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Abstract

Context: The incidence of solar ultraviolet radiation (UV) on Earth has
increased due to diminish of the ozone layer. This enviromental agent is
highly genotoxic causing numerous damage in DNA molecule. Nowadays
there is a growing interest in the search of compounds capable to
minimize these effects. In particular, phytocompounds have been tested
as excelent candidates for their antigenotoxic properties.

Aims: To evaluate the protective effect of the aqueous extract of Pinus
caribaea (EPC) against the damage induced by the UVB and UVC
radiation.

Methods: The cell-free plasmid DNA assay was employed. The forms of
plasmid were separated electrophoretically in agarose gel. For genotoxic
and photoprotective evaluation of P. caribaea, different concentrations of
the extract (0.1 - 2.0 mg/mL) and exposure times were evaluated. The
CPD lesions were detected enzymatically. Additionally, the transmittance
of the aqueous extract against 254 nm and 312 nm was measured.

Results: None of the concentrations were genotoxic in 30 min of
treatment, for superior times a clastogenic effect was observed. The EPC
despite inhibiting the activity of the enzyme T4 endo V, impedes
photolesions formation in DNA at concentrations = 0.1 mg/mL.

Conclusions: The EPC has photoprotective properties, this effect could be
related with its antioxidants and absorptives capacities.

Keywords: photolesions; photoprotection; plant extract; UV.

Resumen

Contexto: La incidencia de la radiacion ultravioleta (UV) proveniente de la
luz solar en la Tierra ha aumentado debido a la disminucién de la capa
ozono. Este agente ambiental es altamente genotdxico y provoca
numerosos dafios en la molécula de ADN. Actualmente, existe un
creciente interés en la busqueda de compuestos capaces de minimizar
tales efectos. En particular compuestos provenientes de plantas han sido
evaluados como excelentes candidatos por sus propiedades anti-
genotoxicas.

Objetivos: Evaluar el efecto protector del extracto acuoso de Pinus
caribaea (EPC), ante el dafio inducido por las radiaciones UVB y UVC.

Métodos: Se empleo el ensayo de ADN plasmidico libre de células. Las
formas de las moléculas de pldsmido fueron separadas electro-
foréticamente. El efecto genotodxico y fotoprotector de P. caribaea fue
evaluado a diferentes concentraciones del extracto (o,1 - 2,0 mg/mL) y
tiempos de exposicion. Las lesiones CPDs fueron detectadas
enzimdticamente. Se midi6 la transmitancia del extracto a longitudes de
onda de 254 nm y 312 nm.

Resultados: Ninguna de las concentraciones resulté genotoxica en 30 min
de tratamiento, para tiempos superiores se observd un efecto
clastogénico. El EPC, a pesar de inhibir la actividad de la enzima T4 endo
V, impide la formacion de fotolesiones en el ADN a concentraciones = 0,1
mg/mL.

Conclusiones: El EPC posee propiedades fotoprotectoras. Este efecto
puede estar relacionado con sus capacidades absortivas y antioxidantes.

Palabras Clave: extracto vegetal; fotolesiones; fotoproteccion; UV.
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INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta procedente del sol
comprende tres bandas: UVA, UVB y UVC. La UVB
representa aproximadamente el 5% del total que
incide sobre la superficie terrestre y la UVA el 95%
restante. Tanto las radiaciones UVA como UVB jue-
gan un papel importante en la patogénesis de en-
fermedades relacionadas con el fotoenvejecimiento
y la fotocarcinogénesis. La UVC, no llega a la Tierra,
pero es la mds energética del espectro ultravioleta y
es la de mayor capacidad para inducir dafos en los
sistemas biOlégiCOS (Schuch et al., 2009; Bosch et al., 2015).

Las radiaciones UV puede dafiar diversos blan-
cos bioldgicos como las proteinas, los lipidos y el
material genético. El maximo de absorcién de las
moléculas de ADN es alrededor de los 260 nm en la
region de UVC, también absorbe en la region de
UVB (290-320 nm) y menormente en la regién de
UVA (320-400 nm). Las principales lesiones gene-
radas directamente en el ADN son los dimeros de
pirimidina cis-syn ciclobutano (CPDs) y el fotopro-
ducto pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP). Estas
fotolesiones interfieren en diferentes procesos mo-
leculares como son la transcripcién y replicacion
del ADN. Las lesiones CPDs, estan estrechamente
relacionados con dafios agudos en la piel debido a
su abundancia, lenta reparacion y mutagenicidad
distintiva. Adicionalmente, lesiones de tipo oxidati-
vas también pueden ser originadas en el ADN debi-
do a la accidon de especies reactivas de oxigeno
(ERO) generadas por la radiacién ultravioleta (Cadet
et al., 2015; Ramasamy et al., 2017).

Debido al continuo deterioro de la capa de
ozono, la incidencia de las radiaciones UV en la su-
perficie terrestre se ha incrementado considerable-
mente. En consecuencia, padecimientos de la piel
también han aumentado en la poblaciéon a nivel
mundial Los protectores solares forman parte de la
primera linea de proteccién de defensa contra la luz
UV, sin embargo, presentan sus limitaciones
(Skotarczak et al., 2015).

Productos naturales derivados de plantas han
ganado especial atencion en investigaciones como
posibles fuentes de agentes fotoquimiopreventivos.
En particular, fitocompuestos con propiedades ab-
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sortivas, antioxidantes, antiinflamatorias e inmu-
nomoduladoras han sido los mas abordados (Bosch et
al., 2015; Seebode et al., 2016).

De la flora cubana Pinus caribaea Morelet, Pina-
ceae es una especie cuyo extracto acuoso ha mos-
trado propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
Adicionalmente se ha avalado sus propiedades anti-
genotoxicas frente a mutagenos fisicos como la ra-

diacién gamma y ultravioleta en células de E. coli
(Santana et al., 2001; Santana, 2003; Gonzalez et al., 2001; Fuen-

tes et al, 2006). Sin embargo, sus potencialidades co-
mo posible agente fotoquimiopreventivo a nivel de
estructura primaria del ADN no ha sido investigada.

Los ensayos ex vivo con ADN plasmidico, han si-
do empleados en el estudio de los efectos de las ra-
diaciones ultravioletas en el ADN, asi como en la
evaluacion de posibles agentes fotoprotectores
(Schuch et al., 2009; Vernhes et al., 2013; Gonzalez-Pumariega
et al,, 2016). Evidencias de proteccion a nivel de es-
tructura primaria del material genético frente a las
radiaciones UV constituyen un excelente registro
inicial que aporta elementos basicos que justifiquen
el empleo de modelos experimentales mas comple-
jos.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente des-
crito, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar
el efecto protector del extracto acuoso de P. cari-
baea (EPC) ante el dafio inducido por las radiacio-
nes UVB y UVC, mediante el ensayo ex vivo con
ADN plasmidico pBluescript SK II.

MATERIALES Y METODOS

Extracto acuoso de Pinus caribaea Morelet.

Para la obtencion del extracto de Pinus caribaea
Morelet (EPC) fueron empleadas cortezas de arbo-
les ubicados en la localidad de Vifiales, Provincia de
Pinar del Rio, Cuba (20° 40’ N, 83° 45 W) y se si-
guieron los procedimientos descritos por Santana
(2003). Se prepararon soluciones madre a la concen-
tracion de 10 mg/mL (w:v) del liofilizado en H.O.
Estas se centrifugaron a 13 ooo rpm durante 10 min
y los sobrenadantes se filtraron en filtro miliporo de
0,2 pm (Corning Incorporated, Germany) y alicuo-
taron en condiciones estériles, conservandose hasta
su utilizacion a -4°C.
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Irradiacion UVBy UVC

Se usaron lamparas de emisiones de ondas de 312
nm (Vilber Loumart TisMisW, Francia) y 254 nm
(Philips, TUV 15W/G15T18, Holanda) para la irra-
diacién con UVB y UVC, respectivamente. La tasa
de dosis fue monitoreada por radiometros VLX3W,
de sensor monocromatico CX-312 y CX-254 (Vilber
Lourmat, Torcy, Francia). La dosis de irradiacion
empleada para el caso de UVB fue 3000 J/m*y para
UVC fue 100 J/m?2.

Modelo experimental y endonucleasa

Se empleo el plasmido pBluescript II SK circular
covalentemente cerrado (2961 pb). La obtencién y
purificacidon de plasmidos se realizo en el Laborato-
rio de Reparacién de ADN, Departamento de Mi-
crobiologia, Universidad de Sao Paulo, a partir de
células de E. coli DH1ob transformadas siguiendo la
metodologia a la descrita por Schuch et al. (2009).
Este plasmido contiene: origen de replicacion bac-
teriano, gen de resistencia a ampicilina y sitios de
corte para mas de 30 enzimas de restriccion.

Para todos los procedimientos las muestras de
ADN plasmidico fueron disueltas en solucion TE (10
mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5) a una concen-
tracion inicial de 100 ng/pL. El control negativo (C-)
fue 1 pL de ADN, en 1 pL de solucién TE y 18 pL de
solucion NET (100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM
Tris HCI, pH 8) e incubado en hielo durante 30 mi-
nutos. El control positivo (C+) fue 1 pL de ADN
irradiado en 18 pL de solucion NET, 1 uL de T4 endo
V, incubado a 37°C durante 30 minutos. Fueron rea-
lizados tres réplicas como minimo por cada ensayo
independiente.

La enzima T4 endonucleasa V (T4 endo V, Trevi-
gen, Gaithersburg, USA) fue empleada en los ensa-
yos de proteccion. Esta enzima reconoce y corta los
sitios CPDs originados por la radiacion UV en el
ADN.

Evaluacidn de la clastogenicidad del EPC sobre
el ADN plasmidico

Con el fin de evaluar la capacidad del extracto de
producir roturas de simple (SSB, de las siglas en in-
glés) o doble (DSB, de las siglas en inglés) cadenas
en el ADN, a1 pL de ADN se le adicion6 1 pL de ex-
tracto y 18 pL de solucion NET. Las muestras se in-
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cubaron a 37°C durante 30 minutos. Se evaluaron
las concentraciones de o,1; 0,5; 1,0; 2,0 mg/mL.

Para evaluar la incidencia del tiempo de exposi-
cion en el efecto genotoxico, fueron tomadas las
mayores concentraciones que no indujeron roturas
en 30 min (1,0 y 2,0 mg/mL de EPC). Cada una de
las muestras se incub6 a 37°C durante 30, 60 y 90
minutos. El criterio de genotoxicidad utilizado fue
la aparicién de las formas relajada (FR) y lineal (FL)
del plasmido, después de la electroforesis.

Evaluacion de la capacidad protectora del EPC
frente a la irradiacion UVB y UVC

Al mismo tiempo de la evaluacién de la capaci-
dad fotoprotectora de EPC, se evalu6 la posible in-
hibicién de la enzima T4 endo V por la interaccion
con fitocompuestos de P. caribaea. Para ello, a 1 pL
de la diluciéon de trabajo de los extractos se le adi-
ciond 1 pL. de T4 endo V' y 17 pL de solucion NET, se
incubaron durante 30 min a 37°C. Posteriormente
se le afladié 1 L. de ADN irradiado a las dosis de
UVB y UVC. Las concentraciones de EPC evaluadas
fueron de o,1; 0,5; 1,0; 2,0 mg/mL. El criterio de in-
hibicién de la actividad enzimadtica fue la perma-
nencia de la forma circular superenrollada (FS) del
plasmido en el gel luego de la electroforesis.

Para evaluar la capacidad protectora del extracto
se siguié un esquema de co-tratamiento. Alicuotas
de ADN (1 pL) fueron tratadas con las concentra-
ciones de 0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 mg/mL de EPC e inme-
diatamente las muestras fueron irradiadas. Se les
adicionaron 17 pL de solucion NET y 1 pL de T4 en-
do V; y esta mezcla se incubo a 37°C, durante 30
min. El criterio de proteccion utilizado fue la apari-
cién de la forma circular superenrollada (FS) con-
juntamente con la disminucién o desaparicion de la
forma relajada (FR) del plasmido luego de la elec-
troforesis.

Condiciones electroforéticas

Para la separacién de las bandas superenrolladas,
relajadas y lineares de los pldsmidos, a cada trata-
miento se le adicion6 3 pL de solucion carga (75
mM EDTA, 50% glicerol, 0,2% bromofenol azul).
Las mezclas se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% disuelto en TBE 0,5X (44,6 mM Tris
base, 44,5 mM 4&cido borico, 50 mM EDTA, pH 8)
que contenia bromuro de etidio (0,1 ng/pL). La co-
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rrida electroforética se desarrolld en solucion TBE
0,5X a 80 Vy 60 mA durante 60 min.

Cuantificacion de las bandas FS obtenidas en
los ensayos de inhibicion y proteccion de EPC

La intensidad de las bandas FS de los resultados
de inhibicion y proteccion de EPC fueron cuantifi-
cadas segtn el programa para andlisis de imdgenes,
Image ] (Image] Basics, version 1.44, National Insti-
tutes of Health, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Cuantificacion de las radiaciones UVB y UVC
transmitidas a través del EPC

Se midi6 la transmitancia a las concentraciones
de 0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 mg/mL de EPC a 312 nm (UVB) y
254 nm (UVC), en un espectrofotometro Génesis
TM Serie 10 (Thermo Electron, USA). El control ne-
gativo fue H,O mili Q estéril.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir del andlisis de ima-
genes fueron tratados estadisticamente a través del
programa computacional GradhPad Prism (Graph-
Pad v4 Software, Inc, USA). Los datos son expresa-
dos como medias de intensidad de las bandas FS y
sus desviaciones estandar. Se comprobd la normali-
dad y homogeneidad de varianza mediante las
pruebas Kolmogorov Smirnov y de Levene, respec-
tivamente. Para la comparacion entre pares de da-
tos de inhibicion y proteccion se empled una prue-
ba de Bonferroni.

RESULTADOS

Clastogenicidad del extracto acuoso
de P. caribaea sobre el ADN plasmidico

El EPC no fue genotoxico en ninguna de las con-
centraciones evaluadas durante 30 min de exposi-
cién. No hubo aparicién de la forma relajada, ni li-
neal del plasmido en los resultados obtenidos (Fig.
1).

El efecto del incremento en el tiempo de exposi-
cién al EPC se muestra en la Fig. 2. Cuando se apli-
c6 1,0 mg/mL, la apariciéon de plasmidos con FR se
produjo a los 9o min de exposicidn, mientras que, la
concentracién de 2,0 mg/mL generd FR tanto a 60
como a 9o min de exposicidn.
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Figura 1. Efecto de concentraciones de EPC sobre pBluescript
SK II durante 30 minutos.

Columna 1: control (-); Columnas 2-5: Tratamientos con 0,1; 0,5; 1,0; 2,0
mg/mL, respectivamente; Columna 6: conformaciones relajada (FR),
lineal (FL) y superenrollada (FS). |: Direccién de la migracién electro-
forética.

Figura 2. Efecto de EPC sobre plasmidos pBluescript SK I en
diferentes tiempos de tratamientos.

Columna 1: control (-); Columnas 2-4: 1 mg/mL; Columnas 5-7: 2
mg/mL; Columna 9: conformaciones relajada (FR), lineal (FL) y su-
perenrollada (FS). |: Direccion de la migracion electroforética.

Capacidad protectora del EPC frente a la
irradiacion UVB y UVC

Un impedimento para la evaluacién de la capa-
cidad protectora del EPC seria una disminucion de
la actividad de la T4 endo V debido a la interaccion
de sus fitocompuestos con la enzima. Por ello fue
necesario evaluar la capacidad de inactivar a la T4
endo V conjuntamente con la evaluacion de la acti-
vidad protectora del EPC.

En la prueba de inhibicién de T4 endo V por
EPC, hubo permanencia de bandas FS cuando la
enzima fue tratada con las concentraciones 0,5-2,0
mg/mL del extracto. Ello es indicativo del no corte
de cadenas del ADN en los sitios con lesiones CPDs,
lo cual significa que el extracto ejercié un efecto
inhibitorio sobre su actividad endonucleotidica
(Fig. 3, carriles 4-7).

En los experimentos de proteccion, también hu-
bo permanencia de bandas FS en todos los trata-
mientos aplicados (Fig. 3, carriles 8-11). Llama la
atencion el hecho de que a la concentracion o,
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mg/mL, se observé una tenue banda FS, aun cuan-
do no se observo en el experimento de inhibicion.

Proteccion

Inhibicion

Controles

Figura 3. Efecto de EPC en plasmidos pBluescript SK II irradia-
dos, con incubacién previa de la T4 endo V con EPC (Inhibi-
cién) y no (Proteccion)

Columna 1: conformaciones relajada (FR), lineal (FL) y superenrollada
(FS); Columna 2: control (-); Columna 3: control (+); Columna 4-7:
ADN irradiado digerido con T4 endo-V preincubada con o,1; 0,5; 1,0; 2,0
mg/mL de EPC respectivamente; Columna 8-11: ADN irradiado en pre-
sencia de 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 mg/mL de EPC, respectivamente y digerido
con T4 endo V.

m [nhibicion de T4 endo V por EPC
120 Proteccién de ADN por EPC

100 1 I
UVB uve

.
4 w1
1
20 —
. — I
0,5 1,0 20

Conc (mg/mL)

Cantidad de ADN (FS)

]
n IVI

0,1 0,5 1,0 20

Figura 4. Cuantificacion de ADN superenrollado (FS) obtenida
en experimento de inhibicion de T4-endo V y proteccion de
ADN por EPC, ante UVB y UVC (cantidad de ADN en relacion a
control).

* *%, 4+ significativo para un valor de p < 0,05; 0,01; 0,0001 respectiva-
mente; en la prueba de Bonferroni.

Adicionalmente, al comparar las bandas FS pre-
sentes en los tratamientos con concentraciones 0,5-
2,0 mg/mL de los experimentos de inhibicién y de
proteccion, se aprecian intensidades diferentes (Fig.
3, carriles 4, 5, 6, 7 vs. 8, 9, 10, 11). Lo anteriormente
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descrito fue ratificado al cuantificar las bandas FS
con un programa de andlisis de imagenes. La canti-
dad de ADN FS para los experimentos de protec-
cion fue superior a los obtenidos en los de inhibi-
cién en ambas radiaciones UV. Esta diferencia refle-
ja el efecto de proteccion neta producido EPC y fue
significativo para concentraciones mayores que 0,1y
0,5 mg/mL ante la radiacion UVB y UVC respecti-
vamente (Fig. 4).

Cuantificacion de la transmitancia del EPC
frente a las radiaciones UV

Al analizar los valores de transmitancia del ex-
tracto frente a UVB y UVC, los resultados mostra-
ron que EPC a concentraciones > o,5 mg/mL blo-
quea totalmente el paso de la radiaciéon UVB y UVC
(Fig. 5). Para o,1 mg/mL, este efecto de absorcion
fue menor, permitiendo solamente el paso del 60%
de UVB y 40% de UVC aproximadamente.

Transmitancia (%)

0 0,1 05 1 2
Concentracion (mg/mL)

Figura 5. Transmitancia del EPC frente a la radiacion UVB (312
nm) y UVC (254 nm).

DISCUSION

La radiacion ultravioleta (UV) es uno de los mu-
tagenos fisicos ambientales mas dafiinos existentes
en la actualidad. De estas, las radiaciones de tipo
UVB, pueden ocasionar dafios directos e indirectos
en el ADN. La UVC, a pesar de que no llega a la su-
perficie terrestre, es altamente energética y es la
mas nociva en el espectro de las radiaciones UV,
provocando mayoritariamente dafios directos en la
molécula de ADN. La existencia de estas lesiones en
el material genético, afecta procesos claves a nivel
celular que contribuyen a la apariciéon de enferme-
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dades agudas de la piel, como quemaduras solares,
fotoenvejecimiento y cancer de piel (Bosch et al., 2015).

En la actualidad se presta especial atencién a fi-
tocompuestos que inhiben o impiden la formacion
de los dafos inducidos por las radiaciones UV.
Aquellos capaces de absorber estas radiaciones o
con propiedades antioxidantes han sido propuestos
como excelentes agentes fotoquimiopreventivos
(Ebrahimzadeh et al., 2014; Fernandez-Garcia, 2014). En tal
empefio, el ensayo con ADN plasmidico libre de
células ha sido empleado para el estudio de la geno-
toxicidad y antigenotoxicidad de extractos de plan-
tas frente a este agente (Vernhes et al., 2013; Gonzalez-
Pumariega et al., 2016). En el presente trabajo, em-
pleando este ensayo bioldgico, se aborda por prime-
ra vez las potencialidades fotoprotectoras del ex-
tracto acuoso de P. caribaea.

Previo a los estudios de proteccion de EPC, se
evaluo la capacidad clastogénica del extracto en el
plasmido pBluescript SK II. Los resultados demos-
traron la no genotoxicidad del extracto durante 30
min de exposicion, lo cual coincide con estudios
previos de toxicidad a nivel de estructura primaria
de ADN (Fuentes et al., 2006). Al aumentar el tiempo
de exposicidn, se evidencio la capacidad de EPC de
inducir roturas de cadenas en el ADN. Coinciden-
temente Lagarto (2002) y Estévez (2003) evaluando
este mismo extracto, en modelos experimentales
celulares, obtuvieron similar efecto en relacion al
tiempo y la concentracidn a aqui mostrada. Sin em-
bargo, en células E. coli no se observo una inciden-
cia del tiempo de exposicion en la capacidad geno-
toxica de P. caribaea (Fuentes et al., 2006).

El empleo de la enzima T4 endonucleasa V en el
ensayo ex vivo con el modelo plasmidico permite la
deteccion de fotoproductos (CPDs) producidos por
la radiacion UV al ADN (Schuch et al., 2009). Ello da la
posibilidad de evaluar la capacidad del extracto de
inhibir la formacién de estas lesiones frente al dafio
inducido por la radiacién UV. Sin embargo, una in-
hibicion de la enzima por la interaccion con fito-
compuestos de EPC, podria evitar la aparicion de
las formas relajadas o lineales, aun cuando en el
plasmido se hayan formado CPDs. Lo que conlleva-
ria a resultados de proteccion que serian falsos. El
extracto de P. caribaea mostr6 un efecto inhibitorio
de la actividad endonucleolitica de la T4 endo V
dependiente de la concentracion. En nuestro grupo,
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similar comportamiento fue observado para este
mismo extracto empleando las enzimas de restric-
cion Bam HI, Eco Rl y Pvu II (Gonzélez-Gonzdlez, 2009).
La inhibicién enzimadtica por extractos obtenidos de
especies vegetales como: Cupressus sepervirens, Al-
chemilla vulgaris y Ribes nigrum, que poseen alta
cantidad de taninos como catequinas oligomericas
y compuestos flavdnicos, también ha sido demos-
trada (Gonzdlez et al., 2001).

El EPC es una mezcla de polifenoles rica en tani-
nos. Los taninos de la especie Pinus caribaea More-
let, son del tipo condensados, proantocianidinas de
origen floroglucindlicos, que se caracterizan por
una union a proteinas (Santana, 2003). Estos compues-
tos poseen gran cantidad de grupos hidroxilo feno-
licos que les hace muy reactivos y facilita la forma-
cion de puentes de hidrogeno, por el que pueden
asociarse con otras moléculas, demostrando mayor
afinidad por las proteinas (Asquith y Buler, 1986). La
presencia de estos compuestos en el extracto de
EPC pudiera justificar la disminucién de la activi-
dad enzimadtica obtenida en este trabajo.

La fotoproteccion de EPC, interpretada como la
proteccién neta referida en estos resultados, fue
evidente para todas las concentraciones evaluadas.
Este efecto protector del extracto fue mayor para la
radiacién de tipo UVB que UVC.

Las lesiones provocadas en el ADN por las radia-
ciones UVB pueden ser de origen directo, lesiones
de tipo CPDs y 6-4PPs, o indirecto debido a la for-
macion de especies reactivas de oxigeno. En corres-
pondencia con esto, las roturas de cadena en el
ADN plasmidico se generan a partir de dos eventos,
la accidn de la digestion con la enzima T4 endo-V'y
por la acciéon oxidante de los EROs para la UVB.
Mientras que para la radiacién UVC las roturas son
solo producto de la digestion enzimdtica (Ramasamy
et al., 2017).

El efecto protector de EPC frente a la radiacion
UVB y UVC esta estrechamente relacionado con la
capacidad de inhibir la formacién de lesiones de
origen oxidativo o de lesiones CPDs. En la cuantifi-
cacion de la transmitancia de EPC a partir de o,5
mg/mL, existié una absorcidn total de la radiacion
ultravioleta a 254 nm y 312 nm. En 0,1 mg/mL esta
propiedad del extracto fue menor, aun asi, se evi-
dencid proteccion al ADN frente a ambos tipos de
radiaciones. Como se describio con anterioridad el
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extracto de P. caribaea es una mezcla de compues-
tos rica en taninos. Los taninos condensados o pro-
antocianidinas que incluyen polimeros de catequi-
nas y epicatequinas (Hipolito, 2007) son compuestos
para los que se han descrito propiedades de absor-
cion de la radiaciéon ultravioleta (Vergara et al., 2009).
La presencia de compuestos con estas propiedades
fisicas en EPC puede estar relacionada con el efecto
de impedir formacidn de las lesiones de tipo CPDs
inducido por las radiaciones UVB y UVC mostrados
en este trabajo.

El caracter antioxidante de la mezcla incrementa
el efecto protector obtenido ante las radiaciones
UVB. Propiedades desmutagénicas de EPC, median-
te el secuestro de EROs frente a radiaciones gamma
en células de E. coli ha sido propuesto por Fuentes
et al. (2006). Para fitocompuestos como las proanto-
cianidinas se ha demostrado un efecto antioxidante
ante la peroxidacion lipidica inducida por radiacion
ultravioleta (Katiyar, 2008). Estos compuestos obteni-
dos de Vitis vinifera, en lineas celulares humanas,
también han evidenciado un efecto protector ante
el dafio oxidativo inducido por la UVB (Matito et al,
2011; Perde-Schepler et al., 2013). Catequinas del té Verde,
también poseen aval como antioxidantes, el trata-
miento con estos compuestos en ratones disminuye
el estrés oxidativo generado por las radiaciones UV
mediante el secuestro de EROs (Katiyar et al., 2001,
Huang et al,, 2005). La presencia de proantocianidinas
en el extracto de EPC, donde se incluyen las cate-
quinas, pudiera estar comprometida en la protec-
cién demostrada para EPC frente a la fotoxidaciéon
inducida por UVB.

Pinus caribaea impide fotodafios en ADN plasmidico
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