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Antecedentes

II. Antecedentes

Piel

La piel se considera el érgano mas extenso y de mayor peso del
organismo, de forma que, en una persona de alrededor de 170 cm de altura

y 70 kg de peso mide casi 2m?y pesa unos 10 kg.

Estructura.

El estudio histolégico de la piel permite la distincidn, del exterior al
interior, de las siguientes tres capas: epidermis, dermis e hipodermis, que se

diferencian tanto en su estructura como en su funcion (Costin, 2007).

Epidermis. Es la capa mas externa de la piel, esencialmente celular y
carente de circulacion sanguinea, por lo que depende de la dermis para la
aportacion de nutrientes. Su principal funcién es la de barrera entre los dos
medios, el externo y el interno; ademas es relativamente impermeable al
agua, lo que previene la evaporacion de liquidos, permitiendo la vida fuera
del medio acuatico. Es un epitelio escamoso pluriestratificado de origen
ectodérmico. Las distintas capas se diferencian en funcién de la morfologia
de los queratinocitos, los cuales, en el estrato mas interno son prismaticos,
con actividad mitética y poca actividad bioquimica. A medida que avanzan
hacia estratos mas externos, los queratinocitos se van haciendo mas cubicos
y luego aplanados, perdiendo la capacidad de divisién y aumentando la tasa

de sintesis de queratohialina.

v El estrato basal o germinativo es el mas interno, consta de una
Unica capa de células basofilas ancladas en la membrana basal acelular que
conecta la epidermis con la dermis. El 95% de las células son queratinocitos,
de forma prismatica y alta actividad mitética; por lo que este estrato es

responsable de la renovacién de la epidermis. Otras células que se
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encuentran a este nivel son las células de Merkel y los somas de los

melanocitos.

v A continuacién encontramos el estrato espinoso, formado por varias
capas de células, generalmente unas ocho, principalmente queratinocitos de
forma cubica y limitada capacidad de division. Ademas de los queratinocitos,
en esta capa se pueden observar dendritas de los melanocitos y células
presentadoras de antigeno aun inmaduras; son las denominadas células de

Langerhans.

v Por encima se encuentra el estrato granuloso compuesto de células
cada vez mas planas e irregulares, sin capacidad de divisiéon y con alta
actividad productora de queratohialina. Esta es acumulada en granulos cuyo
tamafio y numero aumenta segun las células se van acercando a las zonas
mas superficiales. Por el contrario los nucleos de estos queratinocitos van
degenerando por apoptosis, encontrandose en las capas mas externas

queratinocitos en proceso de muerte celular.

v La siguiente capa es el estrato lucido formado por células aplanadas.
Estas estan engrosadas en pies y manos para aportar elasticidad a la piel de

estas zonas tan sometidas a estrés mecanico.

v Por ultimo, la capa mas externa, el estrato corneo, es un epitelio
estratificado formado por células muertas y laminas de queratina. Aporta

proteccion mecanica y quimica a la piel.

Como hemos comentado, los queratinocitos son el pilar celular de esta
capa, su funcion es la de generar una proteccion fisica contra las agresiones
del medio. Esta proteccion no soélo se ejerce por generacién de una barrera
fisica de queratohialina entre el medio y los estratos de células vivas, sino
que, ademas, los queratinocitos poseen melanina, pigmento capaz de
absorber la radiacion ultravioleta (RUV). Sin embargo, este tipo celular no es
capaz de sintetizar este pigmento; esto es realizado por los melanocitos.
Estos se los transfieren a los queratinocitos de su entorno mediante

secrecion citocrina. Se define a la unidad epidérmica de la melanina como el
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conjunto formado por un melanocito y los queratinocitos que de él reciben la

melanina.

Dermis: es una capa de tejido conjuntivo denso de origen mesodérmico.
Entre las fibras y las células que la forman, se localizan glandulas excretoras
y secretoras, foliculos pilosos, ufas, 6rganos de los sentidos, nervios
sensitivos de receptores mecanicos de la piel, vasos sanguineos y vasos
linfaticos. El tipo celular predominante en la dermis son los fibroblastos, cuya
principal funcién es la sintesis y degradacion de las fibras de la matriz
extracelular. Asimismo, también se encuentran células de defensa, como
son los mastocitos y los macrofagos, y las células presentadoras de
antigeno inmaduras, que en esta capa se conocen por el hombre genérico

de células dendriticas.

La matriz extracelular estd compuesta principalmente por fibras, entre
las que se encuentran el colageno, la elastina y fibras reticulares. El
colageno confiere resistencia a la piel; la elastina elasticidad y resiliencia, y
las fibras reticulares mantienen la estructura de la dermis. Ademas de las
fibras, en la matriz extracelular hay otras sustancias que, en conjunto,
reciben el nombre de matriz extrafibrilar, compuesta por proteoglicanos,
glicoproteinas, glicosaminoglicanos, agua y acido hialurénico. Las funciones
de estas sustancias son variadas. Entre otras, destacan el mantenimiento de
la tension, el reconocimiento necesario para la adhesion celular y la

comunicacion durante la migracion celular.

La dermis es mucho mas gruesa que la epidermis, por lo que ejerce
una mayor proteccion frente a agresiones mecanicas del medio. En ella se
distinguen dos estratos principales, la dermis superior o papilar, mas
superficial, y la dermis profunda o reticular, mas profunda. La dermis
superior esta formada por tejido conectivo mas laxo vy, al estar en contacto
con la epidermis, le suministra nutrientes. La dermis profunda es de tejido

conectivo denso, en el cual las fibras se disponen en todas las direcciones.

Hipodermis: o tejido subcutaneo es la capa mas interna de la piel y esta

formada por tejido conjuntivo laxo en la que se localizan células adiposas. El

3
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grosor de esta capa difiere en funcion de la localizaciéon. Conecta la dermis

con los tejidos subyacentes actuando a modo de aislante.

ESTRATO CORNEO
ESTRATO LUCIDO

EPIDERIIS{ i

~
)

DERMISS

HIPODERMIS TR
3 ~

Fig. 1. Estructura de la piel.

En la figura 1 puede observarse graficamente la estructura de la piel y

la morfologia de los queratinocitos en las distintas capas de la epidermis.

Funciones.

La piel juega un papel vital como barrera de regulacion del medio
interno. Sus funciones son la de ejercer de barrera protectora frente a
factores externos (fisicos, quimicos y biolégicos), la de captaciéon de
informacién del medio externo, el mantenimiento de la homeostasis del
medio interno, las funciones excretora y secretora y la de defensa inmune

activa frente a antigenos exdgenos.
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Radiacion ultravioleta

La radiacion UV se divide en tres categorias: ultravioleta C (UVC) de
onda corta (200-280 nm), ultravioleta B (UVB) onda media (280 a 320 nm) y
ultravioleta A (UVA) de onda larga (320-400 nm). La UVC es
extremadamente perjudicial para la piel debido a que estas ondas de luz
tienen una enorme energia y pueden penetrar la piel hasta una profundidad
de aproximadamente 60 a 80 micrometros (um). Sin embargo, esta radiacion
es completamente absorbida por la capa de ozono, impidiendo que llegue a
la Tierra (Lautenschlager, 2007). La radiacion UVB constituye alrededor del
5% de la radiacion UV (Kullavanijaya, 2005), y se piensa que es el
componente mas activo de la radiacion solar responsable de una gran
variedad de enfermedades de la piel, incluyendo el cancer de piel no
melanoma y melanoma. La UVB penetra en la piel a una profundidad de
aproximadamente 160-180 um, y actua principalmente en la capa basal de la
epidermis. La radiacion UVB puede inducir dafio en el ADN, estrés oxidativo,
agotamiento del sistema de defensa cutanea, inflamacion, inmunosupresion,
envejecimiento prematuro de la piel, y puede actuar como un iniciador de
tumor, promotor de tumor y co-carcinégeno (Ichihashi, 2003). Por otro lado,
los rayos UVA constituyen aproximadamente el 90-95% de la radiacién solar
que llega a la superficie de la tierra, y debido a su longitud de onda mas
larga tienen alta capacidad de penetracion en la de piel (1000 pm). La
exposicion a UVA conduce a la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), que pueden causar dafo a nivel de las proteinas celulares, lipidos y
ADN (Afaq, 2011).

Ambas, las radiaciones UVA y UVB, son las causantes de hasta el
90% de los cambios comunmente atribuibles al envejecimiento y ademas, se
vinculan con la génesis del melanoma y el cancer de piel no melanoma,
siendo consideradas en la actualidad como el carcinbgeno ambiental mas
importante (Tanaka, 2009).
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 Ulravioeta Visible
Rayos X UVC | UVB| UVA Infrarrojos Microondas
|1 I I
Longitud de onda (nm) 10 100 280315 380 750 1000

Fig 2. Espectro de la radiacion.

Efectos de la RUV.

Cuando hablamos de la RUV, no sélo podemos pensar en sus efectos
perjudiciales, también debemos tener en cuenta sus propiedades

beneficiosas para el organismo:

Efectos Beneficiosos Efectos Perjudiciales

Modulacion de reacciones enzimaticas Incremento de la carcinogénesis

Activacion de mecanismos

.. . Alteraciones de la respuesta inmune
antiinflamatorios

Destruccion de agentes patégenos Trastornos pigmentarios
Sintesis de Vitamina D Fotodaro
Accion troficorregenerativa Fotoenvejecimiento

Fotosensibilizacion y dafio celular

Tabla 1. Efectos de las RUV sobre la piel.
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Las consecuencias para la piel de la exposicidn excesiva al sol y por

tanto del bronceado, son complejas, destacando fundamentalmente las

secuelas agudas, subagudas y crénicas (Diffey, 1998), resumidas en la

Tabla 1.

RUV Efectos Agudos

Efectos Cronicos

UVC 190-280 nm Filtrada por la capa de ozono

Eritema (pico después de 8-24h)
Edema
Pigmentacion oscura

UVB 280-320 nm  Bronceado tardio

Engrosamiento de la epidermis y

dermis

Sintesis de vitamina D

Bronceado inmediato (2h de

UVA 320-400 nm duracién)

Fotocarcinogénesis
Inmunosupresiéon

Fotoenvejecimiento

Fotoenvejecimiento
Inmunosupresion

Fotocarcinogénesis

Tabla 2. Efectos perjudiciales sobre la piel de la radiacién ultravioleta (Gilaberte, 2003).
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Fototipos cutdneos.

El fototipo es una forma de clasificar a los individuos segun sea su
sensibilidad a la radiacion ultravioleta. Existen 6 variedades de fototipo,
atendiendo a caracteristicas como color de piel, color del pelo y de los ojos.
La tabla 3 resume las caracteristicas fundamentales de los fototipos
(Fitzpatrick, 1975). La reactividad de las personas al sol es muy distinta. En
la piel de los albinos no hay pigmentacion debido a un defecto en el
metabolismo de la melanina, tampoco en las zonas de vitiligo a causa de la
ausencia de melanocitos. Los individuos de raza negra y de pieles distintas a
la blanca son menos sensibles a la exposicion solar que los de piel clara,
pero no son inmunes a los efectos del Sol, pues pueden sufrir quemaduras
solares cuando se exponen de forma prolongada. Las personas rubias y
pelirrojas tienen un riesgo especial; en las de pelo claro la melanina se

deposita de forma irregular y ocasiona las pecas.

FOTOTIPO TIPO DE PIEL REACCION SOLAR DEM (Minutos)
Fototipo | Piel muy clara. Ojos azules. Pecas. Eritema Intenso. Gran descamacion. 15-30
No se pigmentan.
Fototipo Il Piel clara. Ojos azules. Pelo rubio o Reaccion eritematosa. Descamacion. 25.40
pelirrojo. Ligera pigmentacion.
Fototipo il Piel blanca (caucasica). Ojos y pelo Eritema moderado. Pigmentacion 30-50
castafio. suave.
Fototipo IV Piel mediterranea. Pelo y ojos Ligero eritema. Pigmentacién facil. 40-60
OSCUros.
Fototipo IV Morena. Latinos, mestizos, gitanos. Eritema Imperceptible. Pigmentacion 60-90
facil e intensa.
Fototipo VI Piel Negra No eritema, pero si bronceado. 90-150

Tabla 3. Clasificacion de fototipos cutédneos y factores recomendados segun el tipo de piel
(Medunad, 2002).
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El color de la piel va a depender, en su mayor parte, de la cantidad de
melanina y de su composicién quimica (eumelanina, feomelanina, etc.) y
ésta a su vez, de un fendbmeno de adaptacién a las diferentes intensidades
de las radiaciones UV ambientales en las areas del habitat original (Holubar,
1998), y en menor proporcion, de la hemoglobina de la sangre de los vasos
dérmicos y de los carotenos procedentes de los alimentos. Otros muchos
componentes de los alimentos, y numerosas sustancias exdgenas como
conservantes, colorantes e incluso medicamentos, pueden alterar la

pigmentacién cutanea.
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Patologia cutdnea por exposicion a RUV.

Numerosas evidencias han demostrado los efectos nocivos de la RUV
en la piel. Muchos estudios han tratado de dilucidar los mecanismos de
accioén por los que dicha radiacion actua en los tejidos vivos, demostrando la
implicacidn de varios mecanismos de accion. La energia de la RUV puede
danar estructuras celulares directamente o a través de la accion de
moléculas fotosensibles (Svobodova, 2006). Esta energia en el ambiente
tisular provoca una sucesion de reacciones, que conducen a la generacion
de especies reactivas que amplifican el dano que causa la RUV a las
estructuras celulares. De todas las estructuras celulares que pueden ser
dafadas por estos mecanismos, la de mayor trascendencia es el ADN. Las
lesiones que éste sufra y no sean reparadas pueden perpetuarse, implicando
pérdida de funcion de genes y pudiendo comprometer el ciclo celular y la

homeostasis tisular.

Hay que tener en cuenta que el resultado observable del efecto nocivo
de la RUV en la piel es consecuencia de la acumulacion de lesiones
inducidas por todas las exposiciones a las que la piel ha sido sometida a lo
largo del tiempo, considerandose mas peligrosas aquellas que han tenido
lugar durante la infancia y, sobre todo, los episodios de inflamacion de la piel

o “quemaduras solares” inducidas por la RUV durante esa etapa de la vida.

Fotoenvejecimiento

El envejecimiento de la piel es el proceso por el cual se dan cambios
fisiologicos y morfologicos que derivan en la disminucion de la funcionalidad
del tejido y el aumento de la susceptibilidad al dafio. Los cambios son
progresivos y acumulativos, por lo que el proceso se acelera con el tiempo
(Jenkins, 2002). El envejecimiento esta influenciado por dos tipos de
factores: los intrinsecos (genéticos) y los extrinsecos, cuyos efectos se

suman a pesar de que actuan de manera independiente.

Los factores intrinsecos, son los propios del sujeto y del tejido, como

son la informacion genética, el tipo celular y el numero de ciclos replicativos.
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Esto conduce al denominado envejecimiento intrinseco o innato, propio de
las zonas no expuestas al exterior. Microscopicamente se caracteriza por la
reduccion de los niveles de colageno, la degradacion de la red elastica y la
pérdida de hidratacion. A nivel macroscépico se observan arrugas muy finas
y adelgazamiento de la piel debido a la atrofia de la dermis y la pérdida del

tejido adiposo subcutaneo.

Por su parte, los factores extrinsecos modelan el microambiente
celular y tisular. Entre ellos destacan los productos del metabolismo celular,
inducido principalmente por compuestos exodgenos, y la radiacion
ultravioleta. Dada la importancia de esta radiacion en el envejecimiento
debido a causas extrinsecas, este es denominado en general
fotoenvejecimiento. A nivel microscopico se puede observar el descenso de
los niveles de colageno, la degradacién de la red de fibras elasticas y
pérdida de hidratacién de la piel (Uitto, 2008). Macroscopicamente las
principales caracteristicas de la piel fotoenvejecida son la presencia de
arrugas profundas, sequedad y engrosamiento, pérdida de elasticidad y
pigmentacién irregular de la piel (Leyden, 2001). La principal caracteristica
del fotoenvejecimiento es la presencia de acumulos de material elastico en la
dermis, pero a diferencia de las fibras elasticas funcionales, estos acumulos
no se disponen en fibras ni redes que doten a la piel de elasticidad y
resiliencia, que le permitan ejercer su funcién. La accién de los factores
extrinsecos conduce a un aumento de los radicales libres de oxigeno (RLO)
en las células, afectando a su estabilidad y funcionalidad, acelerando el

proceso intrinseco de envejecimiento y modificando su patrén de evolucion.

En el envejecimiento extrinseco o fotoenvejecimiento, se producen
diversos cambios celulares, como la disminucion de las tasas de
proliferacion de los distintos tipos celulares cutaneos y la menor eficacia en
la respuesta ante estimulos intra y extracelulares (Rabe, 2006). Estos
hechos conllevan a la pérdida de las funciones de barrera de los
queratinocitos y a irregularidades en la respuesta inmune de la piel. En la
matriz extracelular disminuye la actividad de las metaloproteinasas,

inhibiéndose la degradacion de las fibras de elastina y colageno. Esto
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provoca un aumento del grosor y una pérdida de la estructura de la piel.
Asimismo, aumenta la vascularizacion mediada por cambios en la sintesis
de factores de crecimiento y sus inhibidores en respuesta a la UVB. Otra
caracteristica del fotoenvejecimiento es una disminucion de los niveles de

antioxidantes, enzimaticos o no, en la piel.

La entrada de las células en senescencia proliferativa esta
determinada principalmente por el acortamiento de los telémeros. Se ha
comprobado que dicho acortamiento, a pesar de depender de factores
genéticos y del numero de ciclos reproductivos de la célula, se acelera por
causas exogenas. Entre éstas, por la oxidacidon de las guaninas teloméricas
mediada por la accion de RLO (Oikawa, 2001), cuya presencia, como ya se

ha descrito, aumenta por efecto de la RUV, principalmente de tipo A.
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La siguiente tabla resume las caracteristicas de la piel expuesta a

radiaciones solares segun Benedetto (1998):

CARACTERISTICAS
CLINICAS

CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS

o Piel rugosa, engrosada,
multinodular

o Telangiectasias y equimosis

o Pigmentacién moteada y
Iéntigos multiples

o Pérdida de elasticidad
o Comedones

o Disminucion de la
sudoracion

o Produccién de escamas

o Aumento incidencia
queratosis y canceres

Engrosamiento reactivo con areas de atrofia
Alargamiento de las crestas epidérmicas

Pérdida de polaridad celular con hiperplasia
de células basales

Pleomorfismo celular y nuclear (atipias)

Disminucién marcada del numero y funcion
de las células de Langerhans

EPIDERMIS

Zona de Grenz en la dermis papilar

Engrosamiento y alteracién funcional de las
fibras elasticas

Aumento de material elastotico amorfo

Aumento de la colagenogénesis y de
fibroblastos activados

Aumento de la actividad de la colagenasa

Disminucién del colageno maduro. Colageno
fragmentado

Aumento de glucosaminoglicanos y
proteoglicanos

Regresion y desorganizacion marcada de
vasos capilares

Aumento de grosor de venas post-capilares

Disminucién marcada en namero y funcién de
glandulas sudoriparas

Aumento marcado del tamano de glandulas
sebaceas con disminucién de la funcion

DERMIS

Tabla 4. Caracteristicas de la piel expuesta a RUV (Benedetto, 1998).
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Fotocarcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso que consta de tres etapas
principales: iniciacion, promocién y progresién, con cambios celulares y
moleculares caracteristicos de cada una de ellas (Valko, 2006). En la
iniciacién, tiene lugar la transformacion de células sanas en células
cancerosas, caracterizadas por presentar fallos en los mecanismos de
regulacion del ciclo celular y en la sefializacién intercelular. Para que esto
ocurra es necesario que lesiones sufridas en el ADN se hayan fijado y que
ocurra un fallo en los procesos que desencadenan la muerte de las células
dafadas. Si se dan estas dos condiciones, la célula portadora de mutaciones
puede proliferar transmitiendo los dafios a las células hijas que, a su vez,
podran acumular nuevos danos. Las mutaciones clave son aquellas que
ocurren en protooncogenes, dando lugar a oncogenes, y en genes
supresores de tumores. Debido a estas mutaciones las células se hacen
resistentes a las sefales de inhibicion del crecimiento y de diferenciacion. En
este punto se puede hablar de células transformadas, iniciadas o

cancerosas.

La segunda etapa del desarrollo del tumor es la promocién. Esta se
caracteriza por la expansion clonal de células transformadas y por la
induccion de la proliferacion y/o inhibicion de la apoptosis. Estos hechos
conducen a la formacion de una masa local que requiere la presencia
continua de estimulos promotores de la proliferacién para su mantenimiento.
En este punto, el correcto funcionamiento del sistema inmune es de vital
importancia; tanto en el reconocimiento de las células transformadas, como
en la generacion de una respuesta citotdxica frente a dichas células. En el
tercer estadio del desarrollo tumoral, la progresion, se da la conversion de
las lesiones premalignas o malignas en tumores con capacidad invasiva y
metastatica (Klaunig, 2004). Junto con el acumulo de un mayor numero de
danos en el genoma, tiene lugar la aparicion de vasos sanguineos de nueva

formacion (angiogénesis) para la irrigacion de las células neoplasicas.
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Un punto critico en la iniciacion de células tumorales en la piel es la
mutacion del gen supresor de tumor p53 en los queratinocitos epidérmicos,
lo que favorece la aparicion, y por tanto el acumulo de mas mutaciones al no
inducirse los mecanismos de reparacion del ADN y al continuar la
proliferacion celular por la inhibicion de la apoptosis. Ademas, hay que
recordar que, debido a la inmunosupresién inducida por la RUV, se produce
una situacion de tolerancia inmunolégica que evita el reconocimiento de las
células transformadas por el sistema inmune y, por tanto, que dicho sistema
no desencadene la respuesta apropiada, lo que favorece no sodlo la

supervivencia de las células sino también la propagacion de las mismas.

Influencia de las especies reactivas del oxigeno en la
fotocarcinogénesis

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), estan implicadas en la
potenciacion de la carcinogénesis, actuando en cada uno de los estadios del
desarrollo del tumor. Esto se ha observado tanto en la piel como en otros
tejidos (Bickers, 2006). Los mecanismos por los cuales las ERO llevan a
cabo esta accidon se resumen en los siguientes tres puntos: favoreciendo la
aparicion de mutaciones y aberracion cromosdmicas, potenciando la
proliferacion celular de células transformadas y ejerciendo una seleccion
negativa sobre el resto de células del tejido. Estas especies son capaces de
reaccionar con el ADN, causando lesiones tanto en las bases nitrogenadas
como en el esqueleto carbonado de la célula. Ademas, reducen la eficacia
de los mecanismos de reparacion de estas lesiones, favoreciendo la fijacion
de mutaciones que, en funcién de los genes afectados, pueden inducir
transformacion celular, por lo que la relacion de las ERO con la iniciacion del

tumor es clara.

La segunda via por la que las ERO fomentan la carcinogénesis es
favoreciendo la proliferacion celular. Esto tiene lugar mediante la activaciéon
de factores de transcripcion, como el factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), como ocurre en la

aplicacion de promotores tumorales quimicos, como el tetradecanoil forbol-
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13 acetato (TPA), ampliamente utilizado en modelos animales de cancer de
piel inducidos por sustancias quimicas. Estos mecanismos no sélo actuan en

la promocion, sino también en la progresion tumoral.

Por ultimo, las células transformadas son mas resistentes a ambientes
oxidativos. Esto les confiere una ventaja sobre el resto de células del tejido,
cuyo crecimiento e incluso supervivencia, se ven condicionadas a los niveles
de ERO. La resistencia de las células transformadas, sumada a la mayor
tasa de crecimiento celular, determina un mayor éxito de las células
tumorales. Esto es importante tanto en la promocién como en la progresion
del tumor. Un modelo evolutivo neodarwiniano podria explicar este hecho, ya
que la aparicion de una nueva combinacion genética, con una ventaja
reproductiva y mayor resistencia a la muerte celular, conduce al mayor
desarrollo de estas células respecto a las demas presentes en el tejido
(Kemp, 2005) e incluso favorece la invasién del tejido adyacente (Klaunig,
2004).

Tipos de cdncer cutdneo

En la piel se pueden diferenciar tres tipos de tumores en funcién de la
estirpe celular implicada. El primero de ellos son los linfomas de células T
cutdneas. En segundo lugar, los melanomas, cuando las células
transformadas son melanocitos vy, el tercer tipo, los canceres de piel no
melanomicos, en los que el tumor se origina en los queratinocitos. A
excepcion de los linfomas de células T cutaneas, los datos epidemiolégicos
relacionan la exposicion a la RUV como la principal causa de la aparicion de
canceres de piel (Gallagher, 2006). Estos son mas frecuentes en personas
residentes en areas de alta irradiacion solar, en personas con caracteristicas
de piel sensibles al sol, en areas de la piel expuestas al sol, en personas
expuestas mucho tiempo y/o con tendencia al desarrollo de este tipo de
enfermedades y se reduce mediante la proteccién de la piel frente al Sol
(English, 1997).
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Melanoma

Entre 79.000 hombres y 81.000 mujeres fueron diagnosticados de
melanoma en 2002 en el mundo, de los que aproximadamente el 80%
ocurrieron en poblacion blanca de Norteamerica, Australia, Nueva Zelanda y
Europa. En una escala global, el melanoma ocupa la posicion 16 y 15 de los
canceres mas frecuentes en hombres y mujeres respectivamente (Ferlay,
2000).

La exposicidon intermitente a la RUV es el factor de riesgo ambiental
mas importante para el melanoma, especialmente en combinaciéon con
factores enddégenos (fototipo cutaneo | y I, inmunodeficiencia, predisposicion
genética) (Armstrong, 1993). La asociacion entre la RUV y el melanoma es
ambigua, con diferencias en riesgos asociados a la dosis, la forma en la que
se produce (intermitente vs. crénica) y en los periodos criticos (infancia vs.
exposicion acumulada durante la vida). La exposicién intermitente a las RUV
de la poblacion blanca especialmente durante la infancia, se considera como

el principal factor de riesgo para el desarrollo del melanoma.

Aunque la alta exposicion solar en la infancia, es el factor mas
determinante (Whiteman, 2001), multiples quemaduras solares (Elwood,
1997) y una alta exposicién a lo largo de toda la vida (Autier, 1998),

incrementan el riesgo de padecer esta enfermedad significativamente.

Debido a que las lamparas de bronceado cosmético emiten RUV, su
uso debe ser considerado como un factor de riesgo para el desarrollo del
melanoma, como ha sido recientemente confirmado en un estudio

prospectivo (Veierod, 2003).

El melanoma cutaneo, parece surgir por diferentes vias patogénicas,
aquellos que surgen en cabeza y cuello. Estan relacionados directamente
con la exposicién solar, mientras que los que se desarrollan en el tronco se
dan principalmente en personas con multiples nevus melanociticos
(Whiteman, 2003). Un numero elevado de nevus reflejan una susceptibilidad
innata a la proliferacion melanocitica (Siskind, 2002a; Siskind, 2002b) y su
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estimulacion mediante la exposicién solar (Darlington, 2002). El riesgo de
melanoma acral, también aumenta con la dosis acumulada de RUV y con la

exposicion a sustancias quimicas agricolas (Green, 1999).

La exposicion al Sol de tipo ocupacional, especialmente trabajadores
del campo, esta asociada con el riesgo de padecer melanoma ocular (Vajdic,
2002).

Mutaciones innatas de genes supresores de tumores, por ejemplo;
CDKN2A, estan fuertemente asociados con el melanoma familiar que
representa probablemente menos del 1% de todos los melanomas cutaneos
(Aitken, 1999).

La aparicion mas frecuente de los melanomas por unidad de superficie
cutdanea en ambos sexos son: cara, oreja y cuello (Franceschi, 1996; Green,
1999), junto con la espalda y los hombros en hombres y los miembros

inferiores en las mujeres.
Los melanomas se catalogan principalmente en 4 tipos:

1. Léntigo maligno melanoma. Este tipo de melanoma se desarrolla
cuando el tumor invasivo procede de un léntigo maligno preexistente. Es
frecuente en la region de cabeza y cuello y en personas mayores, y tiene un
pronéstico relativamente favorable.

2. Melanoma de extension supetficial. Este tipo de melanoma crece de
forma horizontal antes del crecimiento vertical (invasivo). Es el melanoma
mas comun en poblacion caucasica y su incidencia sigue en aumento,
observandose frecuentemente en pacientes jovenes y en zonas que estan
expuestas a las radiaciones solares de forma intermitente. Tiene un
prondstico relativamente favorable.

3. Melanoma nodular. Normalmente se presenta como un nédulo
pigmentado de crecimiento rapido (aunque existe el melanoma nodular
amelandtico), que puede estar ulcerado. Es el tipo de melanoma mas
agresivo, suele presentarse en zonas del cuerpo expuestas de forma

intermitente a la radiacion solar.
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4. Melanoma lentiginoso acral. Esta lesion pigmentada se presenta en la
palma de la mano, planta del pie o bajo las ufas. Es tipico en personas de
edad avanzada y constituye el tipo mas comun de melanoma en la poblacién

fuertemente pigmentada.

Los canceres de piel no melanociticos se pueden clasificar en dos
tipos principales: carcinoma de células basales y de células escamosas.
Ambos tipos presentan bajas tasas de mortalidad y de metastasis, pero

pueden dar lugar a la destruccién del tejido adyacente.

El carcinoma de células basales es mas frecuente que el de células
escamosas, alcanzando una tasa de hasta el 75% de todos los canceres de
piel en algunas series. Existen cuatro subtipos principales de carcinoma de
células basales: nodular (60%), superficial (25%), micronodular (15%) y
morfeaforme (2%). Los dos ultimos subtipos son considerados mas
agresivos y con un mayor riesgo de recurrencia local que los carcinomas
nodulares y superficiales. Es mas frecuente en los fototipos claros que en los
fototipos oscuros y aparece en lugares del cuerpo expuestos a la radiacion

solar. Su incidencia aumenta en los lugares cercanos al ecuador.

Este tipo de cancer se relaciona con una exposicion ligada al tiempo
de ocio y al periodo vacacional, asi como a los episodios de inflamacién
inducida por la irradiacion UV sufrida principalmente en la infancia. También
se ha relacionado este tipo de cancer con infeccion por papiloma virus. No
hay que olvidar el factor genético, ya que la deficiencia de enzimas
reparadores, como en el caso del Xeroderma pigmetosum, aumentan la
propensidon a padecer esta enfermedad (Till, 2005). Por otra parte, su
padecimiento también se asocia a queratosis actinica y, en menor medida, a

telangiectasia facial.

El carcinoma de células escamosas es el segundo cancer de la piel
mas comun (después del carcinoma basocelular). Esta forma de cancer de
la piel aparece en las células escamosas que conforman las capas
suprabasales de la epidermis. Los carcinomas de células escamosas

pueden producirse en cualquier parte del cuerpo, inclusive las membranas
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mucosas Y las areas genitales, pero son mas comunes en areas expuestas
frecuentemente al Sol, como el borde de la oreja, el labio inferior, la cara, el

cuero cabelludo calvo, el cuello, las manos, los brazos y las piernas.

La incidencia de carcinoma de células escamosas se asocia a
personas de fototipos claros, residentes en areas de altas irradiaciones
solares y/o cercanas al ecuador. Este aparece en areas del cuerpo
expuestas a la RUV vy, a diferencia del otros dos tipos de tumores descritos,
no se observa en localizaciones no expuestas a la radiacion. Se asocia a
una exposicion continua y acumulativa, con gran importancia de los
episodios de “quemadura solar”; por lo que su incidencia aumenta con la
edad. Esta enfermedad esta asociada a elastosis solar y, sobre todo, a

queratosis actinica.

Clinicamante, el carcinoma espinocelular o de células escamosas se
presenta como ulceras superficiales, a menudo con una corteza queratésica
elevada y endurecida, o en forma de placas o nodulos. La piel de alrededor
por lo general suele mostrar cambios de dafio actinico, se presenta como
una lesion tumoral, exofitica, de crecimiento moderado en un periodo de
unos meses. Suele ser de un tamafio variable desde unos milimetros hasta
varios centimetros dependiendo del tiempo de evolucion. El 50-60% de los
casos esta localizado en cabeza y cuello y el resto se divide en otras zonas

expuestas a la luz solar.

Las formas invasivas localizadas, normalmente se inician como una
pequefia zona hiperqueratdsica y sobreelevada que evoluciona tornandose
verrucoso o papilomatoso. A veces, se ulceran y sangran pudiendo invadir
estructuras profundas o metastatizar preferentemente a ganglios linfaticos y

posteriormente a otros drganos.

Presentan un peor prondstico aquellos carcinomas espinocelulares
mayores de 2 cm, con mas de 4 mm de profundidad, gran atipia celular,
invasion perineural, o bien son secundarios a lesiones cronicas o cuando se
localizan en ciertas areas de la cabeza como los parpados, labios, cuero

cabelludo y especialmente en pabellon auricular.
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Microscopicamente, en el carcinoma espinocelular se advierten varios

subtipos histoldgicos:

1) Convencional;, que se caracteriza por la proliferacion de células
epiteliales escamosas con nucleos alargados y pleomorficos y mitosis (a
veces atipicas) en cantidad variable. Se inicia en la epidermis con
crecimiento hacia la dermis, con frecuentes globos cérneos y ocasionales

imagenes de invasion perineural.

2) Fusocelular; que esta constituido por células atipicas, fusiformes,
eosinofilicas, con nucleos pleomoérficos y vesiculares, y con mayor actividad
mitética que el tipo convencional; se desarrolla a partir de la epidermis y
tiene un crecimiento dérmico, entre los haces de colageno, rodeandose de
un estroma mixoide. Este subtipo suele asociarse a traumas previos y/o

radioterapia. Frecuentemente existe ulceracion.

3) Acantolitico o adenoacantoma o pseudoglandular, en el que se
advierten estructuras tubulares y alveolares formadas por células
poligonales, con frecuentes células disqueratdsicas y ocasionales células en
anillo de sello. Suelen aparecer en cabeza y cuello, como un ndédulo

ulcerado.

4) Verruciforme; que se caracteriza por marcada papilomatosis y acantosis,
siendo la porcién superficial semejante a la de una verruga vulgar. Presenta
escasa atipia citolégica, poca disqueratosis y actividad mitética baja; la
reaccion fibrosa y la inflamacion es menos marcada que en las otras formas,

siendo inusual la invasion vascular y/o perineural.

5) Productor de mucina; en el que las células neoplasicas son idénticas a
las del tipo convencional, pero de mayor tamano y citoplasma mas palido,
con positividad al PAS y al mucicarmin. Ocasionalmente forman estructuras
glandulares, remedando a ductos ecrinos. Representa una variante

anatomoclinica, por su mayor agresividad.

Segun Broders, podemos realizar una gradacion histolégica

atendiendo al porcentaje de células indiferenciadas presentes en el tumor:
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Grado I: <25% de células indiferenciadas,
Grado Il <50% de células indiferenciadas,
Grado Il <75% de células indiferenciadas, y
Grado IV >75% de células indiferenciadas.

Pero esta gradacion es de escaso valor prondstico y se deben incluir
también otros criterios histolégicos que son importantes de cara al prondstico
incluyen ademas del grado de diferenciacion, el nivel de invasion (mayor
riesgo si invade por debajo de la dermis reticular), el tamafo del tumor (los
tumores de mas de 2 cm tienen mayor riesgo de metastasis), el
neurotropismo, la infiltracion linfatica y vascular y la presencia de recidivas

tumorales.

Squamous cells [ Normal
epidermis

Basal cells

Melanocytes

Basal cell
carcinoma

Squamous cell

Fig. 3 . Esquema tipos de tumores cutaneos. Corte histolégico de la piel

La informacion acerca de la cinética celular supone una valiosa

aportacion a las distintas clasificaciones tumorales, basadas
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fundamentalmente en la apariencia microscépica (Almendral, 1987; Garcia,
1989). Los distintos métodos de estudio para la evaluacion de la proliferacion
celular permiten determinar con mejor exactitud la tasa de recambio celular
en tejidos normales o conocer el porvenir bioldgico de los tumores (Carey,
1992).

Los estudios de proliferacion celular estuvieron durante mucho tiempo
restringidos al estudio de la division celular, con el contaje de mitosis
celulares. En los ultimos afios se han utilizado técnicas inmunocitoquimicas,
no ya para detectar precursores de la sintesis de ADN incorporados por las
células en fase S, sino para detectar antigenos nucleares que se engloban
bajo el término genérico de antigenos nucleares de proliferacion celular
(PCNAs) dado que son estructuras antigénicas que no son observables en
células en reposo. El estudio de estos antigenos se ha desarrollado
fundamentalmente en el campo de la oncologia, dado que su expresion es
diferente, tanto cuantitativa como cualitativamente, en células normales y
malignas (Busch, 1977; Davies ,1978; Smetana, 1983).

El antigeno de proliferacion celular (PCNA) es una proteina acidica
nuclear no histona de 36 kd y de 261 aminoacidos con alto contenido en
acido glutamico y aspartato (Almendral, 1987), que funciona como proteina
adyuvante de la sintesis de DNA (Bravo, 1987). Fue descubierta en 1978
mediante el estudio de autoanticuerpos en pacientes con lupus eritematoso
(Miyachi, 1978).

El gen que codifica PCNA ha sido clonado en diversas especies,
existiendo so6lo 4 aminoacidos diferentes entre el PCNA humano y el de rata.
La conservacion y evolucion del PCNA en el reino animal y vegetal, sugieren
que este antigeno desempena un papel fundamental en la replicacion de
DNA en eucariotas, siendo su presencia necesaria aunque no suficiente para
el proceso de proliferacion celular (Mac Corrnick, 1992). El PCNA también
esta implicado en la escision-reparacion de nucledétidos al comprobarse la
asociacion de éste con cromatina en todas las fases del ciclo celular tras

irradiacion con luz ultravioleta en experimentos "in vitro" (Toschi, 1988).
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Mecanismos de defensa de la piel ante el dario inducido por la
RUV

En respuesta al dafio inducido por la RUV, las células activan
mecanismos para el mantenimiento de la homeostasis tisular, siendo de
primordial importancia la funcién de los sistemas de prevencion, reversion o
anulacion de las lesiones en el ADN. Dos caracteristicas determinan la
capacidad de la RUV de penetrar en la piel, éstas son el grosor de la
epidermis y la pigmentacion de la piel (Costin, 2007). Si la epidermis esta
engrosada o pigmentada, la RUV en la piel se ve reducida. En respuesta a la
RUV, la piel estimula la division de los queratinocitos, lo que conduce al
aumento del grosor de la epidermis, y los procesos de melanogénesis y
transferencia de melanina a los queratinocitos, favoreciendo la pigmentacion
de la piel. Estos dos procesos se consideran mecanismos de defensa por su

efectividad en la prevencion del dafio inducido por la RUV.

Por otra parte, la piel también tiene mecanismos que responden al
dafo, por un lado el sistema antioxidante que reduce el dafio oxidativo y por
otro los mecanismos de reparacion del ADN. El sistema o red antioxidante
es un conjunto de moléculas funcionalmente interrelacionadas con el fin de
anular, neutralizar o eliminar sustancias capaces de inducir dafio oxidativo
en las distintas estructuras celulares; por lo que su accién es fundamental
para reducir las ERO inducidas por la RUV y prevenir el dafio oxidativo

derivado de las mismas.

Una vez lesionado el ADN, para evitar que éste se extienda en el
tejido, se induce la detencidon del ciclo celular para la actuacion de los
sistemas de reparacion del ADN, capaces de restablecer el orden con la
consecuente supervivencia de las células libres de mutaciones. El fracaso de
estos mecanismos reparadores del ADN implica la fijacion de la lesién en el
material hereditario, por lo que sbélo cabe esperar que se induzca la
apoptosis de las células transformadas, sacrificio celular en favor de la

estabilidad tisular. En algunas situaciones, la induccion de los sistemas de
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reparacion de ADN o la apoptosis depende del tipo de dafio recibido o de la

intensidad del mismo.

La accion de los mecanismos de defensa esta regulada por la accion
de mediadores celulares, como citocinas y factores de crecimiento, y por
factores de trascripcion, como el p53, NF-kB y el factor de transcripcion Nrf2
regulan la expresion inducible de numerosos genes de enzimas
destoxificantes y antioxidantes, que estimulados por cambios celulares,

modifican la transcripcién de genes en funcion de las necesidades celulares.

Cambios en la epidermis

Engrosamiento de la piel. La principal funcion de la capa cornea es
la proteccion de las capas inferiores, mientras que la melanina ejerce una
funcién parcial (Morales-Molina, 2006). La penetracion de la RUV se ve
reducida por el engrosamiento de la epidermis siendo menor no soélo la
cantidad de radiacion, sino también la energia de la misma que alcanza las
células de la capa basal (Bruls, 1984). La queratina y otras proteinas del
estrato cérneo de la epidermis, actuan absorbiendo y dispersando la RUV,
asi, las palmas de las manos y la planta de los pies son mas resistentes a
los efectos nocivos de la RUV debido a que son regiones en las que el

estrato corneo se halla engrosado (Costin, 2007).

La piel reacciona ante la RUV promoviendo la division de los
queratinocitos, alcanzandose el maximo de la tasa mitotica a las 48 horas de
la irradiacion. Los niveles de queratinocitos por unidad de superficie se
mantienen aumentados durante una semana, recuperandose los niveles

basales uno o dos meses después de la irradiacion (Lee, 2002).

Tras la irradiacion de la piel con UV, no soélo se estimula la
proliferacion de los queratinocitos, sino también su diferenciacion (Lee,
2002), lo que favorece que el engrosamiento de la epidermis no se deba
principalmente al aumento de la capa basal, sino de cada una de las capas

que la forman.
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A pesar de que la transmisién de la RUV no se ve afectada por una
mayor presencia de agua en la piel, puesto que el agua no absorbe esta
radiacion (Bruls, 1984), el contenido hidrico seria otro factor a tener en
cuenta en la valoracion del grosor de la piel. El dafio inducido por la RUV
puede reducir la cantidad de agua presente en la misma, lo cual, entre otras

consecuencias, aceleraria el envejecimiento tisular.

Pigmentacion. Esta determinada por factores genéticos que
condicionan el numero de melanocitos, el numero y tamafo de
melanosomas, la tasa de produccién del pigmento y la transferencia de éste
a los queratinocitos (Costin, 2007; Parra, 2007). A pesar de la predisposiciéon
genética, la pigmentacion de la piel puede modificarse por la accidon de
factores internos, como pueden ser el estrés y los cambios hormonales, o
externos como la RUV (Costin, 2007; Brenner, 2008) o algunas sustancias

quimicas (Costin, 2007).

De las reacciones defensivas de la piel frente a la RUV, la que mejor
se observa es la pigmentacion, que se debe a la accién de los rangos Ay B
de la radiacion: la radiacion UVA es responsable de la oxidacion de la
melanina, lo que implica un cambio de coloracion a corto plazo pero poco
duradero; mientras que la accion de la radiacion UVB se caracteriza por

aparecer mas tardiamente y ser mas duradera (Morales-Molina, 2006).

La melanina es el principal pigmento de la piel, su funcion es actuar de
filtro frente a la RUV para evitar el dafio en el ADN y que dicha radiacion
alcance zonas profundas de la piel. Su presencia esta relacionada con una
menor incidencia de canceres y otras patologias de la piel asociadas a la

exposicion a la RUV.

En los melanocitos, el pigmento es sintetizado a partir de la tirosina en
los melanosomas, vesiculas derivadas del aparato del Golgi. Una vez
sintetizado el pigmento, los melanocitos transfieren los melanosomas a los
queratinocitos, donde se acumulan alrededor de los nucleos celulares,
protegiendo el material hereditario del efecto nocivo de la RUV (Costin,
2007).
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Pigmentacion inducida por la RUV.

La RUV induce el aumento de los niveles de pigmentacion actuando,
bien sobre los melanocitos directamente, o bien indirectamente a través de
los queratinocitos. Ademas, estimulos nocivos o0 estresantes pueden
estimular la melanogénesis. Asi, tras la incidencia de la RUV en la piel, el
dafo sufrido por el ADN y el aumento de ERO, en especial los peroxidos
lipidicos, induce la melanogénesis. Por otra parte, la melanina,
principalmente la eumelanina, es capaz de neutralizar ERO, lo cual aumenta
su actividad fotoprotectora (Costin, 2007). Ademas de evitar que la RUV
penetre a capas mas profundas y favorecer la eliminacion de las ERO, la
melanina actua como fotoprotector estimulando la apoptosis de las células

dafiadas por la radiacién (Yamaguchi, 2008).

En los melanocitos, la RUV activa los sistemas enzimaticos implicados
en la sintesis de melanina y la tasa de transferencia de melanosomas a los
queratinocitos. La RUV actua sobre los queratinocitos induciendo la sintesis
y secrecion de sustancias de accidén paracrina que estimulan la sintesis de
melanina, la transferencia de melanosomas a los queratinocitos y la
induccidon de cambios en los melanocitos aumentando su numero y la
ramificacion de las dendritas. Ademas, promueve el cambio de expresion de
moléculas de adhesion a la matriz extracelular, facilitando la movilidad de
estas células, lo que favorece el aumento del numero de melanocitos
(Costin, 2007). Ademas, el aumento del numero de queratinocitos inducido
por acciéon de la RUV, conlleva una mayor demanda de melanina,

potenciando la estimulacién de los queratinocitos sobre los melanocitos.
Fases del aumento de la pigmentacion inducida por la RUV

Al igual que ocurre con el proceso de inflamacién, en la pigmentacion
de la piel inducida por la RUV también se pueden distinguir dos fases
(Sturm, 1998). En primer lugar se produce una pigmentacién temprana o
inmediata, de rapida aparicion pero poco duradera; comienza a observarse
inmediatamente tras la exposicion, alcanzandose el maximo 1-2 horas mas

tarde y recuperandose el nivel basal de pigmentacion entre 3 y 24 horas
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después. En la pigmentacion inmediata se observa la redistribucion de los
melanosomas en los melanocitos, dirigiendose principalmente a las
dendritas; pero sin acompanarse de aumento del tamafio o del numero de

melanosomas.

Si el estimulo ha sido fuerte o repetitivo, se induce la pigmentacién
tardia de la piel que, aunque tarda mas en observarse, es mas oscura,
evidente y duradera que la pigmentacion temprana. Se empieza a observar
48-72 horas tras el estimulo, el maximo es a las 3 semanas y no se recupera
la pigmentacion normal en ausencia de estimulo hasta 8-10 meses mas
tarde. La pigmentacion tardia es debida a que los melanocitos sufren
cambios que favorecen su actividad celular, sobre todo de la enzima
tirosinasa; aumenta la superficie de los melanocitos, por prolongacion de las
dendritas, y aumenta el numero de melanosomas y de melanocitos (Costin,
2007).
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Sistema antioxidante del organismo

Los sistemas antioxidantes o mecanismos de defensa que ha
desarrollado el organismo para protegerse de los diversos “ataques”
oxidativos, pueden clasificarse en funcibn de su origen en sistemas
antioxidantes endogenos, enzimaticos y no enzimaticos, y sistemas

antioxidantes exdgenos, que se adquieren a través de la dieta.

Estos mecanismos incluyen modos de actuacién tanto directos
(interaccion directa con los EROS) como indirectos (control de la produccion
endégena de ERO, reparacion de moléculas dafiadas, defensa fisica de las

dianas biolégicas como las membranas, etc...).
Sistemas de defensa de antioxidantes endégenos

Sistemas enzimaticos

Los antioxidantes enzimaticos constituyen la primera linea de defensa
antioxidante y previenen el dafio oxidativo interaccionando directamente con
los EROS. Reaccionan con las diversas especies reactivas, actian como
catalizadores, solo se necesita que estén presentes en pequefas cantidades
para que ejerzan su proteccion y son reciclados eficientemente después de
su actuacién (Kohen, 2002; Lozano, 2005; Halliwell, 2006):

*Superoxidodismutasa (SOD): es una metaloenzima presente en todos
los organismos aerobios que cataliza la conversion del radical superdxido en
peroxido de hidrégeno, que posteriormente sera convertido en agua por la

catalasa (Figura 4).

02-+02-+2H+SOD ...... » H202

Fig .4. Reaccion catalizada por la superéxidodismutasa (SOD).
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*Catalasa (CAT): es una enzima ampliamente distribuida en bacterias
aerobias, plantas y animales, localizada en los peroxisomas y que reacciona
con el peroxido de hidrogeno para formar agua y oxigeno molecular; con
donadores de hidrogeno como metanos, etanol y fenoles presenta actividad

peroxidasa (Figura 5).
2 HyOy....CAT .5 2 HO+0,

ROOH+AH, -CAL.....s HyO+ROH+A

Fig. 5. Reacciones catalizadas por la enzima Catalasa (CAT).

*Glutationperoxidasa (GPx): es una enzima dependiente de selenio
que cataliza la reduccion de hidroperéxidos (ROOH y H»0O»), utilizando el
glutation (GSH) como donador de electrones (Figura 6). El glutatién oxidativo
que se genera (GSSG) puede ser reducido a GSH por accién de una
glutation-reductasa (GRed) dependiente de nicotinamida adenina
dinucléotido fosfato (NADPH).

H202+2GSH GPx >GSSG+2H,0

ROOH+2GSH GPx >ROH+GSSG+H0

GSSG+NADPH+H+--mmemmemmemeee (c]T5Y: M— >2GSH+NADP*

Fig. 6. Reaccion catalizada por la glutationperoxidasa (GPx) y la glutationreductasa
(GRed).

Sistemas no enzimaticos

El sistema antioxidante no enzimatico constituye la segunda linea de
defensa y esta constituido basicamente por antioxidantes de bajo peso
molecular (del inglés, low-molecular-weight-antioxidants, LMWA) que forman
un conjunto numeroso de compuestos capaces de prevenir el dano oxidativo

por interaccion directa o indirecta con las ERO (Kohen, 1999).

El mecanismo de accion indirecto implica principalmente la quelacién de

metales de transicion para evitar su participacién en reacciones tipo Fenton
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o Haber-Weiss (Figura 7). Entre los compuestos que actuan por esta via
encontramos proteinas como la ceruloplastina, la transferrina y la
lactoferrina, la haptoglobina y la albumina (Haber, 1934; Kehrer, 2000;
Vertuani, 2004).

Fig. 7. Reaccion de Haber-Weiss.

Las moléculas que actuan de forma directa sobre las especies
reactivas lo hacen por medio de la transferencia de electrones o por medio
del secuestro de radicales evitando asi que ataquen las moléculas diana.
Ademas, suelen poseer también capacidad de quelacion de metales
(actividad indirecta). Por su pequeio tamafio, pueden atravesar las
membranas celulares y localizarse cerca de las posibles dianas biologicas;
ademas, la propia célula puede regenerarlas y regular sus concentraciones.
Estas moléculas, aunque normalmente actian como antioxidantes,
desarrollan otras funciones bioldgicas en la célula. Entre estas moléculas

destacan:

e El tripéptido glutation (GSH) en su forma reducida, es el antioxidante
que se encuentra en mayor concentracion dentro de la célula. Actua

como cofactor de la PGx para detoxificar H,O, y es capaz de

interaccionar directamente con EROS como OH, ROO’, RO" HCLO y

O, . También actlia como agente quelante, y en diversos procesos

metabdlicos como la comunicacion celular o la degradacién de
proteinas (Ghezzi, 2005).

e La bilirrubina y el acido urico se han propuesto como antioxidantes al
unirse a metales e impedir reacciones tipo Fenton. El acido urico

también es eficiente protegiendo contra el ozono (Os3), el 6xido nitrico

(NO’) y RNS (especies reactivas del nitrdgeno) (Becker, 1993).
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e La histidina y otros compuestos de la misma familia (carnosina,

anserina...) que eliminan EROS por secuestro directo de radicales

‘OH, ROO,RO, uniéndose al peroxido de hidrégeno (H.0,),

eliminando O," o uniendo metales de transicion (Kohen, 1988).

e La hormona melatonina, que atrapa gran variedad de ROS ademas
de estimular la sintesis de importantes enzimas antioxidantes (SOD,
GPx y GRed) (Reiter, 2001).

Efecto sinérgico de los antioxidantes

Los antioxidantes no enzimaticos que interaccionan directamente con
los RL ceden un electron o un proton al radical, obteniéndose asi una
molécula relativamente estable derivada del radical. El antioxidante en este
proceso queda oxidado y, dado que solo su forma reducida puede ejercer
actividad antirradicalaria, la forma oxidada debera ser reconvertida a su
estado reducido. Ademas, en su estado oxidado el antioxidante se convierte
en una especie radical que puede presentar actividad residual inerte o
reactiva; en este segundo caso, podria causar danos en diversas dianas

celulares vitales (Cadenas, 1997).

Afortunadamente, el organismo dispone de diversos sistemas
antioxidantes que actuan de manera sinérgica, es decir, colaboran entre
ellos, reduciéndose quimicamente los unos a los otros con el objetivo de
disminuir la reactividad del radical antioxidante formado y recuperar el
antioxidante reducido para la defensa contra las especies radioactivas
(Figura 8) (Vertuani, 2004). Este proceso de regeneracién puede ser
puramente quimico o pueden estar implicadas diversas enzimas. Esta
interaccién entre antioxidantes es importante, ya que cada antioxidante
ejerce preferentemente su actividad secuestradora hacia radicales libres o

especies reactivas especificos en compartimentos concretos.

La interaccion entre todos los antioxidantes permite que un

antioxidante concreto ejerza una defensa éptima contra una especie reactiva
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particular y en cualquier parte del cuerpo (Chaudiere, 1999). Ademas, este
“reciclaje” de los antioxidantes oxidados incrementa su eficacia bioldgica al
hacer disminuir la necesidad de sintetizarlos de nuevo o de tener que
adquirirlos en mayor cantidad de fuentes externas (nutrientes). Pero se debe
tener presente que el hecho de poseer un sistema antioxidante tan complejo
e interactivo hace que la deficiencia en uno de sus componentes pueda
afectar la eficacia de los otros, y que el déficit de un solo antioxidante
suponga una peérdida de proteccidn frente a EROS muy superior a la

esperada.

Por ultimo, sélo indicar que el estudio de la interaccién entre diferentes
tipos de antioxidantes es uno de los puntos basicos del desarrollo de las
llamadas” terapias antioxidantes”, que examinan los posibles efectos
beneficiosos sobre la salud de la suplementaciéon con diversos antioxidantes
(Kohen, 2002; Boots, 2008).

sinergismo

entre antioxidantes

o Antioxidante == Antioxidante
Especie Reactiva _ _
(forma reducida) (forma oxidada)
+
l P

potencialmente
dafino

RL/Especie Reactiva
mas estable

Fig 8. Cuadro, efecto sinérgico de las moléculas antioxidantes
Sistemas de defensa antioxidantes exogenos

La capacidad de nuestro organismo para “luchar” contra las
agresiones producidas por las moléculas oxidantes es limitada, por lo que
necesita cierta ayuda externa. Los nutrientes basicos que ingerimos a través
de la dieta (proteinas, lipidos, vitaminas y minerales) ayudan a los

mecanismos de defensa internos contra todas las oxidaciones no deseadas,
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ya sea actuando como antioxidantes por si solos o haciendo de cofactores
de los sistemas antioxidantes enddégenos (Diplock, 1998; Lozano, 2005). Por
este motivo, llevar una dieta equilibrada y variada es de vital importancia

para mantener el equilibrio redox del organismo.
Nutrientes basicos que adquirimos a través de la dieta:

-Proteinas: un déficit de proteinas en la dieta provocaria una
disminucién en el aporte de aminoacidos como glutamina, cisteina y
arginina, constituyentes de las enzimas, lo que causaria una

sobreproduccion de radicales libres por disminucién de estas enzimas.

-Lipidos: la ingesta de acidos grasos w-3 disminuye el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, ya que parecen actuar como inhibidores de
la produccién de radicales libres aumentando la expresion de genes
antioxidantes (Vertuani, 2004).

-Vitaminas: ciertas vitaminas inhiben la produccion de NO y otras
actuan como secuestradoras de ERO vy reguladoras de la actividad de las
enzimas antioxidantes. Destacan la vitamina E (a tocoferol), que inhibe la
formacion de ERO inducida por radicales lipidicos y protege a la célula de la
peroxidacion lipidica y la vitamina C (acido ascoérbico), una eficaz

secuestradora de ERO.

-Minerales: actuan como cofactores de muchas enzimas que
participan en la eliminacién de radicales libres. Como ejemplos, un déficit en
cobre o zinc disminuye la actividad de la superdxido dismutasa y aumenta la
actividad del citocromo P-450 estimulando la produccion de ERO (Powell,
2000), un aumento de hierro intra o extracelular, estimula la produccion de

ERO, aumenta la peroxidacion lipidica y aumenta la sintesis de NO.
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Polifenoles y dieta

Ademas de nutrientes basicos, a través de la dieta obtenemos
también una de las principales fuentes de antioxidantes exogenos, las
llamadas sustancias fitoquimicas, que son compuestos procedentes del
reino vegetal de estructura quimica y propiedades muy variadas, que juegan
un papel importante en el mantenimiento del equilibrio redox y en disminuir
la incidencia del dafo producido por los radicales libres, por lo que
actualmente se consideran altamente beneficiosos para la salud. Aunque el
interés cientifico por estos compuestos es relativamente reciente (las ultimas
cuatro décadas), durante siglos han constituido el unico remedio natural
existente para el tratamiento de enfermedades (Steinmetz, 1996). Multitud
de alimentos de origen vegetal contienen extractos con compuestos con

actividad antioxidante, por ejemplo, el té verde, el vino tinto o el chocolate.

En la Tabla 5 se recogen las principales sustancias fitoquimicas y su
fuente de origen. Cada vez es mas probable que los fitoquimicos jueguen un
verdadero papel nutricional, ya que cada dia la investigacion esta
descubriendo mas acerca de sus beneficios. Tal vez algun dia estos
compuestos se clasifiguen como nutrientes esenciales. De momento,
mientras la ciencia sigue avanzando en la caracterizacion de las
propiedades de estos compuestos, la recomendacion es seguir una dieta
variada que incluya sobre todo la abundancia de fruta y verdura (Ames,
1993; Van Duyn, 2000).

Desde hace miles de afios las plantas tienen un uso terapéutico. Una
tercera parte de los farmacos mas vendidos en el mercado son derivados de
plantas, y cada semana se descubre una nueva molécula que puede ser
beneficiosa para la salud. La economia global y la salud humana dependen
en parte de la capacidad para descubrir medicinas nuevas y efectivas.

Sorprendentemente, no son muchos los esfuerzos destinados al hecho de
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que las plantas sinteticen moléculas beneficiosas para la salud de otros

organismos.

La sefal quimica del estrés ambiental en plantas son los polifenoles,
los cuales otorgan proteccion frente al estrés en los humanos o animales
que los ingieren. Esto sugiere la existencia de mecanismos que detecten ese
contenido polifendlico inducido por estrés. Asi pues, el estrés sucede en las
plantas, y los beneficiarios son los animales sensibles a estas sefales

quimicas tras ingerirlas.

Un hecho a tener en cuenta es, contrariamente a lo que se creia hasta
hace poco, que muchos de los efectos de los polifenoles pueden no estar
ligados a las propiedades antioxidantes intrinsecas, sino a cambios
adaptativos que involucren a estas moléculas en la regulacion de
mecanismos de respuesta al estrés metabodlico. Es decir, algunos
mecanismos son quimicamente simples (por ejemplo, actividad
antioxidante), pero otros compuestos parecen actuar como moléculas de

sefnalizacion o mensajeros quimicos (Taylor, 2005; Oliveras-Ferracos, 2011).

Los polifenoles estan presentes en las plantas como una mezcla y no
como componentes aislados. Varios miles de estos fitoquimicos ya han sido
identificados. Los compuestos fendlicos pueden clasificarse de diversas
formas, por ejemplo, respecto a su unidad base o a la naturaleza de los
grupos funcionales ligados a esta unidad base. La mas utilizada es la
clasificacion que los divide en acidos fendlicos, flavonoides y, los menos
abundantes, estilbenos y lignanos, aunque existen muchos mas tipos y

estructuras.
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Figura 9.Clasificacion de los flavonoides.

Desde un punto de vista estructural, los compuestos fendlicos pueden
clasificarse en fenoles simples y polifenoles. Estos ultimos se caracterizan
por tener uno o0 mas de un grupo fenol, y se dividen a su vez en xantonas,
estilbenos, antraquinonas, lignanos (y polimeros de estos) y, los mas

abundantes, los flavonoides (Figura 9).

Flavonoides

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo,
como el de la miel o el oro (RAE, 2001). Los flavonoides son los compuestos
fendlicos mas abundantes en las plantas y pueden ser clasificados como
flavonas, isoflavonas, antocianinas y flavanoles (catequinas vy
proantocianidinas). Estos compuestos estan caracterizados por una
estructura benzo-y-pirona (C6 C3 C6). Esta estructura permite la sustitucion
en diversas posiciones de diferentes grupos funcionales como hidroxilos,
metoxilos u O-glucodsidos, lo que explica las mas de 8000 estructuras

caracterizadas hasta la fecha (Benavente- Garcia, 2008).
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Figura10. Estructura basica de los flavonoides

Los flavonoides son productos del metabolismo secundario de las
plantas sintetizados a partir de fenilalanina y desempefan numerosas
funciones. Casi todos son pigmentos que cubren todo el espectro de la luz
visible y la ultravioleta. Una de las funciones principales es la atraccion de
insectos, animales y aves polinizadoras, y la regulacibn de genes
fotosensibles, aunque no participan en la fotosintesis (Havsteen, 2002). Los
flavonoides inhiben o matan muchas cepas bacterianas, inhiben enzimas
virales claves como la transcriptasa inversa y la proteasa, y destruyen
algunos protozoos patogénicos. Por otro lado, su toxicidad frente a células

animales es baja.

Actualmente se acepta que los polifenoles se sintetizan principalmente
en respuesta a un gran estrés como periodos prolongados de sequia, la
radiacion ultravioleta o la infeccién por patégenos. Por lo tanto, en las frutas
y verduras que se cultivan y consumen en las sociedades occidentales,
donde las condiciones climaticas no son extremas y se controlan los agentes
patdégenos con el fin de aumentar la produccién, la cantidad de polifenoles es
baja o muy baja (algunas excepciones son las cebollas, el ajo y las verduras
cruciferas). Simplemente no parece factible poder comer frutas y verduras
suficientes para ingerir una cantidad efectiva de polifenoles, aun suponiendo
que estos sean muy activos y facilmente biodisponibles.

De este hecho se infiere que, por un lado, si los polifenoles se asocian

con una serie de beneficios para la salud en los humanos, y por otro, el
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consumo mayor, la dosis necesaria no puede conseguirse mediante simples

cambios en la dieta.

Para aumentar la ingesta de polifenoles, una estrategia
complementaria seria la de cambiar ciertas practicas agricolas y la
fabricacion de suplementos dietéticos concentrados. Sin embargo, no sélo
deben ser considerados factores cuantitativos, sino también cualitativos.
Ciertos polifenoles se encuentran ampliamente distribuidos, mientras que
otros son especificos de determinados alimentos, y a menudo, asociados a
una mezcla mal caracterizada. Ademas, el conocimiento de su composicion
se limita a unas pocas variedades para las que existe un grado aceptable de

disponibilidad, precio y aceptacion.

Flavonoides en fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis

Recientes avances a nivel celular y molecular de carcinogénesis han
conducido al desarrollo de prometedoras estrategias para la prevencion del
cancer, lo que llamamos quimioproteccién o quimioprevencién; que significa
un control del cancer usando sustancias quimicas especificas naturales o
sintéticas que puedan suprimir, retardar o revertir el proceso de la
carcinogénesis. A este respecto, la quimioprevencion ofrece una estrategia
realista para controlar el riesgo de cancer. Ademas, la quimioprevencion
parece tener implicaciones practicas en reducir el riesgo de cancer de piel,
porque a diferencia de los factores ambientales cancerigenos que son
dificiles de controlar, las personas pueden modificar su estilo de vida, y unos
habitos dietéticos adecuados en combinacion con el correcto uso de
productos para el cuidado de la piel, pueden ayudar a prevenir el

fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis.

Muchos estudios han mostrado la eficacia de los antioxidantes
botanicos naturales, como los polifenoles del té verde, silimarina y las

proantocianidinas de la semilla de uva sobre la RUV en la induccion de
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inflamacion, estrés oxidativo, y fotocarcinogénesis (Surh, 1999; Katiyar,
2001; Pinnell, 2003; Nichols, 2010).

La apigenina (5, 7,4 -trihidroxiflavona), es un flavonoide presente en
muchas plantas en la naturaleza (endivias, clavo), frutas (manzanas,
cerezas, uvas), hortalizas (Lepley, 1996) (habichuelas, brécoli, apio, puerro,
cebolla, perejil, tomates), y en algunas bebidas (Janssen, 1998) (té, vino).
Tiene propiedades antimutagénicas, antioxidantes, neutralizador de
radicales libres, antiinflamatorias y anticarcinogénico (Lepley, 1996; Mc
Vean, 2001; Romanova, 2001). Birt y cols (Birt, 1997) publicaron que la
aplicacion tépica de apigenina, previa a la irradiaciéon con UV, prevenia la
tumorogénesis en ratones. En este estudio también se observo que el
tratamiento con apigenina inhibia la actividad de la ornitina descarboxilasa,
que es considerada como un biomarcador de la promocion tumoral, y
reducia la incidencia del tumor, aumentando la supervivencia de los ratones
libres de tumor. La regulacion del ciclo celular y de las quinasas
dependientes de ciclinas (cdk) provocada por la apigenina, también ha sido

considerada como un posible mecanismo antitumoral (Mc Vean, 2002).

El tratamiento con apigenina en los queratinocitos de ratones induce la
detencidn del ciclo celular de G2/M, la acumulacion de la proteina supresora
de tumor p53, y la expresion de cdk (inhibidor de la proteina p21/WAF1),
provocando el efecto en cascada de la proteina supresor de tumores p53
(Mc Vean, 2001; Mc Vean, 2002). La detencion del ciclo celular también fue
acompanado de la inhibicion de la actividad a nivel de la proteina quinasa
p34/cdk2, que fue independiente de la proteina p21/WAF1 (Mc Vean, 2002).

El resveratrol es un polifenol natural, quimicamente conocido como
trans-3, 5, 4 -trihidroxi-trans-estilbeno. Es una fitoalexina y ha sido
identificada en mas de 70 especies de plantas incluyendo uvas, cacahuetes,

vino tinto y moras.
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Algunos estudios han demostrado que el resveratrol es un potente
antimutagénico, antioxidante, antiinflamatorio, antiproliferativo, inductor de la
fase Il de las enzimas metabolizadoras de farmacos, e inhibidor de la
ciclooxigenasas e hidroperoxidasas en diversos sistemas experimentales
(Jang, 1997; Aziz, 2003). El resveratrol inhibe diversas fases de la division
celular asociadas con la iniciacion, promocion y progresion del tumor del
cancer de piel y de canceres de otros 6rganos (Jang, 1997; Aziz, 2003; Cal,
2003).

La aplicacion topica del resveratrol antes de la irradiacion con UVB
provoca una reduccion significativa del espesor de los pliegues cutaneos
(marca del edema) por la exposicion a RUV, asi como menor respuesta
hiperplasica, infiltracion de leucocitos, la generacidon de peroxido de
hidrogeno, peroxidacion lipidica y reduccion de las actividades de la COX-2 y

la ornitina descarboxilasa en ratones SKH-1 (Afaq, 2003 a; Aziz, 2005).

La silimarina es un flavonoide extraido de las semillas de cardo de
leche o cardo mariano (Silybum marianum L.Gaertn), esta compuesto
mayoritariamente por silibilina (=90%) con pequefas cantidades de otros
esteroisdmeros de sibilina (es decir, silidianina, isosilibina y silicritina)
(Wagner, 1968). La silimarina posee propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y anticancerigenas en modelos animales in vivo. Katiyar y cols
(Katiyar, 1997) mostraron que la aplicacion topica de silimarina a ratones
SKH-1 inhibia la carcinogénesis en la piel inducida por radiacién UV en
términos de incidencia (75%), multiplicidad de tumores (90%) y tumor
volumen/ratén de un 97%. Parece que la aplicacion topica de silimarina
también proporciona una proteccion importante frente al dafio del DNA en la
piel del raton inducido por la RUV (Chatterjee, 1996). Asi en experimentos a
corto plazo, el tratamiento con silimarina inhibi6 la quemadura solar inducida
por RUV, el edema, la apoptosis celular, y la actividad de la COX 'y la ornitina

descarboxilasa en la expresion de ARNm (Chatterjee, 1996; Katiyar, 1997).
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Se realizaron vy repitieron diversos estudios quimiopreventivos con la
silibilina como componente principal, tanto en sistemas in vivo como in vitro,
y se encontraron efectos fotoprotectivos similares a los descritos
anteriormente en cuanto al uso de silimarina y silibina (Katiyar, 2005). En
estudios in vivo con SKH-1 se ha comprobado, que la aplicacion topica de
silibilina antes o inmediatamente después de la exposicion a RUV, asi como
el tratamiento oral, ofrece efectos protectores frente a la carcinogénesis en

términos de multiplicidad del tumor y volumen del tumor por raton.

La silibilina inhibe la formacion de los dimeros de timina en la
induccidn por RUV en la piel del ratdon, siendo un marcador la RUV del dafo
al ADN vy la iniciacion de fotocarcinogénesis, e inhibe la apoptosis y los
niveles del antigeno en la proliferacion nuclear celular por la induccién con
UV (Dhanalakshmi, 2004)

El té verde (Camellia sinensis) es una bebida consumida
mundialmente por su olor caracteristico, sabor, y sus beneficios para la salud
(Hara, 2001).

Los efectos del té verde, y del té negro también han sido estudiados
con detalle en la carcinogénesis cutanea inducida por la RUV (Wang, 1994;
Lou, 1999; Lu, 2000; Lu, 2002). Aunque algunas evidencias experimentales,
han constatado que los polifenoles presentes en el té verde ((-)-
epicatequina, (-)-epigalatocatequina, (-)-epicatequina-3-galato y (-)-
epigalatocatequina-3-galato (EGCG)) (Katiyar, 1996: Katiyar, 2001 a) son
mejores agentes quimiopreventivos que los presentes en el té negro (Baliga,
2005).

Baliga y cols. 2006, observaron que la administracién de té verde,

resultaba en un decrecimiento del numero de papilomas (=280%),
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queratoacantomas (53%), y carcinoma de células escamosas (32%)

inducidos con RUVB (60 mJcm?) durante 30 semanas.

Varios modelos animales in vivo e in vitro han sido usados para
examinar los efectos anticarcinogénicos del té verde. Katiyar (1996, 2000,
2001) demostré6 que la administracion oral en el agua de bebida de
fracciones polifendlicas aisladas de té verde o polifenoles de té verde (PTVs)
a animales de laboratorio resultan en una proteccion significativa de la
carcinogénesis cutanea inducida por RUV en términos de incidencia del
tumor, multiplicidad del tumor y tamafo del tumor respecto a los animales
que no habian sido alimentados con PTVs (Katiyar, 1996; Katiyar, 2000,
Katiyar, 2001 b).

Por consiguiente, tanto la administracién oral del té verde en el agua de
bebida como la aplicacion topica del mismo, indujo la regresion parcial o la
inhibicion del crecimiento del tumor de papilomas de piel establecidos en
ratones (Wang, 1992).

La aplicaciéon topica de una pomada hidréfila rica en polifenoles de té
verde sobre ratones sin pelo SKH-1 provocd una alta inhibicibn de la
fotocarcinogénesis que no se habia observado antes con otros métodos de

aplicacion.

La proteccion fue determinada en términos de incidencia de tumor
(60% inhibicion), multiplicidad de tumor (86% inhibicion) y crecimiento de
tumor en términos de volumen total de tumor por grupo (95% de inhibicion)
(Mittal, 2003). Estudios realizados en humanos, también se ha visto
reduccion de eritema (Katiyar, 1999; Elmets, 2001).

En cuanto al mecanismo de accion propuesto, algunos autores han

descrito una disminucién de la actividad de la mieloperoxidasa producida por
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las radiaciones, asi como la reduccion del inflitrado inflamatorio provocado
por éstos. Diversos estudios, han verificado que los polifenoles del té verde
reparan los dafos provocados en el ADN cuando han sido originados por la
RUV en la piel. Meeran y colaboradores han postulado que los polifenoles
del té verde tienen un importante papel en este proceso: en el mecanismo de
la escision de nucledtidos (NER) involucrado en la reparacion del ADN

después del fotodafo y la interleuquina-12 (IL-12) (Meeran, 2006 a; Meeran,

2006 b).
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ANTIOXIDANTES BOTANICOS

MECANISMO DE ACCION

Antecedentes

REFERENCIAS

TE NEGRO, VERDE O AZUL

Inhibe la carcinogénesis cutanea inducida por UV-B.

Inhibe el eritema, el edema, el agotamiento del
sistema enzimatico antioxidante, y la actividad OCD y

COX-2, inducidos por UV-B.
Mejora los aumentos inducidos por UV-B en el nimero

de p53 y p21 de células positivas en la epidermis.
Reduce el tamarfio de la almohadilla de grasa
parametrial y el espesor de la capa de grasa dérmica.
Inhibe la expresion inducida por la radiacion UV-B de
las MMPs.

Uv-B

entrecruzamiento de colageno.

Reduce la radiacion inducida  por

Reduce la produccion de IL-10 e IL-12.
Inhibe la UV-B induce la liberacionde H,0, intracelular
y la fosforilacion de MAPK y las vias de NF-kB.

Mejora la velocidad y el grado de desaparicion de la

expresion de células p53 mutadas positivas.

F*guyer, 2003; Afaq, 2005;
Afaq, 2002; Wang, 1992

F’Guyer,2003; Afaq,2005;Afaq,
2002;EIlments,2001.

F’Guyer,2003;

Lu, 2000.

Vayalil, 2004.

Rutter, 2003.

F’Guyer, 2003; Afaq, 2002.
Katiyar, 2001; Afaq, 2003;
Afaq, 2003 a

Kramata, 2005; Lu, 2005.

Inhibe la UV-B induce la fosforilacion de MAPK y la  Afaq, 2005
activacion de las vias de NF-kB.
Inhibe la fosforilacion de STAT3, AKT, y ERK1/2. Syed, 2006.
Inhibe el edema inducido por UV-B, la hiperplasia, la  Afaq, 2006.
EXTRACTO DE GRANADA infiltracién de leucocitos, generacion de perdxido de
hidrégeno y el dafio en el ADN en la forma de CPDs y
8-hidroxi-2'-desoxiguanosina.
Mejora e incrementa la expresiéon de proteina p53 y  Afaq, 2006.
p21 expresion de la proteina inducida por UV-B
Inhibe la inflamacion de la piel UV-B inducida y Afaq, 2003.
edema.
Inhibe la activacion UV-B inducida por NF-Kb. Adhami, 2003.
RESVERATROL Modula la red cki.cyclin-cdk y la via MAPK. Reagan-Shaw, 2004.

Inhibe la incidencia del tumor y retrasa la aparicion de  Aziz, 2005.
la tumorigénesis.
Inhibe la proliferacion celular y la fosforilacion de Aziz, 2005 a
survivina..
Inhibe la unién al ADN de STAT1 inducida por UV-A, Maziere, 2000.
actuando como un inhibidor de la TPK.

GENISTEINA Wang, 1998.

Reduce la expresion de c-fos y c-jus.

Reduce el edema y la hipersensibilidad por contacto.

Inhibe la carcinogénesis
fotoenvejecimiento.

cutanea y el

Widyarini, 2001.

Wei, 2003.

Tabla 5. Fitoantioxidantes en la prevencion de la fotocarcinogénesis y fotoenvejecimiento.
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Especies vegetales a estudio

Extracto de granada

El Extracto de granada (E. granada) utilizado en nuestro estudio se
obtuvo de la corteza de Punica granatum. Es rico en polifenoles,
especialmente taninos, taninos elagicos, antocianinas, catequinas y acidos
galico y elagico. El E. granada tiene un largo historial de consumo humano
como tal, como jugo o afadido como componentes de complementos

alimenticios o dietéticos.

El acido punico (PUA), también
conocido como acido trichosanico, es
un trieno conjugado de acido graso
que se encuentra naturalmente en
altas concentraciones en la semilla de
Punica granatum (Sassano, 2009) y
Trichosantheskirilowii (Joh, 1995).

El PUA constituye 64-83% del
aceite de semilla de granada
(Kaufman, 2007). Ademas de PUA, el
E. granada también contiene en
menor cantidad isomeros de &acido

linoleico incluyendo el acido

eleostearico (ESA) y acido catalpico

(CAT) (Sassano, 2009). Los fitosteroles (beta-sitosterol, campesterol y
estigmasterol) también se encuentran en una alta concentracion en el E.
granada (4089-6205 mg / kg de E. granada) (Kaufman, 2007).

Todos estos compuestos son los responsables del espectro general

de los beneficios para la salud observados.
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Descripcion botanica. Se trata de un atractivo arbusto o arbol
pequefio, de 20 6 30 pies (6 6 10 metros) de alto, el arbol de granada es
muy ramificado, mas 0 menos espinosos y con una vida muy larga, algunos

especimenes en Versalles se sabe que han sobrevivido por dos siglos.

Las hojas son caducas, opuestas o en verticilos de 5 o 6, de tallo
corto, oblongo-lanceoladas, de unos 10 cm de largo. En la punta de las
ramas se encuentran flores vistosas, solas o en racimos de hasta 5 flores.
Las flores son de unos 3 cm de ancho y se caracterizan por el espesor, caliz
tubular, de 5-8 sépalos carnosos y puntiagudos formando un jarrén del que
emergen los 3 a 7 plisados, pétalos de color rojo, blanco o jaspeado que
encierran numerosos estambres. La fruta tiene una piel dura en forma de
cascara, con el fondo de color mas o menos amarillo y rojo intenso. El
interior esta separado por paredes membranosas y el tejido blanco
esponjoso en compartimentos llenos de bolsas transparentes llenas de una
pulpa carnosa, sabrosa y jugosa. En cada saco, hay una semilla de color
blanco o rojo, angular, blanda o dura. Las semillas representan

aproximadamente 52% del peso de la fruta entera.

Punica granatum y la medicina tradicional. Antes de que sus
propiedades medicinales fueran descritas, el E. granada era considerado
sagrado por muchas de las principales religiones del mundo. El E. granada
representa la vida, la regeneracion y el matrimonio en la mitologia griega, la
invencibilidad de la mitologia persa, y la esencia de la influencia favorable en
el arte budista. El E. granada simboliza la fertilidad, la abundancia y la
prosperidad en Japon y el arte chino, asi como entre los beduinos de Oriente

Medio, la resurreccion y la vida eterna en el arte cristiano.

En Espafa, las granadas proliferaron sobre todo en el sur de la
Peninsula, donde finalmente la ciudad de Granada tomé nombre. Con la
conquista de Ameérica, los colonos espafoles llevaron esta fruta al
continente. No se sabe si este arbol se cultivd con éxito en Nuevo México en
la época colonial, pero actualmente, su cultivo si que esta generalizado en

las zonas de Sudamérica y el sur de Estados Unidos. Ha sido una fruta con
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un gran simbolismo religioso, mitico y metaférico a lo largo del tiempo, y su
historia, se remonta varios siglos antes de Cristo. Se la considera un simbolo
de fertilidad, de nacimiento y de vida eterna por su gran numero de semillas
en su interior. Una de las primeras referencias a la granada se encuentra en
el mito griego de Deméter y Perséfone. Segun este mito, el primer granado
fue plantado por Afrodita, la diosa griega del amor, mientras que el dios del
infierno, Hades, le ofrecié su fruto a la bella Perséfone para seducirla. En el
Coran, las granadas son mencionadas como uno de los dones de Dios. En el
judaismo, se decia que en la granada habia 613 semillas que representaban

los 613 mandamientos de la Tor4, y fue utilizada a menudo para decorarla.

La granada posee un bajo valor energético, 100 g de porcion
comestible aportan unas 60 - 70 kcal. Este bajo nivel caldrico es debido a
que los componentes mayoritarios son el agua (aprox. 80%) y los azucares
(12%-17%), que son principalmente glucosa y fructosa. La cantidad de grasa
y proteina es casi despreciable. En cuanto a las vitaminas destacan la
vitamina C, vitamina A, vitamina B1, vitamina K y beta carotenos. Sobre los

minerales: el hierro, el calcio, el zinc y sobre todo el potasio.

En la granada, a parte de los azucares, vitaminas y minerales, se han
identificado mas de 100 compuestos diferentes, entre los que destacan:
acidos organicos, flavonas, flavonoles, antocianos, alcaloides, esteroles,
glucoésidos, taninos, polifenoles varios y punicalaginas; todas estas
sustancias, tipicas del metabolismo secundario del arbol, tienen la funcién de
protegerlo frente agresiones y enfermedades externas como las parasitarias
y microbianas, y aportar el color y el aroma caracteristicos a sus frutos.
Segun algunos estudios comparativos realizados con esta fruta, la granada
tiene un poder antioxidante tres veces superior al del té verde y del vino
tinto. Esto es debido sobre todo a la acciéon de los polifenoles, el acido

elagico y los taninos hidrolizables.

Segun la parte del arbol, raiz, corteza, flor, fruto o semillas, la
concentracion de estas sustancias puede variar. Determinadas partes de la

planta son mas ricas en taninos, como la corteza, raiz y las hojas, y otras
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son mas ricas en antocianos, acidos organicos y polifenoles, como la fruta.
La medicina tradicional, sin tener los datos que se poseen ahora, ya utilizaba
las diferentes partes del arbol para paliar una u otra enfermedad. Las
decocciones de la raiz y la corteza, ricas en taninos y en un alcaloide
llamado peleiterina, son usadas para tratar diarreas y problemas de
parasitismo intestinal. Sin embargo, el zumo de la granada, gracias a su
composicidon nutricional, es usado para problemas pulmonares, inflamacion

de encias y pieles agrietadas.

Farmacologia in vitro e in vivo. In vivo, los extractos y los fenoles
del Extracto de granada han demostrado actividad antioxidante. El 6xido
nitrico protege de la destruccidn oxidativa y reduccién de estrés oxidativo de
los macrofagos (Gil, 2000; Ignarro, 2006; Li, 2006; Rozenberg, 2006; Aviram,
2008). Otros estudios demostraron que el extracto de granada puede
retardar la proliferacién de células de cancer de préstata (Malik, 2005; Malik,
2006; Pantuck, 2006) a través de la inhibiciéon del enzima citocromo P450, o
como gen que regula la sintesis de la misma (CYP1B1) (Kasimsetty, 2009)
asi como células de cancer de colon (Kasimsetty, 2010). Se ha sugerido que
los efectos antioxidantes / antiaterogénicos ejercidos por el jugo de granada
podria ser debido a la presencia de azucares complejos unicos y / o
azucares fendlicos (Rozenberg, 2006). Las punicalaginas fueron propuestas
como los activos de los elagitaninos anoméricos responsables de mas del

50% del potencial antioxidante del jugo (Cerda, 2003 a).

Los estudios en animales se han centrado en el efecto de la granada
en la hipertension y la funcion arterial. En ratas Wistar diabéticas, una
administracion crénica del extracto de granada (100 mg/kg y 300 mg/kg;
durante 4 semanas) redujo la presién sanguinea arterial media y revirti6 los
cambios bioquimicos inducidos por la diabetes y Angiotensina I,
probablemente por la inhibicion de la actividad de enzima convertidora de
angiotensina (IECA) (Mohan, 2010). En ratas Zucker obesas, la
suplementacién con extracto de granada disminuyd significativamente la
expresion de marcadores de inflamacion vascular, trombospondina y

citoquinas, factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFbeta1) (p < 0,05)
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y el aumento de la expresion de la oxido nitico (NO) sintasa endotelial. El
nitrato del plasma y los niveles de nitrito se incrementaron de manera
significativa por los extractos de fruta de la granada (p < 0,05). Este estudio
concluyd que los extractos de granada pueden ejercer efectos beneficiosos

sobre la funcion arterial en ratas Zucker obesas (de, 2007).

Farmacologia clinica. Los extractos de granada han demostrado
potencial quimiopreventivo en varios estudios in vivo e in vitro: Sobre el
cancer de colon (Kasimsetty, 2010), el cancer de mama (Khan, 2009), el
cancer de proéstata (Lansky, 2005; Malik, 2005; Malik, 2006; Pantuck, 2006;
Kasimsetty, 2009) y el cancer de piel (Afaq, 2005 a; Afaq, 2006 a; Syed,
2006).
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Extracto de fresno

El Extracto de fresno usado en nuestro
estudio proviene del polvo de la semilla de la
planta Fraxinus excelsior L. Pertenece a la
familia de las Olanaceas, también conocida
como fresno comun o fresno europeo. Los
ingredientes activos contenidos en el E.
fresno son los secoiridoides, nuzhenida y
GI3. El E. fresno fue notificado con éxito
como un ingrediente alimentario para su uso
en complementos dietéticos en la Unién

Europea.

Descripcion botanica y usos en la medicina herbal tradicional.
Tradicionalmente, las semillas de Fraxinus excelsior L. se han consumido
como frutos encurtidos y como condimentos en la Unién Europea. Extractos
de las semillas y las hojas de Fraxinus excelsior también han sido usadas en
la medicina popular en Marruecos por sus propiedades antihiperglucémicas
(Eddouks, 2004; Eddouks, 2007). Los extractos de las semillas son
caracterizados por diferentes clases de compuestos incluyendo glucdsidos
secoiridoides, cumarinas, flavonoides, feniletanoides, benzoquinonas,

derivados del indol y compuestos fendlicos simples (Bai, 2010).

Farmacologia in vitro e in vivo. El E. fresno se estudia para su uso
en el manejo de los factores de riesgo asociados con el sindrome
metabdlico, como la obesidad, hiperglucemia y la hipertension. También
para aumentar la pérdida de peso en personas con sobrepeso por la
inhibicién de la diferenciacion de adipocitos y por la inhibicién del
metabolismo de los lipidos a través del aumento de la modulacién de la via
de senalizacion de los receptores activados de proliferacion de los
peroxisomas alfa (PPARa), la cual esta involucrada en la regulacién del
metabolismo de lipidos y la homeostasis energética (Bai, 2010). Se ha

propuesto que el E. fresno posee un efecto de disminuciéon de los niveles de
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glucosa en sangre en individuos hiperglucémicos; el mecanismo de accidn
actualmente se desconoce, pero puede estar implicado en la reabsorcion
renal de la glucosa (lbarra, 2011). Segun el estudio de Eddouks, podemos
observar que el E. fresno tiene un efecto de disminucion de los niveles de
glucosa en sangre, particularmente en pacientes con hipertension. Este
resultado puede surgir, al menos, en parte como consecuencia del efecto

diurético que posee dicho producto (Eddouks, 2005).

Ademas de los efectos comentados anteriormente, los extractos de
estas semillas se sabe que tienen propiedades antioxidantes (Meyer, 1995;
Schempp, 2000; Middleton, 2005), antiinflamatorias (ElI-Ghazaly, 1992; Von
Kruedener, 1995), antireumaticas (Von Kruedener, 1995; Gundermann,
2007), analgésicas (Okpanyi, 1989) y antipiréticas (Sthehl, 1995).

En la bibliografia consultada, no hemos encontrado estudios sobre el
posible efecto protector del fresno frente al fotoenvejecimiento o la
fotocarcinogénesis. Solamente, en el trabajo de Sardari (2009), se habla de
posibles efectos sobre el cancer, pero desde un punto de vista
bioinformatico, donde, usando algoritmos matematicos y ensayando con
lineas celulares cancerigenas se llega a la conclusion de que ciertos
extractos herbales; entre ellos el Fraxinus excelsior, inducen a la

citotoxicidad en lineas de células cancerosas.
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Extracto de uva

El Extracto de uva de nuestro
estudio es un extracto seco, natural,
obtenido a partir de un proceso
tradicional con las uvas enteras. L
Vitis vinifera, es una planta perenne,
enredadera, lefosa, trepadora, de
tallos que pueden llegar a superar los
35 m de largo, pero que por la accion
del ser humano para el cultivo se
reduce generalmente por la poda
anual a 1-3 m; hojas delgadas, de
circular a circular-ovaladas, zarcillos
ramificados, normalmente frente a
dos de cada tres hojas, numerosas

flores en paniculas densas o tirso de

hojas opuestas; racimos de flores y

zarcillos ausentes en cada nodo tercero; caliz muy breve con 5 lobulos,
pétalos alrededor de 5 mm, de color verde palido, con olor dulce, una fruta
blanda, carnosa, baya pulposa, piel adherida a la pulpa, ovales u oblongas,
elipsoide a globosa, piel verde, amarillo, rojo o purpura-negro, en grupos
grandes, largas, semillas 2-3, a veces ninguna, piriforme, con el pico mas
bien largo, cuyo diametro medio es de 1,6 centimetros y su peso 200-350
gramos. Las uvas son ricas en polifenoles y el 60-70% de ellos se
encuentran en las semillas. Entre éstos se incluyen derivados flavan-3-ol -

catequinas, epicatequinas y oligdmeros de proantocianidinas (Zhao, 1999).

Las uvas son originarias de Asia Menor, donde aun crecen las uvas
silvestres. Su cultivo se limita principalmente al hemisferio Norte, siendo la
uva uno de los primeros cultivos realizados por el ser humano para su
consumo. Se conocen muestras de semillas cultivadas durante el periodo
Neolitico en yacimientos arqueolégicos de Suiza, Italia y tumbas faradnicas

del antiguo Egipto. Los expertos localizan el origen del cultivo de la uva en
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las orillas del Mar Caspio, dispersandose hacia el resto de Europa a través
del comercio del Mediterraneo. El desarrollo de las plantaciones de uva fue
extendido por las civilizaciones romana, y griega; ambas desarrollaron en
gran medida la vinicultura, e incluso la introdujeron en paises frios del norte
de Europa, donde protegian los frutos con cristal y llegaron a construir
invernaderos con calefaccion para proteger las uvas, aumentando asi
extraordinariamente la calidad. La historia de la uva, siempre se ha visto
ligada a la elaboracién del vino. Hay un gran simbolismo con esta fruta en

religiones como la judia y la cristiana.

El Extracto de uva, uso en la medicina tradicional. La savia de las
ramas jovenes se utiliza como remedio para enfermedades de la piel. Las
hojas tienen propiedades astringentes, utilizadas en la curacién de la diarrea.
El zumo de la fruta inmadura también es astringente, y se usa en afecciones
de garganta. Se consume como demulcente en fruta seca, como refrescante,
como endulzante, laxante estomacal, utilizada para saciar la sed, la fiebre,
tos, ronquera, y en enfermedades debilitantes. Una cataplasma hecha de las
semillas. Se dice que es un remedio popular para los condilomas de las
articulaciones. La fruta, preparada de diversas formas, se dice que es un
remedio para los tumores uterinos, dureza del higado, tumores y cancer. El
zumo, preparado de varias maneras es un remedio para los tumores de
amigdala, hemorroides tumores bucales, induraciones, tumores del cuello, y
tumores croénicos. (Http: //www.hort. purdue.edu / newcrop / duke _energy /
Vitis_vinifera.html). 1998.

Farmacologia in vitro e in vivo. Los efectos antioxidantes de los
polifenoles de uva, observados in vivo, se puede explicar por diversos

mecanismos:

- El aumento de la capacidad de antioxidantes endogenos mediante la
conservacion de otros antioxidantes tales como la vitamina E (FranK, 2002;
Lafay, 2005).

- La quelacién de metales diferentes (principalmente Fe y Cu), que
estan implicados en la produccion de iones superéxido y la peroxidaciéon
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lipidica (Marmolle, 1998; Korkina, 1997; Fernandez, 2002; Mira, 2002;
Hynes, 2004).

- Los efectos mediados alrededor de las células, tales como efectos anti-

inflamatorios o anti-proliferativos (Middleton, 2000).

Aparte de sus efectos antioxidantes no especificos, los polifenoles de
los extractos de semillas de uva también puede mostrar efectos beneficiosos
a través de la interaccion con la membrana celular, asi como con enzimas

especificas, factores de transcripcion y receptores (Fraga, 2010).

Farmacologia clinica. Los polifenoles presentes en la semilla de la
uva presentan actividad anti-inflamatoria, anti-apoptética, anti-necroética y
anticancerigena, y tienen efectos beneficiosos en varias enfermedades,
incluyendo el envejecimiento de la piel y cancer (Fazekas, 2003). Se ha
demostrado que ejercen un efecto de barrido de radicales libres del oxigeno
mucho mas fuerte que la vitamina C y E y evitan que los rayos UVB
produzcan peroxidacion lipidica (Zhao, 1999; Mittal, 2003). Se demostr6 que
la alimentacion con extractos de semillas de uva a ratones SKH-1 conseguia
la prevencion de la fotocarcinogénesis inducida por UVB en términos de
reduccion de la incidencia de tumores, numero de tumores y el tamano del
tumor. También dio lugar a la reduccion de la transformacion maligna de

papilomas a carcinomas (Mittal, 2003).

Existen numerosos estudios que demuestran una gran actividad
antioxidante y de reduccién de radicales libres de las proantocianidinas (da
Silva, 1991; Maffei-Facino, 1994; Koga, 1999). Se ha demostrado que los
extractos de semillas de uva son mas eficaces para eliminar radicales libres

que las vitaminas C y E (Bagchi, 2000).

Estudios in vitro muestran que los queratinocitos epidérmicos
humanos (NHEK) tratados con estas semillas frenan el estrés oxidativo
inducido por la RUV, lo cual se debe a una inhibicion de la liberacién de

metabolitos originados por la UVB. Entre ellos figura perdxido de hidrogeno

57



Antecedentes

(H20,), peroxidacion lipidica, oxidacion proteica, dafno del ADN. Por otra

parte, capturan radicales libres y aniones superoxido.

El tratamiento con las semillas de la uva también produce con
posterioridad una deplecion de los componentes de la defensa antioxidativa,
inducida por la UVB, tales como glutatiéon, peroxidasas, catalasas y
superéxidodismutasa (Mantena, 2006). Las vias moleculares responsables
del efecto fotoprotector de las semillas parecen ser las que modulan las
sefales de activacién de la proteinquinasa (MAPK) y del factor nuclear
kappaB (NFkapaB) (Sharma, 2007).

En ratas, la ingesta de proacantocianidinas de las semillas de uva
inhibe la induccidn de cancer de piel inducida por la RUV. El protocolo para
evaluar la carcinogénesis inducida por UVB en las ratas demostr6o una
menor incidencia, asi como en el numero y tamafo de los tumores (Mittal,
2003). La ingesta de semillas modularia la inmunosupresion por UVB al
reducir la interleuquina IL-10, una citoquina supresora, asi como también
estimula la citoquina inmunoestimuladora IL-12, siendo probablemente este
mecanismo el que explica el efecto del extracto de semillas de uva en la

prevencion de la carcinogénesis en ratas (Sharma, 2006).

No existen estudios similares en humanos. So6lo se sabe que la
aplicacién topica de extractos de semilla potencia el factor de proteccién
solar. Diversas formulaciones cosméticas contienen este extracto, el cual
también es un ingrediente popular en los productos “organicos”. Se
requieren nuevos estudios para evaluar los efectos en la piel humana de

estos extractos en forma tépica.
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Modelos animales

Un modelo animal puede definirse como el uso de un animal de
experimentacion que reproduce una enfermedad (o proceso de una
enfermedad) de manera mas o menos parecida al humano para permitir su
conocimiento o abordaje mediante diferentes técnicas terapéuticas.
Mediante el modelo animal se quiere estudiar la biologia o la conducta,
investigar un proceso patoldgico inducido o espontaneo y que el fenbmeno
se parezca al menos en un aspecto a ese mismo fendbmeno en el hombre o

en otra especie animal.

Para comprender los mecanismos moleculares responsables del
fotodano, ampliamente estudiados, se han utilizado células cultivadas
(modelos in vitro), animales de experimentacién y seres humanos (modelos
in vivo) (Benavides, 2009; Hachiya, 2009). Los modelos in vivo en el estudio
del fotoenvejecimiento o carcinogénesis, se clasifican en: espontaneos,

inducidos, negativos y huérfanos (Zufiga, 2006).

El estudio del fotoenvejecimiento con modelos animales se remonta a
tiempo atras. Al principio se usaban diferentes especies animales con pelo,
ratones (Sams, 1964), ratas (Nakamura ,1968) y cobayas (Kligman, 1982).
En el caso de los ratones, los que se utilizaron en un principio fueron los
Balb/c 6 Swiss (Gomez, 2007).

El uso de estos modelos obligaba a depilar o rasurar los lomos, o
partes del animal que iban a estar expuestas a las radiaciones. A parte del
inconveniente y el estrés que ocasionaba el afeitado o depilacién, los
animales con pelo requerian dosis superiores para desarrollar lesiones y sus

respuestas no solian imitar a lo que ocurre en la piel humana.

Con el objetivo de hacer mas comoda la irradiacion y poder observar
las lesiones desarrolladas mas facilmente, empezaron a buscarse modelos
animales sin pelo. En este sentido el raton hairless o ratén desnudo, es un
modelo mutante natural, empleado en estudios inmunolégicos, oncologicos y

enfermedades infecciosas, debido a que no presentan timo y por lo tanto
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carecen de linfocitos T o timocitos, y el modelo animal mas usado en

estudios de fotoenvejecimiento y fotocarcinogéneis.

El primer estudio disefado especificamente para inducir
fotoenvejecimiento en un modelo de raton sin pelo fue llevado a cabo por
Berger y sus colaboradores en 1980. Emplearon ratones desnudos albinos
(NGI), un animal que normalmente tiene bien desarrollada la red de fibra
elastica. En este raton también se forman por completo foliculos activos que
producen un pelo defectuoso que no persiste cuando llega a la superficie de
la piel. Los animales fueron irradiados con UV-A filtrada (longitud de onda:
de pico 365 nm), todos los dias 16 horas. Se necesitaron exposiciones

durante 8,5 meses para producir elastosis.

En 1984 Poulsen y cols. utilizaron una cepa de ratéon sin pelo
ligeramente pigmentado (Oslo / BOM cepa endogamica). Tras someterla a
diferentes combinaciones de UV-B (Tubos Westinghouse FS y UV-A (tubos
con y sin filtro, pico 365 nm), observaron la elastosis producida. Vieron que
esta no era significativa tras 3-6 meses de exposicién exclusiva a UV-A,
mientras que tras 3 meses de exposicion a UV-B, se producia una elastosis
moderada. La exposicion secuencial a radiacion UV-B y una gran dosis de
UV-A, produjo elastosis severa. Una irradiacion moderada de UV-A, junto
con UV-B, produjo una ligera reduccién del grado de elastosis frente a la

exposicién a rayos UV-B solos.

Por este motivo, en la actualidad los ratones sin pelo mas utilizados
para el estudio del fotoenvejecimiento y la carcinogénesis son el Skh-
hairless-1(albino) y el Skh-hairless -2) (lightly pigmented), criados
originariamente en el hospital oncoldgico y de la piel de la Universidad de
ciencias de la salud de Temple en Filadelfia, pero hay que sefalar, que a
diferencia de los modelos sin pelo habituales, estos no desarrollan

inmunosupresién (Kligman, 1991).

En casi todos los modelos animales de fotoenvejecimiento se repite el
mismo patrén o las mismas lesiones, las mas frecuentes causadas por el

fotoenvejecimiento, similares a las producidas por el fotodafio humano, como
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pueden ser: engrosamiento epidérmico, la infiltracion de la dermis con las
células inflamatorias, la induccion de tumor, el factor de necrosis a (TNF-)
ARNm, la acumulacion de glicosamionoglicanos, particularmente hialuronato
en la epidermis y la pérdida de colageno, en la patogénesis del

fotoenvejecimiento, tanto a nivel celular como molecular (Meena, 2011).

El modelo de raton SKH-1 es un modelo espontaneo, donde la
variable a investigar aparece de forma natural, a partir de la variabilidad
genética. Habitualmente, se obtienen por seleccion de entre los animales
consanguineos o genéticamente uniformes que expresan esa variable o de
entre poblaciones en que el numero de individuos expresan la variable en
cuestion. En numerosos trabajos se muestra como valido y efectivo el
modelo animal de fotocarcinogénesis con SKH-1 (Wang, 2002; Cho, 2007;
Kundoor, 2007; Cano, 2010; Cherng, 2011; Sharma, 2011).
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Objetivos

lll. Obijetivos

Objetivos generales:

Estudiar el efecto de la exposicion cronica a la radiacion ultravioleta
en un modelo de fotoenvejecimiento cutaneo animal.
Comprobar el efecto del tratamiento con los extractos de granada,

fresno y uva frente al dafio provocado por las radiaciones.
Objetivos especificos:

1. Estudiar macro y microscopicamente las lesiones desarrolladas
por los animales.

2. Determinar la tasa de proliferacion celular en los tumores
desarrollados mediante la inmunotincion con el anticuerpo anti-
PCNA.
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Material y métodos.

IV. Material y métodos.

Animales

Hemos utilizado 48 ratones hembras SKH-1/CRL, procedentes del
Servicio de Animales de Laboratorio (SAl; n°. REGA ES300305440012) de la
Universidad de Murcia. Fueron mantenidos en jaulas (40x30 cm) y recibieron
comida y agua”ad libitum’. La habitacion donde fueron alojados tenia un
ciclo controlado de 12/12h luz/oscuridad y a una temperatura de 22°C, de

conformidad con las normas de la Unién Europea.

Todos los animales usados en este estudio han sido mantenidos
siguiendo las directrices sobre proteccion de animales utilizados en
experimentacion (Directiva 2010 /63/ UE). Este experimento fue aprobado

por el Comité de Bioética de la Universidad de Murcia.

El modelo de raton SKH-1 es un modelo espontaneo, donde la
variable a investigar aparece de forma natural, a partir de la variabilidad
genética. Habitualmente, se obtienen por seleccion de entre los animales
consanguineos o genéticamente uniformes que expresan esa variable o de
entre poblaciones en que el numero de individuos expresan la variable en

cuestion.

Fig.12 Ratén SKH-1.
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Equipos

Lampara: el modelo de lampara utilizado para la irradiacion fue el Philips
Tipo HB 554/0O1/A con 8 tubos Philips Performance S100W, que emite en un
espectro de 220 a 425nm y un pico maximo de 364nm (98,6% UVA y 1,45
UVB).

PHILIPS -

Fig.13 Lampara Philips empleada en el estudio.

Microscopio 6ptico: Leica DM 4000 B, Laboratorio: Leica Microsystems AG.,
Solms, Alemania.

Microscopio Optico (Servicio Universitario de Microscopia, SAI, Universidad
de Murcia): Leica DM 6000B, Laboratorio: Leica Microsystems AG., Solms,
Alemania.

Microscopio: Leica SCN400F

Céamara Canon EOS 500D

Papel milimetrado (morfometria).
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Agentes: compuestos fendlicos

Para los ensayos, hemos utilizado los siguientes extractos fendlicos:
v’ Extracto de granada: Punica granatum L., Laboratorio Naturex S.L,
Avignon, Francia.
v Extracto de fresno: Corteza de la semilla del Fraxinus excelsior L.,
Laboratorio Naturex S.L, Avignon, Francia.
v' Extracto de uva: Vitis vinifera L., Laboratorio Naturex S.L, Avignon,

Francia
Extracto de granada

El extracto de granada de Naturex se obtiene a partir de la corteza de
Punica granatum L. La relacion planta-extracto esta comprendida entre 5:1 y
7:1. La extraccién del disolvente contiene 70% de etanol / 30% de agua. Los
polifenoles del E. granada, en particular elagitaninos, taninos hidrolizables
que liberan acido elagico en el tracto gastrointestinal, pueden estar
implicados en los beneficios cardiovasculares de estos extractos (Espin,
2007).

Las punicalaginas son elagitaninos especificos del E. de granada. El
zumo de E. de granada puede contener 2020-2660 mg/L de elagitaninos y
acido elagico, y 1500-1900 mg/L de punicalaginas (Gil, 2000; Larrosa, 2010).
La punicalagina es exclusiva de la fruta de la granada y puede ser utilizada

como un marcador de control de calidad del jugo o extracto (Zhang, 2009).
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Figura. 14. Estructura quimica de los compuestos del Extracto de granada.
Extracto de fresno

El Extracto de fresno es un extracto acuoso natural producido por las
semillas de Fraxinus excelsior L. (fresno europeo) de Marruecos. La relacion
planta-extractos esta comprendida entre 5:1y 7:1. Es un polvo de color entre
beige y marrén claro y con un sabor caracteristico. El extracto de fresno se
compone de secoiridoides, principalmente nuzhenida (>7%) y GI3 (>4%),
que son los ingredientes activos. La estructura quimica de los dos

principales componentes se presenta a continuacion:
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vvvv

Figura. 15. Estructura quimica: Nuzhenida y GI3.

Extracto de uva

El Extracto de uva se obtuvo a partir de las uvas enteras, Vitis vinifera
L. (Familia Vitaceae), usando un hidrodisolvente alcohdlico (30% etanol
/70% agua). La relacion planta-extracto esta comprendida entre 10:01-15:01,
calculado sobre la base seca. Este extracto se seca por pulverizacién con
maltodextrina (0 a 8% w / w) y silice (0 a 2% w/w). El contenido total de
polifenoles esta estandarizado, siendo > 90%, por el método de Folin (Folin y
cols., 1915); el contenido de flavanoles es > 40% (Broadhurst y cols., 1978),
y los mondémeros de flavanoles y &acido galico son > 12%, segun

determinaciones realizadas por HPLC-DAD.
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Pérdida por desecacion

Cenizas totales

Polifenoles totales

Proteinas

Lipidos

Carbohidratos

Valor promedio de calorias

1-2¢g

>90g

1-2g

0-1g

0-3g

16.5 kcal

Tabla 6. Composicién nutricional del Extracto de uva por 100 g.

Fig. 16. Estructura quimica de la proantocianidina.
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Reactivos

En este estudio hemos utilizado los siguientes reactivos:

v' Pienso de mantenimiento para ratén 2014 (Harlan Laboratorios;
Espafia).
v PCNA (PC10, Dako Diagnésticos, S.A; Espania).

Hematoxilina y eosina (Sigma Co; Espana).

\

v" Formol neutro tamponado al 10% y Tampoén Citrato (Panreac;

Espafia).
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Procedimiento experimental.

Para la realizacion de este estudio se utilizaron 48 ratones SKH-1/CRL
hembras de 33 dias de vida y un peso medio de 19,19+0,88g al comienzo de

los experimentos.

Los animales fueron separados en 4 grupos experimentales de 12

animales cada uno:

v" Grupo I: Control; Animales expuestos a radiacién UV. Recibieron

el pienso de mantenimiento estandar.

v" Grupo ll: Animales irradiados con UV y tratados con Extracto de
granada. La dosis fue de 0,52 g de producto/Kg de pienso

preparado para raton.

v Grupo lll: Animales irradiados con UV vy tratados con Extracto de
fresno. La dosis fue de 0,572 g de producto/Kg de pienso

preparado para raton.

v" Grupo IV: Animales irradiados con UV y tratados con Extracto de
uva. La dosis fue de 0,228 g de producto/Kg de pienso preparado

de raton.

Los animales tratados recibieron el compuesto en la comida (pienso
de mantenimiento para ratén triturado), desde 10 dias antes de comenzar
con la aplicacion de radiacion UV. La dosis se ajustd en funcion de la

cantidad: ingesta media de los ratones, estimada en 5 g/dia de pienso.

Para la irradiaciéon UV, utilizamos el modelo de lampara original Home
Solaria de Philips (Fig. 17). Los animales, previamente separados
individualmente en jaulas de PVC y una cubierta de celosia metélica
(Fig.18), fueron colocados bajo la lampara de luz a una distancia de 20 cm
entre el foco y la piel. La energia absorbida en cada sesioén fue medida con
un detector de frecuencia; siendo de 21,1 J/icm?/sesion, por lo que la energia

total absorbida por animal, fue de 1.688 J/cm 2. Los animales recibieron 3
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sesiones semanales de 1 hora de duracién en dias alternos, realizando un

total de 75 sesiones.

Fig. 17. Lampara de irradiacion UV con jaulas de PVC.
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Fig. 18. Sistema de individualizacién de los animales expuestos a la RUV

Los animales se supervisaban diariamente, y de forma programada,
atendiendo al protocolo establecido en el procedimiento experimental, a la
25, 50 y 75 sesion de radiacion UV. Se tomaron fotografias de las zonas

dorsales expuestas a las radiaciones.

Teniendo en cuenta que podia haber animales que tuviesen que ser
sacrificados por motivos distintos al previsto (presencia de tumor que no
cumpliese los criterios), se establecio un criterio de punto final de tal manera
que cualquier animal que sufriese un descenso del 10% de su peso en una

semana o mostrase un comportamiento anémalo de estrés fuese sacrificado.

Estudio macroscopico

Se valoraron dos aspectos, el relacionado con el estado general de la
zona tratada o irradiada, que era observado durante cada sesion de RUV
administrada, llevando un control de este estado. Y por otro lado, tras la
ultima sesién de radiacion UV, se realizaron fotografias digitales en color a
todos los animales. Valorando la morfometria, con el objeto de medir el area
de la piel del lomo ocupada por lesiones macroscépicas (sin hacer distincién
de su morfologia), utilizamos una aplicacién del programa de analisis de
imagen LeicaQwin, dibujando una mascara binaria de las areas de lesion,

que posteriormente se midieron individualmente. (Fig. 19).
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Fig. 19. Detalle del programa de analisis del area de la lesidbn macroscédpica.

Método anatomopatoldégico

Al finalizar los experimentos, se procedié al protocolo de eutanasia
mediante sobredosis de CO;, en camara de eutanasia, y posterior necropsia
de todos los animales del estudio. Se extirpd la piel del lomo y las visceras
(pulmones, rifiones, higado y ganglios). Las muestras recogidas se fijaron en
formol neutro tamponado al 10% al menos durante 48 horas, que fueron
posteriormente procesadas para inclusibn en parafina por el método

habitual; seccionadas a 5 ym y teiidas con HE.

El estudio morfolégico de todas las muestras tisulares se realizé con
microscopia Optica. Las preparaciones fueron estudiadas por dos
observadores, que dependiendo del grado de lesion se valoraron de una a

tres cruces (+, ++, +++) los siguientes parametros morfologicos:
1. Epidermis

Hiperqueratosis.
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Acantosis.
Hiperplasia.
Displasiade grado |.
Displasia de grado Il.
Displasia de grado lll.

2. Dermis
Proliferacion vasos capilares.
Infiltrado inflamatorio.

3. Neoplasias
Carcinoma “in situ”.
Carcinoma microinvasor.
Carcinoma invasor.

Se realizd el estudio de 5 secciones de cada muestra de piel,

evaluando distintos parametros histolégicos cutaneos:
Hiperplasia:

La hiperplasia se describe como el aumento en el numero de células.
Esto puede ser en el estrato espinoso (acantosis) y/o en las capas de células
basales/ parabasales (compartimento proliferativo), llamado: hiperplasia de
células basales. La arquitectura muestra una estratificacion normal sin atipia

celular.

Para el diagnostico de la displasia epitelial, se evaluaron las
siguientes caracteristicas arquitectonicas y citologicas: (i) Arquitectural: la

estratificacion irregular del epitelio, pérdida de la polaridad de las células
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basales, crestas epiteliales en forma de gota, aumento del numero de
mitosis, mitosis anormales superficiales, disqueratosis, perlas de queratina
dentro de papilas epiteliales, (ii) citolégico: variacién anormal en el tamafno y
la forma nuclear, la variacion anormal en el tamafio y forma celular, aumento
de la relacion nucleo/citoplasma, el aumento de tamafio nuclear, figuras
mitéticas atipicas, aumento del numero y tamafo de los nucleolos. Segun la
organizacion mundial de la salud (OMS), los cambios se clasificaron en:
displasia leve, si los cambios antes mencionados se limitan al tercio inferior
del epitelio, displasia moderada, cuando estos cambios llegaron al tercio
medio del epitelio, y severa displasia, cuando los cambios arquitectonicos y
citolégico se encuentran mas alla del tercio medio del epitelio (Barnes y
cols., 2005).

Carcinoma in situ:

El concepto tedrico de carcinoma in situ es aquel en el que ha ocurrido

la transformacién maligna, pero la invasion aun no esta presente.

Este concepto tedrico es imposible de reconocer morfolégicamente,
por lo que hemos considerado los siguientes criterios para el diagnoéstico de
carcinoma in situ: que las anomalias arquitecturales afectaran al espesor
completo de la epidermis, acompafado de atipia celular pronunciada, asi

como la presencia de figuras mitoticas aberrantes y mitosis superficiales.
Carcinoma invasor:

Es una lesion en la que las células cancerosas ya han roto la
membrana basal y han penetrado a la zona donde se localizan las
microvenas o vasos sanguineos, por esta razén se dice que ya invade. La
gravedad de la lesion se determina midiendo la profundidad de la invasién y
la extension a lo largo del tejido invadido, es decir, lo profundo que penetra y

cuanta extension posee.
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Método inmunohistoquimico

El estudio de inmunohistoquimica frente a PCNA en la piel de los
ratones irradiados se llevo a cabo en la plataforma de investigacion aplicada
en animal de laboratorio, del parque cientifico de Barcelona (PRAAL-PCB).
Para la realizacion de la técnica se utilizé una de las muestras de la piel de
cada animal. Después de desparafinar y bloquear la peroxidasa endoégena
con agua oxigenada al 3% durante 30 minutos, se desenmascaro el
antigeno de las muestras con tampodn citrato (Panreac) a pH=6 en
microondas a potencia 1 durante 10 minutos, y se dejaron enfriar durante 20
minutos a T2 ambiente. Inmediatamente después se lavaron con PBS y se
incubaron los tejidos con suero normal de cabra (Millipore) al 10% durante
1h a T2 ambiente. Después se incubaron las secciones con el anticuerpo
primario monoclonal contra PCNA (Dako) a dilucion1:200 durante toda la
noche a 4°C. Entonces, se lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario
Goat anti-mouse biotinado (Dako) durante 1h a T? ambiente, y finalmente se
incubaron con el complejo avidina-biotica-peroxidasa (Cultek) a dilucién
1:1000 durante 1 h mas a T? ambiente. El revelado de la inmunotincién se
hizo con diaminobenzidina (Sigma-Aldrich) durante 3,5 minutos, y las

muestras contrastaron con Hematoxilina de Mayers.

El estudio cuantitativo de la expresion de PCNA se realiz6 mediante
analisis de imagen. En primer lugar, se digitalizaron las preparaciones
realizando un escaneado microscopico de alta resolucion con el equipo
Leica SCN400F. Después, con un médulo de analisis de imagen (Tissue
Image Analysis) de la aplicacién Digital ImageHub de Slidepath, se trazaron
tres areas de 100 ym2 en cada una de las imagenes. Las areas fueron
seleccionadas del frente de invasion tumoral en el caso de los tumores y de

la capa basal epidérmica cuando no existia carcinoma.
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Fig. 20. Detalles del programa de analisis del area de la lesidon microscépica.

El programa realiza un contaje del numero de nucleos positivos y del
numero total de células, mediante el Algoritmo Nuclear 3.0, que detecta el
marcaje de PCNA de los nucleos mediante un patrén de color definido

previamente (Fig.20).
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Método estadistico

Realizamos un analisis estadistico descriptivo de las variables
observadas para medir la distribucidn de las frecuencias entre los grupos. En
los casos de \variables cuantitativas, se calcularon parametros

caracteristicos: media, desviacion tipica, maximo y minimo.

Para determinar el grado de asociacion estadistica entre las variables
en estudio, se aplicé el analisis de la varianza de una via, complementando
con el contraste de igualdad de pares de medias, con el método de la
minima diferencia significativa y con la correccion de Bonferroni. Se
consideraron significativos valores iguales o menores a 0,05 (p < 0,05). El
procesamiento estadistico de los datos se llevo a cabo mediante el programa
estadistico SPSS 19.0 para Windows (SPSS ® Inc., Chicago, IL).

84









Resultados







Resultados

V. Resultados

Estudio macroscopico

Desde la primera exposicidon a la radiacién UV, todos los animales del
grupo control presentaban, en la piel del lomo, eritema difuso, que mostraba
caracter pasajero, puesto que desaparecia o disminuia notoriamente a partir

de 2 6 3 horas tras la exposicién a las radiaciones (Fig. 21).

Fig.21. Detalle zona de la piel con eritema.

A partir de la 102-122 sesion, el eritema se hacia permanente y se
acompafaba de un marcado patrén geométrico de la piel, caracterizado por
mostrar un aspecto reticular, que se fue haciendo mas evidente con el paso
del tiempo. Destacaba la aparicion de prominentes arrugas longitudinales,
que se observaban a lo largo de toda la superficie del dorso de los animales,
con fendmenos de laxitud y pérdida de elasticidad de la piel, y aumentaban
progresivamente de longitud y grosor, y que alternaban con areas mas
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localizadas, ligeramente sobreelevadas y de aspecto irregular 6
acompafado generalmente de superficie escamosa (Fig. 22). Estas zonas
se situaban de forma no ordenada entre las arrugas, asi mismo, desde esa
fecha y hasta finalizar las sesiones de irradidacion con UVA, la piel fue

presentando areas cada vez mas extensas de aspecto telangiectasico.

Fig.22. Detalle zona de la piel con arrugas longitudinales.

Fig.23. Ulceracién superficial extensa e irregular.
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A partir de la 40? sesidn, la piel adquiri6 aspecto granular difuso, y
alrededor de la 502 sesion, sufrian ulceracion superficial extensa e irregular.
En los controles, las lesiones neoplasicas comenzaron a aparecer a partir de
50?2 sesion, mientras que en los grupos tratados, las lesiones macroscopicas

no se detectaron antes de las 602 sesion en todos los casos.

En los animales control, estas lesiones eran mas extensas e
irregulares, y estaban normalmente infiliradas, mostrando superficies
escamosas de coloracion roja o amarillenta, y las arrugas eran mas
prominentes. Las lesiones de aspecto queratdésico se hicieron mas
abundantes, aumentando el tamafo e, incluso, confluyendo para formar

placas.

Al final del estudio, a las 75 sesiones, todos los animales del grupo
control desarrollaron lesiones de aspecto neoplasico, como se aprecia en la

figura 23.

Estas lesiones se caracterizaban por ser de tipo nodular y fijadas a
planos profundos. Algunas de ellas tenian limites irregulares, eran
sobreelevadas, con bordes congestivos y aspecto verrucoso, mientras que,
otras mostraban el centro deprimido con aspecto escamoso y ulceracién
superficial. Se trataba de ulceras de fondo sucio y sangrado espontaneo en

algunos casos.
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Fig. 24. Detalle de lesiones neoplasicas en el grupo control tras 75 sesiones.

Estas lesiones macroscépicas variaban en numero y tamafo,
dependiendo de los animales sometidos a los diferentes tratamientos con los

agentes a estudio.

En el grupo tratado con E. de granada, solamente dos animales
desarrollaron lesiones nodulares superficialmente ulceradas compatible con

el diagnéstico clinico de ulceracién neoplasica.
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..y

Fig. 25. Lesién nodular compatible con ulceracion neoplasica en un animal tratado con

el E. de granada.
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Fig. 26. Detalle de las lesiones a las 75 sesiones en el grupo tratado con E. de granada.

En el caso del grupo tratado con E. de fresno, seis animales
desarrollaron lesiones extensas y con caracteristicas de malignidad (fijacion
a planos profundos, areas de necrosis y sangrado espontaneo).
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Fig. 27. Detalle de las lesiones a las 75 sesiones en el grupo tratado con E. de fresno.

En el grupo de ratones tratados con E. de uva, nueve animales

desarrollaron lesiones extensas y con caracteristicas de malignidad.
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Fig. 28. Detalle de las lesiones a las 75 sesiones en el grupo tratado con E. de uva.

El area cutanea ocupada por lesiones objetivables determinada
mediante analisis de imagen fue menor en los grupos tratados que en el
control. En el grupo control, el area lesional fue de 190,43+157,52 mm?,
existiendo diferencias estadisticamente significativas respecto a los animales
tratados con E. de granada y con el E. de fresno, que mostraron un area
ocupada por lesiones de 4,65+3,18 mm? (p<0,001) y 23,11+43,20 mm?
(p<0,003) respectivamente.
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No se observaron diferencias significativas en el grupo tratado con E.
de uva respecto al control, aunque el area ocupada por lesiones también fue
menor (75,9+67,10 mm? frente a190, 43+157,52 mm?).
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Grafico. 1. Areas de lesiones macroscopicas.
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Control  E. Granada E. Fresno E. Uva
(n=11) (n=10) (n=9) (n=9)
Eritema difuso pasajero 1 1 1 1
Eritema de aspecto
4 7 5 5
reticular o telangiectasico
Engrosamiento irregular 10 12 10 10
Arrugas cutaneas
14 16 14 14
(longitudinales y radiales)
Lesiones eritemato-
14 16 14 14
escamosas
Lesiones queratdsicas
17 19 17 17
nodulares
Lesiones erosivas 16 18 16 16
Lesiones ulceradas 16 18 16 16
Lesiones tumorales 20 22 20 20

Tabla 7. Tiempo de presentacion en semanas de las lesiones macroscoépicas.
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Estudio microscopico

Incidencia de tumores e histopatologia.

La incidencia de tumores se define como el porcentaje de ratones
portadores de al menos un tumor en el area tratada. Los efectos del
tratamiento E. de fresno, granada y uva, en la incidencia de tumores se

muestran en la tabla 31.

En el examen microscépico, los carcinomas de células escamosas
(SCC) se mostraban como lesiones neoplasicas proliferantes de la epidermis
que formaba nidos y nédulos que penetraba en la dermis en una profundidad
variable. La célula neoplasica caracteristica era una célula poliédrica grande,
con abundante citoplasma eosindfilo, y un gran nucleo redondo vesiculado y
contenia uno o dos nucléolos grandes. Los focos de disqueratosis eran
marcados, siendo frecuente la presencia de perlas de queratina en el interior
de algunos nidos de células. Las figuras mitéticas, frecuentes y en ocasiones
extrafas. La dermis subyacente mostraba fibrodisplasia suave y una
inflamacion reactiva suave. Las lesiones identificadas como carcinomas in
situ eran muy similares a las descritas para el carcinoma de células
escamosas anteriormente, excepto que la lesibn era mas pequefa y

confinada a la epidermis; no atravesando la membrana basal.

El grupo tratado exclusivamente con RUV, es decir, el grupo control,
presentaba todo el espectro del desarrollo neoplasico, con areas de
engrosamiento cutaneo irregular debido a hiperplasia de células basales,
acantosis, papilomatosis e hiperqueratosis, zonas displasicas de diferente
grado (leve, moderada y severa), carcinoma in situ, carcinomas

microinvasores y carcinomas infiltrantes (Fig.35 y 36).
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El 100% de los animales desarrollaron carcinomas, que eran
generalmente bien diferenciados, con formacién de numerosos globos
corneos, y mas raramente mostraban aspecto basaloide, con escasa
queratinizacién. En los tumores de este ultimo tipo, la dermis presentaba
multiples fendmenos de elastosis con predominio de los tipos Il y Ill, fibrosis
de la dermis papilar e infiltrados linfo-plasmocitarios, predominantemente

alrededor de los cordones y nidos neoplasicos.

Las lesiones de los carcinomas invasores y carcinomas in situ
presentaban caracteristicas microscépicas similares, tales como: &areas
irregulares de acantosis de aspecto compacto, que alternaban con
fendbmenos de alargamiento irregular de las crestas epidérmicas y
papilomatosis. Estas areas solian acompafarse de hiperqueratosis y, en

ocasiones, paraqueratosis.

En las zonas adyacentes a los carcinomas, eran frecuentes las areas
de displasia leve (+) o moderada (++) y esporadicamente severa (+++).
Estas zonas mostraban pérdida de la polaridad celular y atipias que se
caracterizaban por marcado pleomorfismo celular y nuclear, alteracion de la
relacion nucleo-citoplasma a favor del nucleo, hipercromatismo nuclear con
frecuente aspecto vesiculoso del nucleo y uno o varios nucléolos
voluminosos e irregulares de la dermis papilar por aumento de los capilares
sanguineos y por acumulos de sustancia intercelular. En la dermis reticular
destacaba la desorganizacion estructural por fragmentacion y degeneracion
de las fibras elasticas con depdsitos irregulares de material elastético. En las
zonas subyacentes a las areas de displasia epitelial, se observaban ademas
infiltrados irregulares de linfocitos y células plasmaticas.

Las lesiones variaron en fecha de aparicion, numero, tamafo o
agresividad entre el grupo control y los animales tratados con los diferentes
productos, pero el patron de todas las lesiones era similar en mayor o menor

grado.
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En el grupo tratado con E. de granada, diagnosticamos solamente un
carcinoma invasor y un carcinoma in situ, existiendo diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control (p<0,001). Ademas,
los animales que no desarrollaron tumores malignos, mostraban menor

grado de hiperplasia (p<0,001) y displasia (p<0,05).

En el grupo de animales tratados con E. de fresno diagnosticamos

cinco carcinomas invasores y ningun carcinoma in situ.

En el grupo de animales tratados con E. de uva diagnosticamos cinco

carcinomas invasores y un carcinoma in situ.

No existian diferencias estadisticamente significativas entre estos 2
grupos y el control respecto a la incidencia de carcinoma de células

escamosas.

En los animales que no presentaron lesiones neoplasicas, todos ellos
pertenecientes a los grupos tratados, observamos una marcada hiperplasia
epidérmica (10 capas de células de espesor frente a las 4 capas presentes

en la piel de los animales no tratados).

En el caso del grupo tratado con E. granada, predominaba la displasia
leve (70%) y moderada (10%), no existiendo ningun animal sin tumor con
displasia severa. Las diferencias con el control eran estadisticamente
significativas respecto a la hiperplasia y la displasia | (p<0,001, y p<0,002

respectivamente).

En los grupos de animales tratados con E. de fresno y E. de uva,
tampoco diagnosticamos displasia severa en ningun caso, pero existian
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos y el control
respecto a la displasia/hiperplasia.
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Control E. Granada P E. Fresno E. Uva

(n=11) (n=10) (n=9) (n=9)

n (%) n (%) n (%) n (%)
Carcinomainvasor 11(100) 1(10) < 0,001 5(55) 0,096 5(55,5) 0,096
Carcinomain situ  0(0) 1(10) 1 0(0) 1 1(11,1) 1
Displasia Il 0(0) 0(10) 0,974 0(0) 1 0(0) 1
Displasia Il 0(0) 1(10) 1 1(11,1) 1 0(0) 1
Displasia | 0(0) 7(70) 0,002  3(33,3) 0,441 2(22,2) 1
Hiperplasia 0(0) 7(70) < 0,001 4(444) 0,096 3(33,3) 0,096

Tabla. 8. Caracteristicas histoldgicas.
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Grafico. 2 Resumen de lesiones microscopicas.

Fig. 29. Piel sana sin irradiar.
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Fig. 31. Hiperplasia con displasia leve.
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Fig. 32. Displasia moderada.

Fig. 33. Displasia severa, carcinoma in situ.
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Fig. 34. Detalle de carcinoma invasor, grupo control: nidos de células tumorales con

focos de queratinizacion interna.

Fig. 35. Detalle de queratinizacion intracitoplasmatica.
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Estudio inmunohistoquimico

En las figuras 38, 39 y 40, se muestran unos cortes de la piel de los
animales de cada uno de los cuatro grupos de estudio tefida con la técnica
de inmunohistoquimica frente al anticuerpo anti-PCNA. Se observa que
todos los grupos irradiados muestran células proliferantes en capas basales
y suprabasales, siendo menor el numero de células positivas y la densidad
del marcaje en los animales tratados con los extractos (fresno, granada y

uva,) que en el grupo control (Fig. 37).

En los tumores del grupo control, el recuento de células positivas fue
de 529,33+102,623. En todos los casos en los que se administro tratamiento,
se observo una reduccion estadisticamente significativa (p <0,001) en el
numero de células PCNA positivas en los carcinomas en comparacion con el
grupo de control. En el tratamiento con E. de granada el recuento resultante
fue de 324,67+11,015, frente a los 529,33+102,623 del grupo control. Los
tratamientos con E. de fresno y E. de uva, dieron unos resultados de
429,20+91,305 y de 424,58+59,298, respectivamente.

107



Resultados

700

600

500

400

300

200

100

O Control

B E.Granada
@ E.Fresno
B E.Uva

Control E.Granada E.Fresno E.Uva

Grafico. 3. Recuento de células positivas a PCNA.

Fig. 36. PCNA en ratones control sanos: positividad en células basales.
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Fig.38. Marcaje leve de PCNA en un carcinoma del grupo tratado con E. de fresno.

109



Resultados

Fig. 39. PCNA en E. de granada.

Fig. 40. PCNA en carcinoma del grupo E. de uva con area de necrosis.
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VI. Discusion

Como hemos visto en la introduccion, la eficacia de diferentes
polifenoles en contrarrestar los efectos deletéreos de la RUV ha sido
demostrada en estudios previos tanto en cultivos celulares como modelos

animales tratados por diferentes vias de administracién (Afaq, 2006).

En el presente trabajo, hemos valorado la accion fotoprotectora del
extracto de granada (E. de granada), extracto de fresno (E. de fresno), y
extracto de uva (E. de uva) en la prevencion de la tumorogénesis inducida
por las RUV. También hemos tratado de establecer la posible relacién de
dicha actividad fotoprotectora con la capacidad antioxidante propia de estos

compuestos.

En los dultimos afos se ha incrementado el porcentaje de
enfermedades causadas por la irradiacion solar, entre las que destaca el
cancer de piel. Para prevenir los efectos nocivos de la exposicién a la
radiacién solar como el eritema, las quemaduras solares, la formacién de
aductos del DNA, estrés oxidativo y la inmunosupresién, se emplean filtros
solares sintéticos, muchos de los cuales causan reacciones de

fotosensibilidad.

La relacion entre el cancer de piel y la exposicion a la luz solar se
conoce desde finales del siglo XIX, cuando se observé que la aparicion de
este tipo de neoplasias se producia, en su mayoria, en personas con la piel
danada por el Sol (Unna, 1894; Dubreuilh, 1896).

Estudios posteriores a mediados del siglo XX, demostraron
claramente el papel inductor de la radiacion ultravioleta en la aparicién del
cancer de piel (Roffo, 1933; Rusch, 1941).

Fue en este periodo cuando se publico que el proceso de
carcinogénesis en la piel era un mecanismo que se producia en dos etapas

(Beremblum, 1954), consistentes en una iniciacion (alteracion irreversible
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del acido desoxiribonucleico) y una promocioén (expansion clonal de la
célula iniciada). Desde entonces, ha sido claramente demostrado que la
radiacion ultravioleta tiene la propiedad de actuar como iniciador y/o
promotor, es decir, puede actuar como carcinégeno completo (Epstein, 1968;

Pound, 1970). La Agencia de Investigacion del cancer de la OMS, las incluyo

en el grupo 1 de agentes carcindgenos (El Ghissassi| 2009).

Alrededor del afno 1960, comenzaron a realizarse numerosos estudios
epidemioldgicos del cancer cutaneo. Estos trabajos aportaron una evidencia
experimental de la relacion entre la exposicion solar y el cancer de piel en
humanos, y apuntaron la importancia del fenotipo y el genotipo en la

determinacion de la susceptibilidad a la fotocarcinogénesis (Urbach, 1969).

Los posteriores estudios se centraron en la respuesta celular a la
radiacion ultravioleta, y fueron realizados sobre piel humana y de animales

de experimentacion, asi como en cultivos celulares.

En los afos 70, la investigacion en fotocarcinogénesis paso del nivel
celular al nivel molecular, en gran medida debido a los avances en las
técnicas de estudio y a dos influencias: la primera fue el estudio de cémo la
radiacion ultravioleta producia mutaciones en las bacterias, estudio que abrid
las puertas hacia una experimentacion en este sentido pero con células
animales (Setlow, 1972). La segunda influencia fue el descubrimiento que
permitié conocer que las células procedentes de pacientes con Xeroderma
Pigmentosum eran deficientes en la capacidad de reparar las alteraciones en

el DNA producidas por la radiacion ultravioleta (Cleaver, 1975).

Actualmente, los estudios se centran en comprender los mecanismos
moleculares implicados en el proceso de carcinogénesis, como por ejemplo
las mutaciones en p53 y ras, y en el estudio del proceso de inmunosupresion
cutaneo (Soehnge, 1997).

En la actualidad, se considera que el cancer cutaneo es el mas
frecuente en la raza blanca y ha sufrido un dramatico incremento durante los

ultimos 40 afos, debido fundamentalmente al cambio social experimentado
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respecto a la exposicion al Sol y las RUV. En los Estados Unidos de América
en el ano 2011 se diagnosticaron mas de un millbn de casos nuevos de
cancer cutdneo no melanoma y 53.000 melanomas (Jemal, 2011; Siegel,
2012). Publicaciones recientes indican que el 90% de los tumores de piel
estan causados por la exposicion de la piel a la RUV (Filip, 2009; Nichols,
2010).

Esto ha determinado que se considere a las RUV como el carcindbgeno
ambiental mas importante en nuestros dias (Steerenber, 1998), y explica el
enorme interés sanitario por el conocimiento y control de los efectos de estas

radiaciones.

Por otro lado, el envejecimiento prematuro de la piel, o
fotoenvejecimiento, también es consecuencia de la exposicion cronica a
las RUV, por lo que el descubrimiento de productos o nuevos farmacos que
ayuden a contrarrestar dichos efectos, tiene un gran interés social, que se
refleja en las ventas de productos o tratamientos relacionados con él, que
suponen mas de 10.000 millones de ddlares anuales a nivel mundial (Yaar,
2007).

En el presente proyecto de investigacion hemos pretendido contribuir
al estudio de diferentes extractos vegetales como agentes quimiopreventivos

frente a la fotocarcinogénesis en un modelo experimental in vivo.

Tras valorar los diferentes modelos animales que se conocen
actualmente para el estudio del fotoenvejecimiento, la eleccion de nuestro
modelo animal, ha venido condicionada por las caracteristicas que
presentaban los ratones frente a otros modelos animales, como son los mini
pigs, cobayas (Kligman, 1982; Kreuzmann, 1990), ratas, (Nakamura, 1968),
e incluso peces (xiphophorus, medaka y pez cebra) (Kurita, 2004). Los
roedores, en concreto los ratones, son el modelo mas utilizado, tanto cepas
con pelo como sin él (Becker, 2010): C57BL/6J; BALB/C; CBA, (Benavides,
2009), Swiss, Hairless: HR-1, SKH-1, etc. (Sharma, 2011).
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En nuestro estudio se optd por el modelo SKH-1, un raton sin pelo y
eutimico, por las ventajas que esto presentaba frente a otros modelos con
pelo (Swiss, BALB/C...) o con inmunosupresién (CD1-Nude, NOD.SCID...).

La ausencia de pelo hace que la piel de estos animales sea muy
sensible a los efectos de las RUV, y el area cutanea del lomo es facilmente
exponible a las radiaciones, sin necesidad de realizar rasurados periodicos.
Aun asi, habia que resolver otro problema, ya que los animales tendian a
colocarse unos sobre otros en la jaula, si se colocaban todos a la vez,
impidiendo la exposicion de los que quedaban en zonas inferiores y
provocando asi una exposicibn no homogénea. Para solventar este
problema, y evitar tener que irradiar a los animales de uno en uno, con el
consiguiente gasto energético, ideamos una jaula con separadores
individuales, sobre la que se colocaba una celosia metalica para evitar el

paso de los animales a las celdas contiguas.

El hecho de ser inmunocompetentes evitaba problemas derivados de
la respuesta inmunoldgica, ya que los resultados en estudios sobre cancer
no son extrapolables a la situacion humana cuando se utiliza el modelo de
raton nude, debido a que los animales presentan una deplecion de su
sistema inmune, algo que no ocurre con el ratdn SKH-1, que presenta un

sistema inmunitario funcional.

El papel del sistema inmune en el desarrollo del cancer cutaneo ha
quedado demostrado debido a que los pacientes inmunodeprimidos como
consecuencia de haber sido tratados con farmacos inmunosupresores tras
un trasplante de dérganos, presentan una incidencia elevada de carcinomas

cutaneos letales (Berg, 2002).

El modelo elegido es facilmente reproducible y de bajo coste, y en el
que la exposicion cronica a las radiaciones provoca todo el espectro de
lesiones propias del fotoenvejecimiento en periodos diferenciados y siempre
ocasiona el cancer cutaneo si la exposicidn es prolongada (entre 65 y 80

sesiones):
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Estudios histolégicos revelan que la exposicion aguda a las RUV es
suficiente para aumentar el grosor de la epidermis de ratones SKH- 1 como
ocurre en la piel humana fotoenvejecida (Pearse, 1987; Yaar, 2007). De
igual forma, se ha observado que la exposicion cronica a las RUV en los
ratones SKH- 1, provoca un incremento del espesor de la epidermis de estos

animales (hiperplasia) (Moloney, 1992).

La principal diferencia de nuestro modelo experimental con la mayoria
de los estudios propuestos en la bibliografia, es el uso de RUV-A (Wang,
2002; Syed, 2006; Pacheco-Palencia, 2008; Hwang, 2011; Shimada, 2011),
frente al uso comun de RUV-B (Cho, 2007, Kundoor, 2007; Cherng, 2011;
Sharma, 2011) para reproducir las lesiones propias del fotoenvejecimiento

como consecuencia de la exposicién a las RUV.

La radiacion UVB es un carcinégeno completo y puede generar
carcinomas de tipo escamoso en animales (Black, 1997). Como hemos dicho
anteriormente, el DNA absorbe UVB, hecho que implica la generacion de
mutaciones puntuales del tipo C—»T y CC—HTT. Para algunos autores el
espectro de accion para la generacion de carcinoma escamoso abarca
principalmente la region UVB, atribuyéndose a la region UVA solamente una
cierta actividad carcinogénica (de Gruijl, 1994). Estos autores consideran
que mientras que la energia UVB es importante en la iniciacién del tumor, la

energia UVA interviene predominantemente en la promocién del mismo.

Sin embargo comparada con la energia UVB, la radiacion UVA genera
mayor estrés oxidativo (Gaboriau, 1995; Tyrrell, 1996), y en el conjunto de la
radiacion solar, la energia UVA es 10 veces mas eficiente que la UVB en la
produccion de reacciones de peroxidacion lipidica (Morliere, 1995). Por todo
ello, algunos autores sugieren que la radiacion UVA es mas citotoxica que la
UVB (de Gruijl, 2000).

La energia UVA dafa el DNA mediante la produccién de rupturas de
cadena y la oxidacion de los acidos nucleicos (Wenczl, 1997). Esta radiacion
puede también inhibir la reparacion del DNA (Parsons, 1985). Ademas,

puede inducir la sintesis de metaloproteinasas de la matriz extracelular
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(MMP), lo que puede aumentar la agresividad biolégica del cancer de piel
(Fisher, 2001).

Aunque la mayoria de estudios sobre inmunosupresion provocada por
la radiacion UV se han llevado a cabo utilizando fuentes de energia UVB
(Duthie, 1999), estudios recientes han resaltado la importancia de la
radiacion UVA en la produccion de inmunosupresion (Nghiem, 2001) y la

capacidad de los antioxidantes para prevenirla (Halliday, 1998).

La energia correspondiente a la regién UVA de la luz solar es unas 20
veces superior a la de la region UVB. Ademas, mientras que la radiacion
UVB es practicamente absorbida en su totalidad por la epidermis, la energia
UVA es capaz de alcanzar las capas dérmicas (Gilchrest, 1983) e incluso
afectar las células sanguineas circulantes (Moller, 2002). La radiacién UVA,
ademas de ser mas eficiente que la UVB para la produccién de ERO en la
piel, provoca efectos adicionales distintos de los provocados por la radiacion
UVB.

En nuestro estudio, se ha trabajado con una lampara que emitia RUV

fundamentalmente de tipo A, con un 98,6%, frente al 1,45% que emitia de B.

Con un 100% de incidencia de carcinomas espinocelulares en el grupo
control, hemos puesto de manifiesto que la RUVA es capaz de provocar
todas las lesiones tisulares del fotoenvejecimiento, atribuidas en su totalidad

erroneamente a las RUVB por otros autores.

Las dosis de irradiacion UV y los periodos de exposicidon empleados
para provocar la fotocarcinogénesis, in vivo, varian considerablemente de

unos estudios a otros.

Por ejemplo, Berton y cols (2001) y Sharma y cols (2011), aplicaron
una irradiacién de 500 mJcm™. En el experimento de Cherg (2011), se utilizd
una intensidad de 180mJ/cm?, 2 veces a la semana durante 20 semanas,
con una duracién de 2 minutos y 40 segundos. Kundoor y cols (2007),
irradiaron con 180mJ/ cm?, 2 veces por semana durante 30 semanas y en

los experimentos de Wang (2002), se aplicé una intensidad de 151,68J cm-
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2d™", durante30 dias, con una radiacion total absorbida de 4556,4 J/cm™.
Otros autores aplican un incremento gradual de la intensidad de la radiacion;
asi Cho (2007), aumentd la dosis de radiaciéon de 30 a 180m J/cm?, 3 veces

a la semana durante 10 semanas.

En resumen, las intensidades de las diferentes longitudes de onda en
los articulos revisados oscilaban entre 90-180mJ/cm? cuando nos referimos
a la radiacién UVB y entre 90-152J /cm? para la radiacion UVA (Syed, 2006).

En estudios “in vitro”, cuando se irradiaban lineas celulares, por
ejemplo queratinocitos humanos (HaCaT) con UVB (Afaq, 2005, Afaq 2008),
las intensidades eran mucho menores (entre 15-40 mJ/cm?) (Hwang, 2011)

que cuando se hacia sobre animales (90-180 mJ/cm?).

Podriamos decir que no existe consenso internacional sobre las dosis
de radiacion a utilizar y que por lo tanto muchos trabajos no son
comparables entre si. Nosotros hemos empleado la lampara de bronceado
cosmético Philips Tipo HB 554/01/A con 8 tubos Philips Performance
S100W, que emite en un espectro de 220 a 425nm y un pico maximo de
364nm (98,6% UVA y 1,45 UVB), 3 veces a la semana, durante 60 minutos

con una energia absorbida por sesion de 21,1 J/cm?.

El fotoenvejecimiento cutaneo producido por la acciéon de la RUV
conlleva cambios en todas las capas de la piel. Macroscépicamente, la piel
aparece mas seca, rugosa y menos elastica, presenta arrugas, elastosis y
cambios de pigmentacion y desarrolla lesiones queratdsicas y, en ultimo
término, neoplasicas (Rabe, 2006; Yaar, 2007). Todos estos cambios se
corresponden histolégicamente con una compactacion del estrato corneo y
el engrosamiento irregular de la capa granular, que estan relacionados con
la sequedad y rugosidad. Los acumulos desorganizados de elastina y de
material amorfo en la dermis son responsables de la elastosis y la falta de
elasticidad; las atipias y la pérdida de polaridad de los queratinocitos y la
hiperplasia epidérmica causan las queratosis actinicas, mientras que los
cambios de pigmentacion se relacionan con los cambios en abundancia y

actividad de los melanocitos (Svobodova, 2006; Yaar, 2007).
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Segun lo planteado en nuestro primer objetivo, conseguimos
comprobar el efecto patolégico de la exposicion cronica a las RUV, ya que
todos los animales del estudio, desarrollaron, en mayor o menor medida, los
cambios en las diferentes capas de la piel que caracterizan al
fotoenvejecimiento (arrugas longitudinales profundas, engrosamientos,
queratosis y telangiectasias), asi como displasia de diferente grado,

cacinomas “in situ” y carcinomas invasores.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios
similares con modelos animales en cuanto a los cambios histologicos,
presentando los animales expuestos de forma crénica a las RUV todo el
espectro de signos clinicos e histopatoldgicos descritos previamente por
diversos autores (Bernstein, 1996; Kambayashi, 2001; Wang, 2002;
Matsumura, 2004, Mitani, 2004; Reeve, 2005), consistentes en: eritema y
telangiectasias superponibles a las lesiones agudas observadas en humanos
tras la exposicion prolongada al Sol (Diffey, 1998 b); multiples areas de
engrosamiento cutaneo, que corresponderian a las lesiones de presentacion
subaguda en humanos; presentacion progresiva de arrugas profundas y de
lesiones similares a las queratosis actinicas, asi como neoplasias que
semejarian las lesiones de exposicion créonica en humanos (Ananthaswamy,
1998).

En los animales control, a partir de las 50 sesiones, eran muy
frecuentes las lesiones eritemato-escamosas, dispuestas en placas
irregulares, con erosiones centrales y bordes sobreelevados, recubiertas por
costras fibrino-hemorragicas. Toda la superficie cutanea del dorso mostraba
areas con engrosamiento cutaneo irregular de aspecto queratésico, firmes a
la palpacion e incluso con fijacion a planos profundos. Las lesiones
ulceradas eran también muy frecuentes, con bordes irregulares vy

engrosados.

A partir de las 60 sesiones, eran constantes las lesiones tumorales

nodulares, generalmente multiples. La mayoria de ellas en relaciéon con las
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zonas de engrosamiento queratdsico y muchas estaban ulceradas vy

sangraban de forma espontanea.

El area cutanea total ocupada por lesiones objetivables en este grupo

fue muy elevada, con una superficie de 190,43+157,52mm?.

Microscopicamente, en la epidermis destacaban las areas de atrofia,
que alternaban con otras de engrosamiento epitelial con hiperplasia de
células basales, acantosis con o sin papilomatosis, con frecuente
pleomorfismo celular y nuclear, mas hiperqueratosis, disqueratosis y
diversos grados de displasia. Existian multiples areas de carcinoma in situ,
asi como focos de carcinoma microinvasor y carcinomas de células
escamosas. Las lesiones epiteliales malignas afectaron a todos los animales
control (incidencia del 100%), lo que puso de manifiesto la efectividad del
modelo. Al contrario que en la patologia humana, en este modelo de
carcinogénesis cutanea experimental no se podia discriminar entre el
carcinoma de células basales y el epidermoide o espinocelular y como era
l6gico, tampoco se desarrollaron melanomas, ya que el sistema melanocitico

de estos animales es practicamente inexistente.

En cuanto a la dermis, los cambios mas llamativos en esas areas
cutaneas correspondian al ensanchamiento de la dermis papilar por
aumento y dilatacién de la red vascular capilar, que mostraba frecuentes
dilataciones y aspecto tortuoso y al aumento de la sustancia intercelular, que

explican el eritema que presentaban clinicamente los animales.

Son numerosos los estudios que han demostrado una disminucion de
la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo, dafio en el ADN, aparicién
temprana de eritema, arrugas prematuras u otras consecuencias de una
exposicidon excesiva a las RUV, tras el tratamiento con compuestos

naturales, proceso conocido como quimioprevencion.

Entre los agentes botanicos fotoprotectores mas conocidos vy
utilizados en experimentacion se encuentran: apigenina, curcumina,

silimarina, resveratrol y té verde, entre otros.
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Estos agentes botanicos no se consideran toxicos 'y
farmacolégicamente son seguros para el consumo humano. Muchos de ellos
han demostrado ser eficaces en diferentes modelos animales administrados
en el agua de bebida, como suplementos dietéticos, o tdpicamente,
dependiendo de la naturaleza del agente (Baliga, 2005). La suplementacion
en la utilizacion de protectores solares con estos agentes podria
proporcionar una estrategia eficaz para la prevencion de canceres de piel

melanoma y no melanoma en los seres humanos.

En nuestro trabajo, nos planteamos el estudio del efecto de los
extractos de granada, fresno y uva sobre el modelo empleado, debido a que
son muchos los estudios que avalan la hipotesis de que estas sustancias
polifendlicas, tienen un efecto favorable en el tratamiento o prevencién de

algunos tipos de cancer, incluyendo el cancer cutaneo(Afaq, 2006).

El extracto de granada utilizado en el presente estudio es rico en
polifenoles, especialmente taninos, taninos elagicos, antocianinas,
catequinas y acidos galico y elagico. Aunque otros autores han empleado la
pulpa o las semillas, el extracto utilizado en nuestro trabajo se obtuvo de la
corteza de Punica granatum. Existen multiples trabajos tanto in vitro como in

vivo, que han demostrado sus propiedades anticancerosas en diferentes

tipos de cancer (mama, colon, préstata etc.) (Sreekumar| 2014) pero

especialmente en el cancer cutaneo asociado a la exposicién solar crénica
(Seeram, 2005; Afaq, 2006).

En nuestro estudio, en los animales tratados con E. de granada, las
lesiones cutaneas evolucionaron de forma similar a la del grupo control,
aunque con mayor lentitud, de forma que se hacian patentes alrededor de
dos o tres semanas mas tarde. Asimismo, alcanzaban diametros menores y

afectaban a areas cutaneas menos extensas.

Las lesiones eritemato-erosivas no se observaron antes de las 65
sesiones. Las lesiones queratdsicas, las ulceradas y las neoformaciones
nodulares no se observaban antes de las 70 sesiones, e incluso en 8

animales no se presentaron lesiones de estas caracteristicas. Observamos
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un retraso en la presentacién de dichas lesiones de entre 6-9 semanas

respecto a los animales control.

El grupo tratado con E. de granada, presenté los mejores resultados
en cuanto a las areas de lesién, con una media de 4,65+3,18 mm?2
mostrando diferencias significativas respecto al control. Es decir, que la
superficie cutanea afectada por lesiones en este grupo se redujo en un

97,56% respecto al grupo control.

Respecto a las lesiones microscopicas, la incidencia de carcinomas
invasores e in situ fue de un 10% en ambos casos, muy inferior al control.
Los animales que no presentaron lesiones malignas fueron ocho, de los que
ninguno de ellos presento displasia severa y predominaba la hiperplasia y la

displasia leve.

El mecanismo de accidén del extracto de granada en su papel de
inhibidor de la carcinogénesis cutanea no esta totalmente dilucidado, pero se
ha comprobado su efecto sobre diversos procesos relacionados con la
inflamacion o la captacion de radicales libres, entre otros. Para Hora y cols
(2006), el aceite de semilla de granada posee actividad quimiopreventiva
frente al cancer cutaneo, ya que tras la aplicacién tépica del aceite a una
concentracion del 5%, se consiguid una disminucion significativa en la
incidencia de tumores de la piel, y de la actividad de la ornitina
descarboxilasa durante las semanas de la promocidén tumoral (Longtin,
2003). Por tanto, es probable que la inhibicion de la ornitina descarboxilasa
por el aceite de semilla de granada sea al menos parcialmente, la
responsable del efecto quimiopreventivo. El aceite de semilla de granada es
muy rico en &acido punicico, un conocido inhibidor de la biosintesis de
prostaglandinas, especificamente mediante la inhibicidén de la ciclooxigenasa

(Cox 1y Cox 2) y la lipooxigenasa del aceite de semilla de granada.

Las prostaglandinas, en concentraciones muy bajas promueven la
ornitina decarboxilasa (Cameron, 1983), sugiriendo que la inhibicion de la

biosintesis de prostaglandinas por el aceite de semilla de granada también
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podria contribuir a la atenuacion de la actividad ornitina descarboxilasa y, en

ultima instancia, a la inhibicién de la promocion de cancer de piel.

En un modelo de carcinogénesis en rata CD-1, al aplicarle en forma
tépica extracto de fruta de granada, se demostré que éste tenia propiedades
que inhibian el desarrollo de tumores cutaneos (Chidambara, 2002; Afaq,
2005). La aplicacion local de un extracto de cascara de granada, similar al
empleado por nosotros, recuperaba la actividad de las enzimas catalasa,

peroxidasa y superoxido dismutasa en la piel de ratas.

En queratinocitos humanos normales, se ha observado que los
extractos de granada protegen de los efectos adversos inducidos por la
RUV-B (Afaq, 2005). Los mismos autores demostraron posteriormente que el
tratamiento previo de las células HaCaT (linea de células inmortales de
queratinocitos humanos) con polifenoles ricos en extracto de granada inhibia
la disminucidn de la viabilidad mediada por las UVB, asi como también, el
contenido de glutation intracelular, y aumentaba la peroxidacion lipidica.
Ademas, el incremento de la regulacién de las metaloproteinasas y la
fosforilacién de las MAPKinasas también era inhibido, lo cual sugiere que los
extractos de granada protegen del estrés oxidativo provocado por las

radiacines UVB, asi como también, de los indicadores de fotoenvejecimiento.

Los resultados de los estudios in vitro con piel artificial, sugieren que
los aceites derivados de las semillas de granada pueden promover la
regeneracion epidérmica, y los derivados de la cascara de estas frutas

promueven la regeneracion de la dermis (Aslam, 2006).

Por tanto, debido a la cantidad de trabajos in vitro e in vivo, que han
reportado efectos beneficiosos del tratamiento con extracto de granada, en
todas las formas de aplicacion y de cualquiera de las partes del fruto
(corteza, pulpa y semilla), sobre el cancer cutdaneo provocado por la
irradiacion solar crénica, parece evidente que se trata de agentes
quimiopreventivos que mejoran el dafio por la RUV al modular algunas vias
celulares (Syed, 2006).
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El extracto de fresno usado en nuestro estudio provenia del polvo de
la semilla del arbol Fraxinus excelsior L. Los principales ingredientes activos

contenidos en el mismo, eran los secoiridoides, nuzhenida y GI3.

En nuestro estudio, los animales del grupo que recibio el tratamiento
con extracto de fresno en la dieta presentaron unas areas de lesion
inferiores a las del grupo control, con una media de 23,11+ 43,20 mm?, con
diferencias estadisticamente significativas. Es decir, que la superficie
cutdanea afectada por lesiones en este grupo se redujo en un 87,86%
respecto al grupo control. Las lesiones macroscépicas se desarrollaron en
seis de los animales irradiados (66,6%), caracterizandose éstas por
presentar caracteristicas de malignidad: fijacion a planos profundos, areas
de necrosis y sangrado espontaneo. Observamos un retraso en la
presentacion de dichas lesiones de entre 5-7 semanas respecto a los

animales control.

En el estudio microscoépico fueron diagnosticados cinco carcinomas
invasores (55,5%), siendo esta incidencia en el grupo control del 100%. En
los animales que no desarrollaron carcinomas, se observaron diferentes
grados de lesion, destacando la usencia de carcinoma in situ y de displasias

tipo Ill, predominando la hiperplasia (44%) y la displasia tipo | (33%).

A pesar de que no hemos encontrado referencias del uso del fresno
en fotocarcinogénesis, si se ha descrito la relacion de algunos de los
compuestos presentes en el fresno, como son la nuzhenida y GI3, con la
fotocarcinogénesis, al actuar como ligandos agonistas del PPAR, pudiendo
producir un efecto quimiopreventivos en la fotocarcinogénesis y

fotoenvejecimiento.

El receptor activador de la proliferacion de los peroxisomas isoforma o
PPAR es miembro de la superfamilia de los receptores para hormonas
nucleares o NHR (Saltiel ,1996; Lehmann ,1995). El PPAR tiene 2 sub-tipos:
el PPAR' que se expresa en la mayoria de los tejidos y el PPAR? que es
especifico de los adipocitos (tejido que tiene uno de los mas altos niveles del
PPAR) (Koeffler, 2003). ElI PPAR tiene funciones como factor de
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transcripcion y al ser activado por su ligando se dimeriza con el receptor x
retinoide o RXR (el cual simultdneamente puede ser activado por su ligando)
uniéndose a los elementos de respuesta de la proliferacion peroxisomal en
los genes diana (Mangelsdorf ,1995; Mukherjee, 1997; Corton ,2000).

Dentro de los ligandos conocidos del PPAR se encuentran la
nuzhenida, GI3 y G5, la 15-deoxi- (Cummings, 1989; Cuzick, 1995)
prostaglandina J, (Castafio, 2003), las tiazolidinedionas (TZDs) (Hayden,
2004) y algunos compuestos recientemente sintetizados como el
triterpenoide el cual puede inducir la diferenciacion e inhibir la proliferacion
de una gran variedad de células neoplasicas, ademas de presentar también
actividad antiinflamatoria (Suh, 1999; Wang, 2000; Koeffler, 2003; Place
,2003).

Los genes diana que median la actividad anti-cancerigena de estos
compuestos no se conocen aun, sin embargo, cuando se administran
ligandos de los PPARg se expresan una serie de proteinas con propiedades
anti-carcinogénicas en las células tumorales, que se cree son reguladas por
estos genes (p21Ve" p27P! BCL-2, BCL-X.) (Karin, 2000; Gupta, 2001;
Joyce ,2001).

Se ha demostrado previamente que la irradiacion con UVB induce la
produccion de glicerofosfocolinas oxidadas (ox-GPCs) con potente actividad
ligando PPARC en lineas celulares (Nandi, 1995) de células epiteliales
(Yager, 1996).

Existen estudios que proporcionan pruebas de que las PPARC
epidérmicas juegan un papel protector en la formacion de CPNM (cancer de
piel no melanoma) inducido por RUVB en ratones (Sahu, 2012). En este
estudio, se apoya la idea de que la oxidacion inducida por RUVB en los
lipidos celulares representa la fuente de la actividad de los ligandos de
PPARC. Se aportan pruebas de que las PPARC de la epidermis actuan
suprimiendo la formacién de tumores inducidos por UVB vy la progresion del

tumor.
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Por otra parte, las PPARC epidérmicas regulan la apoptosis inducida
por RUVB y también actuan suprimiendo la inflamacién aguda y croénica y el

eritema inducido por las RUVB.

Curiosamente, estudios recientes sugieren que la activacion PPARb/d

también protege a los ratones contra la carcinogénesis cutanea (Bility, 2010).

Esto es coherente con la idea de que PPARC actua para suprimir la
promocion tumoral inducida por UVB y la expansion clonal de las células
iniciadas. Esta idea es apoyada por estudios de carcinogénesis quimica

llevados a cabo por Indra y cols (Indra, 2007).

En conclusion, se demuestra que la irradiacion de la epidermis con
UVB provoca la produccion de ligandos de PPARC y que la posterior
activaciéon de los PPARC epidérmicos por diferentes agentes, probablemente
juege un papel importante en la supresion de la fotocarcinogénesis. Los
mecanismos de esta actividad anticancerigena podrian explicarse por la
capacidad de los PPARC epidérmicos para regular la apoptosis inducida por
UVB vy, posiblemente también, la reparacién del ADN, para suprimir la

respuesta inflamatoria cutanea y para regular la diferenciacion epidérmica.

El extracto de uva de nuestro estudio es un extracto seco, natural,
obtenido a partir de un proceso tradicional con las uvas enteras ( Vitis vinifera
L). Las uvas son ricas en polifenoles y el 60-70% de ellos se encuentran en
las semillas. El extracto de uva contiene polifenoles que incluyen derivados
flavan-3-ol-catequinas, epicatequinas y oligdbmeros de proantocianidinas
(Zhao, 1999).

El grupo tratado con E. de uva, fue el que presentd resultados menos
favorables en cuanto a las areas de lesion entre los grupos tratados, con una
media de 75,9+ 67,10 mm?, aunque este tratamiento también disminuyo el
area lesional respecto al control con diferencias significativas. Es decir, que
la superficie cutanea afectada por lesiones en este grupo se redujo en un

60,14% respecto al grupo control desde un punto de vista macroscopico.
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Todos los animales desarrollaron lesiones externas, de los que seis
mostraron caracteristicas de malignidad: con fijacién a planos profundos,
areas de necrosis y sangrado espontaneo. Microscépicamente fueron
diagnosticados cinco carcinomas invasores (55,5%) y un carcinoma in situ
(11%). Entre los animales que no desarrollaron carcinomas, predominaba la

displasia | (22%) y la hiperplasia (33,3%), no observandose displasia Il/1ll.

Respecto al mecanismo de accion de los polifenoles de la uva frente a
la carcinogénesis, parece que las principales moléculas biolégicamente

activas son las proantocianidinas y el resveratrol.

Para algunos autores, las proantocianidinas de semilla de uva (PSU)
son potentes y mejores antioxidantes y eliminadores radicales libres que los
del acido ascorbico o la vitamina E (Bagchi, 1997; Joshi, 2001). Bouhamidi y
cols.(Bouhamidi, 1998) observaron que el tratamiento con PSU inhibia la
peroxidacién de acidos grasos poliinsaturados in vitro (provocada mediante
irradiacion UVC) a muy bajas concentraciones fisiolégicamente alcanzables
(2 mgL™") y que este efecto era mejor que el de los mondmeros de

epigalocatequina y galato epigalocatequina.

En un trabajo publicado por Mittal y cols. (2003), la suplementacion
dietética de PSU (0,5 %, w/w) dio lugar a la prevencion de la transformacion
maligna de papilomas a carcinomas en ratones, en términos de la incidencia
de carcinomas (45 % de inhibicion), multiplicidad de carcinomas (61 % de
inhibicién) y el tamafio de los mismos (inhibicidn 75 %) en comparacion con
los ratones no tratados con PSU siguiendo protocolos de carcinogénesis
cutanea inducida por RUVB.

El resveratrol (conocido quimicamente como trans -3, 5, 4’-trihidroxi-
trans-estilbeno), inhibe diversos eventos celulares asociados con la
iniciacion, promocién y progresion del cancer de piel y canceres de otros
organos (Jang, 1997; Aziz, 2003; Cal, 2003). Su aplicacion topica previa a la
irradiacion con RUVB dio como resultado una inhibicion significativa del
grosor del pliegue cutaneo (marcador de edema), asi como de la respuesta

hiperplasica, la infiltracion de leucocitos, la generacién de perdxido de
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hidrogeno, la peroxidacién de lipidos y las actividades de la COX-2 y la

ornitina descarboxilasa en ratones SKH-1 (Afaq, 2003 a; Aziz, 2005).

El extracto de uva utilizado en nuestro estudio, fue obtenido a partir de
las semillas de uva, por lo que la actividad anticancerigena podria estar
relacionada con el contenido en proantocianinas, ya que en este extracto no
habia resveratrol. EI mecanismo de accidn de las proantocianidinas de la
uva esta basado en las acciones sobre: el estrés oxidativo, mediado por la
fosforilacidon de proteinas de la familia de MAPK y la activacion de los
factores de transcripcidon NF-kB, en todas estas activaciones de los factores

actuan las citoquinas proinflamatorias y toda la cascada de COX.

El hecho de que en la bibliografia consultada se describan mayores
efectos beneficiosos del tratamiento con polifenoles de la uva que los
obtenidos en nuestro trabajo (Aziz, 2005; Ndiaye, 2011), podria deberse a
que en la practica totalidad de los casos, los productos estudiados contenian

resveratrol, que no estaba presente en el extracto aplicado por nosotros.
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El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una
proteina auxiliar necesaria para la sintesis de ADN (Wood, 1997) y la
reparacion del ADN (Shivji, 1992). La cuantificacion del PCNA se utiliza
como un marcador de la proliferacion celular en los tejidos para evaluar la
eficacia de los farmacos quimiopreventivos en la investigacion del cancer
(Janakiram, 2012; Smolarek, 2013).

Un incremento anormal de células PCNA positivas, ha sido
documentado en el carcinoma de células escamosas en comparacion con
otras neoplasias queratinociticas (Saida, 1992) y en comparacién con otras
enfermedades de la piel no malignas (Kawahira, 1999). Los estudios
inmunohistoquimicos han mostrado también un aumento de la tincion de
PCNA nuclear en los carcinomas de células basales clinica e

histolégicamente agresivos (Toth, 1996).

La exposicion de la piel a la radiacion UV aumenta el potencial de
proliferacion de las células de la piel, esto se refleja en un aumento de

células PCNA positivas en la epidermis y la dermis.

PCNA participa en la sintesis y el metabolismo de acido nucleico y
juega un papel importante en la recombinacién, replicacion, y reparacion del
ADN. Cuando se produce un dano en el ADN, la expresiéon de PCNA
aumenta y realizando una funcién de reparacién del ADN. Por lo tanto, la
expresion de PCNA es un marcador de la reparacion del ADN y podria

aplicarse como un indicador de dafo inducido por RUV.

El indice de proliferacion celular utilizando PCNA se ha descrito como
un factor pronéstico independiente de sobrevida (Niezabitowsk, 1999), ya
qgue su expresidon se encuentra incrementada en lesiones de mayor grado de
malignidad tanto en el cancer cutdaneo no-melanoma como en el melanoma
(Ruksha, 2007).

Como describimos anteriomente, después de la exposicion a RUV la
expresion de PCNA aumenté de forma considerable en el grupo control con

respecto a los grupos tratados. La expresion de PCNA en los tumores de los
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grupos tratados disminuyé alrededor del 38,67%, 18,92% y 19,79% después
de tratamiento con E. de granada, E. de fresno y E. de uva, respectivamente.
Esta menor intensidad de marcaje con PCNA en los grupos tratados, nos
indica que los extractos estudiados han contribuido a disminuir la tasa de
proliferacion celular de los tumores cutaneos desarrollados en nuestro
modelo, hecho que se asocia con un comportamiento biolégico menos

agresivo y por tanto, mejor pronaostico.

Estos resultados coinciden con otros estudios realizados en los que se
reveld una disminucion de la expresion de PCNA tras el tratamiento con
granada (Syed, 2006; Afaq, 2010) y uva (Ndiaye, 2011). Estos autores
observaron que la incorporacién a la dieta de estos extractos provocaba una
disminucién de la expresion de la proteina PCNA en la piel de ratones

irradiados con UVB.
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VIl. Resumen

La piel sufre, con el paso del tiempo, el envejecimiento cronoldgico o
intrinseco, pero ademas, debido a la exposicion prolongada a la radiacion solar,
puede verse afectada por el denominado fotoenvejecimiento o envejecimiento
extrinseco. Este fendmeno esta caracterizado por lesiones cutaneas mas
extensas y, sobre todo, de mayor gravedad, pues engloba también Ila

presentacion de canceres cutaneos (fotocarcinogénesis).

Diversas sustancias polifendlicas de origen botanico, por su capacidad
antioxidante, podrian mediar en los mecanismos del fotoenvejecimiento,
evitando la formacion de radicales libres, el dafio al material genético, y en

ultima instancia en la prevencidn del cancer cutaneo.

Existen limitaciones éticas del desarrollo de modelos experimentales en
humanos. Por este motivo, el primero de los objetivos de nuestro trabajo fue el
establecimiento de un modelo de fotoenvejecimiento cutaneo en ratones SKH-1

mediante la exposicidn cronica a la radiacién ultravioleta.

El segundo objetivo de nuestro estudio, fue evaluar las propiedades de
los extractos de granada, fresno y uva, como posibles fotoprotectores. Para la
realizacién de este estudio utilizamos 48 ratones hembras SKH-1/CRL, que se
sometieron a radiacion ultravioleta, 60 minutos por sesion, tres veces por
semana, durante un total de 75 sesiones, con una energia total absorbida por
animal, de 1.688 J/cm 2. Los ratones se dividieron en cuatro grupos. El primero
sélo recibi6 RUV (Control) y los otros tres eran tratados oralmente con los
antioxidantes en el pienso: Extracto de Granada (grupo ), Fresno (grupo Il) y
Uva (grupo IlI).

Todos los animales expuestos a las RUV presentaron alteraciones
caracteristicas del fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis cutaneos, por lo que
consideramos el modelo experimental como éptimo para el estudio de esta

patologia, pues la exposicion cronica a las radiaciones provoca el espectro de
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lesiones propias del fotoenvejecimiento, si la exposicidon es prolongada (entre
65-80 sesiones) y ademas se trata de un modelo facilmente reproducible y de

bajo coste.

De los extractos estudiados, el que mostré mejores propiedades sobre el
fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis, fue el E. de granada, con una
reduccion de las areas lesionales de un 97,56% respecto al grupo control, de
un 90% en la incidencia de carcinomas invasores y de un 38,67% en la tasa de
proliferacion tumoral (PCNA). Ademas, el tiempo de presentacion de las

lesiones fue de los mas tardios entre los polifenoles estudiados.

Debido a los prometedores resultados descritos en la bibliografia
consultada y los obtenidos por nosotros mismos, consideramos util realizar
ensayos clinicos con los agentes estudiados, que permitan conocer el posible
efecto preventivo frente al cancer cutaneo en humanos, ya sea mediante su
incorporacion a cremas solares o a la dieta, y su posible papel como agentes

coadyuvantes en el tratamiento convencional de esta patologia.
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VIlIl. Conclusiones

1.

La exposicion cronica a la radiacion ultravioleta provoco, en todos los
animales del grupo control, la fotocarcinogénesis cutanea, con un cien

por ciento de incidencia de carcinomas espinocelulares.

Todos los animales de los grupos tratados mostraron menor area
cutanea lesionada que el grupo control, existiendo diferencias
significativas con los extractos de granada y fresno. Ademas, dichas
lesiones se presentaban de forma mas tardia y progresaron con mayor

lentitud que en los animales control.

El tratamiento con los extractos estudiados provocd una inhibicion de
la carcinogénesis del 44,5% en el caso del fresno y la uva y del 90%

con el extracto de granada.

Los tumores desarrollados por los animales tratados mostraron una
menor proliferacién celular respecto a los del grupo control
(determinada mediante PCNA), que fue significativa en los tratados

con granada y fresno.
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X. Anexos

Tablas.

Tabla 1. Efectos de la radiacion ultravioleta sobre la piel.

Tabla 2. Efectos perjudiciales sobre la piel de la radiacion ultravioleta
(Gilaberte, 2003).

Tabla 3. Clasificacion de fototipos cutaneos y factores recomendados segun
el tipo de piel. Medunad, 2002.

Tabla 4. Caracteristicas de la piel expuesta a RUV. (Benedetto, 1998).

Tabla 5. Fitoantioxidantes en la prevencion de la fotocarcinogénesis vy

fotoenvejecimiento.
Tabla 6. Composicion nutricional del extracto de uva por 100 g.

Tabla 7. Tiempo de presentacion en semanas de las lesiones

macroscopicas.

Tabla 8. Caracteristicas histologicas.

Figuras

Fig. 1. Estructura de la piel.

Fig. 2. Espectro de la radiacion.

Fig. 3. Esquema tipos de tumores cutaneos. Corte histoldgico de la piel
Fig. 4. Reaccion catalizada por la superdxido dismutasa. (SOD)

Fig. 5. Reaccidn catalizada por la encima catalasa (CAT).

Fig. 6. Reaccion catalizada por la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation
reductasa (GRed).
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Fig. 7. Reaccion de Haber-Weiss.

Fig. 8. Cuadro efecto sinérgico de las moléculas antioxidantes.

Fig. 9. Clasificacion de los flavonoides.

Fig. 10. Estructura basica de los flavonoides.

Fig. 11. Mecanismos de accion de los fitoantioxidantes.

Fig. 12. Raton SKH-1.

Fig. 13. Lampara Philips empleada en el estudio.

Fig. 14. Estructura quimica de los compuestos del Extracto de granada.

Fig. 15. Estructura quimica: Nuzhenida y GI3.

Fig. 16. Estructura quimica de la proantocianidina.

Fig. 17. Lampara de irradiacién UV con jaulas de PVC.

Fig. 18. Sistema de individualizacion de los animales expuestos a RUV.

Fig. 19. Detalle del programa de analisis del area de la lesion macroscopica.
Fig. 20. Detalles del programa de analisis del area de la lesidén microscépica.
Fig.21. Detalle zona de la piel con eritema.

Fig. 22. Detalle zona de la piel con arrugas longitudinales.

Fig. 23. Ulceracioén superficial extensa e irregular.

Fig. 24. Detalle de lesiones neoplasicas en el grupo control tras 75 sesiones.

Fig. 25. Lesidén nodular compatible con ulceracion neoplasica en un animal

tratado con el E. de granada.

Fig. 26. Detalle de las lesiones a las 75 sesiones en el grupo tratado con E.

de granada.
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Fig. 27. Detalle de las lesiones a las 75 sesiones en el grupo tratado con E.

de fresno

Fig. 28. Detalle de las lesiones a las 75 sesiones en el grupo tratado con E.

de uva.

Fig. 29. Piel sana sin irradiar.

Fig. 30. Hiperplasia leve.

Fig. 31. Hiperplasia con displasia leve

Fig. 32. Displasia moderada.

Fig. 33. Displasia severa, carcinoma in situ.

Fig. 34. Detalle de carcinoma invasor, grupo control: nidos de células

tumorales con focos de queratinizacion interna

Fig. 35. Detalle de queratinizacion intracitoplasmatica.

Fig. 36. PCNA en ratones control sanos: positividad en células basales.
Fig. 37. Marcaje intenso de PCNA en tumor del grupo control.

Fig. 38. Marcaje leve de PCNA en un carcinoma del grupo tratado con E. de

fresno.
Fig. 39. PCNA en E. de Granada.

Fig. 40. PCNA en carcinoma del grupo E. de uva con area de necrosis.

Grdficos

Graf. 1. Areas de lesiones macroscépicas
Graf. 2. Resumen de lesiones macroscépicas.

Graf. 3. Recuento de células positivas a PCNA
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Abreviaturas
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BCC: Carcinoma de células escamosas.

CAT: catalasa.

CAT: acido catalpico.

CdK: ciclinas (inhibidor de la proteina p21/WAF1).

CDKNZ2A: cinasa dependiente de ciclina N2A.

COX: ciclooxigenasa.

Cultek: complejo avidina-biotina-peroxidasa.

DAKO: anticuerpo secundario goat anti-mouse biotinado.

DEM: dosis eritematosa minima.

DMBA: 7, 12 —dimetil benzo a antroceno (dimetilbenzantraceno)
EGCG: (-)- epigalatocatequina- 3- galato.

ERO: especies radioactivas de oxigeno.

GPx: glutatidon peroxidasa.

GRed: glutation-reductasa.

GSH: tripéptido glutation.

GSSG: glutation oxidado 6 glutation reducido.

H2O,: peroxido de hidréogeno.

HaCaT: lineas de células inmortales de queratinocitos humanos.

HE: hematoxilina-eosina.
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HPLC-DAD: cromatografia liquida de alta resolucion-despliegue de

activos digitales.

IECA: inhibidor de la actividad de la enzima convertidora de

angiotensina.

IL-10: interleuquina 10.

IL-12: interleuquina 12.

LMWA: low molecular-wieght-antioxidants

MAPK: sefiales de activacion de la proteinquinasa.

MMP: metaloproteinasas de la matriz celular.

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.

NER: mecanismos de escision de nucledtidos.

NF-kB: cadenas ligeras kappa de las células B activadas.
NO: éxido nitrico.

Nrf2: factor de transcripcion

O3: ozono.

OMS: organizaciéon mundial del la salud.

P53: gen supresor de tumor.

PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular..
PPARa: receptores activados de proliferacion de los peroxisomas a.

PRAAL-PCB: plataforma de investigacion aplicada en animal de

laboratorio del parque tecnoldgico de Barcelona.

PVC: policloruro de vinilo.
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PTVs: polifenoles de té verde.

RLO: radicales libres de oxigeno.

RNS: especies reactivas de nitrogeno.

RUV: radiacion ultravioleta.

TGF-beta 1: factor de crecimiento transformante beta 1.
TPA: tetradecanoil forbol-13 acetato.

TZDs. Tiazolidinedionas.

UVA: ultravioleta A.

UVB: ultravioleta B.

UVC: ultravioleta C.



