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Resumen

En estudios anteriores en el grupo se ha analizado y determinado el potencial antioxidante de extractos
vegetales, como el del romero (Rosmarinus officinalis) o la melisa (Melissa officinalis), en modelos
celulares de piel correspondientes a la linea HaCat (linea inmortalizada de queratinocitos) y la linea B16-

F10 (linea de melanoma murino).

El objetivo del presente trabajo es el estudio del potencial antioxidante, inductor/inhibidor de la

melanogénesis y fotoprotector de cinco extractos vegetales de origen mediterrdneo y tropical.

En primer lugar, se determind el contenido fendlico y se comprobd la actividad antioxidante mediante
diferentes ensayos in vitro (Folin, TEAC, FRAP y ORAC). Posteriormente, se estudié en modelos celulares

tanto la accion inductora/inhibidora de la melanogénesis como su capacidad fotoprotectora.

Los resultados obtenidos son positivos en los tres campos de estudio, obteniendo capacidad antioxidante,
inductora de la melanogénesis y fotoprotectora. De este modo se postula una futura utilidad en Ila

aplicacion sanitaria/cosmética de los extractos vegetales estudiados.

Palabras clave: Antioxidante, extractos vegetales, inductor, inhibidor, fotoproteccion vy

melanogénesis.

Abstract

Previous studies in our laboratory have analyzed and determined the potential of vegetal extracts like a
rosemary extract (Rosmarinus officinalis) or a lemon balm extract (Melissa officinalis) in skin cell models
corresponding to HaCat cell line (inmortal cell line of melanocyte) and B16-FO cell line (melanocytes from

murine tumor cell line).

Thus, now we present the study of five vegetal extracts of Mediterranean and tropical origin for their

antioxidant, inductor-inhibitor and photoprotector potential determination.

These properties were checked firstly by in vitro assays regarding to biochemical antioxidant
potential/Folin, TEAC, FRAP and ORAC), followed by their confirmation in cellular models. Secondly,
through in vivo assays, the melanogenesis induction-inhibition and photoprotector properties were

analyzed using a cellular model.

The information obtained from the biochemical and cellular assays indicated that these five extracts have
antioxidant, inductor of melanogenesis and photoprotector capacity, suggest their future application in

health and cosmetic fields.

Key words: Antioxidant, inductor, inhibitor, melanogenesis, photoprotection and vegetal extracts.
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1.-Introduccién

1.1.-Anatomia y fisiologia de la piel

La piel es un drgano vital que destaca por ser el de mayor extensién del organismo, pues recubre
la totalidad de la superficie del cuerpo humano con la excepcién de las superficies duras u
orificios. Puede llegar a representar el 15% del peso seco del cuerpo humano [1]. Posee un papel
fundamental al ser la primera y mas eficaz barrera al exterior. Tiene diversas funciones entre las
qgue se encuentra la impermeabilidad ante agresiones externas como agentes quimicos,
deshidratacién, patdégenos o radiaciones solares. También representa la localizacion del sentido
del tacto ya que es donde se encuentran las terminaciones nerviosas y los receptores

relacionados con el dolor o la temperatura.

La estructura por la que se encuentra conformada la piel posee un grosor de 2 mm [2]. Sin
embargo, dicho grosor, al igual que el color derivado de la pigmentacion, varia segun la
superficie corporal observada. Un ejemplo es el parpado, cuyo grosor es menor de 1 mm [1].
En la piel se distinguen tres capas: Epidermis, dermis e hipodermis (Figura 1A). Cada una de las
capas posee un grosor y funciones distintas. La epidermis es la ldmina que se encuentra
localizada en la porcidn exterior del sistema integumentario, es el sistema orgdnico mas extenso
del cuerpo, ya que se trata del revestimiento exterior, formado por la piel, sus apéndices y
conductos. Estd compuesto principalmente por queratinocitos y en menor medida por
melanocitos, células de Langerhans, células de Merkel y receptores. Ademas, hay cuatro

subldminas dentro de la epidermis (Figura 1B).
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Figura 1: (A) Anatomia y capas que conforman el tejido de la piel. Se diferencian desde arriba hacia abajo
las tres capas principales epidermis, dermis e hipodermis y sus correspondientes apéndices [2]. (B) Relacion

entre las capas dermis y epidermis y division de la epidermis en 4 sublaminas.
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La ldmina basal, también conocida como stratum germinativum, es la Unica porcién de la
epidermis en la que se encuentran células con capacidad de division, estos son las células basales
responsables de la constante renovacién de la piel, ya que dan lugar a los queratinocitos que
migrardn hacia capas exteriores. La presente |dmina se encuentra compuesta por
qgueratinocitos, melanocitos y células de Merkel, con la capacidad anteriormente comentada.
Los melanocitos son los encargados de la sintesis de melanina y su transferencia a los
gueratinocitos, mediante las prolongaciones que extienden como via de transferencia. Esto
supone el inicio de la transformacion de los queratinocitos hasta convertirse en las células
protectoras de las radiaciones [3]. En paralelo a la incorporacién de la melanina, los
gueratinocitos migran hacia las capas mas externas de la piel en el proceso de queratinizaciony

renovacion celular.

Este proceso consta de dos fases:

1.-Una vez se ha dividido la célula basal y ha dado lugar al queratinocito, éste entra en

la fase de sintesis de queratina.

2.-La célula sufre unos procesos celulares mediante los que se produce una senescencia
programada [4]. Esta maduracion se produce junto a la migracién de la célula hacia el

estrato coérneo.

Sobre la Idmina basal se localiza el estrato espinoso, que recibe este nombre debido a la
morfologia de las células que lo componen. Estas células, denominadas células espinosas, son
los queratinocitos. La morfologia se debe a los desmosomas que cubren los huecos entre dichas
células, contribuyendo a la adquisicién de propiedades fisicas, como futura respuesta al estrés
fisico [1]. Con respecto a los tipos celulares localizados en esta regién, se encuentran los

gueratinocitos y las células de Langerhans, cuya funciéon se enfoca en la respuesta inmune.

La siguiente capa que se puede diferenciar es el estrato granuloso. Su nombre se debe a la
morfologia de las células que conforman esta capa. Dichas células se corresponden con los
gueratinocitos, que prosiguen su ascenso. Su morfologia se debe a los granulos de
gueratohialina que almacenan, necesarios en el proceso de queratinizacién que ademas les
aporta un aumento de tamafio y aplanamiento de su estructura. Esta capa es la ultima region
compuesta por células vivas, ya que una vez transcurrida la migracién de esta lamina se produce

una deshidratacion, completandose de esta forma la diferenciacion de los queratinocitos.

En dltimo lugar, se encuentra el estrato cérneo. Es la capa de la epidermis donde finaliza el

proceso de diferenciacion terminal de los queratinocitos que han perdido el nucleo y organulos
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aconsecuencia del proceso de queratinizacidn, en la que se produce la transicién entre el estrato
granuloso y el cérneo. Las células localizadas en esta regién estan muertas y confieren
resistencia mecanica contra agresiones externas y pérdida de agua principalmente. Por debajo
de las cuatro capas/laminas de la epidermis se presenta la dermis. Esta estd formada por un
tejido conectivo amorfo, caracterizado por ser englobado en su mayoria por células
especializadas y es donde se encuentran las redes vascular y nerviosa. Se trata de la principal
responsable de la masa correspondiente a la piel, ya que es la capa mds gruesa, supone el 90%
del grosor total y el 70% del peso [1]. Se encuentra compuesta principalmente por coldgeno,
mas concretamente el tipo | aunque se puede encontrar el subtipo (lll), que confiere las
propiedades de resistencia al estrés[5]. Los otros componentes estructurales son las fibras
eldsticas constituidas por elastina y proteinas fibrilares y el acido hialurénico en menor medida.
Las propiedades conferidas por esta capa son elasticidad, resistencia a la tensién y soporte no
solo estructural a la epidermis, sino nutritivo, ya que existe una estrecha relacién, entre estas

dos porciones debido al suministro de nutrientes llevado a cabo desde la dermis a la epidermis

[2].

En ultimo lugar se puede diferenciar la tercera capa, llamada hipodermis o tejido subcutaneo.
Se encuentra formada por una red de adipocitos, coldgeno y presenta un grosor variable. Aqui
tiene presencia la sintesis y conversiones de hormonas, ademas posee la funcion de reserva
energética a consecuencia de su alto contenido en lipidos, con su correspondiente regulacion
de la temperatura y proteccién de los érganos internos [2]. Es donde se localizan las glandulas
sudoriparas, que son apéndices tubulares enrollados que producen el sudor y los foliculos

pilosos, que también son un apéndice de la piel con una actividad ciclica en la renovacion capilar.

1.2.-Melanocitos y melanogénesis

Los melanocitos son células especializadas en la sintesis del pigmento melanina, que derivan de
células embrionarias conocidas como crestas neurales [6], las cuales representan una poblacion
celular transitoria, Unica de vertebrados, que se origina en el ectodermo durante el desarrollo
embrionario [7]. La localizacién de los melanocitos predomina en la membrana basal y estan en
contacto con los queratinocitos en sus capas mas externas. Esta cercania permite la produccion
del pigmento melanina y su transferencia desde los melanocitos a los queratinocitos (Figura 2).
Los melanocitos son los encargados de ejercer a través de la sintesis de melanina, la proteccion

ante las radiaciones ultravioletas que sufre la piel.
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Queratinocito

Melanocito

Melanina

Figura 2: llustracion de la interaccion melanocito-queratinocito en la transmision de la melanina, que

confiere la propiedad protectora del queratinocito [2].

La relacidn entre los melanocitos y los queratinocitos supone el escudo protector contra las
radiaciones, por lo que existe una estrecha red de comunicacién y coordinacién entre ambos
tipos celulares. Una de estas vias es la capacidad que poseen los queratinocitos de regular las
actividades bioldgicas de los melanocitos como la proliferacién o el aumento en la produccién
de melanina, mediante factores de sefializacidon (sefializacién paracrina), siendo también los

propios melanocitos capaces de generar una seializacidn autocrina en su propia regulacion [8].

La melanogénesis se define como el proceso mediante el cual los melanocitos producen
melanina. Este proceso se localiza en estructuras especializadas dentro del melanocito llamadas
melanosomas [6]. Existen dos tipos de melanina, la eumelanina y la feomelanina [9]. La
eumelanina aporta el color caracteristico de piel de cada etnia. Su sintesis depende de la
biodisponibilidad de sustratos y de la enzima tirosinasa (TYR), de la proteina relacionada con la

tirosinasa 1 (TYRP 1) y de la proteina relacionada con la tirosinasa 2 (TYRP2) [10].

La sintesis de la feomelanina, comienza con una hidroxilacién de la tirosina a L-3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) por la enzima TYR, producto que rapidamente se oxida a
DOPAquinona. A continuacién, en presencia de la cisteina, la DOPAquinona reacciona con ésta
y se produce la 3- o 5-cisteinilDOPA. Esta reaccion es seguida de una oxidacidn y una posterior
polimerizacién, dando lugar a la feomelanina. Este tipo de melanina posee una capacidad
fotoprotectora menor que la eumelanina. En cambio, la sintesis de eumelanina se caracteriza,

al producirse en ausencia de tioles, por seguir una sintesis parcialmente diferente.
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En este caso, se parte de la DOPAquinona, que sufre de manera espontdnea una ciclacién a
DOPAcromo. En el siguiente paso el DOPAcromo pierde un acido carboxilico y genera 5,6-
dihidroxiindol (DHI), que rapidamente se oxida y polimeriza para formar DHI-melanina. Pero si
se encuentra presente la DOPA cromo tautomerasa, DOPAcromo formara DHI-2-acido

carboxilico (DHICA), siendo la DHICA-melanina (eumelanina en pasos intermedios) (Figura 3).

Tirosina

TYR

Y
L-DOPA

TYR

Y
DOAPquinona

cisteina / \

DOPAcromo CisteinilDOPA
TRP2 Oxidacion
Polimerizacion
DHICA DHI Feomelanina
TRP1
Y Y

DHICA-melanina DHI-melanina
- e '

Eumelanina
Figura 3: Esquema de la ruta de sintesis de la melanina en sus dos subtipos, eumelanina y feomelanina y

las distintas reacciones que tienen lugar [6].

La feomelanina presenta una mayor actividad antioxidante frente a las especies reactivas del
oxigeno y un efecto fotoprotector debido a que produce scattering, actia como croméforo
absorbiendo la radiacién y protegiendo de esta manera a los tejidos [6, 11]. Tras la sintesis de la
melanina en los melanosomas se produce la transferencia de estas estructuras englobadas a los
gueratinocitos. Esto se produce mediante un sistema de vesiculas que rodean los melanosomas.
Una vez se encuentra esta organela con propiedad fotoprotectora en el citoplasma del
gueratinocito, se degrada la membrana que la rodea y se reorganizan protegiendo el material

genético principalmente [12].

Existen numerosas enfermedades relacionadas con la pigmentacion de la piel, afectando a un
gran sector de la poblacién. Por ello, es necesario el conocimiento de las bases celulares del
entramado de la melanogénesis, para poder abordarlas desde un punto de vista biotecnoldgico.
Un ejemplo es el vitiligo, enfermedad autoinmune en la que los melanocitos son destruidos y se

pierde la pigmentacién [13]. Para este tipo de enfermedades se estan desarrollando
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tratamientos mediante el uso de andlogos de la hormona estimulante de los alfa-melanocitos,
como es el afamelanotide [14], los cuales promueven la repigmentacidon. Ademads, existen
anomalias relacionadas con una pigmentacion excesiva como puede ser la hiperpigmentacion

postinflamatoria.

Por el contrario, los productos blanqueantes también se utilizan como cosméticos en la cultura
asiatica o enla eliminacion de manchas en la piel. Esto es debido a la asociacidn cultural asidtica
de la piel clara con la belleza y aceptacion [15]. Productos como Synerlight, por la compaiiia
LIBiol, estan compuestos por productos aislados de plantas, como la especie Sophora o el kiwi
(Actinidia chinesis), que poseen actividad inhibidora de la tirosinasa, enzima vital en el proceso

de la melanogénesis [16].

1.3.-Radiacién UV y melanina

La radiacidn ultravioleta (UV) se encuentra localizada en el rango de longitud de onda de 100-
400 nm [17]. Esta radiacion UV se puede separar en distintas subradiaciones en funcién de su
longitud de onda, segun la cual tienen propiedades distintas. Las relaciones entre las magnitudes
de las radiaciones se rigen mediante la ecuacién de Planck, relacionando la energia de un fotdn
como el producto de la frecuencia y la constante de Planck (E = h - v). De este modo se extrae la
conclusién sobre la que, a menor longitud de onda, la radiacién posee una mayor frecuencia y

energia [18].

En funcién de la energia, la radiacion UV tiene un efecto bioldgico distinto en el cuerpo humano.
La energia que transmite la radiacién se ve condicionada por la longitud de onda que posee, a
menor longitud de onda mayor energia. De esta manera, la radiacion UV proveniente del sol se
divide principalmente en 3 bandas, en funcién de la longitud de onda [19]. En primer lugar, se
encuentra la radiacidon UVC, cuya longitud de onda abarca 100-280 nm. Sin embargo, la totalidad
de la radiacién es absorbida por el ozono localizado en la estratosfera y sélo es relevante en las
zonas en las que dicha capa esta disminuida como en las zonas polares. A continuacion, con una
mayor longitud de onda se encuentra la radiacion UVB, que abarca el rango de 280-320 nm. Esta
radiacion atraviesa nuestra atmodsfera, siendo una de las radiaciones solares nocivas
perjudiciales para la salud. En dltimo lugar, se encuentra la radiacion UVA, que presenta la mayor
longitud de onda, comprende el rango 320-400 nm. Esta radiacion también penetra en la

atmosfera y es perjudicial para la salud [17].

La melanina presenta una funcion importante en nuestro organismo contra las radiaciones UV

de tipo Ay B, presentando diferencias en la forma de actuar frente a un tipo u otro. La radiacion
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UVB es de mayor energia que la Ay es en porcentaje la radiacion minoritaria en el espectro UV
gue atraviesa la atmodsfera. La radiacion UVB es la principal responsable del dafio directo por
radiacion del ADN, mediante la formacién de dimeros o fotoproductos [20]. Ademads, es la
principal contribuyente a la produccion de eritemas en la piel, ya que la efectividad decrece
conforme la longitud de onda es mayor. Sin embargo, a pesar de estos aspectos perjudiciales, la
radiacion UV-B, es la responsable de la produccién de melanina, aumentando la cantidad de
granulos y su dispersiéon en el citoplasma, contribuyendo a una mayor proteccién frente a las
radiaciones [20, 21]. EI UVB incide sobre las capas superficiales de la epidermis, siendo
bloqueada por los queratinocitos que poseen melanina. Esta interferencia se produce debido a
qgue la melanina contenida en los queratinocitos absorbe dicha radiacidn y desarrolla un
fendmeno de scattering mediante el cual impide la incidencia en capas mas profundas [22]. Otro
de los aspectos positivos de la radiacion ultravioleta B es la propiedad de inducir la sintesis de
vitamina D, mediante la absorcién de esta radiacidn por el 7-deshidrocolesterol presente en la

dermis y la epidermis, que se transforma en la provitamina D3 [23].

La radiacion UVA posee una longitud de onda mayor y por tanto es menos energética que la B.
Sin embargo, es mucho mas penetrante, llegando a incidir incluso en el tejido subcutdneo [24].
Esta radiacién es también responsable del dafio en el material genético, pero en este caso, el
dafio se debe a la formacion de especies reactivas del oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS),
gue contribuyen también al envejecimiento de la piel. Este tipo de UV no es dispersado por la
melanina y comprende la mayor parte de la radiacion que atraviesa la atmdsfera. Con respecto
a sus propiedades, la radiacién UVA no induce melanogénesis a pesar de su capacidad de
incrementar la pigmentacion de la piel. Esto es debido a que esta radiacidn sdélo produce una
fotoxidacién de la melanina ya existente, dando lugar a un color grisdceo que desaparece en un
corto rango de tiempo, desde minutos a horas. Ademads, este tipo de bronceado no posee

capacidad fotoprotectora [21].
1.4.-Estrés oxidativo y envejecimiento

El envejecimiento es un proceso natural y propio de los organismos vivos, siendo el
envejecimiento de la piel la primera sefial del paso del tiempo, sin embargo, existen distintos
tipos de envejecimiento. En primer lugar, se puede distinguir el envejecimiento intrinseco, que
es inevitable, y tiene causas tales como los factores genéticos, el metabolismo y el paso del
tiempo, produciendo defectos en los sistemas de reparacion [25]. El metabolismo oxidativo es

el responsable de gran parte las especies reactivas de oxigeno, cuyo principal contribuidor es la
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mitocondria, seguido de los peroxisomas y el reticulo endoplasmatico. Estos radicales poseen
una descompensaciéon en la carga electrénica y, por lo tanto, esto los hace reaccionar con
diferentes moléculas que conforman las estructuras, provocando dafos en el ADN, membrana
o citoesqueleto dando lugar al envejecimiento intrinseco, que ademads esta relacionado con la

pérdida de defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas [24].

El fotoenvejecimiento es un envejecimiento extrinseco provocado por la radiacién solar se
produce o por la formacién de especies reactivas de oxigeno debido a eventos adversos del
exterior como pueden ser la polucion o el tabaco. Se estima que el 80-90% del desarrollo del

envejecimiento de la piel se debe al estrés oxidativo [26].

Con respecto al fotoenvejecimiento, hay 2 formas en las que la radiacién UV afecta, ya que como
se ha comentado anteriormente tan solo llegan a la superficie terrestre el UVA y B. La radiacidn
UVB no atraviesa la epidermis y por tanto incide sobre ella. Al ser una radiacién energética
produce tanto un dafio directo a los acidos nucleicos como una inflamaciéon que induce la
produccidn de interleucinas y la presencia de células del sistema inmune, dando lugar a la
produccidn de ROS en respuesta a la agresidn externa. En estas circunstancias la melanina actia
como cromoéforo, absorbiendo la radiacién, impidiendo el desarrollo de la reacciéon inflamatoria

y por tanto evitando la inflamacién en la que se producen ROS [24, 27].

La radiacion UVA posee una longitud de onda mayor, pero por el contrario una menor energia.
Incide sobre las capas mas profundas de la piel, siendo absorbida por moléculas como el acido
urodnico, riboflavinas, melanina, bilirrubina, grupo hemo y porfirinas, lo cual produce la
excitacion de estas moléculas. Esta absorcién de energia cedida por la radiacién desemboca en
dos reacciones, una puede ser la vuelta al estado basal mediante la emisién de la energia en
forma de calor o fluorescencia. Si esta reaccién no sucede, entonces la molécula promociona a
un estado de triplete excitado, de forma que puede reaccionar con ADN u oxigeno, dando lugar

a modificaciones en el ADN o la produccién de ROS.

Ademas, se ha constatado que las radiaciones, tanto UVB como UVA, poseen la capacidad de
activar unas enzimas conocidas como metaloproteinasas de la matriz, cuya funcién es la
degradacion de la matriz extracelular, las cuales adquieren protagonismo en el envejecimiento
[28]. La degradacion de la matriz extracelular conlleva la pérdida de firmeza, elasticidad y

aparicién de arrugas y otros efectos visibles.
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2.-Antecedentes

Las plantas medicinales comenzaron a usarse hace cinco mil afios por primera vez en las regiones
sumerias. Desde entonces, han sido las protagonistas de una busqueda en la naturaleza como
remedio de las distintas enfermedades que afectaban a los distintos imperios, hoy conocidos

como compuestos bioactivos [29].

Los antioxidantes son moléculas estables de bajo peso molecular. Son capaces de donar un
electron a moléculas de radicales libres y de esta forma neutralizarlas, evitando de esta forma
gue puedan dafar a otras moléculas, lo cual contribuye al envejecimiento prematuro celular

[30].

Gran parte de los antioxidantes sintetizados por las plantas, pertenecen al grupo de los
polifenoles. Se trata de moléculas derivadas del metabolismo secundario de las plantas [31], que
son metabolitos necesarios para su supervivencia. Su sintesis se debe principalmente a la
capacidad que poseen las plantas para producir compuestos fitoquimicos como defensa ante los
patégenos o animales herbivoros u otras condiciones de estrés como la falta de agua y la

radiacion solar.

Nuestro organismo posee mecanismo de defensa contra el envejecimiento, uno de ellos es la
presencia familias de enzimas especializadas en la neutralizacién de las ROS, responsables del
envejecimiento debido a su capacidad de reaccionar con moléculas estables. Una de ellas es la
familia superdxido dismutasa (SOD), de la cual el ser humano posee 3 isoformas (SOD1, SOD2 y
SOD3). Estas enzimas se encargan de la dismutacion del anién superdxido Oz en O, y H,0,,
mediante reacciones redox en los que se encuentra involucrado su centro activo constituido por
metales como el cobre o el manganeso [32]. Sin embargo, en ocasiones se rompe el equilibrio
entre la producciéon de ROS y antioxidantes (Figura 4), como sucede cuando el cuerpo se
encuentra bajo situaciones de estrés. En estos casos, es necesario complementar la cantidad de
antioxidantes en la dieta [33], bien sea mediante un mayor consumo de frutas y verduras,
mediante el consumo de alimentos enriquecidos en antioxidantes o con la ingesta de
preparados de extractos vegetales (nutracéuticos). Existen una gran variedad de plantas que
poseen propiedades antioxidantes como puede ser la especie Rosmarinus officinalis L. (Romero)

[34] o Hibiscus sadariffa (Hibisco) [35].
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Con respecto a la capacidad inductora o inhibidora de la melanogénesis, se conocen algunas
plantas que presentan dichas propiedades. Estas capacidades se atribuyen principalmente a que
sintetizan ciertos compuestos que interactian en la ruta de biosintesis de la melanina [36],

activando o inhibiendo enzimas que participan en la produccion o degradacion de la melanina.

Un ejemplo de extractos con capacidad de inducir la melanogénesis es el extracto de Melissa
officinalis. La melisa es una planta tipica mediterranea usada cotidianamente en infusiones. Se
ha constatado que dicho extracto protege de los dafios producidos por la radiacién UVB, ademas

de poseer capacidad antioxidante e induccidon de melanogénesis [37].

Por otro lado, el extracto de Sophora angustifolia produce la inhibicién de la melanogénesis.
Sophora angustifolia es una planta presente en los continentes asidtico y americano, se suele
utilizar en ornamentacion. Este extracto es un inhibidor de la tirosinasa, que es una enzima que
cataliza la produccion de melanina. La inhibicidn de esta enzima por el extracto evita que se

produzca melanina y su transferencia desde los melanocitos a los queratinocitos [38].

12



Victor Jiménez Lancho Trabajo de Fin de Grado 42 de Biotecnologia
3.-Objetivos

Se dispone de 5 extractos obtenidos de plantas mediterraneas y tropicales.

Teniendo conocimiento del potencial terapéutico que poseen las plantas, en relaciéon con
tratamientos relacionados con el ambito de la piel y la proteccién solar, se decide testar las

propiedades planteadas en los siguientes objetivos generales:

1.-Conocer la actividad antioxidante

2.-Determinar su accidn sobre un modelo de melanogénesis.

3.-Estudiar su capacidad fotoprotectora.

Dichos objetivos se desarrollaran a través de los siguientes objetivos secundarios:

1. Analisis del contenido fendlico y la actividad antioxidante mediante los ensayos Folin, TEAC,
FRAP y ORAC.

2. Puesta a punto de un ensayo para el estudio de la melanogénesis en un modelo de
melanocitos de raton.

3. Estudio de la capacidad fotoprotectora en un modelo de queratinocitos humanos.
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4.-Materiales y métodos

4.1.- Extractos vegetales

En el presente trabajo se utilizaron 5 extractos vegetales para estudiar su contenido fendlico,
capacidad antioxidante, y su posible induccién o inhibicion de la melanogénesis y efecto
fotoprotector. Estos extractos fueron aportados por el grupo de investigacién del doctor

Antonio Segura de la Universidad de Granada.

Estos extractos tienen la siguiente codificacidén: ES2; ES4; ES6; PAA65 y PAA8S. Se realizaron
stocks de 5 mg/mL para la realizacidn de los ensayos bioquimicos a partir del extracto seco. En
el caso de ES2, ES4 y ES6, el disolvente fue metanol-agua (MeOH-H,0) en una proporcién de

50:50 y en el caso de PAAG5 y PAASS fue etanol-agua (EtOH-H,0) en una proporcion de 50:50.

Para los ensayos en cultivo celular, en lugar de usar esos disolventes se utilizé el dimetilsulféxido

(DMSO) para disolver el extracto a una concentracion de 30 mg/mL a partir del extracto seco.
4.2.-Ensayos bioquimicos

El ensayo de Folin-Ciocalteu determina la cantidad de fenoles total. El fundamento de este
experimento se basa en la capacidad de los compuestos fendlicos para reducir el reactivo de
Follin-Ciocalteu, dando lugar a un compuesto de color azul detectable mediante su absorbancia
[39].

Tras la determinacion del contenido fendlico de los extractos, se procedié a la caracterizacion
de su capacidad antioxidante. Para ello se recurrié a diferentes métodos in vitro, en concreto a

tres:

1. Elensayo TEAC mide la actividad antioxidante de los compuestos debido a su capacidad
de reducir moléculas oxidadas, dando lugar a un compuesto coloreado [40]. El patrén

usado en este caso es el trélox, que es un analogo de la vitamina E.

2. El FRAP se trata de un ensayo que mide directamente la cantidad de antioxidantes
presentes en la muestra estudiada, debido a que se trata un ensayo colorimétrico, en
el que se mide la reduccién de un compuesto mediante los antioxidantes presentes en

la muestra [41]. El patrén usado es el sulfato de hierro.
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3. El ORAC se trata de un ensayo que mide la capacidad antioxidante de las muestras
presentes en el estudio por su capacidad de neutralizar las especies reactivas de

oxigeno[42]. El patrén usado es el trélox.

La realizacion de estos ensayos se encuentra explicada en un articulo desarrollado por el grupo

de investigacion de Compuestos Bioactivos [43].
4.3.-Cultivo celular y mantenimiento

Para el desarrollo de esta linea de investigacidn se ha usado la linea celular B16-F0, corresponde
al modelo de melanoma murino que fue obtenido de la ATCC[44]. Es un modelo ampliamente

utilizado en el estudio de melanogénesis [45].

El mantenimiento de la linea se realizé con DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con
alto contenido en glucosa (4,5 g/L), piruvato, suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(SFB) y un 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Dichos productos fueron suministrados por

Gibco (Life Technologies Corporation, Europa).

Se mantuvo un control tanto de la morfologia como de la confluencia de la linea celular
mediante microscopia. Se tripsinizé 2-3 veces por semana, cuando la confluencia se aproximaba
al 100%. Para ello, en primer lugar, se retird el medio de cultivo y se lavé la superficie con 5 mL
de tampodn fosfato (Phosphate Buffered Saline, PBS). A continuacién, se afiadieron 2 mL de
tripsina 0,05%, dejandola actuar 2 minutos a 37°C en una atmdsfera humeda. Tras este tiempo
se anadieron 10 mL de medio de cultivo para neutralizar la tripsina a una proporcién 1:5. Para
proceder con el recuento celular se afiadieron 10 pL de la disolucidn en la cdmara de Neubauer,
estableciendo de esta manera el volumen necesario para la realizacién de ensayos a la densidad
de siembra adecuada. Una vez sembradas, las placas se mantuvieron 48 horas en un incubador

hasta su tratamiento.

4.4.-Ensayo de densidad de siembra

Para la realizacion de los ensayos celulares, en primer lugar, es necesario estandarizar la
densidad de siembra dptima para que las confluencias de las células sembradas cumplan los

plazos establecidos para su posterior tratamiento y revelado.

Para la determinacién del nimero de células se siguieron unas pautas preestablecidas basadas

en la siembra de concentraciones celulares distintas en orden creciente en placas de 96 pocillos.
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Se procedid a analizar la confluencia de las distintas condiciones de las placas a 48, 72 y 96 horas
tras la siembra. Se analizé la morfologia y la confluencia celular diariamente. La concentracion
celular seleccionada fue de 6.000 células/pocillo, debido a que la confluencia alcanzada a las 48
horas es del 76%, a las 96 horas del 100% v las células conservaban una morfologia adecuada.
La segunda razoén por la que se determind esta densidad de siembra celular 6ptima es porque,
cuando la linea celular crece hasta una confluencia del 100%, se produce la sintesis y expulsidn

de la melanina al medio extracelular.
4.5.- Ensayos de melanogénesis

Se estudio la capacidad de los extractos de inducir o inhibir el proceso de melanogénesis en la
linea celular de melanoma B16 en comparacién con dos agentes quimicos que producen su
inhibicion (acido kdjico) e induccion (3-isobutil-1-metilxantina o IBMX). Ademas, se estudio el
efecto de los compuestos sobre la melanogénesis bajo una irradiacidn previa con UV, ya que la

radiacidon UV posee un potencial inductor de la melanogénesis.

Para poder observar las capacidades que poseen los extractos vegetales, en primer lugar, se
puso a punto el tiempo del tratamiento y la concentracién de los controles acido kéjico e IBMX.
Posteriormente se realizd el estudio del efecto de los extractos sobre la melanogénesis en

comparacion con los controles.

En segundo lugar, se estudio el efecto de la irradiacion UVB y A sobre los melanocitos y se eligié
la dosis de irradiacion para determinar si hay una interaccién entre los extractos y la irradiacion

uv.

4.5.1.-Determinacion del tiempo de tratamiento y

concentracion de los controles quimicos

Los controles acido kdjico e IBMX fueron testados para elegir la concentracién a la cual ejercen

el efecto deseado y no haya toxicidad.

En la realizacion del ensayo se escogieron distintos tiempos para analizar la evolucion de la
melanina y viabilidad, tanto el tiempo post-siembra antes del tratamiento como post-
tratamiento con los controles. Tras los resultados obtenidos en funciéon de la melanina
sintetizada y la viabilidad adquirida de la linea celular en los distintos tiempos probados, se

escogid un tiempo de 48 horas de post-siembra y posteriormente otras 48 horas de tratamiento.
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En base a los resultados obtenidos para el tiempo de post-siembra y tratamiento elegido se

escogieron las concentraciones de acido kdjico e IBMX.

El 4cido kdjico se utilizé como control de la inhibicién de la melanogénesis. Este compuesto se
relaciona con la inhibicién de la produccién de melanina debido a que impide la realizacién de

ciertas actividades propias de la tirosinasa mediante inhibicién competitiva.

El IBMX se utiliz6 como control de induccién de melanogénesis. Se trata de un compuesto
metilado derivado de la xantina (molécula perteneciente a las purinas). Este compuesto induce
la produccion de melanina mediante la interaccidon con las proteinas MITF (melanogenesis
associated transcription factor), pues son responsables de la transcripcién de las enzimas

involucradas en la melanogénesis.

Se probé el rango de concentracion del acido kdjico de 70 a 3500 uM y del IBMX de 25 a 100
MM. Para la eleccidn de la concentracidon de los controles a usar en los siguientes ensayos se

midid la evolucion de la melanina y la viabilidad a tiempo final.

La melanina se midid a 475 nm. Para esta medicion se uso el lector de placas SPECTROstar

Omega. Este equipo mide de forma automatizada la absorbancia de las placas.

La viabilidad se determind mediante el ensayo Hoechst. Este método de determinacién de la
viabilidad celular se basa en el uso de la sonda fluorescente Hoechst, que presenta afinidad por
la cromatina. El revelado de la viabilidad se realiz6 mediante un microscopio de fluorescencia,
Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader. Se trata de un microscopio de fluorescencia que
combina la microscopia digital de campo ancho automatizada junto con la lectura de placas,
mediante el cual se puede visualizar con imagenes la fluorescencia emitida por la sonda
HOESCHST. De esta manera se puede observar y cuantificar la viabilidad de las células por dos
métodos, el contaje de nucleos que lleva a cabo el equipo o la medicion de la intensidad de

fluorescencia que recoge de cada pocillo.

4.5.2.-Efecto de los extractos en la melanogénesis

En la constatacion de la capacidad inductora o inhibidora de nuestros extractos vegetales, se
llevaron a cabo ensayos de tratamiento con los extractos vegetales de la linea celular de

melanocitos, B16.

Las células se trataron transcurridas 48h después de la siembra. Se usé un extracto vegetal por

placa, a diferentes concentraciones (10, 25, 50, 75, 100y, 125 ug/mL) y con sus correspondientes
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controles, el acido kéjico, el IBMX y el control de disolvente DMSO. El tratamiento fue de 48
horas. Transcurrido ese tiempo se determind la melanina midiendo la absorbancia a 475 nm y

la viabilidad mediante el ensayo Hoechst.

4.5.3.-Determinacion de la dosis de los controles UV

En la realizacidn de este ensayo se usaron placas de 96 pocillos previamente sembradas con las
células B16. Transcurridas 48 horas tras la siembra se procedié a irradiar las placas con distintas

dosis de UVB y A.

Para la exposicidn de las células a la irradiacién con UVA se usé el crosslinker Bio-Link de UVA.

Se us6 un rango de dosis de irradiacién de 1 a 16 J/cm?.

Para las placas que fueron irradiadas con UVB se utilizd el crosslinker de UVB. Se usé un rango

de dosis de UVB de 300 a 1000 J/m?.

Se midié la melanina a 475 nm y la viabilidad mediante el ensayo cristal violeta de las distintas
placas. El cristal violeta es una agente de tincién usado en la determinacién de la viabilidad de
cultivos celulares. Este método esta basado en la afinidad de dicho compuesto por la superficie
externa del material genético (ADN), al cual se adhieren [46]. La cantidad de agente de tincidn
unido a la doble hélice es directamente proporcional a la cantidad de la misma, siendo la

absorbancia analizada directamente proporcional al nimero de células viables.

En base a los resultados obtenidos se eligid la dosis de UV éptima para el estudio posterior de la

interaccion de los extractos con la irradiacion UV.

4.5.4.- Determinacion del efecto extracto-UVB

Tras haberse determinado la dosis éptima de irradiacion con UVB se procedié a la realizacion
del ensayo para la determinacién de las posibles interacciones entre los extractos vegetales y la

radiacion UV sobre la melanogénesis.

Para llevar a cabo este experimento, se usaron distintas concentraciones para cada extracto:
para ES2 se usaron las concentraciones de 75 y 125 pg/mL, el extracto ES4 se probd a 25y 75
pug/mL, el ES6 a 10 y 50 pg/mL, el PAA65 a 100 y 125 pg/mLy, por ultimo, el PAAS8S se usé a las
concentraciones de 100 y 125 pg/mL. Estas concentraciones fueron elegidas en base a los

resultados previos del efecto de los extractos sobre la melanina y viabilidad.
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Para la determinacidn del efecto de los extractos con la irradiacién UVB, se midi6 la melanina
producida en condiciones de presencia de irradiacién y en ausencia de la misma con los
tratamientos de los extractos elegidos y los controles. Ademas, se midié la viabilidad celular con

el ensayo de cristal violeta.

4.6.-Ensayo de fotoproteccién

Se llevé a cabo la determinacién de la capacidad fotoprotectora de los extractos vegetales. Este
ensayo consistid en la irradiacion con UVB de una linea celular de queratinocitos en presencia o
ausencia de los extractos y la posterior medicidon del estrés oxidativo para determinar si los
extractos protegen frente a la irradiaciéon en esas condiciones. Esta disminucidn del estrés

oxidativo generado por la irradiacién con UVB podria relacionarse con un efecto fotoprotector.

Este ensayo se basa en la utilizacion de la sonda 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (H.DCF-DA o
DCF-DA), se trata de una sonda permeable a la membrana celular, por lo que puede atravesarla
y alojarse en el interior celular [47]. Una vez la sonda ha permeado sufre una desesterificacion,
este proceso le confiere la propiedad de emitir fluorescencia si es oxidada por ROS[47]. De esta
manera una mayor fluorescencia se relaciona con una mayor concentracién de ROS y por lo
tanto de estrés oxidativo. La linea celular usada en este ensayo de fotoproteccion fue la linea
HaCat, correspondiente a queratinocitos. La densidad de siembra fue de 14.000 células por
pocillo. 24 horas después de la siembra se irradiaron las placas en presencia de los distintos
tratamientos. Se utilizd un control sin extracto y las concentraciones de 100 y 200 pg/mL para
cada extracto. Después de la irradiacion se incubé con la sonda DCF-DA y se midié la
fluorescencia en el microscopio de fluorescencia Cytation 3. Ademas se determind la viabilidad

con Hoechst.

4.7.-Analisis estadistico

Para la realizacién del analisis estadistico se utilizd el programa informatico Graphpad Prism 6.
Los valores se expresaron con la media y la desviaciéon estandar (DE), en funcidn del ensayo
realizado. Se realizé el andlisis de la varianza (One-way analysis of variance ANOVA) y se

establecié si existian diferencias significativas mediante el test de Tukey.
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5.-Resultados

5.1.-Contenido fenolico y actividad antioxidante de los

extractos

Como se ha comentado anteriormente, se ha determinado el contenido fendlico y

posteriormente la capacidad antioxidante de los extractos vegetales.

La determinacién del contenido fendlico de los extractos fue realizada mediante el ensayo Folin,

que determina el contenido fendlico en equivalentes de acido galico (GAE).

Una vez se determiné el contenido fendlico en los extractos, se estudié la actividad antioxidante
de los mismos. Para ello se recurrid a tres ensayos. El TEAC expresa la capacidad antioxidante
en equivalentes de trélox. El FRAP muestra la capacidad antioxidante en equivalentes de sulfato

férrico. Por ultimo, el ORAC muestra la capacidad antioxidante en equivalentes de trdélox.

A continuacion, se presentan los resultados del contenido fendlico y actividad antioxidante que

se han obtenido mediante los ensayos bioquimicos comentados anteriormente (Tabla 1):

Extractos Folin TEAC FRAP ORAC
mmol de mmol
mmol Trolox
% GAE DE DE FeSO,4 DE Trolox DE
Eq/100g
Eq/100g Eq/100g
ES2 24,20 1,62 307,17 16,19 291,66 10,83 64,00 5,62
ES4 24,30 4,43 295,41 28,86 256,01 10,18 65,95 0,51
ES6 50,03 1,18 573,42 37,90 526,54 13,47 55,37 3,02
PAA65 21,12 1,00 68,59 7,48 103,70 5,34 109,26 2,10
PAAS85 26,35 4,61 113,04 17,29 243,65 26,97 96,15 0,77

Tabla 1: Resultados bioquimicos correspondientes a la medicion del contenido fendlico y potencial
antioxidante. DE (Desviacion estandar) indica la dispersion de los datos con respecto a la media (n=3). Los

resultados antioxidantes son expresados en funcién del patron usado.

En los resultados se observa que todos los extractos han mostrado que poseen compuestos
fendlicos y actividad antioxidante. Cabe remarcar tanto el contenido fenélico como la capacidad

antioxidante del extracto ES6 que destaca sobre los demas extractos.
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5.2.-Confluencia celular 6ptima

Se determiné la confluencia éptima para la linea celular B16 para la realizacién de los ensayos
de melanogénesis. La confluencia dptima es aquella en la que las células han adquirido tanto la
morfologia como la capacidad de sintesis de melanina adecuadas. Para ello, se utilizaron
distintas densidades de siembra en una placa de 96 pocillos, de 2.000 a 12.000 células por pocillo

y se evalud diariamente la confluencia celular a partir del segundo dia tras la siembra (Figura 5).

Determinacion de la confluencia 6ptima
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Figura 5: Evolucién de la confluencia celular con respecto al tiempo, en el establecimiento de la densidad
de siembra Optima, desde el dia 2 al 4 y a distintas densidades de siembra, de 2.000-12.000 células/pocillo
en la linea celular B16. Los resultados son expresados como la media del porcentaje de confluencia (n=6)

+DE (Desviacion Estandar).

Los resultados mostraron, en funcion de la densidad de siembra inicial, las confluencias de la
linea celular a dos, tres y cuatro dias tras la siembra. Como factores determinantes para la
seleccidn de la confluencia dptima se postularon tres. En primer lugar, la presencia de una
confluencia superior al 60% tras 72 horas o dia 3, pero sin alcanzar el 100%. En segundo lugar,
la adquisicion de una morfologia adecuada, evaluada visualmente. Y, en tercer lugar, la
presencia de una confluencia total a las 96 horas o dia 4. Atendiendo a estos criterios se

determind usar una densidad de siembra de 6.000 células/pocillo.
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5.3.-Eleccion tiempo de tratamiento y concentracion controles
quimicos

Se determind el tiempo post-siembra y el tiempo de tratamiento, asi como la concentracién
O6ptima de los controles de inhibicién (acido kojico) e induccidn (IBMX) de la melanogénesis en
la linea celular B16. La funcién de dichos controles radica en la comparacién con la actividad de
los extractos vegetales en la induccion-inhibicidon de la sintesis de melanina. Los resultados
mostraron que el tiempo dptimo previo al tratamiento es de 48 horas y el tiempo de tratamiento
de 48 horas. Se muestra la evolucién de la melanina a partir del tratamiento con los controles
Unicamente para los tiempos de incubacién elegidos (Figura 6).
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Figura 6: Evolucion sintesis de melanina, con respecto al tiempo, tras el tratamiento con los controles para
la determinacion de la concentracién ptima para alcanzar un porcentaje de melanina adecuado. Los datos
estan expresados como la media £ DE (n= 6) determinada en porcentaje de melanina en funcion del control
y el tiempo. * (p<0,05), ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican las diferencias significativas con respecto

al control sin tratamiento, C-.

Los resultados de la melanina sintetizada en funcidn del control utilizado mostraron el efecto
esperado a las 48 horas después del tratamiento. El IBMX produjo un aumento de melanina a
las tres concentraciones utilizadas, 25, 50 y 100 uM. Ademas, el acido kdjico manifesté su efecto
inhibidor en el rango utilizado, de 70 a 3500 uM. Las concentraciones elegidas para los
posteriores ensayos fueron: 350 uM de acido kéjico y 100 uM de IBMX. Esta eleccién se debe a
que son las concentraciones a las cuales se produce el efecto de inhibicion /induccion maxima
sin presentar toxicidad. Ademas, se determind la viabilidad a las 48 horas tras el tratamiento

con el ensayo de Hoechst (Figura 7).
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Figura 7: Determinacion de la concentracion 6ptima de los controles de inhibicion (Acido kéjico) e
induccidn (IBMX), en el analisis de la viabilidad a distintas concentraciones, teniendo como referencia el
control sin tratar (C-), a las 48 horas de tratamiento. Los datos estan expresados como la media = DE (n=
6) determinada en porcentaje de melanina en funcién del control. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y

**** (p<0,0001) indican las diferencias significativas con respecto al control C-.

Los resultados obtenidos mostraron una ausencia de toxicidad tanto del dcido kéjico como del
IBMX a las concentraciones utilizadas. Como control para la normalizacion de los resultados se

dispuso de células sin ningln tipo de tratamiento (C-).

5.4.-Efecto de los 5 extractos en la melanogénesis

Se determiné el efecto de los extractos sobre la melanogénesis tras 48 horas de tratamiento.
Se utilizaron distintos controles: un control sin tratamiento (C-), un control del disolvente a la
maxima concentracién utilizada (DMSO), un control de IBMX y un control de acido kéjico. Se
utilizé una concentracién de 100 uM de IBMX y 350 uM de acido kéjico. Las concentraciones
finales de los extractos se encuentran en un rango de 10-125 pug/mL. Ademas, se determiné la

viabilidad mediante Hoechst (Figura 8).
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Figura 8: Efecto de los 5 extractos a distintas concentraciones (10-125 pg/mL) en la induccién de la
melanogénesis y viabilidad. A-E representan el porcentaje de melanina obtenido con el tratamiento con los
extractos ES2, ES4, ES6, PAAGS y PAAS8S respectivamente y F-J representa la viabilidad en el mismo
orden. Los datos estan expresados como la media = DE (n= 6) determinada en porcentaje de melanina o
viabilidad en funcién del extracto. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican las
diferencias significativas con respecto al control de DMSO.

Los resultados muestran el porcentaje de melanina en funcién del control DMSO. Hay un
aumento de la melanina dosis-dependiente para los extractos ES2, ES6, PAA65 y PAAS8S. Sin
embargo, el extracto ES4 no muestra dicha respuesta dosis-efecto, pues posee el mismo

porcentaje de melanina a la minima y a la maxima concentracién del extracto.

En cuanto a la viabilidad obtenida, se puede observar que el extracto ES4 muestra toxicidad a
las concentraciones mas altas, el extracto PAA85 presenta una tendencia a tener toxicidad a
concentraciones elevadas y el extracto ES6 tiene una marcada toxicidad para todas las
concentraciones probadas. Estos resultados se utilizaron para elegir las concentraciones de cada

extracto en el ensayo de interaccién del tratamiento con la irradiacién UVB.

Ademas, se presenta la relacidn de la cantidad de melanina producida por melanocito, en
funcién del tratamiento realizado (Figura 9). Para ello se divide la melanina entre la viabilidad
obtenida en este ensayo. El objetivo es exponer la capacidad de sintesis de los melanocitos con
los distintos tratamientos en funcién de la viabilidad. Sin embargo, dicha relacién no es del todo
exacta, ya que en los casos en los que hay toxicidad se puede producir una sobreestimacién de

la produccion de melanina.
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Figura 9: Relacion de la melanina con la viabilidad de los diferentes extractos en comparacién con el
control DMSO. A-E representan el porcentaje de melanina/viabilidad obtenido con el tratamiento con los
extractos ES2, ES4, ES6, PAAGS y PAASS respectivamente. Los datos estan expresados como la media £
DE (n= 6) determinada en porcentaje de melanina en funcién del control. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***

(p<0,001) y **** (p<0,0001) indican las diferencias significativas con respecto al control de DMSO.

En los resultados obtenidos se puede observar una alta producciéon de melanina en los distintos
extractos y vuelve a destacar el extracto ES6, aunque como se ha comentado podria ser una

sobreestimacién debido a la toxicidad que presenta este extracto.

26



Victor Jiménez Lancho Trabajo de Fin de Grado 42 de Biotecnologia

5.5.-Efecto del UVA y B sobre la melanogénesis y viabilidad

Se procedié a la determinacién de la irradiacién éptima para la induccién de la melanogénesis
producida por la irradiacion con UVB y UVA. En esta ocasidon ambas radiaciones se postularon
como controles de induccidn de la sintesis de melanina. Para la determinacién de su efecto sobre
la melanogénesis se irradiaron por separado placas de 96 pocillos, estableciendo un rango de
dosis. Una vez irradiadas se determind tanto la melanina midiendo la absorbancia a 475 nm

como la viabilidad celular con el ensayo de cristal violeta.

La radiacién UVB se probd en el rango de dosis de 300 a 1000 J/m?. Se determiné la melaninay

la viabilidad a las 48 horas después de la irradiacion (Figura 10).
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Figura 10: Efecto de la radiacion UVB sobre la melanina y la viabilidad de la linea celular B16. Se utilizd
un rango de dosis de 300 a 1000 J/m?2. Los datos estan expresados como la media + DE (n= 6) determinada
en porcentaje de melanina o viabilidad en funcién de la dosis. **** (p<0,0001) indica las diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control de NO UVB.

Los resultados muestran un aumento significativo de la melanogénesis en el caso de la induccidn
con UVB a partir de una potencia de 500 J/m?2. Si se analiza la viabilidad celular se observa que
la radiacion produce toxicidad a partir de la dosis mas baja probada de 300 J/m?2. De esta manera,
la toxicidad se incrementa sustancialmente a partir de la dosis de 500 J/m? ya que disminuye la
viabilidad por debajo del 50% y ademas se pudo observar visualmente un cambio morfolégico
importante en las células a partir de esta dosis. A la luz de los resultados obtenidos, se elige la
potencia de 400 J/m? como la potencia dptima para el estudio de la interaccidn de los extractos
con la radiacion UVB porque es la dosis mayor a la cual no se observa un cambio morfolégico

importante aunque si haya toxicidad.
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En cuanto a la radiacidon con UVA, el procedimiento experimental para el estudio del efecto
sobre la melanina y viabilidad fue similar al usado en la determinacién de la dosis del UVB, con
la diferencia que en este caso al tratarse de una radiacién menos energética el rango de potencia

fue mayor, de 1 a 16 J/cm? (Figura 11).
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Figura 11: Andlisis de la capacidad inductora de la melanogénesis de la radiacion UVA y su viabilidad.
No se observa efecto sobre la viabilidad y melanina, excepto en las Gltimas dosis con disminucién de la
viabilidad. Los datos estan expresados como la media + DE (n= 6) determinada en porcentaje de melanina
o viabilidad en funcién del control y el tiempo. ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican las

diferencias significativas con respecto al control de NO UVA.

El analisis de los resultados de la linea celular irradiada con UVA revela la ausencia de induccion
de la sintesis de melanina en todo el rango de dosis utilizado, asi como la ausencia de toxicidad
salvo en las dosis mas altas, a partir de 13 J/cm?. Por esta razén se descarta el uso de la radiacién
UVA como control positivo de induccion de melanogénesis en los ensayos posteriores para su

estudio junto a los extractos vegetales.
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El objetivo de este ensayo es determinar si ambos agentes inductores, el tratamiento con

extractos y la irradiacién con UVB, poseen algun tipo de interaccién sobre la induccién de

melanogénesis.

En el ensayo presente se tratd con los extractos vegetales tras haber irradiado anteriormente

la linea celular con radiaciéon UVB a 400 J/m? (Figura 12). La irradiacion se produce a 48 horas

tras la siembra y posteriormente se incuba el tratamiento durante 48 horas. La viabilidad fue

determinada con el ensayo de cristal violeta.
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Figura 12: Efecto de los 5 extractos a distintas concentraciones en la induccién de la melanogénesis y
viabilidad sin irradiacion previa o tras la irradiacion con 400 J/m? de UVB. A-E representan el porcentaje
de melanina obtenido con el tratamiento con los extractos ES2, ES4, ES6, PAAG65 y PAAS85S
respectivamente sin irradiacion o tras la irradiacién con UVB. F-J representa la viabilidad en el mismo
orden y con las mismas condiciones. Los datos estan expresados como la media £ DE (n= 6) determinada
en porcentaje melanina o viabilidad en funcién del extracto. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y ****
(p<0,0001) indican las diferencias significativas de cada condicion respecto al control de DMSO irradiado

o sin irradiar segln corresponda.

Todos los extractos siguen la misma tendencia mostrada sin irradiacién, no se aprecian
diferencias significativas en la melanina sintetizada en presencia o ausencia de radiacién UVB
junto con los tratamientos. En cambio, si hay diferencias significativas en la cantidad de
melanina sintetizada en las células irradiadas y tratadas con el control IBMX en comparacion a

las células tratadas con IBMX sin irradiacion.
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En cuanto a la viabilidad celular, destaca la reduccidn de la poblacién celular de los controles
debido a la irradiacidon, lo cual se corresponde con los resultados obtenidos en el ensayo
anterior. Las diferencias entre la melanina producida por el IBMX con o sin irradiacién puede
deberse a esta toxicidad que produce la irradiacién con UVB. Sin embargo, los extractos con
irradiacion presentan mayor melanina que el control IBMX, a diferencia de lo que sucede en

ausencia de irradiacion.

5.7.-Fotoproteccion de los extractos

El ensayo de fotoproteccion concluye el cierre del ciclo de capacidades bioactivas, relacionadas
con la proteccién de la piel frente a la radiaciéon solar. En este ensayo se examina la capacidad
de estos extractos como fotoprotectores frente a la radiacién UVB. La capacidad de
fotoproteccion se mide mediante la disminucion de la fluorescencia emitida por la sonda DCF-

DA, que aumenta en presencia de ROS.

Se determind la capacidad fotoprotectora de los ensayos en base a su capacidad de disminuir la
produccién de ROS tras la irradiacion con 1200 J/m? de UVB. Para ello se utilizaron dos
concentraciones de los distintos extractos, 100 ug/mL y 200 pg/mL, durante la irradiacién y se

comparé la concentracion de ROS en porcentaje entre las células irradiadas y las no irradiadas

(Figura 13).
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Figura 13: Porcentaje de ROS en células sin irradiar e irradiadas a 1200 J/m? de UVB con los distintos
extractos a 100 y 200 pg/mL. A-E representa los extractos ES2, ES4, ES6, PAAG5 y PAASS. El color verde
corresponde a una concentracion de extracto de 0 pg/mL, el amaraillo a 100 pug/mL y el azul 200 pg/mL.
Los datos estan expresados como la media + DE (n= 8) determinada en porcentaje de melanina en funcién
del control y el tiempo. ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al control de 0 pg/mL de extracto.

Los resultados obtenidos mostraron una disminucién de la concentracion de ROS de todos los

extractos probados. Ademads, se obtuvo una dosis-respuesta en los extractos ES2, ES6 y PAAGS.

Con el fin de aportar los datos de una forma mas clara se calculé el porcentaje de inhibicion del

estrés oxidativo para las distintas concentraciones de los extractos utilizados (Tabla 2).

Concentracion Inhibicién del estrés oxidativo (%)
(ng/ml)
Extractos ES2 ES4 ES6 PAA65 PAA85
100 49,66 127,63 46,60 69,36 119,87
200 72,98 113,22 73,28 104,16 121,52

Tabla 2: Porcentaje de inhibicién del estrés oxidativo de los distintos extractos a 100 y 200 pg/mL
respecto al control sin tratamiento.

En el ensayo de fotoproteccion se puede observar que todos los extractos presentan una
inhibicidon del estrés oxidativo. El extracto PAAS8S es el que mayor efecto fotoprotector posee,
llegando a disminuir hasta un 122% el estrés oxidativo respecto al control irradiado sin

tratamiento.
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6.-Discusion de resultados

El presente trabajo de investigacion pretende estudiar y encontrar posibles extractos vegetales
con propiedades bioactivas capaces de mejorar nuestra salud. Dicha mejora de la salud se
enfoca desde el punto de vista de la salud de la piel y las distintas agresiones que sufre desde el
exterior, al tratarse del drgano barrera, el cual sufre en gran medida los dafios de la radiacién
solar sobre los cuales se centra la actividad de los extractos utilizados. La actividad desempefiada
por estos extractos radica en la estimulaciéon del organismo de los mecanismos de defensa
enddgenos que presenta, como la produccion del pigmento melanina como defensa natural
ante las radiaciones solares, cuya capacidad de penetracidn y energia comprometen la salud de

las personas que quedan expuestas durante un periodo prolongado.

Con respecto a los resultados bioquimicos obtenidos se observa un alto valor de la capacidad
antioxidante, como se puede comparar con diferentes extractos vegetales, ademas se observa
una relacién entre el contenido fendlico y la capacidad antioxidante, la cual fue analizada

mediante distintos métodos basados en diferentes mecanismos [48, 49].

Los resultados presentados referentes a la capacidad antioxidante y el porcentaje de melanina
generado se encuentran relacionados (Tabla 1 y Figura 8). Ambos factores podrian estar
unidos, ya que los extractos que han mostrado un mayor porcentaje de produccidon de melanina
también han presentado los valores mas altos de capacidad antioxidante. Estos datos indican
qgue podria existir algun tipo de relacién molecular de los polifenoles en el que estaria
involucrado algun proceso o enzima clave en la sintesis de melanina que también se relacione
con la actividad antioxidante[52]. Una de las enzimas cuyo papel es fundamental y la cual podria
ser el artefacto afectado por la actividad de los extractos vegetales es la enzima tirosinasa, que
tiene una funcidn en el inicio del proceso general de la sintesis de melanina y posteriormente
en la catalizacidn de los pasos finales en la obtencion de la eumelanina. Por tanto, se postula
gue un posible mecanismo mediante el cual los extractos aumentan la melanogénesis es la
induccion de la tirosinasa, debido a la interaccion de la misma con grupos de polifenoles

vegetales [53], que a su vez estan relacionados con la capacidad antioxidante.

La melanina presentada en los resultados de los distintos ensayos ha sido siempre la melanina
extracelular [3]. Esto se debe a que hay una relacién de funcién protectora entre los melanocitos
y los queratinocitos, ya que como se ha comentado anteriormente, se trata de un proceso en
los que ambos tipos celulares juegan un papel condicionado el uno por el otro [8]. Esta relacion

condiciona que la melanina funcional en la proteccidn sea la extracelular, debido a que dicha

33



Victor Jiménez Lancho Trabajo de Fin de Grado 42 de Biotecnologia

melanina es la suministrada a los queratinocitos, los cuales en ese periodo se encuentran en su
proceso de maduracién-migracién, desde las capas internas de la piel, donde interaccionan con
los melanocitos, hacia las capas mas externas [12]. Una vez alli efectian la funcion de

apantallamiento de las radiaciones solares mediante la melanina extracelular suministrada.

La radiacion UVA no induce la melanogénesis de lalinea celular B16-F10 con el protocolo seguido
(Figura 11). Esto puede ser debido a que este de tipo de radiacion no induce ningun tipo de
mecanismo mediante el cual, el sistema integumentario produzca una respuesta mediante la
sintesis de melanina [20]. Tan solo se observa que este tipo de radiacion produce una oxidacidn
de la melanina ya existente, pero sin ningun tipo de beneficio para la piel, ya que esta oxidacidn
confiere un tono ligeramente bronceado, pero cuya pérdida se produce al cabo de unas horas

[21].

Los distintos extractos produjeron la induccidn de melanogénesis a distintas concentraciones. El
extracto ES4 fue el Unico que no mostré una respuesta dosis-efecto. Este resultado puede estar
condicionado por dos motivos: en primer lugar, se conoce que la ruta de la sintesis de melanina
posee distintos pasos en los que puede verse afectado su correcto funcionamiento, por lo que
se puede ser que este extracto afecte a dicho proceso en otro punto distinto al del resto de
extractos, afecte a otro paso o componente de la ruta o que actle mediante una via distinta[10].
El otro motivo podria ser que el extracto presenta su maximo efecto a concentraciones bajas,
produciéndose una saturacidn al aumentar la concentracién y por lo tanto no hay un mayor

efecto.

Asimismo, el extracto ES6 es responsable de los mejores resultados, presenta una gran eficacia
como inductor de la melanogénesis, llega incluso a duplicar el resultado obtenido en el valor del
IBMX a la concentracion del extracto mas alta administrada (Figura 8). Esto podria deberse a
que el control IBMX y el extracto actian mediante vias diferentes. El IBMX aumenta los niveles
de cAMP, involucrada en la activacion de la proteina MITF, que juega un papel fundamental en
la actividad de la enzima tirosinasa. El extracto ES6, al ser de origen vegetal puede que actue
directamente sobre la enzima tirosinasa, ya que existen precedentes de extractos vegetales [54]

o simplemente posee una mayor actividad, sin embargo posee una alta toxicidad.

En el ensayo deirradiacion con UVB se observé un suceso interesante en el que se ve involucrado
el control positivo (IBMX), en relacidn con la sintesis de melanina en presencia y ausencia de
radiacion UVB. El porcentaje de melanina sintetizado por la linea celular, habiendo sido tratada
con IBMX e irradiada, es menor que en ausencia de radiacion a pesar de que ambos factores,

irradiacion con UVB e IBMX, son inductores de la melanogénesis (Figura 12) [22, 55]. Esto podria
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deberse a que la viabilidad de las células irradiadas disminuye en un rango de 40-50% (Figura
10). Por lo tanto, existe una sintesis menor de melanina en comparacion con las células sin

irradiar, debido al menor nimero de células viables [56].

Los ensayos de fotoproteccidn mostraron una inhibicién del estrés oxidativo producido por la
irradiacion en presencia de los extractos en comparacién con la irradiacion sin extractos. (Figura
13). Estos resultados pueden explicarse mediante la presencia de polifenoles, de los cuales se
deriva también una caracteristica relacionada con la proteccidn frente a radiaciones solares[57].
Como se ha comentado anteriormente, se determiné la alta presencia de polifenoles y actividad
antioxidante de los extractos vegetales mediante ensayos bioquimicos. Estos polifenoles, y mas
concretamente los flavonoles y las flavanonas, absorben dentro del rango de emisién de la
radiacién UVB. Esto explicaria que dichas moléculas absorban la radiacion y no se produzca el
efecto nocivo para la salud de la piel, bien sea mediante dafio en el material genético o en la
formacidn de ROS[58]. Mediante un ensayo de espectrofotometria se mostré que los extractos
absorben en el rango del UVB. Esta podria ser la explicacién al efecto de fotoproteccién
observado, ya que los extractos podrian estar absorbiendo la radiacion UVB y de esta forma

disminuye la producciéon de ROS, tal y como se observé en el ensayo de fotoproteccion.
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7.-Conclusiones y perspectivas futuras

En el presente estudio se han estudiado las capacidades antioxidantes, inductoras de la
melanogénesis y fotoprotectoras de cinco extractos vegetales procedentes de plantas de origen

mediterraneo y tropical.

1.-Los extractos presentan un alto contenido fendlico y capacidad antioxidante, certificando la

capacidad de los extractos en la neutralizacién de ROS.

2.-Se observa una relacién directamente proporcional entre la capacidad antioxidante de los

extractos y la presencia de compuestos fendlicos.

3.-El estudio certifica la capacidad inductora de la melanogénesis de los cinco extractos, si bien
es necesario tener en cuenta la toxicidad de algunos de ellos para mejorar los resultados en un

futuro.

4.-Se corrobora la capacidad fotoprotectora de los cinco extractos mostrada en la linea celular
de queratinocitos, al absorber la radiacién UVB en un rango de longitud de onda localizado en

torno a 280nm.

5.-Se postula la posibilidad de la incorporacién de estos extractos vegetales en productos

relacionados con el ambito cosmético-cosmecéutico.

6.-Queda pendiente aclarar los mecanismos moleculares de accion sobre la melanogénesis.
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