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1. Resumen

La luz solar es un espectro continuo de radiacion electromagnética que se divide en tres
espectros principales de longitud de onda: ultravioleta, visible e infrarrojo. El rango UV
es el espectro mas significativo de la luz solar que causa el fotoenvejecimiento y puede
causar cancer de piel. La radiacion ultravioleta es un agente fisico con accién
genotoxica la cual afecta la proliferacion celular y genera lesiones en el ADN y en este
sentido es que se ha observado una asociacion con el desarrollo de cancer de piel.

Por otro lado, en las ultimas décadas se ha observado un interés creciente en el estudio
de sustancias naturales que puedan presentar propiedades protectoras o benéficas para el
organismo. Esto es de relevancia si se toma en cuenta el alto consumo de “mate” en
Uruguay, ya que el contenido de polifenoles en la yerba mate es alto. Estos compuestos
han sido estudiados como protectores a nivel celular de los dafios producidos por
diferentes tipos de genotdxicos. Es asi como, basados en la exposicién continua a la
radiacion ultravioleta y al alto consumo de yerba mate, en este trabajo se planted
estudiar “in vivo” los efectos de la radiacion ultravioleta a nivel celular y su posible
modulacion por la infusién de yerba mate utilizando como modelo bioldgico cepas de
levadura Saccharomyces cerevisiae tanto salvajes como mutantes en sistemas de
reparacion gendmica.

Los resultados mostraron que frente a la exposicion a dosis de exposicién crecientes de
radiacion ultravioleta hubo una disminucion de la fraccién de sobrevida, asi como un
aumento de la frecuencia mutagénica para ambas cepas en estudio. Al analizar las
curvas de sobrevida se observd que a bajas dosis la cepa salvaje (SJR751) se comporta
mas resistente que la cepa triple mutante (BER/NER/SML1"), pero este comportamiento
se invierte a altas dosis. Con respecto a la frecuencia mutagénica la cepa salvaje
presenta mayores niveles en todo el rango de dosis de exposicion utilizado. Este
comportamiento podria explicarse debido a que la inhibicion del gen SML1 en la cepa
triple mutante podria mejorar la actividad de reparacion del ADN por parte de la
proteina Revl habilitando la entrada de la célula en la fase S y la accion de otros
sistemas de reparacion diferentes a BER y NER.

En los andlisis realizados con tratamientos combinados con radiacion ultravioleta e
infusion de yerba mate se pudo observar una disminucion significativa tanto en la
letalidad celular, asi como en la frecuencia mutagénica para ambas cepas siendo los

factores de proteccion observados mayores en la cepa salvaje.
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Los resultados presentados indican que la infusion de yerba mate pose efectos
radioprotectores en las condiciones de los experimentos realizados. Esta accion
protectora puede deberse a la interaccion de los componentes polifendlicos de la yerba
mate con las cascadas de oxidorreduccion que pueden ser perturbadas por la radiacion
ultravioleta y/o por regulacion y modulacion de las vias de reparacion gendmica
produciendo una disminucién de los eventos mutagénicos en presencia de la infusion de

yerba mate.

Palabras clave: Radiacion ultravioleta, vias de reparacion, yerba mate, polifenoles.
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2. Introduccién

El ADN se dafia de forma espontanea por errores de replicacion, cambios tautomeéricos,
o de manera inducida como consecuencia de diferentes agentes genotdxicos los cuales
pueden ser clatogenicos o mutagénicos. Estos Gltimos pueden ser de origen quimico,
bioldgico o fisico. (Nunes E. & Gelos U., 2006) Dentro de los agentes fisicos se
agrupan las radiaciones las cuales pueden ser ionizantes 0 no ionizantes y entre estas
ultimas se encuentra la radiacion ultravioleta (RUV). (Hall E.J. 2012)

La luz del sol es un espectro continuo de radiacion electromagnética que se divide en
tres espectros principales de longitud de onda: ultravioleta, visible e infrarrojo.
(Soehnge H. & Ouhtit A., 1997) El rango UV es el espectro de luz solar de mayor
relevancia ya que es causa del fotoenvejecimiento y cancer de piel. (Narayanan et al.,
2010)

La RUV se subdivide en ultravioleta A [UVA (315-400 nm)], ultravioleta B [UVB
(280-315 nm)] y ultravioleta C [UVC (100-280 nm)]. Aproximadamente entre el 90% y
el 99% de la energia solar RUV que llega a la superficie terrestre son los rayos UVA, y
solo entre el 1y el 10% es UVB. (Pastila R. & Leszczynski D., 2007; Miller et al.,
1998)

Dicha radiacion, a la cual se puede estar expuesto tanto natural como artificialmente a
través de lamparas que se utilizan mayormente para broncear la piel, se identifica como
carcindgeno que contribuye al desarrollo de canceres de piel nho melanoma asi como
melanoma maligno. (Teng Y. et al., 2021)

Como consecuencia de la transicion demografico-epidemiolégica el cancer es una de las
principales causas de muerte en el mundo. (Perry D.M. et al., 2017; Barrios E. & Garau
M., 2017) En nuestro pais se registran anualmente unos 15000 casos nuevos de cancer y
mas de 8000 muertes son causadas por esta enfermedad. (Barrios E. & Garau M., 2017;
Barrios E. et al., 2015)

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y la incidencia del cancer de piel es
mayor que la de todos los demas canceres combinados. (Eleni Linos M.D. et al., 2016)
El cancer de piel distinto al melanoma es el cancer mas frecuente, pero de acuerdo con
los estandares internacionales suele excluirse de las estadisticas oficiales por las

dificultades que ofrece su registro. (Barrios E. & Garau M., 2017)
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El melanoma es el tipo méas agresivo de cancer de piel y en nuestro pais, considerando
ambos sexos, anualmente se diagnostican aproximadamente 245 casos nuevos. (Barrios
E. & Garau M., 2017; Perry D.M. et al., 2017; Narayanan D.L. et al., 2010)

Ya sea para el cancer de piel tipo melanoma como para el tipo no melanoma su
incidencia esta aumentando en todo el mundo en las poblaciones blancas y también en
las asiaticas, observandose la existencia de un aumento en su incidencia de acuerdo con
la ubicacién geogréafica, incluso dentro de un mismo pais. (IARC, 2020)

En Uruguay segun cifras publicadas por el Registro Nacional de Cancer-Comision
Honoraria de lucha contra el Cancer, el cancer de piel es la neoplasia mas frecuente
(expresada en numero de casos). En relacion con la mortalidad, el cancer de piel en
general (sumados los canceres de piel no melanoma y melanoma para ambos sexos
reunidos) es responsable de méas de 130 muertes por afio. (Otero C. et al., 2022)

Casi todos los canceres de piel ademas de estar relacionados con factores genéticos
también lo estan, al menos en parte, relacionados con la exposicion a la RUV. (Neale
R.E., 2023; Watson M. et al., 2016)

Histéricamente la sobreexposicion a la RUV era consecuencia de la exposicion
ocupacional a la radiacion solar, pero en las Ultimas décadas ha aumentado de forma
muy importante debido a actividades de ocio al aire libre y al bronceado con fines
cosméticos. (D"Orazio J. et al., 2013)

La exposicion a la RUV de los dispositivos de bronceado suele ser significativamente
mas intensa que la exposicion que se recibiria al aire libre. (Watson M. et al., 2016)

Las medidas preventivas del cancer de piel incluyen reducir la exposicién a la luz
ultravioleta y al sol, siendo la deteccion temprana un factor muy importante que reduce
en gran medida la morbilidad y la mortalidad a corto y largo plazo. (Ahmed B. et al.,
2020)

En los ultimos 30 afios se ha observado un interés creciente en el estudio de sustancias
naturales que puedan presentar propiedades protectoras o benéficas para el organismo.
En particular en nuestra universidad existen investigaciones sobre la capacidad
protectora, en particular la capacidad antioxidante, de la yerba mate. (Bracesco N. et al.,
2018)

Esto es de relevancia si se toma en cuenta el alto consumo de este producto en Uruguay,
mostrando el mayor consumo anual per cépita. Segun el informe de la consultora Id
Retail del afio 2019 los uruguayos consumen alrededor de 10 kilos de yerba mate per

capita al afio. (Parlamento uruguayo, 2022) El contenido de polifenoles en la yerba mate
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es alto y estos productos han sido estudiados como protectores a nivel celular de los
dafios producidos por diferentes tipos de genotoxicos. (Sosa V, 2020; Bracesco N. et al.,
2018)

Debido a la exposicion continua a la RUV ya sea natural o artificial como al alto
consumo de yerba mate en nuestro pais este trabajo planted estudiar “in vivo” los
efectos de la RUV a nivel celular y su posible modulacion por la infusion de yerba mate
(Ip) utilizando como modelo bioldgico cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae

tanto salvajes como mutantes en sistemas de reparacion genomico.

3. Marco tedrico

3.1 Radiacion ultravioleta (RUV)

Como se menciono en la introduccion la RUV es clasificada normalmente en tres clases
segun el rango de longitud de onda: UVC (100-280 nm), UVB (280-315 nm) y UVA
(315-400 nm). La luz solar estd compuesta por diferentes tipos de emisiones en las
siguientes proporciones: 5,1% de UVA, 0,3% de UVB, 62,7% de luz visible y 31,9% de
infrarrojos, ya que la capa de ozono filtra la radiacion UVC. (Davies R.J., 1995) Por lo
tanto, diferentes regiones atmosféricas absorben por completo las radiaciones UVC y
hasta el 95 % de los UVB. (Pifiero Piquer E., 2022; D Orazio J. et al., 2013)

Si bien la exposicion a la RUV de la luz solar o de las ldmparas y camas solares
aumenta el riesgo de la aparicion de cancer, la causa exacta de todos los melanomas no
esta claramente establecida. (Barrios E. & Garau M., 2017) El rango ultravioleta es el
espectro mas significativo de la luz solar que causa el fotoenvejecimiento y cancer de
piel en humanos. (Kiefer J.R., 2007; Soehnge H. et al., 1997; Davies R.J., 1995) En este
sentido la inmunosupresion ultravioleta se considera el evento carcinogénico mas
relevante en la piel dado que dicha exposicion afecta al sistema inmunoldgico
disminuyendo las funciones de los antigenos e induciendo la produccién de citocinas
inmunosupresoras. (Narayanan D.L. et al., 2010; Soehnge H. et al., 1997)

A nivel molecular el dafio del ADN inducido por RUV juega un papel clave en la fase
de iniciacion del cancer de piel. (Mullenders L.H.F., 2018; Kiefer J.R., 2007) En casos
donde la reparacion de este dafio es defectuosa o esta ausente y las células dafiadas no se
eliminan por apoptosis, las lesiones en el ADN manifiestan caracteristicas mutagénicas
contribuyendo a la activacion de protooncogénes o a la inactivacién de los genes
supresores de tumores. (Cadet J. & Douki T., 2018; Soehnge H. et al., 1997) La
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quimica, la naturaleza y la cantidad de dafio en el ADN dependen en gran medida de la
longitud de onda de los fotones incidentes. (Cadet J. & Douki T., 2018; Hoeijmakers
J.H.J., 2009; Rass K. & Reichrath J., 2008)

Los dafios, en el ADN, provocados por la RUV se agrupan en dafio directo, donde el
haz de radiacion interactua directamente con el ADN, o dafio indirecto el cual es
generado como consecuencia de la interaccion de la radiacion con las moléculas de agua
de la célula formandose como consecuencia especies reactivas del oxigeno (ROS por
sus siglas en inglés). (Pifiero Piquer E., 2022; D Orazio J. et al., 2013)

En el dafio directo, los principales fotoproductos generados por la radiacion UVB son
los dimeros de timinas contiguas [tipo ciclobutano o aductos (6-4)] (Figura 1) y, en
menor medida, los dimeros de adenina y las pirimidinas fotohidratadas. Respecto a los
rayos UVA, los unicos fotoproductos generados son los dimeros de tipo ciclobutano.
(Pifiero Piquer E., 2022; D Orazio J. et al., 2013)

@)

Luz UV

N
H CH > @ 4 o
&) H onM B

Timinas adyacentes Luz uv 0. S

Figura 1. Formacion de dimeros de timina inducido por la radiacion UV. A:
Dimero cis—syn ciclobutano (CPD). B: Fotoproducto pirimidin (6-4)
pirimidona (6-4PP). (Gonzéalez-Pimariega et al. 2009)

Por su parte, los dafios indirectos, se generan mediante fotosensibilizacion donde se da
una transferencia de energia entre moléculas. Esto se genera a través de reacciones
dependientes de la presencia de oxigeno molecular provocando dafios de tipo oxidativo
en las nucleobases, debido a la formacién de ROS. (Pifiero Piquer E., 2022; D"Orazio J.
etal., 2013)

La principal lesion generada por ROS consiste en modificaciones de bases, las cuales

son potencialmente mutagénicas. La 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-oxodG) (Figura 2) es
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la mas abundante generando una alta probabilidad de mutagénesis. (Callen Moréu E.,
2004)

H
*:N I MNH
S © ///]\
I
O M MNH

2

OH

Figura 2: Estructura molecular de 7,8-dihidro-8-oxoguanina
(8-0x0dG) (Sang S.H., et al., 2007)

Ademas de provocar dafios en las bases del ADN, las ROS también pueden
comprometer el esqueleto del ADN causando aproximadamente 2300 roturas de una
sola hebra por célula por hora en células de mamiferos. (Henner W.D et al., 1983a,
1983b; Giloni L. et al., 1981)

3.2 Sistemas de reparacidon genémica.

A nivel molecular las lesiones en el ADN afectan directamente la integridad y
estabilidad gendmica. (Painer & Boulton, 2013; Harper & Elledge, 2007) Dichas
lesiones pueden conducir a la formacion de reordenamientos cromosémicos que podrian
resultar en la activacion de oncogenes y/o la pérdida de supresores de tumores. (Bonassi
et al., 2007) Las células responden al dafio del ADN generando una red de sefializacion
compleja denominada respuesta celular al dafio (DDR), de modo de activar la
reparacion de ese dafio, procesos asociados a la reorganizacion de la cromatina y
detencion del ciclo celular. (Bartova et al.,, 2019; Harper & Elledge, 2007) La
probabilidad de reparacién de estos dafios depende de factores genéticos, metabdlicos y
ambientales. (Chatterjee N. & Walker G.C., 2017; lyama T. & Wilson D.M., 2013)
Estos procesos de reparacion se encuentran presentes en todos los organismos
estudiados, con conservacion y homologias estructurales y/o funcionales entre especies
muy distintas. Todo esto muestra la importancia que tienen los sistemas de reparacion
para conservar la integridad gendémica. (Ronen & Glickman, 2001)

En caso de que el dafio en el ADN persista la célula puede activar la muerte celular
programada o apoptosis, una respuesta que permite eliminar las células con una
inestabilidad gendémica extensa. (Chatterjee N. & Walker G.C., 2017)
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Existen diferentes vias de reparacion del dafio, las cuales se encuentran activas en
diferentes etapas del ciclo celular: reparacion por escision de bases (BER), reparacion
por escision de nucleotidos (NER), recombinacion homdéloga (HR), union de extremos
no homdlogos (NHEJ), la via de sintesis a traves de la lesion (TLS), entre otros. (Sancar
A. etal., 2004; Alberts B. et al., 2002)

Por lo extenso de la teméatica me centrare en describir los sistemas de reparacion
vinculados al dafio por RUV vy relacionados a las mutaciones presentes en las cepas en

estudio.

3.2.1 Reparacion por escision de bases (BER)
La via BER es un sistema ubicuo que permite la reparacién de lesiones en el ADN al
reconocer especificamente y escindir una base dafiada. Esta ruta le permite a la célula
procesar los dafios generados mayormente por ROS ya que las bases son muy sensibles
a este tipo de compuestos. También tiene accion reparadora en aquel dafio que resulta
de la hidrolisis espontanea de bases y de la accidén de agentes alquilantes exdgenos y
enddgenos. (Callén Moréu E., 2004)
Este sistema de reparacion se da en diversas fases, en el primer paso de esta ruta las
bases son eliminadas por alguna de las multiples enzimas N-glicosilasas generandose un
sitio apurinico o apirimidinico (AP). Posteriormente este sitio generado puede ser
reconocido por enzimas endonucleasas o liasas que son especificas para los sitios AP.
(Friedberg et al., 1995)
En Saccharomyces cerevisiae la principal enzima endonucleasa AP es Apnl. Una vez
que actlia la enzima endonucleasa se genera un extremo 3"OH que sirve como cebador
para la adicion de un nucledtido (short patch) o para la sintesis de un fragmento de
pocos nucleotidos (long patch) seguido por un ultimo paso de eliminacion del extremo
de la cadena que fue desplazada durante la sintesis y la ligacién de los extremos libres.
(Callén Moréu E., 2004; Friedberg et al., 1995)

3.2.2 Reparacion por escision de nucledtidos (NER)
La via NER es capaz de reparar lesiones voluminosas como la formacién de aductos de
ADN formados como consecuencia de la exposicion a RUV, asi como las distorsiones
que introducen grandes compuestos aromaticos policiclicos 0 agentes
quimioterapéuticos que unen las dos cadenas de ADN entre si. (Sosa V., 2013) En

humanos la deficiencia de este sistema de reparacidon conduce al desarrollo de diferentes

Facultad de Ciencias-Universidad de la Republica Pagina 12

h\?;“-{,_'f.
¥
FACULTAD DE
CIENCIAS



sindromes como: xeroderma pigmentossum (XP), asociado a predisposicion a cancer de
piel; Sindrome de Cockayne (SC); sindrome raro de sensibilidad a la RUV; y sindrome
cerebro-dculo-facio-esquelético (COFS). (Vermeulen & Fousteri, 2013; Friedberg Errol
C.etal., 2005)

Dicha via de reparacion del dafio se subdivide en dos: una via de reparacion global
(GG-NER) y otra acoplada a transcripcion (TC-NER), esta ultima se especializa en
restaurar la transcripcion inhibida por la RUV al eliminar los fotodimeros que la
bloqueaban. (Mullenders L.H.F., 2018; Chatterjee N. & Walker G.C., 2017)

En Saccharomyces cerevisiae la via GG-NER necesita de un complejo trimérico
formado por las proteinas Rad4-Rad23-Rad33 que detecta distorsion en la hélice de
ADN. (Sosa V., 2020) Una vez reconocido el dafio se suma un complejo formado por
las proteinas Rad7 y Rad16 que tienen un papel especifico en esta ruta. (Hong M. et al.,
2017) A continuacion, se permite el reclutamiento y posicionamiento del factor de
transcripcion TFIIH el cual interacta con Rad4, Rad23 y RPA siendo un componente
fundamental de NER. (Sosa V., 2020) Para culminar la reparacién es necesaria la
escision dual y el llenado de espacios de forma coordinada previniendo formacion de
espacios de ADN simple cadena (ADNSss) que potencialmente pueden desencadenar la
sefializacion DDR. (Chatterjee N. & Walker G.C., 2017)

La proteina Rad2 y el heterodimero Radl-Rad10 acttan como endonucleasas
especificas de la estructura del ADN realizando una incision de 15 a 24 nucle6tidos de
la lesion en el extremo 5° y a 2-8 nucledtidos de la lesion en el extremo 3’
respectivamente. (Hong M. et al., 2017; Lafrance-Vanasse et al., 2012) Se elimina el
oligonucle6tido que queda entre ambos cortes y una polimerasa rellena el hueco, donde
posteriormente una ADN ligasa lo sella. (Sosa V., 2020)

Por su parte TC-NER en humanos requiere la ARN polimerasa Il y los genes CSA y
CSB para la reparacion del dafio. El factor de transcripcion TFIIH junto con la proteina
expresada por el gen XPA y la proteina RPA acttan con las proteinas expresadas por los
genes XPB y XPD en la etapa de marcado de la lesion. En la etapa de incision dual
actian en 5’ los productos de los genes XPF/ERCC/RAD1, RAD10. En la etapa de
sintesis y unién actdan las ADN polimerasas & y/o &, PCNA (Antigeno nuclear de
células proliferantes), RFC (factor de replicacién) y ligasas. (Nunes E. & Gelos U.,
2006)

En levaduras las proteinas homologas a las expresadas por los genes CSA y CSB son

Rad28 y Rad26 respectivamente y es Rad26 quien se encuentra unida a la ARN
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polimerasa Il. El bloqueo de la ARN polimerasa Il debido a la lesion estabiliza la
interaccion de la enzima con la proteina Rad26 y el complejo estancado puede transitar
por dos caminos dependiendo si la lesidn provoca una detencion transitoria o
permanente. (Spivak G., 2016)

En una lesion de bloqueo moderado la proteina Rad26 promueve un bypass permitiendo
que continde la transcripcion que puede estar asociado con la incorporacion de
ribonucle6tidos incorrectos en el ARNm correspondiente y pudiendo darse un proceso
denominado "mutagénesis transcripcional”. En lesiones que bloquean fuertemente, la
ARN polimerasa Il se detiene permanentemente sin posibilidad de bypass, y se activa
TC-NER con la proteina Rad26 promoviendo la remodelaciéon de la cromatina para
atraer factores NER adicionales y después del procesamiento de la lesion la

transcripcion puede reanudarse rapidamente. (Spivak G., 2016)

3.2.3 Sintesis a través de la lesion (TLS)

Algunos dafios pueden repararse durante la fase S del ciclo celular, mediante el
mecanismo de TLS que se realiza a través de ADN polimerasas altamente conservadas
denominadas polimerasas TLS. Estas polimerasas pueden replicar lesiones, del ADN,
aberrantes con una fidelidad relativamente menor que las ADN polimerasas replicativas.
(Sale J.E., 2013) Este mecanismo puede impulsar la mutagénesis al incorporar
nucleotidos incorrectos ya que las tasas de error intrinseco son mayores para las
polimerasas de TLS que para las polimerasas replicativas. Sin embargo, las polimerasas
especializadas aumentan la estabilidad del genoma contribuyendo a la aptitud general y
la evolucidn de los organismos. (Yang W. & Gao Y., 2018)

En Saccharomyces cerevisiae, la reparacion mediante TLS lo llevan a cabo Poln, Revl
y Pol( y la frecuencia de errores de sintesis de ADN durante la reparacion a través de la
lesion depende de factores tales como si la lesion es similar a la ADN polimerasa TLS
particular, de las caracteristicas bioquimicas de la polimerasa TLS particular y el
contexto de la secuencia de ADN. (Rechkoblit O. et al., 2017; Waters L.S. & Walker
G.C., 2006; Friedberg Errol C. et al., 2005; McCulloch S.D. et al., 2004; Pages &
Fuchs, 2002)

Ademaés de sus funciones tradicionales de derivacion del dafio del ADN siendo un
mecanismo de rescate para la sobrevida de la célula, actualmente se sabe que las

polimerasas TLS desempefian un papel en otras vias celulares e intervienen en las vias
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BER y NER para sintetizar ADN nuevo después del paso de escision. (Chatterjee N. &
Walker G.C., 2017)

3.2.4 Reparacion de rotura de doble hebra (DSB)
Las roturas en el esqueleto azlucar fosfato del ADN se reparan mediante las vias de
reparacion de roturas de una sola hebra o las vias de reparacion de roturas de doble
hebra. (lyama T. & Wilson D.M., 2013; Demple B. & Harrison L., 1994; Henner W.D.
etal., 1983a)
Los dafios doble hebra son altamente toxicos y pueden ser inducidos por diferentes
agentes quimicos y fisicos y la no reparacion de estos dafios esta relacionada con
patologias tales como el cancer. (Jackson S.P. & Bartek J., 2009)
Existen dos vias principales para resolver las DSB: recombinacion homdloga (HR) y
unién de extremos no homologos (NHEJ). La presencia de una DSB provoca
modificacion de la cromatina lo que desencadena una cascada de eventos que incluyen
la activacion de ATM, la fosforilacion dirigida de yH2AX, el reclutamiento de MDC1 y
finalmente el reclutamiento de 53BP1 y BRCAL; todas proteinas relacionadas a la
respuesta celular al dafio. (Chatterjee N. & Walker G.C., 2017)
En el proceso NHEJ una ADN ligasa une los 2 extremos rotos y mediante esta union de
extremos se suelen perder nucleétidos en el sitio de reparacion, ya que los extremos
rotos pueden ser procesados por nucleasas antes de ser pegados. (Soriano M., 2023)
Dado que en mamiferos hay mucho ADN que no codifica para proteinas sus células
pueden tolerar una pequefia pérdida de secuencia, haciendo que NHEJ sea un
mecanismo de reparacion comun. En levaduras este proceso es menos frecuente dado
que no poseen ADN no codificante de forma abundante. (Soriano M., 2023)
Por su parte, el mecanismo HR es més eficiente ya que utiliza una secuencia homéloga
(de crométida hermana o cromosoma homdlogo) para reparar el dafio DSB. Este
mecanismo implica que la cadena simple hebra generada por el dafio invada la hélice
hermana y se aparee con la secuencia de la hebra complementaria requiriéndose
recombinasas, principalmente la proteina Rad51. Dado que esta reparacion por
recombinacion necesita de una cromatida hermanas solo puede ocurrir en las fases del
ciclo celular en las que la cromatida hermana esta disponible o sea en la fase G2. El
dafio DSB que ocurre en otras fases del ciclo celular serd reparado normalmente por
NHEJ. (Soriano M., 2023; Friedberg Errol C. et al., 2005)
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3.3 Productos naturales con accion protectora

Los polifenoles son una gran familia de compuestos naturales que se distribuyen
ampliamente en alimentos vegetales, incluidas frutas, verduras, nueces, semillas, flores
y cortezas. Las fuentes de polifenoles son la cebolla (flavonoles); cacao, semillas de uva
(proantocianidinas); té, manzanas y vino tinto (flavonoles y catequinas); frutas citricas
(flavanonas); bayas y cerezas (antocianidinas); y soja (isoflavonas). (Nichols J.A. &
Katiyar S.K., 2010)

En nuestro pais un producto altamente consumido como la yerba mate (llex
paraguariensis) presenta un alto contenido en polifenoles, que son reconocidos por su
capacidad protectora a nivel celular y molecular frente a diferentes tipos de genotdxicos.
(Bracesco N. et al., 2018; Miranda D. et al., 2008; Filip et al., 2007; Bracesco N., 2003,
Bracesco N. et al., 2003; Candreva E. et al., 1993) Se ha observado una accion
protectora de la infusion de yerba mate (Ip) sobre el genoma que podria ser provocada
por una combinacion de elementos que involucran los sistemas de reparacion, la
capacidad antioxidante y el control del ciclo celular. (Bracesco N., 2003; Bracesco N. et
al., 2003)

En Uruguay una encuesta realizada por el Ministerio de Salud Publica (MSP) muestra
que el 85% de la poblacién mayor de 15 afios consume por lo menos una vez por
semana mate (STEP-MSP, 2007), siendo entonces esta infusion una fuente para el

consumo de &cido clorogénico entre otros antioxidantes.
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Figura 3. Estructura quimica de diferentes polifenoles. (Pérez-Jiménez J., 2019)

3.4 Modelo Biologico

Las levaduras ofrecen muchas ventajas como modelo de investigacion porque tienen
genomas relativamente pequefios en comparacion con otros eucariotas, ademas de una
importante biblioteca de mutantes con el mismo fondo genético que la cepa madre y
facilidades de cultivo. (Fisher H., 2007; Watson J.D., 2006; Walker G.M., 1998)

Las levaduras pertenecen al reino Fungi, divisiobn Ascomicetes y a la clase
Hemiascomycetes y dentro del género Saccharomyces la especie cerevisiae ha sido un
organismo modelo de investigacion desde hace méas de 50 afios. (Nunes E. et al., 2008;
Fisher H., 2007; Watson J.D., 2006; Walker G.M., 1998) EIl tiempo de generacion
celular, o sea el tiempo que tarda la célula en atravesar todas las fases del ciclo celular
hasta dividirse, es relativamente corto en Saccharomyces cerevisiae. Por otro lado,
presenta un facil mantenimiento y multiplicacion en el laboratorio ademas de que existe
mucha bibliografia disponible para realizar procesos comparativos. (Herskowitz I.,
1988; Spencer J.F.T. et al., 1983)

Por lo tanto, la seleccion de la levadura de gemacion Saccharomyces cerevisiae como
modelo eucariote se basa en que permite estudiar la reparacion del ADN dada su
facilidad de manipulacion genética y el alto grado de homologia entre los genes
humanos y de levaduras. (Lillo O. et al., 2011, Botstein D. & Fink G.R., 2011; Nunes E.
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et al., 2008; Van Heyningen V., 1997; Foury, 1997; Watson J.D. et. al, 1987; Spencer
J.F.T.etal., 1983)

3.5 Interés en el tema de investigacion

A partir de la informacidn antedicha en cuanto a la prevalencia del cancer de piel y a la
cultura instalada de exposicion a la luz solar con fines estéticos, asi como al importante
consumo de mate en nuestro Pais, resulta de interés analizar la posible modulacion por
Ip de los dafios producidos por la RUV utilizando como modelo biolégico cepas de

Saccharomyces cerevisiae salvajes, asi como mutantes de vias de reparacion del ADN.

4. Hipotesis:
La presente investigacion propone que la Ip podria proteger células de Saccharomyces
cerevisiae salvajes y mutantes en sistemas de reparacion del dafio inducido por la RUV.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Analizar los efectos celulares de la exposicién de cepas de Saccharomyces cerevisiae
salvajes y mutantes en sistemas de reparacidn a tratamientos simples y combinados con
RUV e Ip.

5.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar los parametros de la cinética de proliferacion celular de las cepas de
estudio.
2. Determinar las curvas de sobrevida y frecuencia mutagénica in vitro en funcién de
dosis de exposicion crecientes de RUV.
3. Evaluar la probabilidad de sobrevida y frecuencia mutagénica, en muestras celulares
expuestas in vitro a:

a) RUV como unico agente.

b) Ip como Unico agente (10%v/V).

¢) tratamiento combinado con RUV e Ip.
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6. Metodologia

6.1 Cepas de SC

-Cepa SJR751 (MATa ade2-1010c his3D200 ura3DNco lys2DBgl leu2-R). (WT)

-Cepa BER/NER/SML1 deficiente isogenica de SIR751 (MATa ade2-101 his3A200
ura3ANco lys2ABgl CAN1 ntglA::LEU2 apnlAl::HIS3 ntg2A::hisG-URA3- hisG
rad1A::hisG-URA3- hisG sml1A::Kan). (Evert B.A., 2004).

6.1.1 Mantenimiento de las cepas de Saccharomyces cerevisiae
Las cepas de Saccharomyces cerevisiae se mantuvieron en tubos de agar inclinado
conteniendo YPDA en la heladera a 4°C. (Rose M. et al., 1990)

6.1.2 Medios de cultivo
Se utilizaron medios de cultivos nutrientes para el estudio de la sobrevida (YPD,
YPDA) y selectivos para mutagénesis (OM) habituales para Saccharomyces cerevisiae.
(Rose M et al., 1990)

-YPD: Medio nutriente liquido: 1% de extracto de levadura (Difco, US Biological), 2%
Peptona (Difco, US Biological) y 2% glucosa (Sigma).

- YPDA: Medio nutriente sélido: YPD + 2% agar (Difco, US Biological).

- OM: Medio de omisién: 0.67% base nitrogenada de levadura (Difco), 2% glucosa

(Sigma) y 2% agar (Difco, US Biological).

6.2 Infusion de yerba mate (Ip)

La yerba que se utiliz6 para la preparacion de la infusion de yerba mate fue de la marca
comercial “Canarias”, Origen Rio Grande do Sul Brasil. Se preparé inmediatamente
antes de cada experimento, colocando 50 g de yerba en un matraz al que se le agregaron
250 mL de agua destilada a 70 + 3 °C. Luego se filtrd con papel (Watman N° 2) y se

esterilizo por filtracion con filtros de 0.45 mm. (Bracesco N. et al., 2018).
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6.3 Radiacion ultravioleta:

Se utiliz6 una lampara OSRAM Ultra Vitalux 230V.E27, 300W. Esta l&mpara emite en
un amplio rango de longitudes de onda con lo cual la dosis de exposicion total esta
compuesta de UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) y UVC (100-280 nm) en una
proporcion de 0,51; 0,34 y 0,15 respectivamente.

Para realizar la dosimetria se utilizé el radidometro digital modelo UVX de la marca
UVP.

6.4 Crecimiento de las poblaciones celulares

Se tomo una muestra de la cepa a utilizar y se realizé un primer pasaje (1p) a medio de
cultivo YPD en condiciones de esterilidad y se incub6 de 3 a 4 dias a 30°C en un
agitador orbital hasta alcanzar la fase estacionaria temprana. A partir de éste primer
pasaje se realizd un segundo pasaje (2p) incubando durante la noche a 30°C
obteniéndose un cultivo en fase exponencial de crecimiento (1-2 x 10° cel/mL para la
construccion de las curvas de proliferacion y 1-2 x 107 cel/mL para los tratamientos con
RUV e Ip).

El conteo del nimero de células/mL (N) se realiz6 en el microscopio utilizando una
camara de Neubauer. Se realizaron dos conteos independientes por muestra y el error
fue estimado en N £ 10%. (Nunes E. & Gelos U., 2006).

6.5 Curvas de proliferacion celular:

A partir del 2p se tomaron alicuotas representativas a diferentes tiempos y durante todo
el procedimiento el cultivo se mantuvo incubado en condiciones O6ptimas de
crecimiento. La cdmara de Neubauer se cargaba con cada alicuota y se realizaba el
conteo del numero de células, esto continud hasta observar que la concentracion celular
del cultivo no variaba en el tiempo habiendo llegado a una fase estacionaria luego de
haber transcurrido por una fase de crecimiento exponencial.

Con los datos obtenidos se construy6 una grafica en escala semilogaritmica con datos de
namero de células/mL en las ordenadas en escala logaritmica y tiempo en las abscisas
en escala lineal.

Se aplico el modelo logistico para ajustar la curva y se obtuvieron los pardmetros de
proliferacion celular de manera de caracterizar la cinética de crecimiento de las cepas de
estudio. (Nunes E. & Gelos U., 2006).
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6.6 Tratamientos

6.6.1 Curva dosis efecto para RUV
Muestras celulares de los cultivos en fase exponencial (1-2 x 107 cel/mL) fueron
expuestas a dosis de exposicion crecientes de RUV (0; 2,12; 4,24; 6,36; 8,46 KJ/m?).
Estas dosis fueron obtenidas al exponer las muestras en diferentes tiempos a la RUV (0,
30, 60, 90 y 120 segundos) con una irradiancia de 7 mW/cm?.

6.6.2 Analisis simples y combinados
Partiendo de cultivos en fase exponencial de crecimiento se los fracciond en diferentes
frascos y se sometieron a los tratamientos simples y sus combinaciones. A continuacion,
se realizaron las siembras para la determinacién de la sobrevida y frecuencia

mutagénica para todos los tratamientos.

Simples: Tratamientos con RUV (4,24 KJ/m?), con Ip (10%v/v) por 40 minutos como

unicos agentes y un control no tratado.

Tratamientos combinados: Las muestras celulares se incubaron con Ip 40 minutos a

temperatura dptima y luego se lavaron y resuspendieron en el mismo volumen de agua
fria antes de la exposicion a RUV (4,24 KJ/m?).

Luego de realizadas las curvas dosis efecto tanto para la sobrevida celular como para la
frecuencia mutagénica se seleccion6 la dosis de 4,24 KJ/m? para realizar el analisis de
las fracciones de sobrevida y frecuencia mutagénica en tratamientos simples y
combinados. La seleccidn de esta dosis de exposicion se basa en los valores de fraccién
de sobrevida y frecuencia mutagénica obtenidos en las curvas respectivas, los cuales
proporcionan un cambio sustantivo con respecto a los controles no tratados permitiendo

observar cambios apreciables en el caso de que la Ip presentara proteccion.

6.7 Fraccién de sobrevida (S(x)) y frecuencia mutagénica (FM)

Para determinar la fraccion de sobrevida, las muestras celulares tratadas fueron diluidas
de forma seriada de manera de obtener 200-400 células viables las cuales fueron
sembradas en medio YPDA en placa de Petri (el ensayo se hizo por triplicado para cada

una de las muestras).

Facultad de Ciencias-Universidad de la Republica Pagina 21



A partir de la siembra en placas de Petri con medio YPDA incubadas a 30°C por 3 dias
se calculo la S(x) como:

S(x,p) = Ns/No

Donde Ns: numero de células capaces de generar clonas/mL; No: nimero total de
células tratadas/mL; x: dosis UV; p: dosis del modulador Ip. (Haynes RH., 1988).

Para determinar la frecuencia mutagénica las muestras tratadas se concentraron 10 veces
(N=1 x 108 cels/mL) y fueron sembradas por triplicado en un volumen de 0.3 mL por
placa de Petri conteniendo medio de seleccion OM. (Keszenman et al., 2000).

Las placas se incubaron a 30°C durante 21 dias y luego se realizo el conteo de las clonas
correspondientes a las revertantes a la potrotrofia lys —LYS.

Se calcul6 la frecuencia de mutacién M(x) para cada dosis “x”, y para la infusion de
yerba mate “p” de la siguiente manera:

M(x,p) = Nm(n) / Ns

Donde Nm es el nimero de mutantes/mL para las dosis n: X, p.

Ns(n) es el numero de sobrevivientes/ mL y para cada dosis unica o en combinacion. Se
calcul6 ademas la frecuencia espontanea de mutacion a partir del control no tratado.
(Eckardt F. & Haynes R.H., 1977).

7. Andlisis estadistico.

La distribucion binomial se aplico al calculo de los desvios standard y errores standard
en caso de los eventos binomiales: muerte — sobrevida y mutacién — no mutacion. Y se
utilizé el test de t de comparacion de dos medias independientes para estudiar si existian
diferencias significativas entre los valores promedio de fraccion de sobrevida y
frecuencia mutagénica en las diferentes poblaciones estudiadas. Se utilizd el software
SPSS.
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8. Resultados:

8.1 Curvas de proliferacion celular

Los datos obtenidos de numero de células en funcién del tiempo para las cepas en
estudio se graficaron de forma semilogaritmica. La curva obtenida muestra un
comportamiento sigmoide y se ajustd el modelo logistico de crecimiento poblacional
con un coeficiente de determinacion de R?=0,99 para las cepas WT y mutante (Figuras 4
y 5). Los parametros que describen la cinética de proliferacion celular como son la
concentracion méxima de celulas (Nmax), el tiempo de generacion celular (TGC) vy el
tiempo medio (tu2) fueron calculados y se observaron diferencias entre las dos cepas.
(Tabla 1)

elS .

e17 .

N° células

e16 .

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (horas)

Figura 4: Curva de proliferacion celular en escala semilogaritmica

para la cepa salvaje SJR751 (negro) con ajuste de modelo logistico

(rojo) (coeficiente de determinacion R?=0,99)

Facultad de Ciencias-Universidad de la Republica Pagina 23

s,

Ry
FACULTAD DE
CIENCIAS

X



h\?;“-{,_'f.
¥
FACULTAD DE
CIENCIAS

618 .

N° células

elS .

0 lIO 2I0 3IO 4IO 5I0 60
Tiempo (horas)
Figura 5: Curva de proliferacion celular en escala
semilogaritmica para la cepa triple mutante BER/NER-
/SML1" (negro) con ajuste de modelo logistico (rojo)

(coeficiente de determinacion R?=0,99)

Tablal: Pardmetros que caracterizan la cinética de proliferacion celular para la cepa salvaje
SJR751 y la cepa triple mutante BER/NER/SML1".

Parametro Cepa SJR751 (WT) Cepa BER/NER/SML1"
Niméx 1x10® cel/mL 7x107 cel/mL

TGC 2h11 2h37

ti 13 h 58 18 h 36

8.2 Curva de sobrevida celular a dosis de exposicion crecientes de RUV

En las muestras expuestas a las diferentes dosis de exposicion crecientes de RUV (0-
8,46 KJ/m?) se observd una disminucion de la fraccion de sobrevida para ambas cepas
de Saccharomyces cerevisea. Esta disminucion es mayor para la triple mutante BER
INER/SML1" a dosis bajas observandose un punto de entrecruzamiento entre ambas
curvas de sobrevida celular a una dosis de 5KJ/m? a partir de la cual el comportamiento
de las cepas de estudio cambia a dosis mayores. Se observa entonces una menor caida
en la sobrevida celular para la cepa triple mutante BER/NER/SML1" a dosis mayores a

5KJ/m? en comparacion con la cepa SJR751 (Tabla 2, Figura 6)
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Tabla 2: Fraccién se sobrevida (S(x)) y su intervalo de confianza (IC) al 95% en funcién de dosis

de exposicion creciente de RUV para la cepa salvaje SJR751 y la cepa triple mutante BER/NER"

/SML1".
Cepa SJR751 (WT) Cepa BER/NER/SML1"
Dosis (KJ/m2) | S ICos% S(X) ICos%
0 1,00 0,01 1,00 0,01
2,12 0,56 0,03 0,46 0,03
4,24 0,31 0,03 0,22 0,03
6,36 0,07 0,02 0,15 0,02
8,46 0,08 0,02 0,14 0,02
——
e
0 2 4 6 8 10

Dosis exposicion UV (KJ/m?)
Figura 6: Fraccién de sobrevida (S(x)) en funcion de dosis de
exposicioén crecientes de RUV en la cepa salvaje SIR751 (rojo) y
en la cepa triple mutante BER/NER/SML1" (verde). (p<0.05).

Facultad de Ciencias-Universidad de la Republica Pagina 25



Ve

R

V%

iy
FACULTAD DE
CIENCIAS

8.3 Fraccion de sobrevida celular en tratamientos simples y combinados

En los analisis de sobrevida realizados en tratamientos simples y combinados se pudo
observar una disminucion de la letalidad celular en los tratamientos combinados con
RUV e Ip para ambas cepas de estudio. La disminucion de la letalidad en los
tratamientos combinados para la cepa salvaje SJR751 se dio en un factor de 1,8 y en el
caso de la cepa triple mutante BER/NER/SML1" el factor de proteccion fue de 1,6
aproximadamente. Es importante resaltar que la fraccion de sobrevida no se alter6 en los
tratamientos con Ip como Unico agente en comparacion con la muestra control. (Tabla3,

Figura7)

Tabla 3: Fraccion se sobrevida (S(x)) y su intervalo de confianza (IC) al 95% en los tratamientos
simples y combinados para las cepas SJR751 y BER/NER/SML1". C: control, Ip: infusién de yerba

mate, RUV: radiacién ultravioleta RUV/Ip: radiacion ultravioleta e infusion de yerba mate.

Cepa SJR751 (WT) Cepa BER/NER/SML1
Muestra Sk 1Cas0 S(X) 1Co5%
C 1,00 0,01 1,00 0,01
Ip 1,00 0,01 1,00 0,01
RUV 0,31 0,03 0,22 0,03
RUV/Ip 0,56 0,03 0,37 0,03
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Figura 7: Diagramas de barras que muestran la fraccion de sobrevida (S(x)) en
tratamientos simples y combinados para las cepas SJR751 (rojo) y BER/NER/SML1
(verde). C: control, Ip: infusién de yerba mate, UV: radiacion ultravioleta UV/Ip:

radiacién ultravioleta e infusidn de yerba mate. (p<0.05).

8.4 Frecuencia mutagénica a dosis de exposicion crecientes de RUV

Se estudié la mutagénesis inducida por la radiacién ultravioleta a través del estudio de la
reversion del marcador de auxotrofia a heterotrofia lys —+LYS en las cepas de estudio.
En el analisis de frecuencia mutagénica a dosis de exposicion crecientes de RUV se
observo un aumento de esta tanto para la cepa SJR751 como para la triple mutante BER
INER/SMLL1".

Al comparar los resultados obtenidos de frecuencia mutagénica para cada dosis entre las
cepas se pudo observar que la cepa SJR751 presenta mayor frecuencia mutagénica y

esta diferencia se hace mas pronunciada a dosis mayores (>5KJ/m?). (Tabla 4, Figura 8)
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Tabla 4: Frecuencia mutagénica (FM) y su intervalo de confianza (IC) al 95% en funcion de dosis

de exposicién crecientes de RUV para la cepa salvaje SJR751 y la cepa triple mutante BER/NER"

/SML1".

Cepa SJR751 (WT) Cepa BER/NER/SML1
Dosis (KJ/m?) FM 1Cos5% FM 1Cos5%
0 2,10e-05 9,16e-7 1,89e-05 8,69e-7
2,12 2,11e-04 2,90e-6 6,99e-05 1,67e-6
4,24 2,51e-04 3,17e-6 1,49e-04 2,44e-6
6,36 9,94e-04 6,30e-6 1,94e-04 2,78e-6
8,46 1,34e-03 7,16e-6 2,55e-04 3,19e-6

1,4e-3

1,2¢-3 - -

[0 BER/NER'SMLL
1,0e-3 -

8,0e-4 -

6,0e-4 -

Frecuencia mutagénica

4,0e-4 4

2,0e-4

10

Dosis exposicion UV (KJ/m?)

Figura 8: Frecuencia mutagénica (FM) en funcion de dosis de exposicién
crecientes de RUV en la cepa SJR751 (rojo) y en la cepa BER/NER/SML1
(verde). (p<0.05).

8.5 Frecuencia mutagénica en tratamientos simples y combinados

Con relacién a la frecuencia mutagénica, se observd en las poblaciones celulares de
ambas cepas tratadas con Ip como Unico agente una menor frecuencia mutagénica que
en las muestras control, pero esta variacion no era significativa. Con respecto a las

muestras tratadas con RUV como unico agente se observo un aumento de la frecuencia
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mutagénica siendo menor este aumento para la cepa triple mutante BER/NER/SML1" lo
cual se corresponde con los datos obtenidos en las curvas de frecuencia mutagénica en
funcion de dosis de exposicién crecientes de RUV.

Por su parte, los tratamientos combinados con RUV e Ip mostraron una disminucion de
la frecuencia mutagénica en ambas cepas de estudio, siendo mayor esta disminucién
para la cepa SJR751 (factor de proteccion de 9,7) que para la cepa triple mutante BER
INER/SML1" (factor de proteccion 2,5). (Tabla 5, Figura 9).

Tabla 5: Frecuencia mutagénica (FM) y su intervalo de confianza (IC) al 95% en los tratamientos
simples y combinados para las cepas SJR751 y BER/NER/SML1". C: control, Ip: infusion de yerba

mate, RUV: radiacién ultravioleta RUV/Ip: radiacion ultravioleta e infusion de yerba mate.

Cepa SJR751 (WT) Cepa BER/NER/SML1"

Muestra FM ICos% FM 1Cos%
C 2,10e-05 9,16e-7 1,89e-05 8,6%e-7
Ip 1,12e-05 6,69e-7 1,03e-05 6,42e-7
RUV 2,04e-04 2,85e-6 1,49e-04 2,44e-6
RUV/Ip 3,45e-05 1,17e-6 5,87e-05 1,53e-6

264 -

24 = -

=0 BERNER:SMLI

1e-d

o ; l

c Ip uv uvip

Frecuencia mutagénica

Figura 9: Diagramas de barras que muestran frecuencia mutagénica (FM) en tratamientos simples y
combinados para la cepa SJR751 (rojo) y BER/NER/SML1" (verde). C: control, Ip: infusion de yerba

mate, UV: radiacion ultravioleta UV/Ip: radiacion ultravioleta e infusion de yerba mate. (p<0.05).
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9. Discusion

Los resultados obtenidos indicarian la existencia de uno o mas mecanismos de defensa
celular ya sea por componentes de la Ip con capacidad antioxidante de atrapamiento de
especies reactivas que podrian formarse por la exposicion a la RUV como accién
indirecta del dafio sobre el ADN o por accidn sobre componentes de las vias de control
del ciclo celular y reparacion del ADN. (Sajadimajd S. et al., 2020, Bracesco et al.,
2018)

Los antioxidantes contenidos en Ip, pueden cambiar la generacion y el destino de las
ROS inducidas por la radiacion, dependiendo de su concentracion y el potencial redox
de los componentes involucrados.

Resulta de gran interés analizar el comportamiento de las cepas estudiadas con respecto
a las curvas dosis efecto tanto para sobrevida celular como para mutagénesis. Esto
permitiria vislumbrar la importancia de las vias de reparacion afectadas y la relevancia
que pueden tener para modular la letalidad y poder mutagénico de la RUV en estos
organismos.

La cepa triple mutante presenta inhibidas las vias de reparacion escisionales de base y
de nucleotidos, asi como también la expresion de la proteina Smi1.

Con respecto a la inhibicion del gen SML1 se sabe que la proteina expresada por este
gen, la proteina Sml1, es capaz de interaccionar fisicamente con la proteina Rev1l la cual
esta relacionada con la reparacién del dafio por medio de la via de sintesis a través de la
lesion. Este mecanismo de reparacion implica realizar un bypass de la lesion durante la
fase de replicacion del ADN e involucra la accién de polimerasas especificas de este
tipo de reparacion, siendo en levaduras un ejemplo importante de estas polimerasas la
Revl. (Yao R. etal., 2020, Anderson B.L. et al., 2010)

Se ha observado que SmIl es una proteina inhibidora de la enzima ribonucle6tido
reductasa de Saccharomyces cerevisiae. La concentracion de dicha proteina a lo largo
del ciclo celular fluctua, siendo los més bajos durante la fase S. Ademas, se ha visto que
Sml1 participa en el dafio y la reparacién del ADN siendo fosforilada y posteriormente
degradada, mecanismo regulado por las proteinas quinasas Mecl y Rad53. Es asi como
ciertos estudios han identificado a Sml1l como un factor en la inhibicion de la
fosforilacion de Revl lo cual llevaria a una via TLS defectuosa. (Yao R. et al, 2020;
Andreson B.L., 2010)
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Esta informacion recogida de la bibliografia podria explicar el comportamiento de las
cepas en cuanto a los valores observados de la fraccion de sobrevida y la frecuencia
mutagénica en funcion de la dosis de RUV.

Al analizar las curvas de sobrevida se observa que a bajas dosis la cepa salvaje se
comporta mas resistente que la cepa triple mutante invirtiéndose esto a altas dosis. Este
comportamiento podria explicarse a través de la asociacion de altas dosis con la
acumulacion de dafio en la cepa salvaje, lo que implicaria maltiples cortes a lo largo de
la hebra de ADN provocando la generacion de dobles roturas. Dichos cortes serian
consecuencia de la accidn de los sistemas de reparacion escisionales, en especial de
nucledtidos. Es conocido que este tipo de lesiones son las mas dificiles de procesar y
conllevan una mayor probabilidad de letalidad celular. (Mullenders L.H.F., 2018; lyama
T. & Wilson D.M., 2013)

Dado que la cepa triple mutante no puede reparar las lesiones a través de las vias
escisionales y tiene a su vez inhibida la expresion de la proteina Sml1, la célula podria
transcurrir hacia la fase S. En este contexto las condiciones serian favorables para que la
reparacion de las lesiones se diera a partir de vias alternativas de reparacion como la
sintesis a través de la lesion conllevando una menor probabilidad de letalidad celular.
(Yao R. et al., 2020; Andreson B.L. et al., 2010)

Por otra parte, en las curvas de frecuencia mutagénica en funcion de las dosis de
exposicion de RUV se observd que la cepa salvaje tiene una mayor frecuencia
mutagénica a lo largo de todo el rango de dosis de exposicion en comparacién con la
cepa triple mutante.

Esta diferencia observada puede estar relacionada con la probabilidad de reparacion
propensa a error. En el caso de la cepa salvaje el posible aumento de la generacion de
dobles roturas de ADN puede estar activando la reparacién por unién de extremos no
homologos el cual como se menciond anteriormente es un sistema propenso a error.
(Mullenders L.H.F., 2018; lyama T. & Wilson D.M., 2013; Anderson B.L. et al., 2010)
Para la cepa triple mutante al tener la posibilidad de transcurrir hacia la fase S y activar
otros tipos de sistemas de reparacion aumentaria la probabilidad de que las dobles
roturas generadas sean reparadas en la fase G2 a través del sistema de reparacion
recombinacional homologa el cual es un sistema libre de error disminuyendo asi la
probabilidad de mutagénesis. (Mullenders LHF., 2018; lyama T. & Wilson D.M., 2013)
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Seria interesante en futuros trabajos explorar la probabilidad de generacion de dobles
roturas utilizando técnicas que permitan cuantificar esta lesion en diferentes cepas y en
distintas condiciones.

También seria de interés analizar a qué nivel especificamente estarian actuando los
componentes aislados de la Ip proporcionando proteccion, asi como realizar los
experimentos combinados con RUV e Ip a diferentes dosis de exposicion. La dosis
elegida para este trabajo se encuentra en el rango de dosis donde la cepa salvaje se
muestra menos sensible en cuanto a la letalidad que su contraparte mutante. Si se
comparan los factores de proteccion observados entre ambas cepas en presencia de pre
tratamiento con Ip se evidencia (tanto en fraccion de sobrevida como en frecuencia
mutagénica) una mayor proteccién para la cepa salvaje.

Estos resultados indicarian que la accion de los compuestos bioactivos de Ip estarian
modulando los sistemas de reparacion involucrados en el procesamiento del dafio
generado, antes que actuar como antioxidante evitando la formacién del dafio en si.
(Bracesco N. et al., 2018; Miranda D. et al., 2008; Filip et al., 2007; Bracesco N., 2003,
Bracesco N. et al., 2003; Candreva E. et al., 1993)

10. Conclusién

Los resultados presentados aqui indican que la infusién de yerba mate posee efectos
radioprotectores en las condiciones de los experimentos realizados.

Esta accion protectora puede deberse a la interaccion de los componentes polifendlicos
de la yerba mate con las cascadas de oxidorreduccion que pueden ser perturbadas por la
RUV y/o por regulacion y modulacion de las vias de reparacién gendémica produciendo

una disminucion de los eventos mutagénicos en presencia de Ip.

11. Perspectiva

Al indicar los resultados obtenidos en este trabajo que la Ip presenta capacidad
protectora frente a los dafios inducidos por la RUV usando cepas de Saccharomyces
cerevisiae salvajes y mutantes en las vias de reparacién gendémica como modelo
eucaridtico seria importante realizar estudios donde se intente clarificar cual es el

mecanismo de interaccion o de modulacidn que se da a través de la accion de Ip.

Es posible plantear a futuro, estudios celulares y moleculares como:
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o Analizar las fracciones de sobrevida y frecuencias mutagénica en muestras
celulares tratadas en combinacion con Ip y dosis de exposicion de RUV mayores a la
utilizada en este trabajo en los tratamientos combinados, de forma de estudiar la zona

donde la cepa triple mutante se comporté menos sensible que la salvaje.

o Estudiar la generacién de dobles roturas en el ADN debido a la exposicién a la

RUV en las diferentes cepas y su posible modulacion por la presencia de Ip.

o Cuantificar las especies reactivas del oxigeno que se generan en muestras

celulares tratadas con RUV y observar si estas disminuyen en presencia de Ip.

o Realizar estudios del dafio en el ADN mediantes el ensayo cometa sobre las
muestras celulares en sus diferentes tratamientos para estudiar los diferentes tipos de
dafos generados por la RUV.
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