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PREFÁCIO

A investigação científica e o desenvolvimento tecnológico têm permitido criar 

soluções para os mais diversos problemas societais. Contudo, os avanços científicos e 

tecnológicos não se podem distanciar das abordagens de disseminação relevantes, que 

permitam que o conhecimento seja disponibilizado de forma criteriosa e compreensível à 

comunidade académica, às empresas/indústria e ao público em geral. 

O segundo volume da edição “Estudos em Biociências e Biotecnologia” é 

composto por 12 capítulos que descrevem avanços significativos das ciências e 

tecnologias biológicas aplicadas a diversas áreas de investigação, complementando 

os trabalhos publicados no primeiro volume. Em particular, este volume, reúne capítulos 

relacionados com as ciências biológicas nas seguintes áreas/tópicos: biomédica 

(capítulos 1 e 2); biologia funcional e biotecnologia de plantas (capítulos 3 a 6); produção 

e proteção de alimentos (capítulos 7 a 9); ambiente e biorrecursos (capítulos 10 a 12). 

O leitor deste volume beneficiará de um conjunto de informação inovadora que, 

além de ser um excelente contributo científico, contribuiu para dar resposta a diversos 

objetivos de desenvolvimento sustentável estabelecidos pela Assembleia Geral das 

Nações Unidas.

Manuel Simões
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calor son las que generan mayor daño. La radiación UV se clasifica por su longitud de 
onda en: UVA, UVB y UVC. La radiación UVA es absorbida por el 70-80% de las células 
de la dermis. Tanto la UVA y el calor generan estrés oxidativo, afectando proteínas, ADN 
y lípidos. Así mismo el calor, favorece el envejecimiento, ya que induce la producción 
de metaloproteinasas y desnaturalización de proteínas. Para mantener la homeostasis, 
la célula sobre expresa proteína Hsp70, que regula el plegamiento, renaturalización 
o destrucción de proteínas en formación o dañadas. El objetivo de este proyecto fue 
determinar el cambio en el número de células vivas, el daño en el ADN y la expresión de 
Hsp70 en leucocitos humanos expuestos a radiación UVA y calor. Material y métodos: Se 
aislaron leucocitos de sangre total proveniente de humanos mediante Ficoll Histopaque®, 
se alicuotaron las células y se sometieron a radiación UVA por 0, 1, 2 y 3 horas utilizando 
una lampara emisora de radiación a 365nm y a calor a 37, 40, 42 y 44 °C durante una hora. 
Posteriormente se evaluó el número de células vivas por mL, se extrajo su ADN mediante 
DNAzol® para evaluar su fragmentación en geles de agarosa y se analizó la expresión 
de Hsp70 mediante PAGE-SDS y Western Blot-ECL. Resultados: Se encontró una 
disminución significativa en el número de células vivas por mL en los leucocitos expuestos 
a estrés térmico y radiación UVA. También se observó un aumento en la expresión de 
Hsp70 por radiación UVA a 1 y 2 horas de exposición, con caída a 3 horas y por calor a 
40 y 42 °C, decayendo en 44 °C. Finalmente, se encontró fragmentación del ADN en las 
muestras expuestas a 2 y 3 horas con radiación UVA y una fragmentación discreta al 
irradiar 1 hora con radiación UV y a 44 °C. Conclusión. La radiación ultravioleta y el calor 
generan estrés celular, modifican el número de células vivas, la expresión de Hsp70 y el 
daño al ADN en leucocitos humanos.
PALABRAS CLAVE: Estrés. Hsp70. Radiación ultravioleta. Leucocitos.

ALTERATION IN CELL VIABILITY, DNA DAMAGE AND CHANGES IN HSP70 

EXPRESSION IN HUMAN LEUKOCYTES EXPOSED TO UVA RADIATION AND HEAT

ABSTRACT: Human cells can be stressed by continuous exposure to solar radiation, where 
ultraviolet (UV) radiation and heat do the most damage. UV radiation is classified by its 
wavelength into: UVA, UVB and UVC. UVA radiation is absorbed by 70-80% of the cells 
of the dermis. Both UVA and heat generate oxidative stress, affecting proteins, DNA and 
lipids. Likewise, heat favors aging, since it induces the production of metalloproteinases and 
protein denaturation. To maintain homeostasis, the cell overexpresses the Hsp70 protein, 
which regulates the folding, renaturation, or destruction of forming or damaged proteins. 
The objective of this project was to determine the change in the number of living cells, DNA 
damage and Hsp70 expression in human leukocytes exposed to UVA radiation and heat. 
Material and methods: Leukocytes were isolated from whole blood from humans using Ficoll 
Histopaque®, the cells were aliquoted and subjected to UVA radiation for 0, 1, 2 and 3 hours 
using a radiation emitting lamp at 365nm and heat at 37, 40, 42 and 44 °C for one hour. 
Subsequently, the number of living cells per mL was evaluated, their DNA was extracted 
using DNAzol® to evaluate their fragmentation in agarose gels, and the expression of Hsp70 
was analyzed using PAGE-SDS and Western Blot-ECL. Results: A significant decrease in 
the number of live cells per mL was found in leukocytes exposed to thermal stress and UVA 
radiation. An increase in Hsp70 expression was also observed by UVA radiation at 1 and 2 
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hours of exposure, falling at 3 hours, and by heat at 40 and 42 °C, falling at 44 °C. Finally, 
DNA fragmentation was found in the samples exposed to 2 and 3 hours with UVA radiation 
and a discrete fragmentation when irradiated for 1 hour with UV radiation and at 44 °C. 
Conclusion. Ultraviolet radiation and heat generate cell stress, modify the number of living 
cells, Hsp70 expression and DNA damage in human leukocytes.
KEYWORDS: Stress. Hsp70. Ultraviolet radiation. Leukocytes.

1 INTRODUCCIÓN

Las células de la piel tanto en humanos como en algunos animales sufren estrés 

debido a la continua exposición a las emisiones solares. Dentro de estas emisiones, las 

más destacadas son la radiación UV y el calor.

La radiación UV se clasifica en tres tipos dependiendo de su longitud de onda, 

siendo: UVA de 320-400nm, UVB de 280-320nm y UVC de 100-280nm (Albanil et al., 2014).

Las emisiones de radiación UV tienen efectos adversos sobre la vida en la tierra. 

La radiación UVA tiene la capacidad de penetrar la capa de ozono hacia la tierra en 

un 95% y es absorbida en un 70-80% por las células de la dermis y melanocitos de la 

epidermis basal en la piel, que está formada por queratinocitos, melanocitos, células 

de Langerhans, nervios sensoriales, vasos sanguíneos por los que pasan leucocitos y 

eritrocitos, fibroblastos, mastocitos, linfocitos adheridos a los tejidos, fibroblastos, así 

como otros componentes (Ferramola y Sancovich, 2006).

Las células de la piel expuestas a dosis prolongadas de radiación UV generan 

especies reactivas de oxígeno y disminuyen los niveles de enzimas antioxidantes que 

conducen a procesos oxidativos (Ferramola y Sancovich, 2006). Estos procesos inducen 

modificaciones en el ADN, lípidos y proteínas y, por tanto, provocan envejecimiento 

celular, cáncer, procesos inflamatorios, entre otras patologías (Hicks et al., 2006). Se 

conoce que la radiación UVA penetra hasta la dermis altamente vascularizada, donde 

interactúa con las células inmunológicas (leucocitos), alterando su función (Morales and 

López-Nevot 2006; González-Púmariega et al. 2009). Por esta razón, utilizamos en el 

presente proyecto los leucocitos y por su alto grado de radiosensibilidad (Brengues et al., 

2017; Lumniczky et al., 2018).

La interacción directa de la radiación UV con el ADN genera una Foto-

transformación que incide en el establecimiento de puentes de hidrógeno entre las 

cadenas de la molécula, lo que da lugar a la generación de un bucle entre las bases 

nitrogenadas de una misma cadena de ADN, lo que podría dar lugar también a rupturas 

de cadena, así como alteraciones en los procesos de replicación y síntesis de proteínas 

(Carrasco-Ríos, 2009).
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Respecto a las proteínas, los fotones UV promueven transiciones electrónicas, 

lo que afecta el establecimiento de enlaces químicos entre aminoácidos aromáticos, 

generando oxidaciones inespecíficas de estos, alterando su conformación y funcionalidad 

proteica (Carrasco-Ríos, 2009).

Cabe hacer mención que durante la exposición a la radiación solar, recibimos 

dosis de radiación UVA y UVB, además de una carga calórica importante por los rayos 

infrarrojos. El calor es uno de los grandes estresores sobre los organismos, afecta la 

desnaturalización de proteínas y otras moléculas, aumenta la producción de radicales 

libres y de metaloproteínasas que degradan componentes de matriz extracelular 

principalmente colágeno generando envejecimiento prematuro en la piel (Pérez-García, 

2004; Cho et al., 2009).

Durante diversos procesos de estrés como choque térmico, exposición a metales 

pesados, especies reactivas de oxígeno, radiación ultravioleta, entre otros, existe un 

grupo de proteínas que se sobre expresan  para recuperar la homeostasis celular al re-

naturalizar proteínas o al inducir su destrucción cuando son dañadas (Sarkar and Roy, 

2017). Este grupo de proteínas se les conoce como de estrés térmico (Hsp). Son una 

familia de proteínas altamente conservadas a través de la evolución y existen tanto en 

células eucariontes como procariontes. En condiciones normales ayudan al plegamiento 

de proteínas, en los procesos de transporte a través de membranas, así como a su 

integración a diversos organelos. Una familia de Hsp importante es la Hsp70 la cual actúan 

como chapearonas y  juegan un rol importante en la homeostasis de proteínas en la célula 

(Shacoski, 2012). En condiciones normales la proteína Hsp70 ayudan al plegamiento de 

proteínas en condiciones normales, en procesos de transporte a través de membranas, 

así como a su integración a diferentes orgánulos, y durante el estrés pueden  renaturalizar 

proteínas dañadas o inducirlas a su destrucción cuando el daño es catastrófico, lo que 

aumenta considerablemente la tolerancia celular al estrés (Shacoski, 2012).

Por lo antes expuesto, es de capital importancia entender como la radiación UVA 

y el calor afectan la supervivencia celular debido al estrés que producen. El objetivo de 

presente estudio fue determinar el cambio en el número de células vivas, el daño en el 

ADN y la expresión de Hsp70 en leucocitos humanos expuestos a radiación UVA y calor.

2 MATERIAL Y MÉTODOS

2.1 MODELO DE ESTUDIO 

Se utilizaron leucocitos Humanos, los cuales fueron seleccionados por su alto 

grado de sensibilidad a las radiaciones tanto ionizantes como no ionizantes y por su fácil 

obtención (Shidham & Swami, 2000; Brengue et al., 2017; Lumniczky et al., 2018).
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Las muestras sanguíneas fueron de voluntarios sanos con una edad de 20-30 

años, se colectaron por punción en la vena cefálica utilizando tubos Vacutainer® con 

EDTA (n = 5). 

2.2 OBTENCIÓN DE LEUCOCITOS 

Se llevó a cabo por gradiente de Ficoll Histopaque® (SIGMA-ALDRICH® 10771). 

Hecho esto, se procedió a realizar alícuotas de 500 µL de los leucocitos en medio 

RPMI® (con un promedio de 100,000 células) en tubos eppendorf para exponerlos a 

radiación UVA.

2.3 EXPOSICIÓN A RADIACIÓN UVA

Los leucocitos fueron expuestos a radiación UVA en los tiempos: 1, 2 y 3 horas 

utilizando una lámpara de radiación UV Handelheld® con un potencial de exposición de 

radiación UVA de 8W a 365nm. Como control se utilizaron leucocitos no irradiados (0 horas). 

2.4 NÚMERO DE CÉLULAS VIVAS

Se realizó un conteo de células vivas por cada mililitro de solución mediante 

conteo en cámara de Neubauer y utilizando el método de exclusión de azul de tripán 

(Strober, 2001). Todo lo anterior fue una hora después de la irradiación.

2.5 LISIS CELULAR

Cada muestra de leucocitos fue homogenizada en tubos Eppendorf con 500 

µL de buffer de lisis (Tritón X-100 al 1%, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM pH 

7.6) con inhibidor de proteasas 1 mM, PMSF (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, 

P-7626), realizando inversiones sucesivas. El lisado celular se centrifugó por 10 minutos 

a 10,976 gravedades y el sobrenadante se recuperó para determinar la concentración 

de proteínas. La cuantificación de proteína se realizó mediante la técnica descrita por 

Bradford (1976), para garantizar que se evaluará la misma cantidad de proteína de cada 

muestra por PAGE-SDS.

2.6 CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS POR PAGE-SDS

De cada condición experimental, 20 µg de proteína fueron caracterizadas por 

PAGE-SDS al 7.5% de acuerdo con la técnica descrita por Laemmli en 1970 (He, 2011).
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2.7 WESTERN BLOT E INMUNODETECCIÓN

Las proteínas en los geles de poliacrilamida-SDS se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa (Amersham, RPN303C), tal como describió Towbin en 1979. Las membranas 

fueron bloqueadas con PBS-Caseína al 3% durante toda la noche, después, se lavaron 

con PBS e incubaron con anticuerpos monoclonales para identificar Hsp70 (SC-24 

Santa Cruz Biotechnology®) en dilución 1:1000 en solución bloqueadora, por 1 hora. 

Posteriormente para identificar la unión del primer anticuerpo a la proteína de interés, 

las membranas se incubaron con un segundo anticuerpo anti-ratón IgG-HRP conjugado 

a peroxidasa (SC-2005 Lot.F0412 Santa Cruz Biotechnology®). La unión antígeno-

anticuerpo fue observada mediante colorimetría empleando Diaminobencidina (0.1%) 

activada con peróxido de hidrógeno, observando la aparición de bandas de color café, 

las cuales se analizaron con un foto-documentador marca Bio-Rad© (Image Lab Bio-

Rad® Laboratorioes) empleando el software Image Lab versión 2.0.1 build 18 (Copyright© 

2009 de Bio-Rad® Laboratories), para obtener su densidad óptica con la finalidad de 

cuantificar el nivel de expresión de Hsp70 en cada muestra.

2.8 EVALUACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE ADN

Para el aislamiento de ADN genómico, se tomó una alícuota de 500 µL de cada 

muestra al cual se le adiciono reactivo DNAzol® (Regent GibcoBRL) para lisar. Después, el 

ADN genómico se precipito mediante etanol absoluto frio. Tras un lavado con etanol (75%), 

el ADN se disolvió en NaOH 8 mM para ser re-suspendido. Posteriormente el ADN se 

cuantificó por espectrofotometría (a 260 nm) utilizando un Nanodrop® (thermo scientific), 

para garantizar la misma concentración de ADN de cada muestra, posteriormente se 

realizó el corrimiento del ADN en geles de agarosa y se evaluó su integridad.

El ADN se caracterizó en geles de agarosa (0.8%) en buffer TAE 1X (Tris ácido 

etilendiamin tetracético, 5 M, pH 8) con bromuro de etidio para revelarse, preparando las 

muestras con buffer de carga y colocándose en el gel junto con un marcador de peso 

molecular para correrse a 80 Volts por una hora, posteriormente se observaron los geles 

en el foto-documentador Bio-Rad© (descrito anteriormente) para evaluar su integridad.

La integridad o degradación del ADN se observó en el gel de agarosa utilizando 

el siguiente criterio: Si el ADN esta integro, se observa una banda estrecha cercana al 

pozo en que se colocó la mezcla de ADN. Si está fragmentado, se observará una banda 

de más de un cm de ancho o un sendero luminoso en el carril de la muestra (Cornejo 

et al., 2014).
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2.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado, los análisis 

estadisticos se realizaron utilizando los programas Microsoft Excel® y GraphPad Prism 

8.0.1®. Respecto al número de células vivas por mililitro, primero se normalizaron los 

datos respecto al valor de cada control, posteriormente se evaluó las diferencias entre 

los grupos experimentales mediante un análisis de varianza unidireccional (ANOVA), 

seguido de pruebas T, donde se compararon los grupos experimentales respecto a 

sus controles.

Los gráficos que comparan las diferencias entre los grupos experimentales 

fueron diseñados mediante GraphPad Prism 8.0.1®., y expresados como media ± error 

estándar, considerándose estadísticamente significativos valores de p≤0.05.

3 RESULTADOS

3.1 NÚMERO DE LEUCOCITOS VIVOS EXPUESTOS A ESTRÉS TÉRMICO Y 

RADIACIÓN UVA

Se evaluó el número de leucocitos vivos expuestos a estrés térmico y radiación 

UVA, encontrándose para estrés térmico, una caída progresiva en las medias celulares 

respecto al control a los 40, 42 y 44°C. De igual manera respecto a la exposición a 

radiación UVA, se observó una caída progresiva en las medias celulares a la 1, 2 y 3 horas 

con radiación UVA (figura 1).

Figura 1. Medias ± error estándar del número de leucocitos vivos al ser expuestos a estrés térmico y radiación UVA.
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3.2 EXPRESIÓN DE HSP70 EN LEUCOCITOS HUMANOS EXPUESTOS A ESTRÉS 

TÉRMICO Y RADIACIÓN UVA

Al analizar la expresión de Hsp70, se observó un aumento en las densidades 

ópticas por la expresión de esta proteína en estrés térmico a 40 y 42, decayendo a lo 

44°C y por radiación UVA a la 1 y 2 hora de irradiación, decayendo a las 3 (figura 2).

Figura 2. Densidad óptica de la expresión de Hsp70 en leucocitos humanos expuestos a estrés térmico y radiación 
UVA.

3.3 FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN LEUCOCITOS HUMANOS EXPUESTOS A 

ESTRÉS TÉRMICO Y RADIACIÓN UVA

Al analizar el daño al AND por estrés térmico y radiación UVA, se observaron 

fragmentaciones amplias en las muestras expuestas a 2 y 3 horas de con radiación UVA, 

así como una fragmentación muy discreta en las muestras expuestas a 1 hora de radiación 

UVA y a 44 °C (figura 3).

Figura 3. Fragmentación de ADN en leucocitos humanos expuestos a estrés térmico y Radiación UVA.
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4 DISCUSIÓN

El propósito del presente estudio fue determinar el cambio en el número de células 

vivas, el daño en el ADN y la expresión de Hsp70 en leucocitos humanos expuestos a 

radiación UVA y estrés térmico.

Al analizar el número de leucocitos humanos vivos sometidos a radiación UVA y 

a estrés térmico, las poblaciones celulares disminuyeron conforme aumento el tiempo 

y temperatura de exposición, lo cual infiere muerte celular por la exposición a estos 

factores, coincidiendo con los registros de otros autores e incluso utilizando modelos 

tanto animales como vegetales (Carrasco-Ríos, 2009; Sayed et al., 2018), se cree 

que esta muerte celular por la exposición a radiación UV puede producirse mediante 

apoptosis, ya que varios autores reportan este fenómeno tanto en células mononucleares 

de sangre periférica humana, como en células Jurkat y leucocitos de ratas tratadas con 

radiación UVA por medio de fotoféresis (Yoo et al.,1996; Wolnicka-Głubisz et al., 2002), 

asi como en neutrófilos irradiados con radiación UVB (Grbatinić & Milošević, 2016). 

Por otro lado cuando sometimos a calor los leucocitos, se observó una discreta pero 

significativa disminución de células vivas. El calor genera estrés celular, que de acuerdo 

a Pérez-García (2004) y Cho et al., (2009) induce la generación de radicales libres y 

metaloproteinasas que conducen a un envejecimiento celular prematuro y una posible 

muerte celular. 

Al observar el comportamiento en la expresión de Hsp70 que es un bioindicador 

de estrés celular (Mayer, 2013; Multhoff et al., 2015), encontramos un incremento de 

esta proteína por exposición a radiación UVA a la una y dos horas y un decaimiento a 

las tres horas, esta última indicándonos que la célula no estaba respondiendo porque 

posiblemente se activó un proceso de muerte. Estos resultados coinciden con otros 

estudios en diferentes modelos experimentales sometidos con luz UV como en células 

epidérmicas (NHK, células A431, NHM y SK30) que mostraron una expresión de Hsp70 

alta y no más regulación después de la irradiación con UVA (Roh et al., 2008); así mismo se 

ha observado en corneas de ratón sometidas a radiación UVB una elevación en la proteína 

Hsp70 (Lennikov et al., 2013); otro estudio en queratinocitos de ratones transgénicos 

irradiados con UVB, se observó un aumento en la expresión de Hsp70 y una disminución 

de esta en las dosis mayores (Matsuda et al., 2010); al igual que para embriones de erizo 

(Paracentrotus lividus) expuestos a luz UVB presentaron una elevación en la proteína 

Hsp70 (Bonaventura et al., 2006).

Al evaluar la fragmentación al ADN, se encontró que dicho material se degradaba 

en mayor medida por la exposición a radiación UV, siendo más evidente conforme aumentó 
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el tiempo de irradiación, este daño al ADN por UVA coincide con reportes de Martinez et 

al (2017), en donde se demostró la existencia de varios mecanismos que dañan al ADN 

por la exposición a radiación UVA, así también por lo reportado por Sayed (2018), el cual 

observó que al irradiar células sanguíneas de Clarias gariepinus con radiación UVA, se 

inducia daño al ADN, el cual se incrementa al aumentar la dosis de exposición.

5 CONCLUSIÓN

La radiación ultravioleta y el calor generan estrés celular al alterar el número de 

células vivas, la expresión de Hsp70 y al generar daño en el ADN en los leucocitos humanos.
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