En la dermis se
encuentran los foliculos pilosos, las neuronas sensoriales, el cabello, los musculos,

los vasos sanguineos y las glandulas sudoriparas (Yousefy col., 2024).

Por otra parte, la hipodermis es la capa mas profunda de la piel que esta formada por
algunos apéndices cutaneos como los foliculos pilosos, las neuronas sensoriales, los
vasos sanguineos y principalmente por adipocitos, los cuales no solo tienen una

funcion amortiguadora, también tienen funciones enddcrinas, de comunicacion
13



neurolégica y como inductoras de células madre pluripotenciales (Yousefy col., 2024;
Amado, 2015).
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Figura 1. Estratos de la epidermis. (1) Células madre. (2) Filamentos de queratina K5
y K14. (3) Las queratinas K1 y K10. (4) Desmosomas. (5) Cuerpos lamelares o
gueratinosomas. (6) Granos de queratohialina. (7) Envoltura cérnea. (8) Corneocitos.
(9) Corneodesmosomas. (10) Espacios intercorneociticos. (Haftek y Simon, 2020).

|.2. Patologias de la piel

Si bien la piel es el 6rgano que nos protege de los agentes externos, no esta exenta
de sufrir dafios, esto debido a las condiciones extremas entre las que se encuentra el
individuo o a la herencia genética propia del individuo. Los sindromes dermatoldgicos
mas frecuentes y comunes son la urticaria, prurito, eccema, dermatitis crénica,
eritema polimorfo, eritema nudoso, purpura, eritrodermia, entre otros (Amado, 2015).
Aunque la mayoria de las afecciones enlistadas anteriormente tienden a desaparecer
por si solas, la exposicion prolongada a las condiciones extremas favorece el

desarrollo de enfermedades como el cancer. En general, las formas de cancer de piel
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se pueden clasificar como cancer de piel no melanoma y melanoma, dependiendo de

que tipo de célula se vea involucrada en el padecimiento.

El cancer de piel no melanoma (NMSC) es el cancer de piel que se diagnostica con
mayor frecuencia. En el afio 2020, segun lo reportado por la Agencia Internacional
para la Investigacion sobre el Cancer, el cancer de piel no melanoma se encontraba
en el quinto lugar de incidencias con 1,234,533 numero de casos (figura 2) y en el
lugar numero 22 de mortalidad con 69,416 muertes (figura 3) a nivel mundial en todas
las edades y en ambos sexos (Ferlay y col., 2024). Este grupo de cancer tiene 82
tipos de tumores que se diagnostican por diferentes métodos; sin embargo, muchos
de ellos son dificiles de detectar y diagnosticar. Existen varios tipos de cancer en este
grupo, los mas comunes son el Carcinoma de Células Basales o basaloides (CCB) y
el Carcinoma de Células Escamosas (CCE) (Souto y col., 2022).
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Figura 2. Sitios de cancer en ranking de incidencia. El cancer de piel no melanoma
(NMSC) se encontraba en el quinto lugar de incidencias en el afio 2020 con 1,234,533
namero de casos en ambos sexos y en todas las edades (Ferlay y col., 2024).
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Figura 3. Sitios de cancer en ranking de mortalidad. El cancer de piel no melanoma
(NMSC) se encontraba en el lugar numero 22 de mortalidad con 69,416 muertes en
ambos sexos y en todas las edades en el afio 2020 (Ferlay J. y col., 2024).

El CCB es el cancer de piel que a menudo presenta ausencia de lesiones
precancerosas. Normalmente se desarrolla en las regiones de la cabeza y el cuello
de los pacientes. Este carcinoma se compone de células no queratinizantes
provenientes de la capa de células basales de la epidermis y rara vez hace
metastasis. Por otro lado, el CCE esta compuesto por queratinocitos mutados; sus
tumores son mas malignos que los del CCB, variando en cuanto al potencial de
crecimiento, invasion y metastasis. Dicho carcinoma puede surgir de una queratosis
actinica, también causada por dafios solares (Instituto Nacional del Cancer de EE.
UU., 2023; Yousef y col., 2024).
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Los tratamientos que se utilizan mayoritariamente para algunos tipos de céncer de
piel no melanoma consisten en técnicas que pueden resultar en casos de mutilacion
del paciente, debido a que estas comprenden cirugias y/o radio terapias (Hooiveld-
Noeken y col., 2022).

Por otra parte, si bien el envejecimiento de la piel no es una patologia, se ha implicado
gue la funcion de barrera de la piel se ve deteriorada conforme envejece, lo que en
consecuencia aumenta el riesgo de trastornos cutaneos, asi como un mayor riesgo
de neoplasias malignas. Es importante considerar que el envejecimiento de la piel es
estimulado por la suma de factores intrinsecos y extrinsecos. El principal factor
intrinseco del envejecimiento son las especies reactivas de oxigeno (ROS),
generadas como producto secundario en la cadena de transporte de electrones del
metabolismo aerdbico en las mitocondrias. Otro factor intrinsecos que aportan al
envejecimiento es la disminucion de la capacidad replicativa de las células, conocido
como senescencia; esto debido a que los teldmeros, cuya funcion es proteger los
cromosomas, se acortan cada vez que las células somaticas se dividen, lo que da
como resultado después de cierto nimero de replicaciones que los telomeros se
vuelven extremadamente cortos, desembocando en la pérdida de genes esenciales
y, por lo tanto, en la pérdida de funciones de estas células. Por lo que se refiere al
envejecimiento extrinseco, es causado por factores ambientales oxidativos, como son
el humo del cigarro y la contaminacién ambiental, pero el factor extrinseco clave es la
exposicion a la radiacion solar, especificamente a la radiacion UV. El deterioro en la
piel a causa de este factor extrinseco se conoce como fotoenvejecimiento, es un
proceso acumulativo y es dependiente de la frecuencia, duracion e intensidad de la

exposicion solar (Kammeyer y Luiten, 2015).

I.3. Consecuencias de la exposicion a radiacion UV

Uno de los principales factores ambientales que perjudican la salud de la piel es la
radiacion ultravioleta (UVR) proveniente de la luz solar. La UVR tiene efectos
beneficiosos para la salud como la sintesis natural de vitamina D, melanina y varios
péptidos en la piel. La exposicidbn excesiva a esta radiacion causa dafios, como
guemaduras en la piel o dafios acumulativos crénicos como el fotoenvejecimiento y
el cancer de piel melanoma y no melanoma (Chaiprasongsuk y Panich, 2022; Fang y

col., 2021).
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La UVR se puede subdividir principalmente en tres: UVA (315-400 nm), UVB (280-
315 nm)y UVC (100-280 nm). La energia de los fotones es inversamente proporcional
a la longitud de onda, por lo que es de suponer que la gran parte de los dafios
causados por la UVR es debido a la radiacion UVC. A pesar de ello, la mayor parte
de la radiacion UVC se pierde en la atmdsfera, donde los subtipos UVA y UVB son
los que logran llegar a la Tierra en su mayoria con una proporcion de 20:1. Si bien las
proporciones de la UVR que logran llegar a la Tierra son muy diferentes, la radiacion
UVB tiene mayor energia de fotones lo cual, como ya se planted, representa un mayor
dafio para la salud. Los rayos UVB estan relacionados con los dafios inmediatos y
directos al ADN dentro de la epidermis, sin embargo, se ha observado que las lesiones
causadas por los rayos UVA son en las capas mas profundas de la epidermis, lo cual

indica la capacidad de estos para penetrar en la epidermis (Smith y col., 2023).

Los dafios causados en la piel por la UVR que es absorbida de la luz solar pueden
actuar mediante varios mecanismos, ya sea por dafios directos al ADN o la
acumulacion de ROS que desencadenan en estrés oxidativo. Los fotones de la UVR
inducen transiciones de GC a TA y la formacion de dimeros de pirimidina de
ciclobutano (CPD) y fotoproductos de pirimidina, donde la formacién de una de estas
lesiones esta influenciada por el estado de condensacion del ADN en el nucleo
celular. Por su parte, los ROS son oxidantes muy fuertes que reaccionan con las
biomoléculas, por lo que el cuerpo posee un mecanismo antioxidante para combatirlo.
Este mecanismo esta constituido por varias enzimas (superoxido dismutasa, catalasa
y glutation peroxidasa) o por compuestos no enzimaticos (vitamina E, ascorbato,
glutation, transferrina, ceruloplasmina, entre otros) (Carvajal, 2019; Brand y col.,
2018). Sin embargo, cuando la cantidad de ROS supera los mecanismos
antioxidantes, la integridad de las células se ve afectada por dafio indirecto al ADN,
peroxidacién de lipidos (genera aldehidos insaturados que causan la alquilacion de
bases en el ADN) y proteinas (lo que bloquea la replicacién del ADN), y desregulacién
inmune, desembocando en muerte o disfuncién celular. Los dafios indirectos que
pueden producir los ROS al ADN se deben a moléculas que tienen la capacidad de
absorber fotones de UV, lo cual genera cambios transitorios en la molécula dando la
formacion de estados intermedios fotoexcitados, con la capacidad de transferir

energia desde los donantes de electrones de energia en estado triplete a moléculas

19



sustrato como el ADN y el oxigeno molecular (Brand y col., 2018; Markiewicz y Idowu,
2019).

[.4. Prevencion

Una de las principales barreras para prevenir dafios debido a la UVR es utilizar
bloqueadores solares que protegen contra los rayos UVA y UVB. Usualmente se
relaciona la eficacia de los protectores solares con su factor de proteccion solar (FPS);
para determinar este factor se calcula la dosis minima de luz solar necesaria para
causar eritema después de aplicar el producto considerando principalmente la UVB.
Dependiendo de su naturaleza podemos clasificar los bloqueadores solares en

organicos e inorganicos.

Los bloqueadores organicos son considerados menos adaptables que los productos
inorgénicos debido a su falta de capacidad para dispersar o reflejar los rayos UV. De
igual forma, se ha observado que los bloqueadores organicos son susceptibles a la
fotodegradacién y tienen la desventaja que son capaces de generar radicales libres
dafinos. Un ejemplo de bloqueador solar organico es el acido p-aminobenzdico
(PABA), utilizado en los primeros protectores solares, cuya accién se basa en la
deslocalizacion de electrones aroméaticos. Un ejemplo de bloqueador solar inorganico
es el diéxido de titanio, que tiene la capacidad de agregarse cuando se utiliza en una
formulacién, ademas tiene un alto indice de reflexion, lo que le permite reflejar y

dispersar la radiacion ultravioleta (Smith y col., 2023).

Debido a la importancia de la piel y a la gran exposicion a la UVR en los ultimos afios
se han estado buscando alternativas para la prevencion de dafios causados por la
UVR. En 2022, Zhu y colaboradores decidieron investigar el efecto protector de la
formula Qing'e modificada (formulacion de la medicina tradicional china (MTC) que
comprende tres hierbas: Eucommia ulmoides Oliv., Psoralea corylifolia L., Salvia
miltiorrhiza Bunge) sobre el dafio oxidativo de la piel inducido por los rayos UV y sus
mecanismos moleculares. Descubrieron que la férmula Qing'e modificada es un
posible candidato para prevenir el fotoenvejecimiento inducido por los rayos UV
mediante la restauracion de la homeostasis redox. Para ello utilizaron células HaCaT
irradiadas con UV como modelo in vitro, y se utilizé la piel dorsal de ratones irradiada

con UV como modelo in vivo de fotoenvejecimiento de la piel. Observaron que al
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aplicar la férmula Qing'e modificada en ratones fotoenvejecidos aumento el contenido
de humedad y la elasticidad de la piel, disminuyé la sensibilidad de la piel e inhibi6 la
aparicion de pigmentacion y arrugas, mejorando asi significativamente el estado
patolégico de la piel. A su vez, se observo que el tratamiento con formula Qing'e
modificada en el modelo in vitro durante 24 horas aumento la expresion de Nrf2. De
igual forma, se observé en el modelo in vivo que el tratamiento durante 9 semanas
con la formula Qing'e modificada aumentd la expresion de la proteina Nrf2 en la piel
del raton. La proteina Nrf2 es un regulador del estrés oxidativo; este al ser activado
se transfiere al nicleo y se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus
siglas en ingles), que posteriormente regula la expresion de genes antioxidantes. Por
esta razon la activacion Nrf2 se considera una estrategia molecular para la

fotoproteccion de la piel (Zhu y col., 2022).

Por otra parte, Umar y colaboradores observaron que la autofagia ofrece una
proteccion significativa contra el dafio inducido por la radiacion UV. Cabe mencionar
gue la autofagia ayuda a mantener la homeostasis tisular, protege a las células de las
agresiones externas que perturban su integridad y se ha observado que previene el
dafio gendmico al eliminar los restos celulares provocados. De igual forma, se ha
relacionado el desequilibrio en este proceso con diversas patologias humanas, como
enfermedades metabdlicas, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
infecciosas y cancer; por ello se esta buscando utilizar la autofagia como intervencion
terapéutica selectiva para multiples enfermedades, esto mediante el mejoramiento de
la autofagia quimicamente. En consecuencia, Umar y colaboradores se plantearon
investigar la importancia biolégica de la respuesta autofagica a la radiacién UV; por
consiguiente, utilizaron como modelo las células A549 y H1299 a las cuales le
suprimieron los genes de Beclin-1 y Atg5 (genes que codifican proteinas importantes
para la autofagia); ellos observaron que, al inhibir la autofagia mediante la supresién
de estos genes, aumentd la apoptosis generada por la radiacion UV en comparaciéon
con las células sin modificar. La conclusion de los investigadores fue que la autofagia
actlia como un mecanismo citoprotector contra la apoptosis inducida por UV (Umar y
col., 2021).

Wang y colaboradores descubrieron que el polisacarido de Saussurea involucrata
(SIP) reduce el estrés oxidativo y el dafio al ADN inducidos por los rayos UVB. El

grado del dafio al ADN lo evaluaron al medir el nivel de CPD (principal producto del
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dafno del ADN inducido por UVB) y y-H2AX (molécula sensora de dafio del ADN)
presente en la piel de ratones macho irradiados con radiacion UVB. Observaron que
al utilizar un hidrogel hecho con SIP estos marcadores se redujeron significativamente
en comparacion con los ratones irradiados sin hidrogel, 1o que indico la reduccion del
dafio al ADN. Ademas, dichos autores estudiaron el estrés oxidativo en células HaCaT
irradiadas con UVB mediante citometria de flujo, donde observaron una reduccion de
los ROS después del tratamiento con SIP, por lo que concluyeron que este podria
reducir el dafio inducido por UVB en queratinocitos (Wang y col., 2023). En ese mismo
afio, Li y colaboradores revelaron que la leche de burra tiene un potente efecto
inhibidor sobre la sintesis de melanina, ademas que tiene efecto sobre el dafio de la
barrera cutanea inducido por la radiaciéon UVB, indicando que la leche de burra inhibe
la lesion inducida por los UVB y restablece la funcion de la barrera cutanea mediante
la regulacion positiva de la expresion de filagrina. Esto lo observaron al incubar células
HaCaT con diversas concentraciones de la leche de burra durante 24 horas, para
posteriormente (después de una serie de pasos para extraer las proteinas de las
células) sondear la filagrina mediante la incubacién con anticuerpos, mientras que
para evaluar el efecto sobre la melanina, optaron por incubar las células con
concentraciones crecientes de leche de burra durante 48 horas en presencia o

ausencia de hormona estimulante de los melanocitos a (a-MSH) (Liy col., 2023).

La amplia variedad de investigaciones que se estan realizando para prevenir el dafio
causado por la radiacion UV, indican la preocupacion que existe por este fenomeno y

fomenta la busqueda de alternativas.
[I. Carotenoides

Entre las moléculas con efecto fotoprotector se encuentran los carotenoides. Los
carotenoides son compuestos muy coloridos y liposolubles sintetizados naturalmente
por las plantas, bacterias, algas y hongos. El cuerpo humano obtiene los carotenoides
por medio de la dieta, estos se encuentran comunmente en frutas y verduras tales
como zanahorias, tomates, maiz, pimientos, algunas algas marinas, entre otras. En
las plantas, los carotenoides tienen funciones de fotoproteccion importantes para la
fotosintesis, y participan como precursores de fitohormonas como el acido abscisico
y las estrigolactonas; se ha descubierto que dichos compuestos tienen funciones

potenciales para el ser humano tales como antioxidante, actividad antitumoral, mejora
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de la funcion inmune, proteccion de la vision, proteccion de la piel y participacion en

la reproduccion (Cheng y col., 2022; Xiao y col., 2022).

Los carotenoides se pueden clasificar dependiendo de su estructura en dos grupos,
como carotenos que son hidrocarburos sin oxigeno, por ejemplo, B-caroteno; y
xantofila que son hidrocarburos con oxigeno, por ejemplo, luteina y zeaxantina (figura
4). Las xantdfilas tienen la estructura base de los carotenoides, un esqueleto de
polieno C40 con un anillo de ionona al final, y gracias a ello estas moléculas son
capaces de absorber luz visible de longitudes de onda cortas que van de 400 a 550
nm (Xiao y col., 2022).

Figura 4. Estructura de zeaxantina, luteina y B-caroteno. Zeaxantina y luteina son
xantofilas, es decir, poseen oxigeno en su estructura.

Se ha observado que los carotenoides actian como agentes de transporte de
electrones y desempefian funciones criticas en la proteccion de 6rganos, tejidos y

células de la accion dafina de los ROS (Zhuang y col., 2022).

Diversos estudios han sugerido que los carotenoides tienen un efecto fotoprotector,
no solo al absorber directamente la radiacion ultravioleta, sino también al eliminar las
especies reactivas de oxigeno y radicales libre de oxigeno en la piel (Grether-Beck y
col., 2017; Rodriguez-Lunay col., 2018).
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Este estudio busca evaluar el efecto fotoprotector y posible efecto reparador de los
carotenoides administrados por via topica, a su vez que contribuira al entendimiento
del dafio y reparacion de la piel humana, el disefio de formas potenciales de
prevencion para el fotoenvejecimiento y/o el cancer de piel y a mediano plazo el
desarrollo de productos con capacidad fotoprotectora a base de estos estos

compuestos.

1. HIPOTESIS

Los carotenoides luteina, zeaxantina y [-caroteno, presentaran un efecto
fotoprotector y reparador contra la radiacion UV en la linea celular de queratinocitos

de piel humana.

IV.  OBJETIVOS
IV.1. Objetivo general

Estudiar en la linea celular de queratinocitos de piel humana HaCaT, el potencial
efecto fotoprotector y reparador de los carotenoides (luteina, zeaxantina y 3-caroteno)

contra el dafio causado por la radiacién UV, mediante un ensayo de citotoxicidad.
IV.2. Objetivos especificos

e FEvaluar la viabilidad celular de las células HaCaT con los tratamientos de

luteina, zeaxantina y B-caroteno mediante ensayo MTT.

e Evaluar el efecto fotoprotector y reparador de los tratamientos con luteina,
zeaxantina y 3-caroteno mediante ensayo de MTT en células HaCaT frente al

dafio generado por radiacién UVB.

V. METODOLOGIA

V.1. Materiales

La luteina fue extraida a partir de la oleorresina de la flor de cempasuchil (Tagetes
erecta L) y la zeaxantina fue obtenida mediante semisintesis a partir de la luteina
extraida siguiendo la metodologia descrita por Rodriguez-de Ledn y colaboradores

en 2019 (Rodriguez-deLedn y col., 2019). Se utilizé B-caroteno de Sigma-Aldrich. En
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lo referente al cultivo celular, la linea celular de queratinocitos de piel humana
(HaCaT) fue amablemente donada por el Laboratorio de Inmunologia Aplicada de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgica del Instituto Politécnico Nacional. Se utilizd
medio Dulbecco Modificado de Eagle (DMEM) marca Biowest, suero fetal bovino
(SFB) marca Biowest, estreptomicina y penicilina de Gibco y dimetilsulféxido (DMSO)
marca Sigma-Aldrich.

Por otro lado, para el ensayo MTT se utilizo el reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) de la marca Sigma-Aldrich, y se prepar6 la solucién
solubilizadora con 5 mL de Triton-X100, 45 mL de isopropanol y 1 gota de acido

clorhidrico al 37 %.

V.2. Cultivo y caracterizacion de la linea celular de queratinocitos de piel humana

El cultivo se llevé a cabo en una campana de flujo laminar tipo A Il. Todo el material
utilizado fue sometido a un proceso de esterilizacion, y los reactivos estuvieron

debidamente etiquetados.

Como modelo de estudio, se utilizo la linea celular HaCaT, la cual se cultivd en DMEM
suplementado con 10 % (v/v) de SFB, con una mezcla de 2 % de
penicilina/estreptomicina, al cual se le denominé medio DMEM completo. Los cultivos
celulares se incubaron a una temperatura de 37°C, en condiciones de alta humedad
y con una atmaosfera de COzal 5 % en aire. El medio se renové cada 2 a 3 dias, segun

lo requirio el crecimiento de las células.

Posteriormente, una vez que el cultivo alcanzé el 80 % de confluencia, las células se

disgregaron con tripsina, para su propagacion o siembra de tratamientos.

V.3. Disefio Experimental

Se realizaron soluciones stock de cada uno de los compuestos en DMSO a una
concentracion de 20 mM, como se ha reportado previamente (Li y col., 2015; Roldan-
Fidalgo y col., 2016; Ying y col., 2017; Juin y col., 2018; Antunes y col., 2022; Kondo
y col., 2022).

Posteriormente se prepararon soluciones de trabajo diluyendo las soluciones stock

con medio DMEM completo hasta alcanzar las siguientes concentraciones
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individualmente: luteina 5, 20 y 50 uyM, zeaxantina 10 y 20 uM, y B-caroteno 20 y 40
MM. Estas soluciones estdn basadas en experimentos reportados previamente
indicados en el cuadro 1. Sumado a esto, se agrego la concentraciéon 3600 uM para
cada compuesto: p-caroteno, zeaxantina y luteina. Esta concentracion esta calculada
de acuerdo con la necesidad diaria de algunos carotenoides en el cuerpo humano
(Kumary col., 2024).

A estas soluciones se les denominaran grupos experimentales en los siguientes

apartados (cuadro 1).

Cuadro 1. Grupos experimentales.

Grupos experimentales Referencia

Disolucion 5 uM de luteina Keegan y col., 2020; Pap y
Disolucion 20 yM de luteina col., 2021; Roldan-Fidalgo y
_ col. 2016; Li y col., 2015; Rafi
Disolucién 50 uM de luteina
y col., 2015.
Disolucién 10 uM de zeaxantina Liuy col., 2023; Lou y col.,
. . . 2024; Juin y col., 2018; Ying
Soluciones Disolucion 20 uM de zeaxantina
y col., 2017.
de trabajo : -
Disolucion 20 uM de B-caroteno Antunes y col., 2022; Kondo
_ _ y col., 2022; Lee y col., 2020;
Disolucion 40 uM de B-caroteno
Lohan col., 2018.
Disolucién 3600 yM de luteina
Disolucion 3600 uM de zeaxantina Kumar y col., 2024.
Disolucion 3600 uyM de B-caroteno
Control Medio DMEM completo

Los métodos descritos en las siguientes secciones tuvieron un procedimiento previo
para poder realizar la evaluacion del efecto fotoprotector, reparador y toxicidad de los

grupos experimentales en las células HaCaT.

Primero se sembraron el numero de células especificado en el ensayo y se incubaron
durante 24 horas para permitir su adhesion a la placa y que alcanzaran la fase

logaritmica.
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V.3.1. Toxicidad

Para la evaluacion de la toxicidad, después de las 24 horas de incubacion se lavaron
cada uno de los pozos con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1x y se
adicionaron las soluciones de cada grupo experimental en los volimenes requeridos
para cada ensayo para cada tiempo de evaluacion (24, 48 y 72 horas), como se

muestra en la figura 5.

Mifosiondeial
reductase

Evaluacion MTT

24 hrs Evaluacién MTT
A8 hes

Siembra Tratamientox g0

I I | | I
! e

2 birs Ohe N 24 hrs R 43 hrz N 72

Figura 5. Disefio experimental de la prueba de toxicidad.
V.3.2. Fotoproteccion

Por su parte, para evaluar el efecto fotoprotector después de las 24 horas de
adaptacion, se reemplaz6 el medio de siembra con tratamiento conforme a cada
grupo experimental descrito en el cuadro 1. Posteriormente, se incubd durante 4
horas. Una vez se cumplio este tiempo, se irradiaron las células en cultivo durante 30
minutos con una lampara de radiacion UVB (290-320 nm). Terminado el tiempo de
irradiacion se removieron los tratamientos y se lavo 4 veces con PBS 1x para

finalmente agregar medio DMEM completo y proceder con el ensayo (figura 6).
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Figura 6. Disefio experimental de la prueba de fotoproteccion.
V.3.3. Reparacion

Mientras que, para la evaluacién del efecto reparador, 28 horas después de la siembra
se irradiaron las células en cultivo durante 30 minutos con la lampara de radiacion
UVB (290-320 nm). Después se lavo 4 veces con PBS 1x cada uno de los pozos y se
afiadieron los tratamientos conforme a cada grupo experimental descrito en el cuadro
1 (figura 7).

Durante el periodo en el que se irradiaron las células, estas se colocaron en una

habitacién aislada como medida de precaucion para las personas.
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Figura 7. Disefio experimental de la prueba de reparacion.

V.4. Ensayo MTT

La evaluacion de la toxicidad, fotoproteccion y reparacibn de los grupos
experimentales se realizd con el ensayo de viabilidad (MTT). Para dicho ensayo, se
realiz6 una curva de los grupos experimentales a distintos tiempos de incubacion (24,
48y 72 horas). La toxicidad, fotoproteccion y reparacion de los grupos experimentales
se determiné de manera indirecta, al cuantificar la viabilidad celular por medio de la
actividad de la enzima reductasa presente en la mitocondria, esto mediante la
determinacién de la transformacién de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio, de color amarillo, a una especie reducida de MTT (azul).

En una placa de 96 pozos se sembraron 1x10* células por cada pozo, y se procedié
con el disefio experimental antes mencionado para toxicidad, fotoproteccion y
reparacion. Posteriormente, las células se incubaron con 10 pL de solucién MTT (5
mg/mL) por pozo a 37 °C durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, se adicionaron
100 pL de solucion solubilizadora, para diluir los cristales de formazéan producidos en
cada pozo. Después de adicionar la solucion, la placa se agité por 30 segundos a
temperatura ambiente (t.amb.); finalmente, se midio la absorbancia en un lector de
ELISA (Bio-Rad 680) a longitud de onda 570 nm (Tada y col., 1986).
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V.5. Anélisis estadistico

Se realizaron 3 experimentos independientes por triplicado. Se graficaron las medias
de los experimentos + error estdndar (SE). Para analizar los datos grupales se aplico
un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido de una prueba de comparacion
multiple de Dunnett como prueba post-hoc. Un valor p < 0.05 indica una diferencia

estadisticamente significativa.

V.6. Disposicién de residuos

Todo el material que entrd en contacto con las células fue sometido a un proceso de
inactivacion con cloro antes de ser desechado, con el fin de prevenir cualquier riesgo
de contaminacién. Los residuos biolégicos se colocaron en una bolsa roja destinado
para Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos (RPBI). El material de desecho
producido y los residuos fueron recogidos y enviados a compariias especializadas,
gue cuentan con la autorizacion de la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma de Querétaro, para su tratamiento de acuerdo con las normativas de la
NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

VI. RESULTADOS

VI.1. Evaluacién de modelo de dafo UV

Con la finalidad de evaluar el modelo de dafio utilizado en este proyecto se irradiaron
células HaCaT durante 30 min con UVB, posteriormente se evalud la viabilidad celular
mediante el ensayo MTT inmediatamente después de irradiar, mas las 4 horas de
incubacion del MTT, y alas 24, 48 y 72 horas post irradiacion. Estos resultados fueron
comparados con células HaCaT sembradas a la vez que las células irradiadas para
realizar la comparacion contra el modelo de dafio en cada uno de los tiempos
mencionados. Esto dio como resultado que a partir de las 24 horas post irradiacion
el grupo control de dafio UV es significativamente diferente a las células sin irradiar,

es decir, el control (figura 8).
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Figura 8. Evaluacién del modelo de dafio UV a las 0, 24, 48 y 72 horas post irradiacion
en células HaCaT utilizando ensayo MTT. n= 3, los experimentos se realizaron por
triplicado, se graficaron las medias + error estandar. Se utiliz6 ANOVA de dos vias y
Sidak's como prueba post-hoc, *p < 0.05 versus control.

VI.2. Evaluacion de fotoproteccion

Con el propésito de evaluar el efecto fotoprotector, se colocaron cada una de las
concentraciones a evaluar (B-caroteno 20, 40 uM y 3600 uM, zeaxantina 10, 20 uM y
3600 uM y luteina 5, 20, 50 uM y 3600 uM) 4 horas antes a la exposicién a radiacion
UV. Después del periodo de radiacion se retiraron los carotenoides, se lavaron los
pozos y se reemplazaron con medio DMEM completo para la incubacion de los

diferentes tiempos de evaluacion (24, 48 y 72 horas).

Se observé que no hay diferencias significativas de viabilidad con ninguno de los
tratamientos (B-caroteno 20 y 40 uM y 3600 uM, zeaxantina 10, 20 uM y 3600 uM y
luteina 5, 20, 50 uM y 3600 uM) con respecto al control de dafio UV (células sin
proteccion) a ninguno de los tiempos evaluados, a excepcion de luteina 20y 50 yM a

las 0 horas post irradiacion (figura 9).
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Figura 9. Evaluacion del efecto fotoprotector de B-caroteno 20 y 40 uM, zeaxantina
10 y 20 uM vy luteina 5, 20, 50 uM a las 0, 24, 48 y 72 horas en células HaCaT
utilizando ensayo MTT. n= 3, los experimentos se realizaron por triplicado, se
graficaron las medias * error estandar. Datos normalizados respecto a control sin
irradiar a las 0 horas. Se utiliz6 ANOVA de dos vias y Dunnett como prueba post-hoc,
*p < 0.05 versus control de dafio (UV). ND= no detectable.

Para la evaluacion del efecto fotoprotector de los carotenoides a 3600 uM, las células
estuvieron en contacto con los compuestos 4 horas y media (tiempo de irradiacion)
para posteriormente ser lavadas y sustituir los compuestos con medio DMEM
completo. Se observo que los compuestos a esta concentracion versus el control de
dafio UV tienen un porcentaje de viabilidad menor a las 0 horas; sin embargo,
unicamente B-caroteno es estadisticamente menor (*) que el control de dafio UV. A
partir de las 24 horas de irradiacion todos los grupos tratados con esta concentracion
presentaron un mayor porcentaje de viabilidad en comparacion con el control de dafio
UV. Sin embargo, solamente zeaxantina y luteina a 3600 uM presentan un aumento
estadisticamente significativo (*), este resultado se mantiene hasta las 72 horas de

tratamiento, tal como se aprecia en la figura 10.

Al observar la figura 9 resaltan los porcentajes de viabilidad de luteina a 3600 uM en
todos sus tiempos a partir de las 24 horas post irradiacion, Donde a las 24 horas
luteina a 3600 uM tiene una viabilidad de 163.11% mientras a este mismo tiempo de

evaluacion el control tiene una viabilidad de 102.74% en la figura 8. Este resultado es
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consistente con las fotomicrografias tomadas durante la realizacion del ensayo MTT
(ver figura 10 y figura 15 de anexo).
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Figura 10. Evaluacion del efecto fotoprotector de la concentracion 3600 uM de los
grupos experimentales a las 0, 24, 48 y 72 horas en células HaCaT utilizando ensayo
MTT. n= 3, los experimentos se realizaron por triplicado, se graficaron las medias +
error estandar. Datos normalizados respecto a control sin irradiar a las 0 horas. Se
utiliz6 ANOVA de dos vias y Dunnett como prueba post-hoc, *p < 0.05 versus control
de dafio (UV). ND= no detectable.

VI1.3. Evaluacién de toxicidad

Para evaluar la toxicidad de los compuestos las células HaCaT fueron incubadas de
24 a 72 horas con cada una de las concentraciones de trabajo (3-caroteno 20, 40 uM
y 3600 pM, zeaxantina 10, 20 uM y 3600 uM y luteina 5, 20, 50 yM y 3600 uM). Para
este procedimiento, los carotenoides estuvieron en contacto con las células HaCaT
durante toda la incubacién de los diferentes tiempos de evaluacion (24, 48y 72 horas);
los compuestos se retiraron previo a la realizacion del ensayo de MTT, primero se
retiraron los compuestos, se lavaron los pozos, se agregé medio DMEM completo e

inmediatamente se procedid con la evaluacion de MTT.

Ninguno de los grupos experimentales (3-caroteno 20 y 40 uM, zeaxantina 10 y 20 uM

y luteina 5, 20 y 50 uM presentaron una diferencia significativa del porcentaje de
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viabilidad, en comparacion con el control de viabilidad (células sin carotenoides) a
ninguno de los tiempos de exposicién probados, como se observa en la figura 11
(figura 11).
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Figura 11. Evaluacion de la toxicidad de B-caroteno 20 y 40 uM, zeaxantina 10 y 20
MM vy luteina 5, 20, 50 uM a las 0, 24, 48 y 72 horas en células HaCaT utilizando
ensayo MTT. n= 3, los experimentos se realizaron por triplicado, se graficaron las
medias * error estandar. Datos normalizados respecto a control sin irradiar a las 0
horas. Se utiliz6 ANOVA de dos vias y Dunnett como prueba post-hoc, * p < 0.05
versus control. ND= no detectable.

En el caso de la concentracion 3600 uM (figura 12): todos los tratamientos con
carotenoides promovieron una disminucion significativa (*) contra su control (sin
carotenoides) sobre el porcentaje de viabilidad a partir de las 48 horas de exposicion
constante a dicha concentracién. Adicionalmente podemos observar que [3-caroteno
abate la sefal de MTT a partir de las 24 horas, esto contrasta con las imagenes
obtenidas por microscopia durante la realizacion de la técnica, ya que se observa la
presencia de las células adheridas a la placa, similares a las células pretratamiento y
con la membrana integra, pero con una baja formacion de cristales de formazan por
lo que no se estaria produciendo la reduccién del reactivo MTT (ver figura 12 y figura

16 de anexo).

34



Toxicidad

250 -
O 200+
Q
= 150-
ks ;
= 100-
02 T ]
1] w  (Control
S 50— ‘ B-caroteno 3600uM
s . I “owlw e s Zeaxantina 3600uM
0_ | MU KU NO ND NLU ND mmm | uteina 3600“[\,“
| | 1 1
0 24 48 72
Tiempo (hrs)

Figura 12. Evaluacion de la toxicidad de la concentracion 3600 uM de los grupos
experimentales a las 0, 24, 48 y 72 horas en células HaCaT utilizando ensayo MTT.
n= 3, los experimentos se realizaron por triplicado, se graficaron las medias * error
estandar. Datos normalizados respecto a control sin irradiar a las 0 horas. Se utilizé
ANOVA de dos vias y Dunnett como prueba post-hoc, *p < 0.05 versus control. ND=
no detectable.

VI.4. Evaluacion de reparacion

Para evaluar el efecto reparador de los carotenoides sobre el dafio con UV sobre las
células HaCaT. Todos los grupos de células HaCaT se irradiaron por 30 min con UVB,
y posteriormente se lavaron y se colocaron los carotenoides en todas sus
concentraciones (B-caroteno 20, 40 uM y 3600 puM, zeaxantina 10, 20 uM y 3600 M
y luteina 5, 20, 50 uM y 3600 uM), para posteriormente ser incubadas en presencia
de los carotenoides desde 0 a 72 h.

En la figura 13 y 14, no se observan diferencias significativas de viabilidad con
ninguno de los tratamientos (B-caroteno 20 y 40 uM y 3600 pM, zeaxantina 10, 20 uM
y 3600 uM y luteina 5, 20, 50 uM y 3600 uM) con respecto al control de dafio UV
(células sin proteccion) a ninguno de los tiempos evaluados (figura 12 y 13). A pesar
de ello, nuevamente en las fotomicrografias tomadas durante la realizaciéon del

ensayo MTT, las células tratadas con [B-caroteno (3600 uM) presentaron una
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morfologia similar a las células pretratamiento con una presencia reducida de cristales

de formazéan (figura 14 y figura 17 de anexo).
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Figura 13. Evaluacién del efecto reparador B-caroteno 20 y 40 uM, zeaxantina 10 y
20 UM y luteina 5, 20, 50 uM a las 24, 48 y 72 horas en células HaCaT utilizando
ensayo MTT. n= 3, los experimentos se realizaron por triplicado, se graficaron las
medias * error estandar. Datos normalizados respecto a control sin irradiar a las 0
horas. Se utilizé ANOVA de dos vias y Dunnett como prueba post-hoc, *p < 0.05
versus control de dafio (UV). ND= no detectable.
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Figura 14. Evaluacion del efecto reparador de la concentracion 3600 uM de los grupos
experimentales a las 24, 48 y 72 horas en células HaCaT utilizando ensayo MTT. n=
3, los experimentos se realizaron por triplicado, se graficaron las medias * error
estandar. Datos normalizados respecto a control sin irradiar a las 0 horas. Se utilizé
ANOVA de dos vias y Dunnett como prueba post-hoc, *p < 0.05 versus control de
dafio (UV). ND= no detectable.
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VIl. DISCUSION DE RESULTADOS

VII.1. Evaluacion de modelo de dafo UV

Para evaluar el efecto fotoprotector de los compuestos, se gener6 un grupo de células
HaCaT irradiadas durante 30 minutos con una ldmpara de radiacion UVB (290-320
nm). El grupo denominado “control de dafio UV” mostré una disminucion significativa
del porcentaje de viabilidad contra el control (células sin irradiar) desde las 24 horas.
Este resultado sugiere que el procedimiento utilizado estd generando un efecto

positivo de dafio celular, que se conserva hasta las 72 horas de evaluacion.

La irradiacion UV provoca lesiones en el ADN mediante reacciones fotoquimicas
directas dentro de los sitios de dipirimidina (dos residuos de citosina o timina
adyacentes) formando dimeros en la misma hebra. Las lesiones al ADN inducidas por
rayos UV mas comunes son la formacion de los dimeros de pirimidina de ciclobutano
(CPD), y la segunda son los fotoproductos de pirimidina (6—4PP), que se generan
mediante la formacion de enlaces covalentes entre los carbonos 6 y 4 de pirimidinas
adyacentes. La radiacion UV también activa la via ATR, que puede detener la
formacion de las horquillas de replicaciéon al bloquear la ADN polimerasa; mientras
gue, la ADN helicasa continda desenrollando el ADN bicatenario. El dafio al ADN

inducido por los rayos UV también bloquea la transcripcién (Lee y col., 2020).

En queratinocitos humanos, evaluados 1 hora después de la exposicion a los rayos
UV, se detectaron una variedad de citoqueratinas sobre expresadas; 6 horas después
de la exposicion a los rayos UV, se mostrO una expresion alterada de genes
relacionados con la proliferaciéon (p21WAFL, notch4, y SMO), apoptosis (caspasa 10,
hTRIP, y CRAF1), reparacion de ADN (ERCC1, XRCC1), citocinas (IL-6, IL-13, TGF-
B, y endotelina 2) y adhesion celular (RhoE, and RhoGDI) (Murakami y col., 2001).

La matriz extracelular de la piel es un fotosensibilizador potencialmente importante
para producir ROS tras la exposicion a los rayos UV; entre las especies de ROS
generadas se incluyen el superéxido (O2™), perdxido de hidrégeno (H202), y el radical
hidroxilo ("fOH). Las ROS son eliminadas por antioxidantes intracelulares como el
glutation (GSH); sin embargo, la radiacion ultravioleta produce cantidades excesivas
de ROS que saturan a las enzimas antioxidantes. Estos altos niveles de ROS

contribuyen a la formacion de células anormales, activando mecanismos de
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sefalizacion de proliferacion, alteraciones epigenéticas y formacion de lesiones en el
ADN, que conducen a estados patolégicos como la inflamacién y el cAncer (Lee y col.,
2020).

Por lo tanto, en este modelo de 72 h se estarian observando las reacciones
fotoquimicas, los cambios génicos y generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Segun lo reportado por la literatura los compuestos utilizados se destacan por
promover un efecto antioxidante y fotoprotector, por lo que seria uno de los

mecanismos de los cuales esperamos ver efecto.

VII.2. Evaluacion de fotoproteccion

Al colocar las concentraciones de los grupos experimentales: 3-caroteno a 20 y 40
MM, zeaxantinaa 10 y 20 uM, y luteinaa 5, 20 y 50 uM (Li y col., 2015; Roldan-Fidalgo
y col., 2016; Ying y col., 2017; Juin y col., 2018; Antunes y col., 2022; Kondo y col.,
2022) durante el periodo de radiacion con UVB, se evalud el efecto fotoprotector de
los compuestos en estas condiciones (especificamente, su capacidad de proteger a
las células durante la radiacion); los resultados no mostraron una diferencia
significativa con respecto al control de dafio UV (células irradiadas). Por lo tanto, en
estas condiciones las concentraciones de 3-caroteno a 20 y 40 uM, zeaxantina a 10
y 20 uM, y luteina a 5, 20 y 50 uM no fueron capaces de disminuir el efecto citotdxico
de la radiacién UVB. Este resultado puede sugerir un dafio excesivo a las células

HaCaT, que es dificil de evitar con las concentraciones anteriormente planteadas.

Estudios previos han indicado que una hora de luz solar genera una temperatura
sorprendentemente alta, con gran numero de lesiones del ADN; se estima que se
forman entre 100,000 y 200,000 lesiones de ADN en células diploides humanas con
6 mil millones de pares de bases (Lee y col., 2020). Resultaria interesante probar
otros protocolos de irradiacion como los utilizados por otros grupos de investigacion,
como Nuryana y colaboradores con un tiempo de radiacion de 5.5 minutos (Nuryana
y col., 2020) o el grupo Stabicka-Jakubczyk donde evaluaron la viabilidad de células
HaCaT al irradiarlas 4 y 20 min con radiacion UV con y sin proteccion solar con FPS
50 (Stabicka-Jakubczyk y col., 2023)

De manera interesante, los grupos experimentales tratados con 3-caroteno 3600 pM,
zeaxantina 3600 uM y luteina 3600 uM (Kumar y col., 2024 ) tienen un comportamiento
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distinto. Observamos que a las 24 horas los grupos tratados durante 4.5 horas (el
tiempo de incubacion previo a la radiacion y durante esta) con 3-caroteno y zeaxantina
3600 uM, tienen un aumento de viabilidad con respecto al grupo control de dafo UV
(control positivo de dafio), indicando un efecto fotoprotector de estos compuestos.
Este aumento de viabilidad se mantiene hasta las 72 h con excepcion de B-caroteno
3600 uM.

Es importante destacar que, ademas, el porcentaje de viabilidad de luteina a 3600 uM
aumento drasticamente desde las 24 hasta las 72 horas. Esto concuerda con las
fotomicrografias tomadas durante el ensayo MTT, que muestran una gran cantidad
de cristales de formazan, por efecto de la reduccién de MTT generada por la accién
de enzimas mitocondriales. Dichos resultados nos sugieren que la luteina, en estas
condiciones, tiene un efecto fotoprotector sobre las células y, no solo eso, sino que
también podria promover la viabilidad y/o proliferacién de los queratinocitos sélo en
condiciones de dafio o exposicion a UV. Lo antedicho es consistente, con estudios
previos que han mostrado que la expresion genética de la epidermis humana in vivo
y la de los queratinocitos cultivados in vitro son diferentes con y sin exposicion a los
rayos UV, que ocurren dentro de las 24 h posteriores a la exposicién a los rayos UVB.
Aungue las funciones de estos genes después de la irradiaciéon UVB aun no se han

dilucidado, estos reflejan las diferencias en los entornos celulares (Lee y col., 2020).

Por otro lado, estos hallazgos coinciden con lo sefialado por Kumar y sus
colaboradores en 2024, quienes afirman que tanto la luteina como la zeaxantina
desempefian un papel importante en la proteccion contra la fotooxidacion causada
por la luz azul y los rayos UV en los pigmentos de la retina (Kumar y col., 2024). De
manera similar, Kamoshita y colaboradores, observaron que la luteina actia como
activador del superéxido dismutasa (SOD) de manera independiente a la activacion
por ROS (Kamoshita y col., 2016). Por lo tanto, se sugiere que estos compuestos
también podrian aumentar la viabilidad de los queratinocitos a través de la inhibicion

de los radicales Oz~ generados por la radiacion UV.

VII.3. Evaluaciéon de toxicidad

Para evaluar la toxicidad de los grupos experimentales: B-caroteno a 20 y 40 uM,
zeaxantina a 10 y 20 yM, y luteina a 5, 20 y 50 uM (Li y col., 2015; Roldan-Fidalgo y

col., 2016; Ying y col., 2017; Juin y col., 2018; Antunes y col., 2022; Kondo y col.,
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2022), se incubaron las células HaCaT con cada uno de estos grupos desde 0 hasta
72 horas. Debe destacarse que los carotenoides estuvieron en contacto con las
células durante todos los tiempos de evaluacion a diferencia de fotoproteccion que
Unicamente estuvieron en presencia de los carotenoides durante 4 horas y media.
Los resultados mostraron que no hay una disminucién significativa de viabilidad en
los grupos de B-caroteno y zeaxantina en comparacion con el control negativo (células
con medio DMEM completo) a ninguna concentracion, ni tiempo de incubacion

probado.

Por su parte, al evaluar la toxicidad de B-caroteno 3600 uM, zeaxantina 3600 uM y
luteina 3600 uM (Kumar y col., 2024), se observo una disminucion significativa de la
viabilidad celular en zeaxantina y luteina a partir de las 48 horas. Este protocolo difiere
del protocolo de fotoproteccion ya que ahi las células HaCaT estuvieron en contacto

con los tratamientos por un méaximo de 4 horas y media.

Por otro lado, las células tratadas con 3-caroteno a 3600 uM tienen un porcentaje de
viabilidad menor que el control desde las O horas. Esto contrasta con las
fotomicrografias obtenidas durante la realizacion del ensayo MTT (ver figura 15 en el
anexo); en ellas se evidencia la presencia de células adheridas a la placa con la
morfologia normal de esta linea celular y con poca produccion de cristales de
formazan, generada por la reduccion de MTT por enzimas mitocondriales; a diferencia
de los resultados de fotoproteccién (las células en contacto con carotenoides por 4.5
horas) donde se observa la formacion de cristales de formazan proporcionales a la
actividad de las enzimas mitocondriales de las células. Es posible que esto se deba a
la exposicidn prolongada de las células a la concentracién tan alta de (3-caroteno, esta
diferencia entre los resultados de la densidad oOptica del MTT y las fotomicrografias
nos podria indicar que el B-caroteno a 3600 uyM no tiene un efecto citotéxico, sino de
inhibicion de las enzimas reductasas mitocondriales, por lo cual se requiere otra
técnica de evaluacion de la toxicidad del B-caroteno con este protocolo de tratamiento.
Este resultado es relevante porque nos sugiere que 3-caroteno no es citotoxico a altas
concentraciones y podria tener una ventana de concentracion de uso mas amplia que
las xantéfilas, ya que como se vera mas adelante esta concentracion podria también

tener un efecto sobre la reparacion ante el dafio con UV.
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Este resultado estaria indicando que las mitocondrias de las células HaCaT no estan
funcionando correctamente en presencia de 3-caroteno a 3600 uM. Es posible que la
alta concentracion del carotenoide esté generando estrés en la célula, ya que se ha
demostrado que en células HaCaT sometidas a un estrés moderado B-caroteno tiene
un efecto prooxidativo que podria promover la disfuncion mitocondrial (Lohan y col.,
2018). Ademas, Wiley y colaboradores en 2016 demostraron que la disfuncion
mitocondrial induce una respuesta de senescencia que incluye la inhibicion del ciclo
celular (Wiley y col., 2016). Podria sugerirse que las células observadas son células

senescentes, se requieren mas experimentos para confirmar.

Otra posible explicacion para la alta confluencia celular y la morfologia normal de las
células con B-caroteno a 3600 uM en la evaluacién de toxicidad y reparacion, podria
ser el metabolismo de este compuesto en el cuerpo humano. El B-caroteno se
descompone por accion de la enzima (3-caroteno 15,15-monooxigenasa (BCO1) en
la mucosa intestinal, produciendo retinol. Aunque este proceso ocurre principalmente
en el intestino, Lindgvist y colaboradores demostraron, mediante deteccion
inmunohistoquimica, que la enzima BCO1, también puede expresarse en
queratinocitos (Lindqvist A. y col., 2004). Por lo tanto, B-caroteno podria
descomponerse a retinol en las células de la piel (Kafi y col., 2007). Es importante
destacar esta parte del metabolismo del carotenoide porque el retinol es una molécula
ampliamente estudiada en los tratamientos dermatolégicos. Se ha demostrado que el
retinol estimula el crecimiento de queratinocitos a través de potenciar la actividad del
factor de transcripcion c-Jun (Quan, 2023). Por ende, es posible que B-caroteno sea
metabolizado por células HaCaT, obteniendo retinol y promoviendo el crecimiento
celular. Se requieren mas experimentos que puedan confirmar la formacién de retinol

en células HaCaT estimuladas por -caroteno.

VIl.4. Evaluacion de reparacion

Para evaluar el efecto reparador, accion de los carotenoides una vez hecho el dafio,
se agregaron a los grupos experimentales p-caroteno a 20 y 40 pyM, zeaxantina a 10
y 20 uM, y luteina a 5, 20 y 50 uM (Li y col., 2015; Roldan-Fidalgo y col., 2016; Ying
y col., 2017; Juin y col., 2018; Antunes y col., 2022; Kondo y col., 2022) posterior al
protocolo de dafio con UV y se mantuvieron en contacto con las células desde 0 hasta

72 h. Ya que anteriormente se habia observado que los carotenoides tienen la
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capacidad de activar vias de sefializacion que promueven reparacion celular como
PPAR-a (Choi, 2015). Nuestros resultados indican que ninguna de las
concentraciones probadas tiene un efecto reparador contra el dafio generado por UV,
a ninguno de los tiempos probados. Esto nos indica que en estas condiciones los
compuestos no tienen la capacidad de revertir el dafio causado por la radiaciéon UV.
Esto se puede deber al protocolo de dafio de los experimentos (tiempo de exposicion
a radiacion UVB), mencionado anteriormente. Posteriormente, seria sugerido evaluar
otros tiempos de exposicion a UV para generar un dafio mas ligero y posteriormente

evaluar este efecto.

Por su parte, al evaluar este efecto con la concentracién 3600 uM de los grupos
experimentales (Kumary col., 2024), nos percatamos de que, nuevamente, las células
con los compuestos muestran una gran disminucion en el porcentaje de viabilidad
celular. Sin embargo, tal como se observo en las fotomicrografias de (3-caroteno a
3600 uM en la evaluacion de toxicidad, también se puede ver que las células poseen
una morfologia similar a las células pretratadas segun se discutido en el apartado
anterior (figura 16 en el anexo). Esto podria indicar un posible efecto de reparacion
para este grupo experimental con B-caroteno a 3600 uM. Sin embargo, de igual

manera, se requiere otra técnica experimental para probar esta aseveracion.
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VIII. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que en las condiciones evaluadas:

Los tratamientos con 3600 uM de B-caroteno y zeaxantina durante un intervalo
de 4 horas, prolongado hasta el momento post irradiacion (30 min) tienen un
efecto fotoprotector de las células HaCaT desde 24 hasta 72 horas.

La luteina a 3600 uM aplicada durante un intervalo de 4 horas, prolongado
hasta el momento post irradiacion (30 min) tiene un efecto fotoprotector desde
24 hasta 72 horas y promueve la proliferacion de las células HaCaT desde 24
hasta 48 horas. Todos los grupos experimentales con la concentracion 3600
MM son toxicas para las células HaCaT a partir de las 24 horas de exposicion
continua.

Los grupos experimentales 3-caroteno a 20 y 40 uM, zeaxantina a 10 y 20 uM,
y luteina a 5, 20 y 50 uM presentaron toxicidad hasta por 72 horas de exposi-
cién continua.

Ninguno de los grupos experimentales present6 un efecto reparador de

manera significativa.

Es necesario realizar otros ensayos para corroborar el efecto del grupo de [3-

caroteno a 3600 uM, asi como evaluar los mecanismos moleculares implicados en

los efectos probados.
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en ensayos clinicos, investigacidn observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacidn, le comunicamos
que el protocolo de investigacion titulado “Evaluacién del ofecto fotoprotector y
reparador de los carotenoides (luteina, zeaxantina y -caroteno) frente al
dafio causado por radiacién UV en queratinocitos de piel humana”, del cual
Usted es responsable, fue evaluado con una resolucidn de exento de dictamen
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Fotoproteccion concentraciones altas

Control de dafo (UV) ﬁ-caroteno 3600uM  Zeaxantina 3600pM Luteina 3600uM

48 hrs 24 hrs

72hrs

Figura 15. Fotomicrografias representativas de fotoproteccion de tratamiento con
3600 uM durante la irradiacion por 4.5 horas de los grupos experimentales a las 24,
48 y 72 horas en células HaCaT durante ensayo MTT (primer grupo control — no

irradiado).

Toxicidad concentraciones altas

Control pg-caroteno 3600pM Zeaxantina 3600pM Luteina 3600uM

24 hrs

48 hrs

72 hrs

Figura 16. Fotomicrografias representativas de toxicidad de tratamiento continuo con
3600 uM de los grupos experimentales a las 24, 48 y 72 horas en células HaCaT

durante ensayo MTT.
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Reparacion concentraciones altas

Control Control de dafio (UV) [B-caroteno 3600pM  Zeaxantina 3600uM Luteina 3600uM

Figura 17. Fotomicrografias representativas de reparacion de tratamiento continuo
con 3600 uM tras la irradiacién de los grupos experimentales a las 24, 48 y 72 horas
en células HaCaT durante ensayo MTT (primer grupo control — no irradiado).

24 hrs

48 hrs

72 hrs
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