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1-. INTRODUCCION.

1.1 BASES ANATOMICAS.

1.1.1-. Embriologia de las glandulas salivales.

Las glandulas salivales derivan embrionariamente del ectodermo.
El ectodermo es la primera capa germinal y emerge del epiblasto. Lo hace
durante la fase de gastrulacion, en la 3% semana del embrion, que sigue a
la fase de blastula. Las glandulas parétidas son las primeras glandulas
salivales que se forman, y su desarrollo comienza durante el inicio de la
6a semana intrauterina. Al final de la 62 semana, se comienzan a formar
las glandulas submaxilares y entre la 72-82 semana lo hacen las glandulas
sublinguales. Las glandulas salivares menores aparecen mas

tardiamente, a lo largo del 3r mes de gestacion. (Moore-Persaud 1997).

Las yemas epiteliales que formaran la glandula parétida proliferan
del recubrimiento ectodérmico existente entre la fusibn del proceso
maxilar y mandibular. A medida que estos van definiendo la cavidad oral,
la glandula se aisla persistiendo una pequefia comunicacién que sera el
futuro conducto de Stenon cuya salida se produce a través de la mucosa
yugal a nivel del segundo molar superior (en adultos). Estas yemas tienen
la peculiaridad que crecen, se ramifican y se extienden siguiendo el
trayecto del nervio facial, para posteriormente canalizarse y transformarse
en conductos hacia la 102 semana intrauterina, que es cuando quedan
formadas definitivamente, aunque las secreciones salivales no se inician
hasta la 182 semana intrauterina Aunque el germen parotideo es el
primero en aparecer, es el que mas tardiamente se encapsula
produciéndose en este periodo el desarrollo del sistema linfatico por
atrapamiento de linfocitos que colonizan previamente la par6tida,
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formando ganglios peri e intraparotideos e incluso en el espesor de la

capsula (Martin-Granizo y cols. 2011).

Los primordios de las glandulas submaxilares crecen desde el
suelo de la boca a ambos lados de la linea media, en la hendidura
paralingual medial desembocando en la cavidad oral mediante el

conducto de Warthon, justo al lado de la linea media.

El primordio de la glandula sublingual crece en la hendidura
paralingual medial en forma de varias yemas epiteliales adyacentes a las
glandulas submaxilares cuyo drenaje se realiza a través de mudltiples
conductos directamente a boca (conductos de Walther) o junto al

conducto de Warthon mediante el conducto de Rinivus.

1.1.2-. Estructura de las Glandulas Salivales.

Las glandulas salivales se dividen segun su tamafio en mayores y
menores y segun la naturaleza de su secrecion en: serosas, mucosas 0
mixtas. Las glandulas salivales mayores son pares y pertenecen a este
grupo la glandula parétida, la glandula submaxilar o submandibular y la
glandula sublingual (Martin-Granizo y cols. 2011).

La glandula parétida es la glandula salival mas voluminosa. Tiene
un peso en el ser humano de aproximadamente 25 gramos. Se localiza en
la fosa parotidea que se sitla por delante del pabellon auricular. Esta
limitada por arriba con el arco cigomatico y por abajo con la mastoides,
gonion, borde anterior del musculo esternocleidomastoideo (ECM) y
vientre posterior del musculo digastrico. Por dentro, se encuentra el
musculo masetero y esta recubierta por la fascia parotidea que integra el
sistema musculo aponeurético superficial -smas-. El nervio facial o VII par

craneal es un nervio eminentemente motor que se encarga de los
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movimientos musculares de la cara. Se hace extracraneal a través del
agujero estilomastoideo, atraviesa la glandula parétida dividiéndola en
I6bulo profundo y I6bulo superficial. Dentro de ella, el tronco principal del
nervio se bifurca en tronco temporofacial y tronco cervicofacial que a su
vez dan ramas terminales: frontotemporales, cigomaticas, bucales,

mandibulares y ramas cervicales (Rouviere y Delmas 2007).

La vascularizacion arterial de la glandula parétida depende de
ramas de la arteria cardtida externa, justamente de la arteria maxilar
interna y de la arteria temporal superficial. La vascularizacion venosa de
la glandula nace de la vena maxilar interna, que drena a la vena
retromandibular y de la vena temporal superficial que a su vez junto con la
vena retromandibular drena en la vena yugular externa. El drenaje
linfatico se efectla por ganglios linfaticos intra y yuxtaglandulares que

drenan a ganglios yugulares profundos (Rouviere y Delmas 2007).

Esta inervada eferentemente por nervios simpaticos vy
parasimpaticos. El sistema simpatico por el plexo carotideo externo y el
sistema parasimpatico por el ramo timpénico del nervio glosofaringeo (IX
par craneal) haciendo estacion en el ganglio ético y llegando a la glandula

por el nervio auriculotemporal (Rouviere y Delmas 2007).

Ramos temporales

Glandula
parotida

Ramos cigomaticos

Nervio
auricular
posterior
Conducto parotideo

Tranco principal del
nervio facial
emergiendo del agujero
estilomastoideo

Ramos bucales

- . Ramo marginal de la mandibula
Nervio para el vientre

posterior del masculo
digéstrico y
niisculo estilohicideo

Ramo cervical

Fig. 1.1. Imagen Diseccién Anatémica de la Glandula Parétida (Netter 2003)
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La glandula parotida, al igual que el resto de glandulas salivales,
consta de una serie de conductos que finalizan en estaciones terminales o
acinos. El conducto secretor principal de la parétida se conoce como
conducto de Stenon y a través de él la saliva es secretada a la cavidad
oral. Este conducto se ramifica en conductos progresivamente mas
pequefos llamados conductos estriados, que a su vez se ramifican en
conductos intercalares mas pequefios que se abren a un fondo de saco
ciego llamado estacion terminal o acino. Los acinos muestran gran
diversidad en cuanto a forma, tamafio y nimero de células. La forma de
estos acinos terminales puede ser circular, tubular o multilobular. Constan
de unas células encima de una lamina basal que rodean un espacio
central, que es la luz del acino. Entre las células hay canaliculos que se
abren a la luz del conducto, constituyendo el comienzo del sistema de
conductos. Las formas del acino en las glandulas serosas es circular,
mientras que en la mucosa suele ser tubular. En el acino pueden hallarse
diferentes tipos celulares: células mucosas, células serosas y células
mioepiteliales. El nimero y distribucién de cada una varia de una glandula

a otra (Bermejo-Fenoll 2000).

La glandula parétida es un tipo de glandula acinar. Su conducto
secretor principal esta recubierto de epitelio columnar pseudoestratificado.
Los conductos estriados estan formados por una sola capa de células
cuboides a columnares con estriaciones basales. Los conductos
intercalados también tienen una sola capa de células, pero en este caso,
de planas a cuboidales, formando conductos intercalados largos y
estrechos. El acini o unidad secretora terminal es de tipo seroso. El
estroma o tejido intersticial es de tipo lobulado, formado por un tabique de

tejido conectivo con abundante tejido graso (Bermejo-Fenoll 2000).
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1.1.3-. Descripcion de los diferentes grupos glandulares.

Existen dos grupos de glandulas salivales. Las glandulas salivales
mayores al que pertenecen la glandula parétida, la glandula submaxilar o
submandibular y la glandula sublingual. ElI otro grupo lo forman las

glandulas salivales menores.

Hemos hablado anteriormente de la glandula parétida, vamos
ahora a hacer una breve mencién del resto. La glandula submaxilar o
submandibular estd situada por debajo de la basal mandibular y por
encima del muasculo digastrico, en la celda submaxilar. Las secreciones
salivales de esta glandula llegan a la boca a través del conducto de
Warthon, que drena lateral al frenillo lingual, recubierto por epitelio
columnar pseudoestratificado, al igual que el conducto de Stenon. Esta
glandula es de menor tamafio que la glandula parétida. Sus conductos
estriados tienen la misma estructura que la glandula parétida (una sola
capa de células de cuboidales a columnares, con estriaciones basales)
pero con conductos mas largos y abundantes. Los conductos intercalados
también tienen la misma estructura que la glandula parétida (una sola
capa de células de planas a cuboidales) pero de menor cantidad y menor
longitud. En la unidad secretora o acino terminal predominan los acinos
serosos, aungque también existen tubulos mucosos, por lo que la
secrecion es de tipo mixto con predominio seroso. El estroma o tejido
intersticial es lobulado, con tabique de tejido conectivo pero sin presencia
de tejido adiposo como si ocurre con el estroma o tejido intersticial de la

glandula parotida (Bermejo-Fenoll 2000).

La glandula sublingual se localiza a nivel del suelo de la boca. Esta
formada por un conjunto de pequefias glandulas, con sus propios
conductos de drenaje (10-30). EI mas voluminoso es el conducto de
Bartholin o Rinivus, que drena directamente al conducto de Warthon o por

fuera de él. El resto se abren a la cavidad oral en un pliegue o carincula
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sublingual. Estan recubiertos de epitelio columnar pseudoestratificado. El
acino terminal es mayoritariamente tubular mucoso con algunos acinos
serosos, por lo que la secrecién es de tipo mixto con predominio mucoso.

Es la de menor tamafio de las glandulas salivales mayores.

Las glandulas salivales menores se localizan en la submucosa oral
y drenan la saliva individualmente mediante un conducto muy corto. Estan
distribuidas por toda la boca, excepto en la encia y parte anterior del
paladar duro. Se estima que hay entre 1000-1500 glandulas salivales
menores (Bermejo-Fenoll 2000).

1.2 BASES FISIOLOGICAS.

1.2.1-. Aspectos cualitativos de la secrecién salival.

La saliva tiene un papel importante en la salud oral. Las
alteraciones en la secrecion se dividen en dos grupos: a) aumento del
flujo salival y b) descenso del flujo salival. Es mas frecuente este ultimo
grupo y segun la Federacion Dental Internacional (FDI), la hiposecrecion
salival o sialopenia puede llegar a afectar hasta en un 50% a la poblacién
mayor de 50 afios y hasta en un 70% a la poblacién mayor de 70 afos
(Llena-Puy 2006).

La saliva se presenta como una solucion acuosa formada
mayoritariamente por agua (99%) junto con sustancias tanto organicas
como inorganicas. La composicion salival entre individuos es bastante
constante. Existen variaciones de volumen en funcién de la naturaleza,
intensidad, duracion del estimulo que provoca la secrecion y momento del

dia en el que se produce (Kaufman y cols. 2002).

La composicion quimica de la saliva depende de la glandula que la

segrega. En general, la glandula parétida produce mayor cantidad de
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sustancias que la glandula submaxilar, a excepcion del calcio. La glandula
parétida segrega una saliva serosa, la glandula submaxilar segrega una

saliva mucosa y la glandula sublingual una saliva mas viscosa.

En cuanto a los componentes organicos, las proteinas son las mas
abundantes. Su concentracion es aproximadamente 300mg por 100 ml.
Se han visto mediante electroforesis mas de 40 proteinas distintas. La
glandula salival que mas proteinas segrega es la glandula parétida. Las
proteinas mas frecuentes son las ricas en prolina (mucinas, proteinas
acidas ricas en prolina y glucoproteinas basicas ricas en prolina) que
constituyen entre el 60-70% del total. Existen también proteinas
enzimaticas (amilasa, lisozima y lactoperoxidasa), proteinas aromaticas
(gustina, estaterina y lactoferrina) e inmunoglobulinas (lg). Vamos a
describir brevemente alguna de ellas (Lopez-Jornet 2000).

1-. Glucoproteinas (mucinas). Facilitan la funcibn mecanica de la

saliva respecto al deslizamiento de los alimentos y funcion de limpieza.

2-. Amilasa. Es la enzima bucal mas destacada e importante y su
accion principal es la de metabolizar el almidén de los residuos
alimenticios que permanecen en la boca después de las comidas, mas
que contribuir al proceso de digestion. Los carbohidratos favorecen su
secrecion y es la glandula parétida la que en mayor porcentaje la segrega

en comparacion con la demas glandulas salivales .

3-. Peroxidasa salival (lactoperoxidasa). Produce lisis de bacterias
en el medio bucal por lo que influye en la flora oral. Su eficacia depende
del ph. La glandula submaxilar y sublingual la segrega en mayor
concentracion que la glandula pardétida.

4-. Lipasas (actividad lipolitica) Hidrolizan los triglicéridos de

cadena larga para liberar acidos grasos.
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5-. Lactoferrina. Es una proteina basica que se une al hierro. Tiene
propiedades bacteriostaticas para microorganismos aerobios y anaerobios
facultativos. Ademas tiene una funcién de inmunidad nutricional al evitar

que el hierro en forma férrica sea utilizado por las bacterias.

6-. Inmunoglobulinas salivales . Los anticuerpos secretores de la
saliva interfieren en la adhesion de los microorganismos a la membrana
mucosa. Forman la primera barrera de defensa. La inmunoglobulina (Ig) A
es la mas frecuente en la saliva, siendo su concentracion hasta diez
veces superior con respecto a la IgG y la IgM. La IgA salival se diferencia
de la sérica porque contiene un glucopéptido adicional llamado

componente secretorio.

Los lipidos son otro gran grupo de sustancias organicas que se
encuentran en la saliva. Podemos encontrar acidos grasos libres,

colesterol, lecitina y fosfolipidos.

Los hidratos de carbono o carbohidratos de la saliva estan
formados por hexosaminas, como la galactosa, manosa, fucosa, glucosa

y acido sialico.

En cuanto a los componentes inorganicos de la saliva,
encontramos fundamentalmente: calcio, sodio, potasio, magnesio, cloruro,
sulfato y tiocianato. También fluoruro, yoduro, bromuro, hierro, estafio,
nitrito aunque en menores cantidades. Entre las numerosas funciones de
estos compuestos, destaca el sistema tampon por bicarbonatos y fosfatos
fundamentalmente. Ademas de esta funcién tampdn, los electrolitos
inorganicos remineralizan las estructuras duras, tienen actividad
enzimatica y participan en los mecanismos de defensa del huésped
(L6pez-Jornet 2000).
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Cuando se estimula la secrecion de saliva, el sodio y el bicarbonato
aumentan, mientras que el fosfato disminuye, permaneciendo constantes

tanto el calcio como el potasio.

Los farmacos, la edad y el estado de salud influyen en la

concentracion de los diferentes componentes inorganicos.

1.2.2-. Aspectos cuantitativos de la secrecion salival y factores influyentes

La cantidad de saliva segregada en 24 horas oscila entre 0,6-1,5
litros. Esta gran variedad de volumen se debe a multiples factores como:
edad, sexo, dieta, tabaco, cambios estacionales, enfermedades

organicas, drogas, mecanismo estimulatorio, ritmo circadiano, etc.

La glandula parétida tiene una tasa de secrecion en reposo de 0,04
ml/min, y la submaxilar y sublingual de 0,12 ml/min. Tras estimularlas, las
tres segregan un rango de volumen salival que oscila entre 0,5-0,8
ml/min. Esto permite decir que la glandula que mayor poder de secrecion
tiene tras ser estimulada es la glandula parétida que segrega hasta 10
veces su volumen basal, siendo 5 veces el volumen segregado por la

glandula submaxilar y sublingual (Proctor 2016).

Con la edad existen cambios morfolégicos ya que el parénquima
funcionante de la glandula se va sustituyendo por depdésitos grasos y

tejido conectivo.

En general, la cantidad de saliva segregada por los hombres es
mayor que la segregada por las mujeres, pero a medida que avanza la

edad ésta se iguala.

En cuanto a la raza, se ha descrito que hay una mayor tasa de

secrecion de saliva en pacientes de raza negra.
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En cuanto a los ritmos circadianos, hay que decir que durante el
dia se segrega mayor cantidad de saliva que a su vez aumenta con la
masticacion. Durante las horas de suefio se recogen las menores tasas

de secrecion salival (Proctor 2016).

La ansiedad y el stress también tienen influencia en la secrecion

salival produciendo una disminucién de la misma.

1.2.3-. Fisiologia de la Secrecion Salival.

La regulacion de la secrecion salival depende del sistema nervioso
autonomo, a través de la estimulacion simpatica (efecto adrenérgico) y
parasimpatica (efecto colinérgico). Ante los estimulos gustativos, el
sistema parasimpatico produce un aumento rapido de volumen salival,
siendo la intensidad del fluyo mayor en el primer momento,
estabilizandose posteriormente. La estimulacion simpatica también
produce un aumento de secrecion, aunque de menor intensidad. Ambos
sistemas, el simpatico y el parasimpatico aumentan la concentracion de
componentes organicos e inorganicos salivales y ambos son

responsables de la salivacion fisiologica (Pfaffe y cols. 2011).

La secrecion continua de saliva en reposo estéa relacionada con la
secrecion constante de pequefias cantidades de acetilcolina en el interior

glandular (Kaufman y cols. 2002).

La saliva estimulada se origina por dos tipos de reflejo: el reflejo
salival incondicionado y el condicionado. El primero se produce por el
estimulo gustativo masticatorio, por dolor o por irritacion oral, faringea o
gastrica. El estimulo sensitivo alcanza los centros salivatorios a través de
las vias aferentes de la cuerda del timpano (rama del nervio facial o VII

par craneal), ramas faringeas de los nervios glosofaringeo (IX par
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craneal) y vago (X par craneal) y fibras sensitivas de la segunda y tercera
ramas del trigémino (V par craneal). El reflejo salival condicionado se
desencadena por los drganos de los sentidos (vista y olfato

fundamentalmente) (Pfaffe y cols. 2011).

Tanto en el reflejo incondicionado como en el condicionado, las
vias eferentes, que partiendo de los centros salivatorios parasimpaticos
alcanzan las glandulas salivales, vienen constituidas por las fibras
secretoras de la cuerda del timpano procedentes del nucleo salivatorio
superior y con destino a las glandulas submaxilar y sublingual, y por la
rama timpanica del nervio glosofaringeo, con fibras procedentes del

nacleo salivatorio inferior y con destino a la glandula parétida.

La inervacion simpdtica de las glandulas salivales deriva del asta
lateral de la médula espinal entre el primero y segundo segmento
toracico. Los axones del asta lateral salen de la médula por las raices
ventrales y penetran en el tronco simpatico paravertebral, continuando en
sentido cefalico hasta el ganglio cervical superior, donde establecen
sinapsis con células ganglionares. De estas neuronas salen los axones

que siguen hasta las glandulas salivales (Martin-Granizo y cols. 2011).

La cantidad de saliva segregada se mide en tasa de flujo salival
que corresponde a ml/min. Puede estar aumentada (hipersecrecion,
sialorrea o ptialosis) o disminuida (hiposialia o sialopenia). La variacion de
la tasa salival tiene repercusion tanto en los componentes organicos como

en los inorganicos. Es mas frecuente la hiposialia o sialopenia.

La causa mas frecuente de hiposialia es la ingesta de
determinados farmacos con efecto sobre el sistema nervioso o
reguladores de los liquidos corporales. Por ejemplo farmacos

antiparkinsonianos, antihistaminicos, antiespasmaodicos, hipotensores,
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relajantes musculares, anticolinérgicos, anticonvulsionantes,

antidepresivos, diuréticos, hipnoticos, narcoticos y simpaticomiméticos.

Otra causa de hiposialia puede ser la existencia de una
enfermedad de base como el sindrome de Sjdgren, de causa autoinmune,
que afecta a la secrecion de saliva por destruccion de las glandulas

salivales por autoanticuerpos (Spilmann y cols. 2011).

Para el tratamiento de la hiposialia se suelen utilizar estimulantes
mecanicos, gustativos o farmacos parasimpaticomiméticos entre los que
destaca la pilocarpina, el betanecol, el carbacol, la neoestigmina y la
distimina. Estos farmacos son eficaces en aquellos pacientes que todavia
tienen parénquima salival funcionante, sin embargo deben tenerse en
cuenta los efectos secundarios a nivel cardiocirculatorio. El ceveline ha
demostrado tener menos efectos secundarios que la pilocarpina. En el
caso que no exista parénquima salival funcionante, como ocurre en el
caso de haber recibido un tratamiento oncolégico mediante radiacion
ionizante (radioterapia), se suelen utilizar sustitutos salivales, que intentan
asemejarse en lo posible a la saliva tanto en componentes como en

viscosidad (Spilmann y cols. 2011).

1.3-. NEOPLASIAS SOBRE LA GLANDULA PAROTIDA.

El tejido glandular salival de la parétida puede sufrir procesos
tumorales, como cualquier otra parte del organismo. Los tumores
malignos de parotida representan hasta el 20% de los que se originan
sobre ella. Sin embargo, sobre glandula submaxilar representa hasta el
35% y sobre glandula sublingual y glandula salivar menor, hasta el 80%.
Los tumores malignos de parétida son entre el 1-3% de los tumores de
cabeza y cuello. Se clasifican en si son de origen epitelial, no epitelial o

metastasico-secundario (Ellis y Auclair 1996).
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Los mas frecuentes son los de origen epitelial. Dentro de este
grupo, en la glandula parétida el mas frecuente es el carcinoma
mucoepidermoide (55-65%) (Speight y Barret 2002). En cambio, la
neoplasia mas frecuente de origen epitelial sobre glandula submaxilar y
sublingual es el carcinoma adenoide quistico o cilindroma (Spiro y cols.
1978; Everson y cols. 1985). También pertenecen al grupo de origen
epitelial: el adenocarcinoma, el carcinoma de células acinares, el
adenocarcinoma polimorfo de bajo grado, carcinoma de células basales,
claras y escamosas, cistoadenocarcinoma o0 cistoadenoma papilar
maligno, tumor mixto malignizado, carcinoma de células grandes y
carcinoma de células pequefias, carcinoma indiferenciado y carcinoma

anaplasico (Martin-Granizo y cols. 2011).

Las neoplasias no epiteliales agrupan los linfomas y las lesiones
malignas de origen mesenquimatoso como los schwannomas, los
hemangiopericitomas, los histiocitomas fibrosos malignos, los
rabdomiosarcomas y los fibrosarcomas. En el estudio que Ellis y Auclair
publicaron en 1996, describieron que los linfomas de las glandulas
salivales mayores son caracteristicamente del tipo no Hodgkin, y que
constituyen el 16% de todos los tumores malignos en las glandulas
salivales mayores; de ellas el 80% sucede en la glandula parétida. Las
neoplasias de origen mesenquimatoso, en las glandulas salivales
mayores, representan aproximadamente 0,5% de todos los tumores de
las glandulas salivales benignos y malignos, y aproximadamente 1,5% de

todos los tumores malignos (Luna y cols. 1991).

En cuanto a la neoplasia metastasica o secundaria, la mayoria
procede de tumores malignos primarios de cabeza y cuello (los méas
frecuentes carcinomas de células escamosas y melanomas de la cabeza
y el cuello) (Gnepp 1991) que presumiblemente llegan a la glandula

pardtida via el sistema linfatico y tumores malignos infraclaviculares tales
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como el pulmén, rindbn y mama que alcanzan las glandulas salivales

mediante via hematdgena (Batsakis y Bautina 1990).

El tratamiento de eleccion, tanto en tumores benignos como
malignos, es la cirugia. En el caso de las neoplasias parotideas, la cirugia
suele ser mas o menos radical, en funcién de la extension del tumor, con
el objetivo de conseguir buenos margenes libres de enfermedad. La
técnica utilizada en este caso puede ser la parotidectomia superficial o la

total con o sin conservaciéon del nervio facial.

En el caso de que el tumor sea maligno, se puede realizar ademas
un vaciamiento cervical. Se realiza en N+, T3 y T4 siempre y NO con alto
grado de malignidad independientemente del tamafio tumoral. (NCCN
Guide Line 2015). El vaciamiento cervical consiste en realizar la exéresis
de los ganglios linfaticos cervicales para evitar la diseminacion tumoral
primaria, puesto que es la via mas frecuente de diseminacion tumoral en
cancer de cabeza y cuello, y realizar un mejor estadiaje para saber el

prondstico y elegir un posterior tratamiento complementario.

Existen cinco niveles ganglionares
cervicales en funcion de su localizacion. El
nivel I: ganglios submentonianos vy
submandibulares. El nivel 1I: ganglios
yugulares superiores y mastoideos. El nivel
lll: ganglios yugulares o yugulocarotideos
medios. El nivel 1V: ganglios yugulares o
yugulocarotideos inferiores. EI nivel V: w2

ganglios supraclaviculares y triangulo
posterior. También se considera un nivel Fig. 12 Principales Niveles Ganglionares Cenvcakes
VI: ganglios cervicales anteriores y un nivel (Capote y cols. 2004)
VII: ganglios  traqueoesofagicos 'y

mediastinicos (Valle y Villanueva 2008).
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El vaciamiento cervical en cancer de parotida suele ser de tipo
supraomohioideo, en el que se extirpan los niveles I, Il y lll. Si hay
ganglios metastasicos cervicales al diagnéstico (N+) se realiza un
vaciamiento mas amplio en funcion de la localizacion y posibilidad de
extirpaciéon de la o las adenopatias. El mas amplio es el vaciamiento
cervical radical, en el que se extirpa: nervio espinal, musculo
esternocleidomastoideo (ECM), vena yugular interna, musculo
omohioideo, glandula submaxilar y plexo sensitivo cervical. Cuando no es
necesario resecar tantas estructuras anatomicas se puede realizar un
vaciamiento cervical radical modificado con el fin de mejorar la morbilidad
de la cirugia. El vaciamiento radical modificado tipo | conserva el nervio
espinal y reseca todo lo demas. El vaciamiento radical modificado tipo Il
conserva el nervio espinal y ECM, resecando todo lo demas. EIl
vaciamiento radical modificado tipo Ill conocido como vaciamiento cervical
funcional, se reseca todo lo descrito para el vaciamiento radical excepto

nervio espinal, ECM y vena yugular interna (Capote y cols. 2004).

Cuando hay ganglios cervicales metastasicos (N+), se realiza
tratamiento con radioterapia (Fig. 1.3). La radioterapia ademas esta
indicada en el carcinoma adenoide quistico, en tumores de medio y alto
grado de malignidad, en margenes afectos, e invasion perineural y/o
vascular. En los tumores T4b, solo se trata con radioterapia. En las
recurrencias locoregionales sin radioterapia previa que sean irresecables,
se administra radioterapia y las recurrencias locoregionales o segundos
primarios con radioterapia previa, resecables o no, pueden recibir
radioterapia o cirugia (NCCN Guide Line 2015).

Se deben administrar entre 44-66 Gy (2Gy/dia) a partir de las 6
semanas de la cirugia, de lunes a viernes hasta completar la dosis total
(NCCN Guide Line 2015).
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La afectacion de la radioterapia sobre la glandula parétida no sélo
sucede cuando esta forma parte del tratamiento de un cancer parotideo,
sino que ademas también se puede afectar la glandula parétida por la
radiacion utilizada como tratamiento de otros canceres de cabeza y cuello
como el cancer de cavidad oral por ejemplo, ya sea por necesidad de

atravesarla o por la radiacion dispersa.

El cancer de la cavidad oral representa el 2-4% de todos los
tumores malignos. Dentro de este, las localizaciones mas frecuentes son
lengua y suelo de boca, pudiendo afectar también la mucosa yugal, el

trigono retromolar, reborde alveolar y paladar (Cortez 2013).

Aproximadamente la mitad de los casos de cancer oral se
diagnostican en estadios avanzados (estadios IIl y IV) en el momento del
diagnéstico, por lo que la radioterapia se utiliza como tratamiento de la
enfermedad en al menos el 50% (Fig. 1.4). En esta localizacién, la
radioterapia se utiliza para los mismos casos que en el cancer de glandula

parétida (y glandulas salivares en general).

Cabe destacar que existen diferentes protocolos en los que se
administra quimioterapia junto con la radioterapia, de forma concomitante.
El nimero de ciclos de quimioterapia es menor que las sesiones de
radioterapia y se afiade cuando existen margenes afectos, cuando hay

invasion extracapsular y/o invasion perineural (NCCN Guide Line 2015).

Ademas existen otras areas de cabeza y cuello en las que la
radioterapia puede formar también parte del tratamiento como es el
cancer de orofaringe, nasofaringe, hipofaringe, glético, supraglético,

cancer de seno etmoidal y maxilar.
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T. Tumor primario.

- Tx. No es posible establecer la existencia de un tumor primario.

- TO. Sin evidencia de tumor primario.

- T1. Tumor de hasta 2 cm en su didametro maximo sin extensidn parenquimatosa.
-T2. Tumor de entre 2 y 4 cm en su diametro mayor sin extensidon parenquimatosa.
- T3. Tumor mayor de 4 cm y/o con extensidén parenquimatosa.

- T4. Invasion de estructuras adyacentes.

- T4a. Extensidn tumoral a estructuras vecinas: piel facial, hueso cortical mandibular,
seno maxilar. Enfermedad local moderadamente avanzada.

- T4b. Extension a base de craneo, espacio masticatorio, apdfisis pterigoides,
infiltracion carétida interna. Enfermedad local muy avanzada.

N. Ganglios linfaticos regionales.
-Nx. No es posible establecer la existencia de ganglios linfaticos afectados.
-NO. Sin metastasis linfaticas regionales.
-N1. Metastasis en un Unico ganglio ipsilsteral de hasta 3 cm en su didmetro mayor.
-N2.
-N2a. Metastasis en un Unico ganglio ipsilateral de entre 3-6 cm.
-N2b. Metdstasis en multiples ganglios ipsilaterales, ninguno mayor de 6 cm.
-N2c. Metastasis ganglionares bilaterales o contralaterales, ninguna mayor de 6 cm.

-N3. Metastasis ganglionar mayor de 6 cm.

M. Metastasis a distancia.
-Mx. No es posible establecer la presencia de metéstasis a distancia.
-MO. Sin metastasis a distancia.

-M1. Met3astasis a distancia.

Figura 1.3. Clasificacién TNM. (Martin-Granizo y cols. 2011)
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GRUPOS DE ESTADIAJE

ESTADIOI  T1NO MO

T2 NO MO

ESTADIO Il T3 NO MO

ESTADIO Il T1 N1 MO

T2 N1 MO

ESTADIO IV T4 NO MO
T3 N1 MO
T4 N1 MO
Cualquier T, N2 MO
Cualquier T, N3 MO

Cualquier M1

Figura 1.4. (Martin-Granizo y cols. 2011)
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1.4-. RADIOTERAPIA.

La Radioterapia (RT) se comienza a utilizar como tratamiento
terapéutico tras el descubrimiento de los rayos X por Roetgen en 1895 y
del radio por Curie en 1898. En Espafa fue introducida por Celedonio
Calatayud en 1906. Es una forma de tratamiento que se utiliza en algunas
lesiones neoplasicas. Se basa en la utilizacion de radiacion ionizante de
alta energia (rayos gamma y particulas alfa) con la finalidad de eliminar
células neoplasicas. Se aplica sobre la zona del tumor maligno de forma
externa (radioterapia, propiamente dicha) o interna (braquiterapia). Se
puede usar de forma aislada (resecado previamente mediante cirugia o
no), de forma adyuvante, tras un tratamiento principal (generalmente la
cirugia), neoadyuvante, previo al mismo con el objetivo de reducir el
tamafio del tumor y facilitar asi la exéresis o bien de forma concomitante,
simultAneamente con otro tratamiento, generalmente la quimioterapia.
Existe también un efecto sobre el tejido vecino sano aunque este es mas
radioresistente y tiene mayor capacidad de reparar las lesiones celulares
producidas por la radioterapia. Por este motivo surge la radioterapia
conformada en 3D y posteriormente la radioterapia de intensidad
modulada (IMRT) en la que se modula o controla la intensidad del haz de
radiacion, obteniendo una alta dosis sobre el lecho tumoral y minimizando
la dosis en los tejidos sanos, mediante aceleradores lineales con
colimador multilaminar y sofisticados sistemas informaticos de

planificacién dosimétrica y verificacion de dosis (ASTRO 2014).

1.4.1-. Efectos de la Radiacion.

Las radiaciones utilizadas en medicina tienen como denominador
comun su capacidad para ionizar. A partir de esta accion fisica elemental

se desencadenan una serie de efectos quimicos en cascada, ya que los
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atomos ionizados tienen una gran capacidad reactiva al intentar recuperar
su estabilidad quimica. Asi, cuando estas reacciones tienen lugar en las
moléculas de ADN, aparecen una serie de lesiones nivel genético y
cromosomial. Muchas de estas reacciones no producen muerte celular
directa, por lo que forman parte del dafio celular subletal, mientras que
otras lesiones, directas o por acumulacion de dafio subletal, llevan a la
muerte celular. La lesion radioinducida es inespecifica y no selectiva, si
bien determinadas células son mas sensibles que otras al efecto de la

radiacion (Esco y cols. 2004).

En 1906 Bergonie y Tribondeau describieron unos postulados que
permiten conocer el grado de radiosensibilidad o radiorresistencia de los
diferentes tipos celulares. En ella se dice que los rayos X actian mas
sobre las células cuanto mayor es su actividad reproductora, mayor
namero de divisiones deba realizar para adoptar su forma y funciones
definitivas y cuando no haya alcanzado su grado de diferenciacion
definitiva. Una célula no diferenciada es una célula inmadura cuya funcién
fundamental es dividirse para mantener su propia poblacion y para
reemplazar a las células maduras perdidas. Las células indiferenciadas se
pueden considerar como células precursoras o células madre de una

poblacion.

Sin embargo, una excepcion significativa a esta ley lo constituye el
linfocito. El linfocito es la célula mas radiosensible del organismo, sin
poseer ninguna de las tres caracteristicas enunciadas en los postulados

anteriores de Bergonié y Tribondeau. (Alcaraz-Bafios 2003).

Aunque la muerte celular se produce mas facilmente si la radiacion
interacciona mas facilmente con el nucleo que si 0 hace sobre cualquier
otra estructura citoplasmatica, es mucho mas frecuente la interaccion
esencialmente con el agua celular, lo que induce la formacién de radicales

activos con capacidad de difusién suficiente como para alcanzar las
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moléculas diana de ADN. Asi se produce el efecto indirecto de la
radiacion, cuyo resultado final sera igualmente la muerte celular por lesién
sobre el ADN. Este efecto indirecto estd producido por la formacién de
radicales activos que se forman por la ionizacion del agua, siendo sobre

todo radicales OH y O con gran capacidad oxidante (Steel 1993).

Todos estos efectos se producen inmediatamente después de la
radiacion (del orden de milisegundos al cubo) y en la proximidad del

territorio irradiado (del orden de 2nm de didmetro en torno al mismo).

En el cuerpo humano existen sistemas de radioproteccion
especifica mediante el sistema enzimatico de la Superoxido Dismutasa
(SOD) que cataliza la reaccion de radicales de oxigeno libres con
hidrogeno para formar oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno que
sera convertido a agua por las catalasas o peroxidasas intracelulares.
Cuando el sistema se satura aparece el estrés oxidativo (Esco y cols.
2004).

Existen también los modificadores de respuesta biologica (MRB)
gue actuan sobre las citoquinas, reparacioén del ADN, regulacion del ciclo

celular, la apoptosis o la oxigenacion celular.

De una u otra manera, cuando la consecuencia final es la muerte
celular se liberan elementos intracelulares que conduce a fenémenos
inflamatorios agudos y situaciones de deplecion celular. Cuando esta
deplecién se produce sobre tejido tumoral estariamos alcanzando la
curacion, pero sobre tejidos sanos serian la destruccién del érgano con

pérdida de su funcion (Esco y cols. 2004).
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1.4.2-. Efecto de la Radiacién sobre la glandula Parétida.

Aproximadamente el 70% de los pacientes que reciben radioterapia
para cancer de cabeza y cuello desarrollaran hiposialia por afectacion de
las funcién glandular. El descenso de la tasa de salivacion se cree que es
debido a la alteracion en la transduccion de sefiales como resultado del

dafio por estrés oxidativo radioinducido en la membrana celular.

El area de tejido expuesto y la dosis de radiacion son los
principales factores que influyen en los cambios glandulares. El dafio
tisular es dosis dependiente. A mas dosis de radiacién, y a mas area
expuesta, peor tasa de salivacion (Acauan y cols. 2015).

La radiacién sobre la glandula parotida tiene consecuencias
devastadoras debido al dafio radio-inducido sobre el parénquima salival.
El efecto principal es la hiposialia o pérdida de funcién secretora de saliva
por parte de la gldndula. Esto hace que el paciente tenga sensacion de
falta de secrecion o xerostomia que le provoca: alteraciones del gusto y
masticacion, dificultad para la deglucion, dificultad para el habla e incluso
para el suefio. Ademas existe una disminucién de la proteccion de la
cavidad oral contra diferentes agresiones sobre la encia y sobre los
dientes debido a alteraciones de la microflora bacteriana que es mas
patégena, causando Ulceras mucosas dolorosas, mayor incidencia de

caries y dificultad para llevar una prétesis mucosoportada (Nagler 2002).

El primero que describié el dafo radioinducido sobre las glandulas
salivales fue Bergonie en 1911, aunque a dia de hoy todavia no se sabe
el mecanismo con certeza por el que se produce el dafio. Se acepta que
ante una misma dosis de radiacion, la glandula par6tida es mas
radiosensible que otras glandulas salivales mayores. Se cree que es por

la mayor radiosensibilidad de las células serosas con respecto a las
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células mucosas. La funcién secretora de la glandula parotidea se ve
disminuida hasta en un 50 % (Nagler 1998).

Los modelos de estudio sobre la secrecidon salival llevada a cabo
en ratas en la Ultima década han descrito que con una radiacién
absorbida de entre 2,5 y 20 Gy a nivel de cabeza y cuello existe una
funcién claramente reducida de secrecion salival en torno a los 3-14 dias
post-radiacion (Baum y cols. 1998). Al final de la segunda semana hay
una recuperacion de la secrecién de flujo salival en ratas, pero luego
sigue una fase de profunda hiposecrecién salival. En las primeras 2
semanas post-radiacion existen ademas efectos derivados de una
mucositis oral como dificultad para comer, masticar y deglutir. A partir del
dia 40 post-radiacion se observa una reduccion de la tasa de secrecion
tanto de la glandula parétida como de la glandula submaxilar, aunque
sucede de forma mas temprana y severa en la primera. Tras 9-12 meses,
la secrecién parotidea sufre una reduccion de hasta el 75% del flujo,
aungue el descenso mas importante se produce a partir del tercer mes. La
afectacion inicial se debe al dafio del acino y en cambio la hiposecrecion

tardia a la pérdida de capacidad secretoria celular (Nagler 1998).

Durante los primeros 15 dias el efecto agudo de la radiacion
provoca una mucositis oral que indirectamente provoca una hipofuncién
secretora de la glandula, que no parece estar relacionada con el
parénquima glandular debido a la recuperacion de la tasa de secrecion

pasado este primer periodo.

La posterior hipofuncion a partir del dia 40 y de forma mas
importante a partir del tercer mes post-radiacion se cree que se debe al
dafio sobre el ADN durante la mitosis en células con un bajo potencial
mitético de entre 1-3 meses, ya sea por afectacion de la membrana
nuclear via lipoperoxidacién lipidica o bien por la radiosensibilidad del

ADN debida a la existencia de iones metalicos que producen actividad
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oxidativa y radicales libres dafinos para la célula que finalmente entra en

apoptosis (Nagler 2002).

A nivel macroscopico, existe una reduccion del volumen entre 40-
60% sobre glandulas parétidas de ratas irradiadas entre 2,5-15 Gy con
respecto al grupo control no radiado (Nagler 1998) y un 30% menos de
volumen con radiaciones de 25-37 Gy (IMRT: radioterapia

hiperfraccionada) (Fiorentino y cols. 2012).

A nivel microscoépico, dosis por encima de 10 Gy de radiacién sobre
la glandula parétida han mostrado alteraciones en el parénquima
glandular de las ratas radiadas a las 6 horas post-radiacion.

La pérdida de células acinares por muerte celular ha sido descrita
por numerosas publicaciones (Coppes y cols. 2001; Vissink y cols. 2003;
Xu y cols. 2010) tras radiacion sobre glandulas salivares, aunque el
aumento de células apoptéticas se considera la mayor causa de
disfuncién glandular tras la radioterapia. Estas se identifican
morfolégicamente por acumulacion de cromatina condensada cerca de la
membrana nuclear. Se forman cuerpos apoptéticos que son fagocitados

por macrofagos que desencadenan una reaccion inflamatoria.

En cuanto a la forma de administrar la radiacion, esta se puede
hacer a dosis Unica o bien mediante dosis fraccionadas. Se refiere a
hiperfraccionada (IRMT) para dosis diarias menores a 2 Gy. La toxicidad
temprana o aguda de la radiacion Unica es mayor que la que se encuentra
en la radiacién fraccionada, sobre todo a nivel de piel y mucosas
(dermatitis y mucositis). La toxicidad tardia, sobre todo la mielopatia a
nivel del sistema nervioso central, también es mas frecuente en casos de
irradiacion a dosis Unica. Esto es debido a la mayor dosis de radiacion

administrada de una sola vez, aun cuando la dosis total de radiacion
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administrada en la forma fraccionada es igual o superior (Esco y cols.
2004)

La radiacion causa dafio en el ADN celular, deprivacién de factores
de crecimiento e hipoxia que a su vez provocan un cambio en la
membrana mitocondrial (degeneracidon mitocondrial), alterando la
homeostasis celular, interrumpiendo la sintesis de ATP y produciendo
ROS (especies reactivas al oxigeno) que a su vez induciran factores
inductores de apoptosis que causaran condensacion de cromatina y
fragmentacion de ADN. Existe también vacuolizacion citoplasmatica,
hipovascularizacion, fibrosis y edema (Dossena y cols. 2015). En cuanto
al nucleo, este estd desplazado con respecto a su posicién original y
existen areas densas de cromatina en su periferia. Se pueden ver
alteraciones de la membrana celular, y cuando esto ocurre es la antesala

la muerte celular por apoptosis (Boraks y cols. 2008).

1.4.3-. Radioproteccién en Medicina.

Algunos de los campos de aplicacion de la radiacion ionizante son
la radioterapia, el radiodiagndstico, la medicina nuclear y la investigacion
biomédica. En estos procedimientos tanto los pacientes como los
trabajadores son expuestos a diferentes tipos y dosis de radiacion (Arora
y cols. 2008). En el caso de la radioterapia por ejemplo, es frecuente su
uso como un componente de la terapia contra el cancer (Citrin y cols.
2010).

El propdsito de la radioterapia en el caso del cancer es destruir las
células cancerigenas causando el minimo dafio posible a las células
normales. Siempre se intenta dar la dosis necesaria para dafiar al maximo
las células tumorales sin perjudicar a las no tumorales, sin embargo, se

suele causar cierto dafio a las células normales y, a partir de ahi, se
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pueden derivar efectos colaterales adversos. La naturaleza y el grado de
ese dafo indeseado depende de la dosis de la radiacion ionizante y de la
sensibilidad de los dérganos irradiados (Hosseinimehr 2007). Para
minimizar el dafio producido se busca mejorar el indice terapéutico por
diferentes vias pero pese a los esfuerzos, un pequefo volumen de células

no tumorales resulta afectado por la radiacion (Sebastia-Fabregat 2013).

Por esta razdén, cobra especial importancia la utilizacion de
sustancias radioprotectoras para la proteccién de los tejidos sanos, de
modo que se disminuyan los efectos secundarios producidos por la
radiacion. Los radioprotectores se engloban dentro de los compuestos
llamados radiomoduladores, es decir, que modifican la respuesta a la
radiacion en los sistemas biolégicos e incluyen compuestos quimicos y
naturales (Arora y cols. 2008). El concepto de radioprotector se podria
definir como agente quimico o droga que reduce el efecto dafino de la
radiacion, cuando se administra a organismos vivos (Arora y cols. 2006).
Pero las definiciones de radioprotectores han ido cambiando con el
tiempo segun el ambito clinico donde se pretendian utilizar o por otras

diversas razones (Sebastia-Fabregat 2013).

La primera tentativa acerca del uso de compuestos quimicos como
radioprotectores con el fin de proteger de los efectos nocivos de la
radiacion fue llevada a cabo después de la Segunda Guerra Mundial ya
que se penso en la posible necesidad de salvaguardar a los humanos del
uso militar de las radiaciones ionizantes (Jagetia 2007). El grupo de Patt y
cols. en 1949 fueron los primeros en investigar el efecto del aminoacido
cisteina en ratas expuestas a dosis letales de rayos X. De esta forma, en
los ultimos 60 afios, como resultado de la gran necesidad clinica de
agentes radioprotectores efectivos, muchos han sido sintetizados y
estudiados para encontrar el mas efectivo a la vez que menos toxico

(Hosseinimehr 2007). Para ser utiles en la radioterapia clinica, los
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radioprotectores deberian poseer diferentes caracteristicas ideales
relacionadas con su habilidad para mejorar el ratio terapéutico. Primero,
deben de ser selectivos y proteger a los tejidos normales de la radiacién
sin proteger al tejido tumoral, de otra forma el indice terapéutico no
mejorard. Segundo, estos compuestos deben proteger a los tejidos
normales a los que se les considere sensibles de desarrollar una toxicidad
a corto o largo plazo que comprometa una reduccién en la calidad de vida
(mucositis, pneumonitis, mielopatia y xerostomia entre otros) (Citrin y
cols. 2010).

Se puede definir un decalogo del radioprotector ideal, que

contendria las siguientes caracteristicas:

1. Proteccion significativa contra los efectos de la radiacion.

2. Amplio espectro de proteccién sobre tejidos sanos y 6rganos.

3. Disposicion en una via de administracion sencilla, si es posible
no invasiva.

4. Adecuado perfil de estabilidad de la masa activa y del
compuesto final.

5. Compatible con el amplio rango de otros farmacos y alimentos
gue puedan estar utilizando los pacientes o personal sometido a
radiaciones.

6. Debe poseer un perfil de toxicidad aceptable.

7. No debe poseer toxicidad propia.

8. Largo tiempo de proteccion.

9. Si es utilizado para terapia antitumoral, debe preservar su
eficacia, permitiendo que no se observen efectos positivos sobre la
masa tumoral.

10. Relacion coste/efectividad razonable que permita su uso en la

medicina clinica.
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En general, aquellos agentes biolégicos o quimicos utilizados para
modificar la toxicidad que provoca la radiacion sobre los tejidos pueden
clasificarse en tres categorias en funcién del momento en el que se
proporcionan en relacion a la emision de la radiacion: radioprotectores
quimicos, mitigadores y de tratamiento de los efectos secundarios. Se
denominan radioprotectores a aquellos agentes proporcionados antes o
en el momento de la irradiacion con la intencion de prevenir o reducir el
dafio a los tejidos normales. Aquellos que se administran en el momento
de la irradiacion o después del fin de la misma, pero siempre antes de que
se manifieste cualquier toxicidad en el tejido normal, se describen como
mitigadores de las lesiones de los tejidos normales. Finalmente, los
agentes facilitados para mejorar la toxicidad ya manifiesta en el tejido

normal se consideran agentes de tratamiento (Stone y cols. 2004).

Dependiendo del tipo de radioprotector, su mecanismo de accion
puede ser diferente, desde impedir la formacién de radicales libres,
detoxificar las especies reactivas inducidas por la radiacion, estimular a
los radioprotectores celulares como la superéxido dismutasa, el glutation,
las prostaglandinas y la interleucina-1, aumentando los mecanismos de
reparacion propios del ADN o retrasando la division celular e inducir

hipoxia en los tejidos (Maurya y cols. 2006).

De la familia de los radioprotectores mas estudiados, la
Amifostina®. Es un citoprotector especifico (radioproteje solo el tejido
sano sin proteger tejido tumoral), un compuesto tiofosfato formado por un
grupo sulfhidrilo unido a un fosfato, siendo convertido en un tiol libre por la
fosfatasa alcalina (FA). La citoproteccion especifica viene dada porque en
los tejidos tumorales existe baja concentracién de FA debido al pH acido
en los tumores, a las diferencias estructurales en la membrana celular

tumoral con respecto a la sana y por ultimo al paso a través de la
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membrana celular gracias a un sistema de transporte activo en células

sanas y difusion pasiva en células tumorales (Esco y cols. 2014).

Los principales efectos secundarios descritos son la hipotension,
emesis, somnolencia, gusto metalico, nauseas, vomitos, hipocalcemia,
estornudos, hipo, sofocos, fiebre y reacciones cutaneas graves (eritema
multiforme, sindrome de Stevens-Johnson, necrolisis epidérmica toxica).
Parece que su toxicidad es sensiblemente inferior cuando se administra
de forma subcutanea siendo la efectividad similar en modelos animales
(Koukourakis y cols. 2000).

Asi pues, los tioles, aunque son muy efectivos desde el punto de
vista de proteccion de los tejidos normales de la radiacion y no de los
cancerigenos, poseen una alta toxicidad que ha hecho necesaria la
busqueda de agentes alternativos, que pudieran ser menos toxicos y
altamente eficaces. Se pensoO que los productos o compuestos aislados
de fuentes naturales podrian ser usados sustancialmente como
radioprotectores no toxicos (Jagetia y cols. 2007). Muchos de los
compuestos presentes en la naturaleza son conocidos por sus
propiedades antioxidantes, como la gran mayoria de compuestos
presentes en las plantas. Ademas, en la medicina moderna un gran
namero de compuestos procedentes de plantas se usa para mitigar y
tratar los radicales libres mediados por enfermedades como el cancer, la
diabetes y los desordenes neurodegenerativos (Arora y cols. 2006).
Teniendo esto en cuenta, resulta l6gico pensar que los dafios provocados
por los radicales libres producidos por la radiacion ionizante también
pueden ser modificados por compuestos naturales con propiedades
antioxidantes presentes, por ejemplo, en plantas. EI motivo por el que los
compuestos antioxidantes son capaces de neutralizar estos radicales
libres es por su afinidad quimica por los grupos hidroxilo (OH-) (Sebastia-
Fabregat 2013).
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Los agentes antioxidantes mas comunes de la dieta son
probablemente las vitaminas; entre ellas las vitaminas A, C y E han
demostrado ser radioprotectoras. Por ejemplo, la vitamina E, administrada
a una dosis de 400 IU/kg de peso corporal antes de irradiar a ratones,
mostré un aumento en el ratio de supervivencia de hasta un 79% frente a
un 4% en el grupo control (Hosseinimehr y cols. 2007). Y la vitamina A, a
una dosis de 150000 IU/kg de dieta administrada a ratones ofrecio
proteccion contra una exposicion a radiacion del eséfago o del intestino
(Weiss y Landauer 2003). Ademas de los antioxidantes comunes, un gran
namero de plantas contienen fitoquimicos antioxidantes que han
demostrado ser radioprotectores en varios modelos. De entre los
principios activos que han demostrado su capacidad radioprotectora se
puede nombrar a modo de ejemplo la melatonina (Vijayalaxmi y cols.
1995), la naringina (Jagetia y cols. 2003), el eugenol (Tiku y cols. 2004), el
sesamol (Prasad y cols. 2005), el acido ferulico (Prasad y cols. 2006), la
quercetina (Devipriya y cols. 2008), el licopeno (Cavusoglu y Yalcin 2009),

al acido rosmarinico (Sanchez-Campillo y cols. 2009), entre otros.

Las investigaciones biomédicas sobre la curcumina han provisto
evidencias suficientes de amplio rango de actividades moleculares vy
celulares, la mayoria de ellas relacionadas con reacciones redox y
transduccion de sefiales (Aftab y Vieira 2010). Estas actividades son las
de antioxidante, antiinflamatorio, antiproliferativo,  proapoptotico,
antibacteriano y anticancerigeno (Epstein y cols. 2010). La curcumina es
un potente antioxidante que puede proteger contra el dafio inducido por
los radicales libres en varios tejidos. Puede también proteger de la
induccion de roturas simples de cadena por radicales del oxigeno en
plasmidos, y reduce el numero de roturas de cadena inducido por agentes

genotéxicos en el ADN de levaduras (Polasa y cols. 2004).
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1.5-. ANTIOXIDANTES.

1.5.1-. Licopeno.

Nuestro organismo esta expuesto a una variedad de sustancias
prooxidantes o radicales libres capaces de dafar las moléculas
biol6gicamente importantes, como el acido desoxirribonucleico (ADN), las
proteinas, los carbohidratos y los lipidos. Por tal motivo, el cuerpo
humano cuenta con un sistema de enzimas que contrarrestan el efecto de
estos compuestos oxidantes y actian como antioxidantes, estos bloquean
la reactividad de los radicales libres, que en cantidades elevadas pueden
ser dafiinos y causantes de muerte celular. Los radicales libres son
atomos que poseen un electrén desapareado por lo cual son sumamente
reactivos y tienden a robar un electron de moléculas quimicamente
estables con la Unica finalidad de alcanzar la estabilidad quimica. Una vez
que esto sucede, la molécula que cede el electrébn se convierte en un
radical libre con lo cual robara electrones a las demas moléculas, dando
lugar a una reaccién en cadena que no terminara hasta que un agente
reductor proporcione los electrones que requieren para que los capte el
agente oxidante, que en este caso es el radical libre. Cabe mencionar que
no todos los radicales libres producidos en nuestro organismo son
dafiinos; de hecho el sistema inmune los produce en cantidades
moderadas para protegernos contra las bacterias y los virus, o en la
produccion de hormonas y la activacion de enzimas necesarias para la
vida. Los radicales libres que cumplen con ciertas funciones en el
organismo son facilmente neutralizados por la superéxido dismutasa y la
glutation peroxidasa. Sin embargo, el problema surge cuando se excede
el nimero de radicales libres en el cuerpo dando lugar a un estado
conocido como estrés oxidativo, ocasionando cambios estructurales y
funcionales en la célula que pueden repercutir en la promocion de

enfermedades como el cancer. Asi los antioxidantes como el licopeno,
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neutralizan la accion oxidante de los radicales libres antes de que logren
dafnar al cuerpo al proporcionar un electron a las moléculas inestables y
estabilizdndolas antes de que utilicen electrones de otras moléculas y

ocasionen dafos a su estructura (Herrera-Covarrubias y cols. 2013).

El licopeno es un carotenoide de estructura aciclica, isomero del
beta caroteno, que carece de actividad pro-vitamina A (por no contar con
el anillo de beta-ionona) cuya férmula es C40H56 (fig.1.5). Se encuentra
en la naturaleza como pigmento natural liposoluble responsable del color
rojo y naranja de algunas frutas y verduras y se caracteriza por poseer
una estructura quimica de cadena abierta alifatica formada por cuarenta
atomos de carbono con trece enlaces dobles de los cuales once son
conjugados, por lo que es muy reactivo frente al oxigeno y a los radicales
libres. Se sintetiza exclusivamente por las plantas y los microorganismos
y una de sus funciones principales es absorber la luz durante la
fotosintesis para proteger a la planta contra la fotosensibilizacién (Vitale y
cols. 2010).

CHs CHs CH, CHg

HSC\ \“\\"\"\‘\“\\\‘x\“& \CH3

CHs CH4 CHa» CH5

Fig. 1.5 Estructura quimica del licopeno (Cruz y cols 2013).

Una de sus fuentes principales es el tomate (80-90%), que es un
producto basico considerado saludable por su bajo contenido en
kilocalorias y grasa y su contenido en fibra, proteinas, vitaminas E, A, C, y

potasio. Otras fuentes importantes de licopeno son la sandia, la toronja

rosada, la guayaba rosada, el pimiento rojo y la papaya (Vitale y cols.
2010).
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Ademas de estar presente en los alimentos, el licopeno es uno de
los carotenoides que se encuentra distribuido en mayores cantidades en
el suero humano (21-43% de los carotenoides totales) y los diferentes
tejidos (higado, rifion, glandulas renales, testiculos, ovarios y prostata).
Su concentracion depende de su ingestion alimentaria, pero esta poco
influenciada por la variacion del dia a dia, debido a que la vida media del
licopeno en plasma es de 12 a 33 dias (Waliszewski y cols. 2010; Lu y
cols. 2011).

En los alimentos, el licopeno se encuentra ligado a la matriz en su
forma trans, lo que impide su liberacion completa y lo hace menos
susceptible para la digestién y absorcidon en el aparato digestivo humano.
Se recomienda que para lograr un mejor aprovechamiento, se procese
mediante el calor para romper las paredes celulares, debilitando las
fuerzas de enlace entre el licopeno y la matriz del tejido, lo que aumenta
el area superficial disponible para la digestion debido a que el tratamiento
térmico de la coccion transforma las formas isoméricas trans del licopeno,
a cis (5-cis, 9-cis, 13-cis y 15-cis) mejorando su biodisponibilidad. Debido
a su caracter liposoluble, para mejorar su absorcion basta con agregar
aceite, preferentemente de oliva, girasol o canola a la preparaciéon. Un
factor importante que mejora la biodisponibilidad del licopeno es la
sinergia que se produce con otros compuestos antioxidantes, como

sucede con las vitaminas E y C (Waliszewski y cols. 2010).

Después de unos treinta minutos de su ingestion el licopeno se
incorpora dentro de las micelas de los lipidos que forman parte de la dieta
y se absorbe por difusién pasiva en la mucosa intestinal, donde se
incorpora a los quilomicrones y luego se libera para ser transportado por
las lipoproteinas de baja densidad y muy baja densidad (LDL y VLDL
respectivamente) a través del sistema linfatico hacia el higado y otros

organos (glandulas suprarrenales, préstata y testiculos)
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Liu y cols. 2006, mostraron en células prostaticas que el 55% del
licopeno se localiza en las membranas nucleares, el 26% en la matriz
nuclear y el 19% en los microsomas. Esto pudiera explicar el mecanismo
por el cual el licopeno protege a la célula del estrés oxidativo. Debido a
que el licopeno se encuentra en mayor cantidad dentro de la membrana
nuclear, puede ejercer un efecto de proteccién directa contra los radicales
libres extracelulares, neutralizando su accion oxidante e impidiendo su
accion dentro del nucleo y el desarrollo de mutaciones en el ADN de la
célula, por lo que si las defensas antioxidantes de la célula son menores
gue los oxidantes se origina lo que se conoce como el estrés oxidativo, el
cual esta vinculado con el desarrollo de diversas enfermedades como el
cancer, sobre todo muy estudiado la prevencion del cancer de prostata.

(Herrera-Covarrubias y cols. 2013)

Solo entre el 10 y 30% del licopeno es absorbido, el resto se
excreta en una cuantia que depende de algunos factores bioldgicos y de
estilo de vida tales como el sexo, la edad, la composicion corporal, el
estado hormonal, los niveles de lipidos en sangre, el consumo de alcohol,
de tabaco y la presencia de carotenoides en la dieta (Galhardo y cols.
2009).

Los carotenoides en altas concentraciones pueden interferir con la
biodisponibilidad de otros, produciendo un desequilibrio, como sucede
entre el beta-caroteno y el licopeno. Ademas, estd comprobado que la
eficacia de los carotenoides individuales depende de las concentraciones
de otros, por lo que la suplementacién con uno solo puede resultar
ineficaz, recomendandose la mezcla de ellos para obtener una mayor

actividad antioxidante (Perdomo y cols. 2012).

Las propiedades funcionales del licopeno se basan en la inhibicion
de la proliferacion celular y su importante potencial antioxidante capaz de
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eliminar derivados nocivos resultantes del estrés oxidativo (Gonzalez-

Gallego y cols. 2010).

La funcion del licopeno se ha vinculado principalmente a su potente
efecto antioxidante; sin embargo, se conoce que el licopeno también
inhibe la proliferacion celular al interferir con la sefalizacion de IGF-1, el
cual ha sido implicado como un factor importante de riesgo de cancer. Por
ejemplo, se ha asociado que niveles sanguineos altos de IGF-I
incrementan el riesgo de cancer de préstata, mama, colorrectal y pulmén
(Konijeti y cols. 2011).

Investigaciones realizadas por Siler y cols. 2005, reportan que el
licopeno, ademas de reducir la expresion de IGF-I en tejido de proéstata,
disminuye las citocinas inflamatorias como IL-1 y las quimiocinas (CXC),
IP-2 'y LIX, sugiriendo un efecto antiinflamatorio del licopeno vy

posiblemente anti-cancerigeno.

El papel del licopeno en la salud de los huesos esta basado en sus
propiedades como potente antioxidante; son bien conocidos el papel del
estrés oxidativo en la salud de los huesos y los reportes limitados de
estudios del efecto del licopeno en cultivos de células de huesos. Las
especies reactivas del oxigeno (EROS) inducidas por el estrés oxidativo
estan asociadas con la patogénesis de la osteoporosis y la baja densidad
Osea. La evidencia epidemiologica sugiere que ciertos antioxidantes,
como la vitamina C, E y B-caroteno, pueden reducir el riesgo de padecer
osteoporosis, por lo que se ha considerado estudiar el efecto del licopeno
en este tipo de casos por su alto poder antioxidante (Rao y cols. 2006;

Mackinnon y cols. 2011).

Las EROS generadas endégenamente pueden afectar multiples
tejidos, ya sea directamente o a través de la deplecién del 6xido nitrico e

inclusién de contraccion y disfuncion endotelial vascular, remodelamiento
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hipertréfico en los vasos sanguineos y miocardio (Lassegue y cols. 2004).
Ademéas existe wuna relacion inversa con las enfermedades
cardiovasculares por su efecto hipocolesterolémico a expensas de la LDL
y una relacion inversa entre los niveles de licopeno sérico y
ateroesclerosis debido a una disminucion del IL-6 y TNF-alfa (Burton y
cols. 2012; Lorenz y cols. 2012).

Se ha sugerido el estrés oxidativo como un importante factor que
contribuye en la infertilidad masculina. Se han detectado niveles
significativos de EROS en semen por arriba de 25% de hombres infértiles,
mientras que los hombres fértiles no producen niveles detectables de

EROS en su semen (lwasaki y cols. 1992)

El estrés oxidativo estd empezando a ser considerado un
importante factor causal y también como factor secundario en la
patogénesis de estas enfermedades. El alto contenido lipidico del sistema
nervioso, la baja capacidad antioxidante y la presencia de hierro, ademas
de su elevada actividad metabdlica, lo hacen particularmente susceptible
de dafio oxidativo. Diversos estudios in vitro han demostrado la
efectividad de los antioxidantes al proteger el tejido nervioso del dafio de

los radicales libres (Rao y cols. 2003).

1.5.2-. Curcumina.

La curcumina (diferuloilmetano) es la sustancia causante del color
amarillo caracteristico de los rizomas de la planta Curcuma Longa, y es
uno de los ingredientes activos responsable de su actividad bioldgica. La
sintesis de este compuesto es conocida y su estructura fue determinada
en 1910 (fig. 1.6).
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Fig. 1.6 Estructura quimica de la curcumina (Pan y cols. 1999).

Se sabe que la curcumina es inestable a pH bésico. En las
condiciones del estomago (pH 1-2) y del intestino delgado (pH 6.5), la
curcumina es estable, ya que a pH entre 1 y 7, su degradacion es
extremadamente lenta (Tonnesen y Karlsen 1985). Su elevada lipofilia
permite una rpida absorcion gastrointestinal por difusibn pasiva.
Aproximadamente el 35% de dosis orales se excreta por heces a las 48
horas, absorbiéndose el 65%. Tras la administracion de curcumina se
biotransforma primero a dihidrocurcumina y tetrahidrocurcumina, y estos
compuestos son  convertidos, posteriormente, a  conjugados

monoglucurénidos por la UDP-glucuronil transferasa. (Pan y cols. 1999).

Desde antiguo, son muchas las propiedades atribuidas a los
extractos de Curcuma longa y a su principal componente, la curcumina.
Se conoce su actividad antimicrobiana in vitro contra bacterias gram-
positivas, su actividad antifUngica y antiparasitaria. Otra actividad
interesante de la curcumina es la inhibicion de la replicacion final de la
expresion genética del virus HIV-1, sin causar un efecto significativo en

las células (Li y cols. 1993).

Tiene acciones especificas sobre la piel, tracto gastrointestinal,
higado y sistema respiratorio, ademés de una actividad antiinflamatoria,

hipolipidémica, inmunomoduladora y antioxidante.

Sobre la piel actlia en procesos de reparacion tisular e inhibiendo el
proceso de oxidacion del ADN de la epidermis (Parshad y cols. 1998).
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Sobre el tracto gastrointestinal Munzenmaier y cols. 1997
comprobaron que la curcumina inhibe la produccién de IL-8 inducida por
el Helicobacter pylori la cual juega un importante papel en el desarrollo de
gastritis, Ulcera y adenocarcinoma gastrico. Zhang y cols. 1999,
observaron que la curcumina inhibe la proliferacién de las células de
cancer de colon in vitro, independientemente de su capacidad para inhibir
la sintesis de prostaglandinas.

Una de las principales propiedades de la curcumina es su actividad
hepatoprotectora, que fue revisada por Luper en 1999 demostrando este
efecto frente a varios toxicos hepaticos in vitro e in vivo en distintos
modelos animales. A bajas dosis, disminuye las cantidades de sélidos en
la bilis, mientras que a altas dosis incrementa la excrecion de sales
biliares, bilirrubina y colesterol. Induce la contraccion de la vesicula biliar y
previene la formacion de piedras de colesterol en la bilis de ratones
(Hussain y Chandrasekhara 1994). En 1994 Donatus observo una
disminucién de la hepatotoxicidad y de la metahemoglobinemia originadas
por el paracetamol, en ratones, tras un pretratamiento de 6 dias con 1.87
mg/kg/d de curcumina. Sin embargo, altas dosis (60 mg/kg/d) de

curcumina potencian dicha toxicidad.

En el sistema respiratorio se han encontrado efectos alentadores
sobre la citotoxicidad inducida de la ciclofosfamida, bleomicina y
paracuato, ademas de ser un potente agente antiproliferativo de cancer
de pulmén (Venkatesan 2000).

Se ha demostrado que la cuUrcuma es un compuesto
antiinflamatorio en modelos de inflamacién aguda, subaguda y cronica en
ratones y ratas, mediante la modulacion del metabolismo del acido
araquidonico, ya que inhibe las actividades cicloxigenasa y lipooxigenasa
aunque no tiene fuertes efectos analgésicos ni antipiréticos, tampoco

produce una significativa irritacion gastrica, ni tiene efectos en el sistema
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nervioso central (Srimal y Dharvan 1973 y 1985). Posteriormente, se ha
atribuido el efecto antiinflamatorio y anticancerigeno de la curcumina a su
capacidad para inhibir la fosfolipasa D y la produccién del factor de

necrosis tumoral (TNF-a) (Yamamoto y cols. 1997).

Otra propiedad atribuida a la curcuma es su capacidad
inmunomoduladora. Se ha demostrado que la cdrcuma incrementa las
respuestas de los linfocitos esplénicos frente a mitbgenos en ratas, y
altera la poblacién de linfocitos en ratones (Yasni y cols. 1993). Antony y
cols. 1999, observaron un incremento en la actividad fagocitica de los
macrofagos en animales tratados con curcumina. Asi mismo, Kang y cols.
1999, han comprobado que la curcumina puede inhibir la produccion de
interleukina-12 por los macréfagos, alterando el perfil de citoquinas Th 1
las células T helper, lo que puede ser de utilidad terapéutica para las

enfermedades inmunoldgicas mediadas por Th .

Algunos autores han estudiado el efecto de la suplementacion
diaria de 0.5% de curcumina en ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina, en las que detectaron una mejora significativa del
estado metabdlico a la vez que una reduccion del colesterol sanguineo
(debido a la fraccién LDL), de los triglicéridos y de los fosfolipidos (Babu y
Srinivasan 1995).

Los acidos grasos poliinsaturados son moléculas muy susceptibles
al atague peroxidativo, lo que conlleva la alteracién de las membranas de
los tejidos. Existen muchos trabajos que muestran la capacidad de la
curcuma para prevenir la peroxidacion lipidica, proceso clave en el inicio y
desarrollo de multiples enfermedades. Por otro lado, también se ha
demostrado la capacidad de la curcumina para estabilizar membranas
(Venkatesan 2000). El higado es el 6rgano con el mayor indice de estrés
oxidativo dado su papel fundamental en el metabolismo de las grasas y

en la biotransformacion de xenobidticos y sustancias toxicas, procesos
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qgue conllevan a un gran incremento de la peroxidacion lipidica, lo cual
puede perjudicar seriamente su funcionalidad (Mesa 2000). La
aterosclerosis, es una enfermedad multifactorial en la que se produce una
gran alteracion del metabolismo lipidico vascular. Se ha observado que la
curcuma disminuye los peroxidos lipidicos plasmaticos, moléculas que
juegan un papel importante en la patogénesis de dicha enfermedad y
contribuyen a la disminucion de la susceptibilidad de la oxidacion de las
LDL (Ramirez-Bosca y cols. 1995), posee un efecto antitrombotico,
aumenta la actividad fibrinolitica, tiene un efecto hipotensor transitorio y
es antiagregante plaquetario in-vivo e in-vitro. Se ha comprobado que la
curcumina puede proteger otros 6rganos de las alteraciones que surgen
como consecuencia de la peroxidacion lipidica tisular. Asi pues, previene

la aparicion de cataratas y disminuye las lesiones renales en diabéticos.

El mecanismo antioxidante méas conocido de la curcumina es la
capacidad de retirar especies reactivas de oxigeno, principales
responsables de la peroxidacion de los lipidos celulares. Estas sustancias
son capaces de eliminar principalmente el radical hidroxilo, el radical
superoxido, el oxigeno singlete, el dioxido de nitrégeno y el 6xido nitrico.
Ademas inhibe la generacion del radical superoxido. El éxido nitrico es un
compuesto con propiedades fisiolégicas cuyo papel en la aterosclerosis
es muy discutido, ya que se puede considerar como antiaterogénico, por
su efecto vasodilatador y antiagregante plaquetario, y sin embargo otros
autores lo consideran un factor aterogénico que puede reaccionar con
moléculas reactivas de oxigeno dando peroxinitrito, una molécula muy
oxidante. La curcumina es un scavenger potente del éxido nitrico, es
capaz de eliminarlo y, por lo tanto, de prevenir sus efectos adversos

(Sreejayan y Rao 1997).

La curcumina puede impedir la oxidacion de la hemoglobina a

metahemoglobina inducida por el dioxido de nitrégeno, eliminando este
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intermediario que es fundamental para dicha oxidacion (Unnikrishnan vy
Rao 1995). El dafio que se produce en las biomacromoléculas, por union
covalente con electréfilos o por la abstraccion de protones que ocasionan
los radicales, conduce a la pérdida de su actividad biolégica (Nelson y

Pearson 1990); que a su vez puede llevar a la muerte celular.

El incremento del calcio intracelular y la deplecion del ATP son
factores importantes implicados en la muerte celular (Nicotera y cols.
1990). Ademas, el dafio de las membranas plasmaticas debido a la
peroxidacion lipidica y a la produccién de proteinas carbonilo produce un
aumento en la concentracion de calcio citosolico que puede activar
proteasas, fosfolipasa y endonucleasas que rompen los constituyentes
celulares criticos, tales como el citoesqueleto, las membranas plasmaticas
y el DNA.

Por otra parte, la xantina deshidrogenasa celular se puede convertir
en xantina oxidasa gracias a la accion de una proteasa que se activa
cuando aumentan los niveles de calcio (Waud y Rajagopalan 1976). La
xantina oxidasa puede reducir directamente el oxigeno molecular y
producir superoxido y peréxido de hidrogeno (Greene y Paller 1994).
Todas estas alteraciones bioquimicas pueden aumentar los radicales
libres de oxigeno en las células, y pueden conducir a muerte celular. En
1994 Lin y Shin observaron que la curcumina era capaz de inhibir la

xantina oxidasa in vitro.

La curcumina se ha estudiado por su actividad antiproliferativa,
antitumoral y anticancerosa. Se ha comprobado el efecto preventivo y
curativo de la curcumina frente al cancer y la formacién de tumores. Los
agentes estudiados han sido administrados oralmente, por inyeccion o
probados en sistemas in vitro, y su actividad ha sido demostrada usando
varios modelos y midiendo algunos marcadores enzimaticos. Mehta y

cols. en 1997 demostraron un efecto antiproliferativo de la curcumina en
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cultivos de células de tumor de mama. Verma y cols. en 1998 han
comprobado que la combinacion de curcumina con isoflavonoides tiene
un efecto preventivo y terapéutico en el cancer de mama y de pulmén
inducido por agentes estrogénicos, como algunos pesticidas quimicos, y
que este efecto es mayor que el que produce la curcumina por si sola.
También se ha estudiado el efecto citoprotector y quimioprotector de la
curcumina mediante un mecanismo apoptético como explicacion de la

actividad antitumoral.

Posteriormente, en 1998 Thresiamma y cols. comprobaron que la
curcumina protege contra el dafio cromosémico producido por las
radiaciones en células de médula espinal. Ademas, la curcumina puede
proteger el sistema de la glioxilasa contribuyendo a su actividad
radioprotectora (Choudhary y cols.1999).

1.5.3-. Hidroxitirosol.

El hidroxitirosol (2-(3,4-dihidroxifenil)-etanol) (fig. 1.7) es un
compuesto fendlico presente en la hoja del olivo (Olea europaea L.,
perteneciente a la familia botanica Oleaceae) y el aceite de oliva, con
multiples actividades biolégicas entre las que destaca su actividad
antioxidante pues es una de las mas elevadas entre los polifenoles,

siendo incluso superior a la de la vitamina E.

OH

HO
OH

Fig. 1.7 Estructura quimica del hidroxitirosol (Chimi y cols. 1988)
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El hidroxitirosol ha sido objeto de numerosos estudios debido a su
potente actividad neutralizadora de radicales libres. Este sencillo
compuesto fendlico se encuentra en gran cantidad tanto en la hoja de
olivo como en sus preparados (extractos), en forma libre o esterificado
como oleuropeina. Ademas, la composicién cuantitativa de compuestos
fendlicos en el olivo es el resultado de una compleja interaccion entre
diversos factores, incluyendo el clima, grado de maduracion, cultivo,

secado de la planta, etc. (Ryan y cols. 2003).

El hidroxitirosol es conocido por su elevada capacidad para frenar
el estrés oxidativo y neutralizar los radicales libres (Chimi y cols. 1991).
Diversos estudios han demostrado otras actividades biolégicas, tales
como antiagregante plaquetario (Petroni y cols. 1995), antioxidante de las
lipoproteinas LDL (Visioli y cols. 1998) e inhibidor de las lipooxigenasas
(implicadas en el proceso inflamatorio) (De la Puerta 1999), asi como
capacidad para inducir apoptosis en células HL-60 (Della y cols. 2000) y
actividad in vitro contra bacterias Gram-negativo y Gram-positivo
(Basignano y cols. 1999).

La capacidad de los agentes antioxidantes, como el Hidroxitirosol,
ayuda a disminuir el dafio oxidativo causado por la presencia de radicales

libres.

Los compuestos fendlicos predominantes en el aceite de oliva
virgen son tirosol e hidroxitirosol, seguidos de acido caféico y oleuropeina.
La influencia de la estructura quimica sobre la capacidad antioxidante de
los compuestos fendlicos ha sido descrita en la literatura. Chimi y cols.
1988 mostraron que en oscuridad y a 50°C la capacidad antioxidante de
dichos compuestos seguia el orden decreciente: hidroxitirosol > &cido

caféico > oleuropeina > tirosol.
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Los radicales libres son moléculas que presentan una gran
capacidad oxidante y que generalmente dan lugar a reacciones en
cadena oxidativa en las que, a su vez, se van formando otros radicales
con gran capacidad oxidante. La actividad antioxidante determina la
capacidad que tiene una molécula para introducirse en una cadena
oxidativa y eliminar de la misma dichos radicales, poniendo fin a dicha
cadena.

Los test in vitro realizados sobre la eliminacion de anién superoxido
mostraron una elevada capacidad para el hidroxitirosol. Es importante
destacar en este punto la ineficacia de antioxidantes como la vitamina E

frente a la produccion de radical superoxido (Visioli y cols. 1998).

Otro método por el que se ha determinado la actividad antioxidante
de los polifenoles procedentes del fruto de olivo es el ataque por radicales
hidroxilo sobre el acido salicilico. En este ensayo, la IC50 mas baja
resulté ser la del hidroxitirosol (1,34 mM), lo que indic6 mayor potencia
antioxidante que la vitamina E como Trolox (12,24 mM) e incluso que el
DMSO (2,30 mM) (Owen y cols. 2000).

Todos estos datos in vitro se ven confirmados in vivo (en humanos
y ratas) al estudiar la excrecién urinaria de la 8-iso-PGF2a, un
biomarcador del estrés oxidativo. Dichos estudios mostraron una
correlacion inversa dosis-dependiente entre la excrecion urinaria de la
prostaglandina y la cantidad administrada de compuestos fendlicos

provenientes de aceite de oliva (Visioli y cols. 2000).

En resumen, numerosos estudios han demostrado in vitro la
enorme capacidad antioxidante del hidroxitirosol, superior incluso a la de
las vitaminas C y E. Esta capacidad puede ser beneficiosa en patologias

relacionadas con el estrés oxidativo.
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En la patogénesis de la aterosclerosis, existen evidencias del papel
desempefado por la peroxidacion de lipoproteinas. Cuando las LDL son
modificadas por peroxidacion, pueden actuar sobre receptores de
superficie de macréfagos y monocitos, lo que conduce a la formaciéon de
depdsitos grasos que a su vez conduciran a la formacion de ateromas
(Steinbrecher y cols. 1990).

Estudios realizados en rata mostraron que aquellas tratadas con
una dieta rica en aceite de oliva presentaban una mayor resistencia a la
peroxidacion lipidica in vivo. Mas aun, la fraccion lipoproteica (VLDL+LDL)
plasmatica de este grupo de ratas mostré una mayor resistencia a la
oxidacion in vitro que aquellas sometidas a otras dietas (Scaccini y cols.
1992).

Igualmente existen evidencias procedentes de estudios en
humanos y en animales de que los leucocitos polimorfonucleares, estan
involucrados en el desarrollo de enfermedades coronarias, anginas y
otras secuelas de la aterosclerosis. La localizacion y la activaciéon de
estas células estan controladas localmente por mediadores tales como el
leucotrieno B4, generado por la 5-lipooxigenasa. Se ha probado que esta
enzima es inhibida por los compuestos fenolicos del aceite de oliva, con
una efectividad del 35-100% para concentraciones de 200 uM, y con
valores de EC50 de 15, 20, 80, y 500 yM para hidroxitirosol, acido cafeico,
oleuropeina y tirosol, respectivamente (De la Fuente y cols. 2004).

Se ha demostrado que el hidroxitirosol se presenta como un buen
candidato para ser empleado como agente antimicrobiano contra
bacterias patdgenas en seres humanos, obteniéndose concentraciones
minimas inhibitorias que van de 0,97 a 31,25 pg/ml para cepas aisladas
clinicamente, siendo en ocasiones efectivo a menor concentraciéon que la

eritromicina y la ampicilina (De la Fuente y cols. 2004).
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Dentro del tratamiento del cancer, la quimioprevencion
(administracién de agentes quimicos, tanto sintéticos como naturales, con
el objeto de prevenir la carcinogénesis) estd cobrando especial
importancia ultimamente. Entre los agentes capaces de disminuir la tasa
de transformacion celular maligna, los antioxidantes parecen ser
especialmente prometedores. Estudios epidemiolégicos indican que el
aceite de oliva ejerce un remarcable efecto preventivo del desarrollo de
cancer de mama y colon. Diversos descubrimientos sugieren que la
fraccidon polifendlica y mas concretamente el 2-(3,4-dihidroxifenil)-etanol,
es responsable de algunos de estos efectos beneficiosos. Se han
obtenido datos segun los cuales el hidroxitirosol inhibe el 100% de la
proliferacion celular de células HL60 a concentraciones de 100 uM e
induce la apoptosis en mas de un 65% de las células estudiadas en 24 h.
Estos resultados contrastan con la débil actividad inductora de apoptosis
observada en el tirosol, analogo del hidroxitirosol que carece del grupo

hidroxilo en posicion orto (De la Fuente y cols. 2004).

1.5.4-. Melatonina.
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Fig. 1.8 Estructura quimica de la melatonina (Guerrero y cols. 2007).

La melatonina (N-acetyl-5-metoxitriptamina) (fig. 1.8) es una
hormona que se sintetiza a partir del tripté6fano en la glandula pineal. Una

vez sintetizada se secreta a sangre, penetrando en diversos fluidos
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corporales como el liquido cefalorraquideo, ya que al ser una molécula
lipofilica atraviesa la barrera hematoencefalica. La melatonina es una
hormona involucrada en la regulaciébn del eje neuroendocrino es un
secuestrador de radicales libres y un antioxidante altamente eficiente.
Cuando se ha administrado la melatonina antes de la exposicién de los
ratones a la radiacion, esta ofrece una radioproteccion significativa
(Malhotra y cols. 2004).

La melatonina regula los ciclos biolégicos que participan en
procesos fundamentales fisiologicos y fisiopatoldégicos del organismo
como por ejemplo el control del suefio, la produccién y secrecion de otras
hormonas (hipofisarias, testosterona por el testiculo, cortisol por la
suprarrenal), los ciclos reproductivos  estacionales 'y de
neurotransmisores, la modulacion del sistema inmunitario, del
metabolismo 6seo, la funcion cardiovascular, la fisiologia gastrointestinal,
la proteccidn contra el dafio oxidativo y la inhibicion de varios tumores
(Reiter y cols. 2010).

La melatonina se evidencia que no es una hormona en el sentido
clasico, sino que actia como un protector celular debido a (Hardeland y
cols. 2007):

1. No se sintetiza en un oOrgano especifico. Se sabe que las
enzimas requeridas para la biosintesis de la melatonina se encuentran en
otros tejidos ademas del la pineal. Diversos de estos tejidos, entre los
cuales estan la retina, el bazo, el timo, los linfocitos B, el ovario, el
testiculo y el intestino, producen melatonina. De todas formas, la
melatonina circulante deriva esencialmente de la producida por la pineal,
gue pasa tanto a la circulacion cerebral y sistémica, como al liquido
cefalorraquideo. La melatonina extrapineal es producida por érganos

especificos para su uso y no sale a la circulacion.
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2. No actta en un o6rgano diana especifico. La melatonina alcanza
todos los tejidos de la economia y, al ser altamente lipofilica, puede actuar
a todos los niveles de la célula (Acufia-Catroviejo y cols. 2002).

La melatonina actia a través de receptores localizados en la
membrana de las células aunque los efectos anti-oxidantes los ejerce
directamente neutralizando los radicales libres y protegiendo de esta
manera el ADN del dafio oxidativo sin la participacién de receptores. Se
han descrito dos receptores de melatonina, (MT1 y MT2). Dependiendo
del tipo de célula, estos receptores activan una serie de segundos
mensajeros que actuan sobre determinados genes en el nucleo que
participan en la inhibicibon de los procesos inflamatorios y en la

estimulacion de enzimas anti-oxidativas (Malhotra y cols. 2004).

La melatonina estimula el sistema inmunitario en los humanos y es
un antioxidante natural con importantes propiedades anti-envejecimiento-
(Srinivasen y cols. 2011). El progresivo deterioro del sistema inmunitario
ocasionado por la disminucion de los linfocitos By T y por la disminucion
de la interleucina 2 se produce alrededor de los 60 afios de edad.

El suefio es un requisito imprescindible para mantener el ritmo
circadiano de secrecion de melatonina. La elevacién de los niveles de
melatonina en la oscuridad contribuye significativamente al descenso de
la temperatura corporal, al descenso de la tension arterial sistélica y
diastolica y a la propension a dormir. Actualmente, la Academia
Americana de Medicina del suefio recomienda la utilizacién de esta para
el jet lag y otras situaciones que alteran el suefio por desajustes del ritmo
circadiano (Morgenthaler y cols. 2007; Wasdell y cols. 2008; Reiter y cols.
2009).

En resumen, los efectos principales de la melatonina podrian

clasificarse en:
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1. Regulador del ritmo suefio/vigilia.
2. Antioxidante.

3. Antiinflamatorio; estimulante de las defensas inmunoldgicas.
Ademas efectos oncostaticos, reduciendo la proliferacion celular en

el cancer, y neuroprotectores

4. La melatonina actla a través de una serie de mecanismos celulares
como son: modulacion del ciclo celular, inhibicion de la proliferacion,
induccién de apoptosis, inhibicibn de la telomerasa, inhibicion de la
aromatasa, anti-angiogénesis, interferencia con el receptor de

estrdgenos, inhibicidén de las metastasis

Efectos antioxidantes de la melatonina , principal producto
secretado por la glandula pineal, es un “scavenger” directo de radicales
libres y un antioxidante indirecto. En términos de su actividad
“scavenging” se ha mostrado como neutralizadora de los radicales
hidroxilo, anion superéxido, oxigeno singlete, peroxilo y anion peroxinitrito.
Ademas, las acciones antioxidantes de melatonina probablemente se
deriven de su efecto estimulador sobre superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutatién reductasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y su

accion inhibitoria sobre el 6xido nitrico sintetasa.

Finalmente, actla estabilizando membranas celulares, haciéndolas
mas resistentes al ataque oxidante, y esta desprovista de acciones
prooxidantes. En modelos de estrés oxidativo, la melatonina ha mostrado
su resistencia a la lipoperoxidacién inducida, lipopolisacéridos. En los
seres humanos, la capacidad antioxidante total del suero es relacionada
con los niveles de melatonina (Korkmaz y cols. 2009).

Se han indicado el descenso de los niveles de melatonina con la
progresion de varios canceres. Los tumores en los que se han estudiado

los efectos de la melatonina son: mama, prOstata, colorectal, ovario,
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endometrio, linfomas y leucemia, pulmoén, melanoma, sarcomas,
hepatocarcinomas, carcinoma de piel, tumores neurales, cuello uterino y
carcinomas laringeos. En general, inhibe la proliferacion celular, induce a
la apoptosis (muerte celular programada), reduce la carcinogénesis y
disminuye el crecimiento del tumor (Mediavilla y cols. 2010; Jung y Ahmad
2006; Mills y cols. 2005).

Seely y cols. revisaron en 2011 diferentes ensayos clinicos en los
que se utilizaba melatonina asociada a quimioterapia o radioterapia como
tratamiento de tumores solidos con o sin metastasis. Se analizaron 3697
pacientes con cancer de mama, colorrectal, pulmén, rifién, higado y
glioblastomas. Se observé que los pacientes que habian recibido
melatonina tenian menor riesgo de mortalidad y mayor probabilidad de
respuesta completa, respuesta parcial o estabilizacion de la enfermedad
que los pacientes que no habian recibido melatonina. Ademas, los
pacientes que habian recibido melatonina mostraron menor incidencia de

efectos adversos producidos por la quimioterapia o la radioterapia.

Wang y cols. publicaron en 2012 una revision de ensayos clinicos
aleatorizados y controlados de pacientes con tumores solidos en los que
se utilizé melatonina con quimioterapia o radioterapia La asociacién de
melatonina mostré respuesta objetiva (completa + parcial) en 33% de los
casos, frente a 17% en los que no habian recibido. La incidencia de
efectos adversos por la radioterapia o quimioterapia fue menor con
melatonina trombopenia (2,2% versus 19,7%), neurotoxicidad (2,5%
versus 15,2%) y fatiga (17,2% versus 49,1%).

Se han mostrado que la melatonina reduce la toxicidad de varios
agentes quimioterapicos como el 5-fluoracilo ,cisplatino, etopésido,
antraciclinas . Se ha observado reduccion estadisticamente significativa

de la toxicidad neuroldgica, renal, cardiaca y de la médula 6sea (Lissoniy
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cols. 2003; Sanchez-Barcel6 y cols. 2010). La radiacion rompe la
estructura quimica de las moléculas produciendo radicales libres que
reaccionan inmediatamente con las moléculas de la vecindad produciendo
dafio oxidativo. Se considera que el 60-70% del dafio producido por la

radiacion en los tejidos se debe a los radicales libres y al dafio oxidativo.

Una parte muy importante de ese dafio se produce sobre la
estructura del ADN (Hara y cols. 2001; Nahleh y cols. 1995; Vijayalaxmi y
cols. 2004; Shirazi y cols. 2007).

Es un potente antioxidante que ejerce una triple accion:

a- captando directamente los radicales libres

b- incrementando la actividad de las enzimas antioxidativas (superoxido

dismutasa, glutation peroxidasa, etc.)

c- disminuyendo la actividad de las enzimas pro-oxidativas

El tratamiento con melatonina, actuando a nivel celular sobre los
genes implicados en el reloj circadiano, ha sincronizado los ritmos
alterados lo que puede ser potencialmente terapéutica en varios tumores.
Por otro lado, la melatonina es la Unica molécula con propiedades tanto
sobre el receptor de estrogenos como sobre las enzimas que participan
en la sintesis de los estrogenos lo que le confiere ventajas potenciales en

el tratamiento de los tumores hormono dependientes.

La baja toxicidad junto a los efectos antitumorales demostrados
hace de la melatonina una molécula de gran interés en el tratamiento de
tumores. La reduccién de la toxicidad de los tratamientos oncolégicos

(quimioterapia y radioterapia).
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Un articulo publicado en 2016 por Karaer y cols. sobre dafio
radioinducido sobre glandula salivar en ratas, evidencia que entre el grupo
RT+Melatonina (administrada 30 min después de la radiacion a 5mg/kg de
peso) y el grupo RT (33Gy en 5 sesiones), existe en este ultimo grupo de
forma estadisticamente significativa (p<0,01): mayor pérdida de densidad
de acino, mayor inflamacién de las células acinares, mayor vacuolizacion
y mayor existencia de células polimorfonucleadas. Sin embargo, las
diferencias acerca de la pérdida de estructura acinar y la cantidad de
mastocitos no fueron estadisticamente significativas a favor del grupo con
melatonina. Ademas presentaba menores tasas de marcadores de estrés

oxidativo

Un articulo publicado en 2015 por Isola y Lilliu sobre la localizacion
de la melatonina en glandulas salivares humanas, describieron mediante
técnicas de inmunohistoquimia que la melatonina se localiza solo en
células serosas, por lo que su presencia era sobre todo en la glandula
parétida porque es una glandula en la que la totalidad del acino secretor
es de tipo seroso. Menor cantidad en la glandula submaxilar y casi nada
en glandulas salivares menores. La melatonina estaba localizada
intracelularmente en pequefas vesiculas cerca de la membrana celular
gue se creia pasaba por difusion pasiva pero ellos ademas evidencian
que es captada de la sangre mediante receptores proteina G
transmembrana MT1 y MT2 para melatonina mediante activacion de
sefales y que es secretada junto con otros productos a la saliva cuando
estos granulos se abren al conducto secretor bien de forma continuada
por estimulos menores o bien por estimulos mayores como la

masticacion.
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2-. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

La radioterapia constituye hoy en dia un pilar importante en el
tratamiento oncologico. Su objetivo es administrar cada vez dosis
mayores en los tejidos tumorales, cuanto mayor sea la dosis administrada
en un tumor, mayor sera la probabilidad de control local. Pero esta
escalada de dosis esta condicionada por la lesion que la radioterapia

produce en los tejidos sanos (Cox 1995; Trotti y cols. 2000).

Hoy en dia, la tecnologia nos permite mejorar notablemente el
indice terapéutico, gracias a una mejor definicibn de los voliumenes
tumorales y de los 6rganos criticos con el empleo de herramientas de
imagen (TC, Resonancia Magnética), y la incorporacién de la tomografia
por emision de positrones (PET). El siguiente paso tecnoldgico lo
representa la radioterapia de dosis de intensidad modulada (IMRT), que
supone la maxima exactitud en cuanto al depésito de dosis a nivel del
tejido tumoral con la mayor proteccién posible del tejido sano adyacente
(Cox 1995; Trotti y cols. 2000).

Por otro lado, es de gran interés poder modificar la respuesta
biologica a la irradiacién para mejorar el citado indice terapéutico. Por
esta razon, es de especial importancia la utilizacion de sustancias
radioprotectoras para la proteccién de los tejidos sanos, de modo que se
disminuyan los efectos secundarios producidos por la inclusién de tejidos

sanos en los volumenes del tratamiento radioterapico.

El tratamiento de radioterapia aplicado en zona de cabeza y cuello
puede provocar efectos secundarios en el organismo. La radiacion
ionizante en las glandulas salivales produce efectos inflamatorios vy
degenerativos en el parénquima de las glandulas salivales, especialmente
en las células acinares serosas. La respuesta temprana del tejido de la

glandula salival a la radiacion produce una disminucién de las tasas de
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flujo salival en la primera semana de tratamiento y la xerostomia se hace
evidente; esta disfuncion salival resultante puede implicar infecciones
orales, caries dentales, y dificultades para comer, algunos de los cuales
persistir mucho tiempo después del final del tratamiento, incluso

permanentemente (Nagler 1998; Boraks y cols. 2008).

El tratamiento con radiaciones ionizantes siempre se preconiza de
que el beneficio que el paciente recibe es mayor que el riesgo al que se
expone, es un reto para la ciencia intentar paliar los efectos adversos, por
este motivo, el intento de utilizar sustancias radioprotectoras (Nagler
2002; Jagetia y cols. 2004; Aftab y cols. 2010).

El papel de los compuestos radioprotectores es muy importante en
la clinica, por lo tanto la busqueda de nuevos compuestos y el estudio de
sus mecanismos de accidn constituyen una via para desarrollar
metodologias mas efectivas (Hosseinimehr 2007; Weiss y Landauer
2003).

Los radioprotectores pueden ejercer su accion por distintos mecanismos :

1-. Supresion de la formacion de especies reactivas que puedan
interferir en la distribucion de oxigeno a los tejidos irradiados. Este tipo de

accion suelen ser realizados por los compuesto sulfhidrilos.

2-. Eliminacién de las radicales libres inducidos por la radiacion,

ejercido por las sustancias antioxidantes.

3-. Interaccién con blancos celulares, como el ADN, y prevenir el

dafno de la radiacion.

4-. Recuperacion y reparacion celular (cadena simple de ADN).
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Los radioprotectores disminuyen el dafio a los tejidos sanos sin
ejercer accion citoprotectora sobre los tumores. Dentro de los productos
de origen natural, aquellos que proceden de sustancias naturales han
mostrado gran efectividad como radiomoduladores y su futuro parece
bastante prometedor ya que los dafios provocados por los radicales libres
producidos por la radiacidn ionizante también pueden ser modificados por
compuestos derivados de las plantas (Inano y cols. 2000; Jagetia 2007).

En la actualidad no hay ningun agente radioprotector que posea
todos los prerrequisitos de un radioprotector ideal: que no produzca
toxicidad acumulativa o irreversible, que ofrezca una proteccion a largo
plazo; y que proteja contra los efectos agudos y cronicos de diferentes

tipos de radiacion ademas de que sea facilmente administrable.

Los objetivos de este trabajo se plantearon teniendo en cuenta la
siguiente hipoétesis basada en que la incorporacion en los protocolos de
irradiacion de cantidades terapéuticas de licopeno, curcumina,
hidroxitirosol y melatonina en el tejido glandular parotideo en ratas

Sprague Dawley inhibira el dafio en las glandulas parétidas.

Los objetivos de este trabajo se subdividen en dos niveles: Un
objetivo general que pauta la linea general del estudio, y unos objetivos
mas especificos que desarrollan aspectos mas concretos y que se

desarrollan a partir del objetivo general.

El objetivo general de esta tesis es la evaluacion del efecto
radioprotector de la melatonina, curcumina, hidroxitirosol y licopeno en las
glandulas pardétidas de ratas Sprague Dawley a dosis Unica de 20Gy de

radiacion.

A continuacion se ordenaran los objetivos especificos que se
desarrollan a partir del objetivo general. A partir del estudio de ellos

podremos llegar al planteamiento del primero.
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1. Analizar las variables histopatolégicas en las glandulas
pardtidas: necrosis celular, pérdida de estructura acinar, dafio de
conductos y vacuolizacién en cada uno de los grupos de estudio.

2. Determinar los valores histomorfométricos, el area y perimetro
de los acinos de la glandula parotida en ratas Sprague Dawley tratadas

con licopeno, curcumina, hidroxitirosol y melatonina.
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3-. MATERIAL Y METODOS.

3.1-. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales de experimentacion utilizados en este estudio fueron
obtenidos del animalario del Servicio de Apoyo a la Investigacion de la
Universidad de Murcia. Se emplearon un total de 30 ratas Sprague
Dawley hembras con un peso medio de 249,87 gr (rango 210-382 qr).
Antes de iniciar el estudio, se aclimatdo a los animales durante dos
semanas mediante su estabulacién en cajas de 480 x 270 x 200 cm cada
una, en grupos de 3 animales. Las condiciones ambientales se
mantuvieron de forma constante a lo largo de todo el estudio, consistiendo
en ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad a temperatura ambiente,
con acceso ad libitum al agua y comida comercial estdndar para ratas
para experimentacion (Panlab ® , Barcelona, Espafia) en el Servicio de
Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia (SAl; n°® REGAES
300305440012).

Los experimentos fueron
aprobados por el comité ético local y en
todos los procedimientos se respeto la
normativa sobre la proteccién de los
animales utilizados para
experimentacion y otros  fines
cientificos siguiendo las normas de la
Union Europea 86/609/CEE,
2010/63/EU.
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"3.2-. AGENTES UTILIZADOS.

»  Anestésicos:

Ketamina (Imalgene 1000®
solucion inyectable) y Xilacina
(Xilagesic 2%® solucion
inyectable). Merial Laboratorios,

S.A. Lyon (Francia).

» Analgésico:
Buprernorfina  (Buprecare® 0,5

mg/ml) (solucién inyectable).

Divasa-Farmavic, S.A. (DFV®).

»  Concentrado de
extracto de Curcumina 94% de
pureza (HPLC) (Sigma-Aldrich
Quimica, S.A. Madrid, Espafia)

»  Concentrado de
extracto de Licopeno 90% de
pureza (HPLC) (Sigma-Aldrich
Quimica S.L. Madrid, Espafa).
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El dimetilsulfoxido (DMSO, CH3SOCH3) es una molécula
anfipatica, con un grupo altamente polar y dos grupos no-polares. Esto
hace que sea soluble tanto en agua como en medios organicos. Debido a
estas propiedades fisico-quimicas el DMSO es un disolvente muy eficaz
para componentes hidrofobos e hidrofilos. Fue descubierta por Saytzeff
en 1866, pero no fue hasta la década de 1960 cuando se empezaron a

conocer sus propiedades bioldgicas.

Tiene la propiedad de atravesar la barrera hemato-encefalica, lo
que lo convierte en un extraordinario transportador de medicamentos
(Alamar y Olaya 2012).

Nosotros hemos utilizado el DMSO como transportador de todos
los antioxidantes usados en los diferentes grupos para facilitar su
biodisponibilidad. Ademas lo hemos utilizado de forma aislada en un
grupo del estudio para estudiar su comportamiento con respecto al resto.

3.3-. IRRADIADOR.

Equipo de rayos X modelo
Smart 583 E, con un tubo de
rayos X modelo Smart 200 E (200
kV'y 4’5 mA) YXLON Internacional

AS, Copenhague, Dinamarca.
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Servicio de Radioproteccion y Residuos del SAl (Servicio de Apoyo

a la Investigacion), de la Universidad de Murcia.

El estudio microscopico y microfotografico se realizé con un
microscopio LEICA DM 4000 B. Wetzlar. Alemania.
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3.5-. PROCESADOR.

Procesador de tejidos Tisbe. Diapath, Spa. Italia.

3.6-. MICROTOMO.

Microtomo Microm HM355S. Thermo Scientific.
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3.7-. DISENO DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL.

30 animales fueron divididos en 6 grupos (utilizando una lista de

aleatorizacion generada software http://www.randomization.com ).

En total 58 parétidas fueron estudiadas debido a la pérdida de 2

muestras en el grupo control durante el procesado.

Grupo | (n=10) Curcumina + irradiaciéon

Grupo Il (n=10) Licopeno+ irradiacion

Grupo lll (n=10) DMSO+ irradiacién

Grupo 1V(n=10) Melatonina + irradiacion

Grupo V (n=10) Hidroxitirosol+ irradiacion

Grupo VI (n=8) irradiaciéon RT

3.8-. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

3.8.1-. Irradiacion.

Los animales fueron previamente anestesiados mediante una
mezcla de Ketamina (Imalgene ® 1000) y Xilacina (Xilagesic ® 2%) al
50% administrada por via intramuscular en dosis de 0,1ml/100g. Hipnético
de accion rapida y potente analgésico, de escasa accién como relajante
muscular. No causa depresion respiratoria ni tiene efectos acumulativos,

consiguiendo una accion anestésica suficiente.
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Grupo | (n = 10), tratadas con Curcumina a dosis de 50 mg/kg de peso
corporal, administrado por via intraperitoneal + irradiacion (segun Jagetia
y cols. 2007) disueltos en 0,5 ml de DSMO 2M.

Grupo Il (n = 10), tratadas con Licopeno a dosis de 20 mg/kg de peso
corporal administrado por via intraperitoneal + irradiacion (segun
Srinivasan y cols. 2009) disueltos en 0,5 ml de DSMO 2M.

Grupo Il (n = 10) tratadas con DMSO administrado por via intraperitoneal

+ irradiaciéon. 0,5 ml de concentracién 2M (segun Raju y cols. 1996).

Grupo IV (n = 10), tratadas con Melatonina a dosis de 100 mg/kg de peso
corporal administrada via intraperitoneal + irradiacion (segun Serin y cols.
2007) disueltos en 0,5 ml de DSMO 2M.

Grupo V (n=10), tratadas con Hidroxitirosol a dosis de 20 mg/kg de peso
corporal administrado por via intraperitoneal + irradiacion (segun Capasso
y cols. 2008) disueltos en 0,5 ml de DSMO 2M.

Grupo VI (n=8), sin tratamiento con ningun antioxidante, solo irradiacion.

Todos los compuestos se administraron 24 horas antes de la

irradiacion.

La irradiacion se realiz6 en una Unica sesion a dosis de 20 Gy y a

una profundidad de 3 cm, a una distancia de 100 cm de la piel.

3.8.2-. Sacrificio y toma de muestras.

Los animales fueron sacrificados 24 horas después de la

irradiacion, usando una camara de CO,. Posteriormente, se procedio a la
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necropsia con la extraccidon de ambas parotidas en cada animal para su

procesado histologico.

DISENO DEL ESTUDIO

DIA O 24aH 24 H

OzanH IRRADIACION SACRIFICIO
PRETRATAMIENTO DOSIS 20GY

3.9-. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

Las muestras obtenidas se fijaron en formol neutro tamponado al
10% para posteriormente ser embebidas en parafina y cortadas mediante
microtomo en secciones de 5nm de espesor en un plano perpendicular a
la incisién. Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina y eosina por el
método habitual en la Catedra de Anatomia Patolégica de la Universidad
de Murcia. Las preparaciones histologicas fueron estudiadas por dos
observadores cegados a la asignacion de los grupos de cada espécimen.
Las alteraciones morfoldgicas evaluadas fueron las siguientes: necrosis,
pérdida de la estructura acinar, dafio a los conductos y vacuolizacion de
las glandulas salivales. Para cada uno de estos parametros se concedio
una puntuacién del 1 al 4 segun la intensidad observada: 1 = nada, 2 =
leve, 3 = moderado, y 4 = grave.
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Criterios valoracion histopatologica
Necrosis celular (1 = nada, 2 = leve, 3 = moderado, y 4 = grave)
Pérdida de la (1 = nada, 2 = leve, 3 = moderado, y 4 = grave)
estructura acinar
Dafio conductos (1 = nada, 2 = leve, 3 = moderado, y 4 = grave)
Vacuolizacién (1 = nada, 2 = leve, 3 = moderado, y 4 = grave)
glandulas salivales

Definicion de las diferentes variables a estudio:

Necrosis Celular: es sinénimo de muerte celular. Es un proceso

irreversible.

Perdida de Estructura Acinar: se refiere a la alteracion de la morfologia

del acino.

Dafo de Conductos: se refiere a la existencia de afectacion de conductos

excretores y secretores.

Vacuolizaciéon: se refiere a la formacién de cavidades o vacuolas en el

citoplasma celular.
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A continuacion se muestran imagenes histopatologicas de los diferentes
grupos de estudio en hematoxilina-eosina a 40x.

Fig. 3.1. Tincién glandula parétida con hematoxilina y eosina (40x). Grupo I:

Curcumina + RT.
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Fig. 3.2. Tincion glandula parétida con hematoxilina y eosina (40x). Grupo I

Licopeno + RT.
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Fig. 3.3. Tincion glandula parétida con hematoxilina y eosina (40x). Grupo |lI:
DSMO + RT.
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Fig. 3.4. Tincion glandula parétida con hematoxilina y eosina (40x). Grupo IV:

Melatonina + RT.
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Fig. 3.5. Tincién glandula parétida con hematoxilina y eosina (40x). Grupo V:
Hidroxitirosol + RT.
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Fig. 3.6. Tincion glandula parétida con hematoxilina y eosina (40x). Grupo VI:

RT.
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3.10-. ANALISIS HISTOMORFOMETRICO.

Con la finalidad de evaluar cuantitativamente las alteraciones
celulares ocurridas en los adendmeros de las glandulas salivales
parotideas, fueron usadas técnicas morfolégicas de analisis de imagen
(histomorfometria). Las mediciones fueron realizadas en el Servicio de
Andlisis de Imagen del Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAl) de la
Universidad de Murcia (Edificio de Servicio de Apoyo a las Ciencias
Experimentales, SACE). Fueron estimados los siguientes parametros
citométricos: diametros mayor (D), menor (d) y medio (M), relacion D/d,
perimetro (P), area (A), volumen (V), relacion V/A, coeficiente de forma,

indice de contorno y excentricidad (Sala y cols. 1994).

Para ello, las preparaciones histologicas fueron previamente
digitalizadas utilizando el equipo Leica SCN 400F (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania) y se tomaron imagenes de 8 bits a 40x de areas con
abundancia de acinos. Las imagenes se visualizaron utilizando la
aplicacion web Digital Image Hub (Slidepath, Leica microsystems). Esta
aplicacion nos permite acceder en remoto a las imagenes de alta
resolucion y obtener capturas de las areas de interés. A continuacion, se
realizaba una calibraciéon morfolégica para obtener la equivalencia entre
pixel y micrometros. Posteriormente, de forma interactiva con el ratén, se
trazaban los didmetros mayor y menor de cada acino y se dibujaba su
contorno del mismo modo. El programa informatico realizaba los calculos
pertinentes para obtener los parametros a estudio, que eran recogidos en

una base de datos.

A continuacion se muestran los pasos a seguir, a modo de ejemplo,

para la medida histomorfométrica de un conducto excretor:
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Perimetro (P)
Area (A)
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Medida de Didametro mayor y menor CONDUCTOS EXCRETORES
(Archivo CE-DD)

Mido primero el mayor y luego el menor, de tal forma que los medidas van en
parejas (D-d, para el mismo conducto) 1-2, 3-4, 5-6, 7-8...siendo los numeros
impares (D) y los impares (d).
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Medida de area, Perimetro y Factor de forma
CONDUCTOS EXCRETORES (Archivo_CE-APFF)
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Medida de area, Perimetro y Factor de forma

Area Ferimetro
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Medida de Diametro mayor y menor CONDUCTOS SECRETORES
(Archivo_CS-DD)

Mido primero el mayor y luego el menor, de tal forma que los medidas van en
parejas (D-d, para el mismo conducto) 1-2, 3-4, 5-6, 7-8...siendo los numeros
impares (D) y los impares (d).

Acino seroso
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Medida de area, Perimetro y Factor de forma
CONDUCTOS SECRETORES (Archivo_CS-APFF)
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3.11-. METODO ESTADISTICO.

Para el analisis estadistico descriptivo de la muestra se han
empleado los métodos descriptivos basicos, de modo que, para las
variables cuantitativas del estudio histomorfométrico se han usado los
valores minimo, maximo, media, desviacion tipica y para las variables
cuantitativas del estudio histopatologico, la mediana y el rango

intercuartilico (RI).

El test ANOVA se ha empleado para el caso de mas de dos grupos
una vez comprobados los supuestos de normalidad con el test de
Kolmogorov-Smirnov y el de homogeneidad con el test de Levene. En los
casos en los que las diferencias resultaron significativas se han realizado
las comparaciones dos a dos de Tukey para contrastar qué grupos de

tratamiento son los responsables de las diferencias.

En caso de incumplimiento del supuesto de homogeneidad, se
efectud la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En los casos en los
que las diferencias han resultado significativas se ha realizado las
comparaciones dos dos mediante el test no paramétrico U Mann-Whitney
para contrastar qué grupos de tratamiento son los responsables de las
diferencias.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS 22.0 para
Windows. Las diferencias consideradas estadisticamente significativas

son aquellas cuya p < 05.
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4-. RESULTADOS.

4.1. Andlisis de las variables histopatolégicas de las glandulas
paroétidas.

Las parotidas irradiadas presentaban adenomeros de pequefio
tamafio y conductos de paredes mas delgadas y estriaciones menos
evidentes, respecto a las parétidas sanas. Aunque no han sido medidos,
los nucleos de las células acinares también eran de pequefio tamafio. En
la Tabla 4.2.1 se muestran los resultados para las variables
histopatolégicas de las glandulas parétidas en funcion del grupo

experimental.

Respecto a la necrosis celular, observamos diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p=0,048), de forma que
las areas necroticas parotideas en los grupos de animales tratados con
curcumina y con melatonina, fueron significativamente menores que las
observadas en el grupo control (p=0,008 y p=0,010 respectivamente).
Entre los grupos tratados no se observaron diferencias significativas

(p>0,05) para esta variable.

En cuanto a la pérdida de estructura acinar, también existian
diferencias significativas entre de los grupos (p=0,029), de forma que en
el grupo control, la alteracion de los adendmeros glandulares fue
significativamente superior respecto al resto de grupos experimentales:
curcumina (p=0,020), licopeno (p=0,020), melatonina (p=0,002), DMSO
(p=0,020) e hidroxitirosol (p=0,035). Entre los grupos tratados con

antioxidantes/dmso no se encontraron diferencias significativas (p>0,05).
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El dafio en los conductos también mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos grupos (p=0,001). Asi, la
degeneracion de conductos glandulares observada en el grupo control,
fue significativamente mas severa respecto al resto de grupos: curcumina
(p=0,003), licopeno (p=0,006), melatonina (p<0,001), DMSO (p=0,001) e
hidroxitirosol (p=0,014). Ademas, existian diferencias estadisticamente
significativas para esta variable entre el grupo tratado con melatonina,
donde el dafio a los conductos fue menor, respecto a los grupo tratados

con curcumina y licopeno (p=0,039 y p=0,019 respectivamente).

Respecto a la presencia de vacuolas citoplasmaticas, existian
diferencias significativas entre de los grupos (p=0,047), de forma que el
grupo tratado con DMSO mostr6 una vacuolizacién significativamente
inferior respecto al resto de grupos: control (p=0,009), curcumina
(p=0,048), licopeno (p=0,014), melatonina (p=0,048), hidroxitirosol
(p=0,042).

Tabla 4.1 resumen de las Variables histopatolégicas en funcidon grupos

experimentales.

Control Curcumina Licopeno Melatonina DMSO Hidroxitirosol ~ Kruskall-

(n=8) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) Wallis
Variable Mediana; RI ~ Mediana; RI ~ Mediana; RI Mediana; RI Mediana; RI Mediana; RI p
Necrosis celular 32352 112b 2;12ab 15/12b 151-3ab 2;1-3ab 0,048
Pérdida estructura acinar 33352 15/1-3b 151-3b 2,12b 151-3b 1:13b 0,029
Dafio conductos 35,344 2,1:3b 2,13b 11lc 1512 be 1, 1:3bc 0,001
Vacuolizacion 35254a 324a 333a 324a 1;1-3b 323a 0,047

RI: rango intercuartilico. a-c: diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas a nivel p< .05 (U-Mann-Whitney)
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4.2. Andlisis de las variables histomorfométricas de los adenémeros

parotideos.

En relacion a los supuestos paramétricos, la prueba de
Kolmogorov-Smirnov indic6 que en los grupos las variables: Control,
Curcumina. Licopeno, Melatonina, DMSO e Hidroxitirosol se distribuian de
forma normal y homogénea. En la Tabla 4.3.1 se presentan los

resultados.

Tabla 4.2 Pruebas de normalidad y homogeneidad varianzas.

Variable Grupo (n) Normalidad’ Homogeneidad®
Area 0,591
Control (64) 0,153
Curcumina (64) 0,141
Licopeno (64) 0,156
Melatonina (64) 0,138
DMSO (64) 0,107
Hidroxitirosol (64) 0,159
Perimetro 0,562
Control (64) 0,178
Curcumina (64) 0,187
Licopeno (64) 0,166
Melatonina (64) 0,179
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DMSO (64) 0,101

Hidroxitirosol (64) 0,126

"Test Kolmogorov-Smirnov. “Test de Levene

En la Tabla 4.3 se muestra el descriptivo de las variables: Control,
Curcumina. Licopeno, Melatonina, DMSO e Hidroxitirosol en funcion del

grupo experimental.

Tabla 4.3 Descriptivo variables area y perimetro en funcién del grupo experimental.

Control Curcumina Licopeno
(n=64) (n=64) (n=64)
) Media Media Media
Variable Rango Rango Rango
(DT) (DT) (DT)
) 21,07 33,66 24,07
Area 11,57 -35,19 17,34 -70,16 12,69 -40,59
(6,23) (7,94) (6,13)
14,64 23,38 16,72
Perimetro 8,04 -24,44 12,05 -48,73 8,81 -28,19
(4,33) (5,52) (4,26)
Melatonina DMSO Hidroxitirosol
(n=64) (n=64) (n=64)
) Media Media Media
Variable Rango Rango Rango
(DT) (DT) (DT)
. 32,18 23,84 17,64 - 30,68
Area 16,69 -41,62 12,16 -35,23
(5,67) (6,07) 41,32 (5,54)
i 22,35 16,56 12,25 - 21,31
Perimetro 11,59 -28,91 8,45 -24,48
(3,94) (4,22) 28,70 (3,85)
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La prueba ANOVA mostro diferencias significativas en el area
media de los acinos glandulares entre los grupos (p<0,001). En la Figura
4.1 se muestra el resultado de las comparaciones mudltiples realizadas
para detectar entre qué grupos se dan las diferencias (Tukey). Se puede
observar que el area media de los acinos del grupo control era
significativamente menor (21,07 pm?), respecto a los grupos tratados con
curcumina, melatonina e hidroxitirosol 33,66; 32,18; y 30,68 um?
respectivamente) (p<0,05). No se encontraron diferencias entre el control

y el licopeno o dmso.

b
-1 b b
33,66 o'
’ 32,18 "
30,68
a a
T
a
- 23.84
21,07
CTR CUR LIC MEL DMSO HID
CTR: Control CUR: Curcumina LIC: Licopeno
MEL:Melatonina DMSO:Dimetilsulfoxido HID: Hidroxitirosol

Figura 4.1 Comparacion del area media entre grupos.
a-b: diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas a nivel p< 0,05
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Respecto al perimetro acinar, la prueba ANOVA mostro
diferencias significativas entre grupos (p<0,001). En la Figura 4.2 se
muestra el resultado de las comparaciones mdultiples realizadas para
detectar entre qué grupos se dan las diferencias (Tukey), pudiéndose
observar una reduccién del perimetro acinar del grupo control (14,64 um),
estadisticamente significativa (p<0,05) respecto a los grupos tratados con
curcumina (23,38 um), melatonina (22,35 pum) e hidroxitirosol (21,31 pm).

No se encontraron diferencias significativas del control respecto al

licopeno.
L b .
— —
23,38 22,35 —
21,31
a a
T
a
—T— 16,56
14,64
CTR CUR LIC MEL DMSO HID
CTR: Control CUR: Curcumina LIC: Licopeno
MEL:Melatonina DMSO:Dimetilsulfoxido HID: Hidroxitirosol

Figura 4.2 Comparacion del perimetro medio entre grupos.
a-b: diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas a nivel p< 0,05.
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5-. DISCUSION.

Cada afo alrededor de 500.000 pacientes con cancer de cabeza y
cuello son tratados con radioterapia en el mundo, hecho que ha
aumentado considerablemente la supervivencia de las neoplasias que
afectan a esta localizacion (Citrin y cols. 2010). Sin embargo, en un 40%
de los pacientes, la calidad de vida se ve gravemente comprometida a
causa de la xerostomia consecuente a la hipofuncién salival secundaria al
dafio glandular. Por este motivo, en los ultimos afios, las nuevas técnicas
de tratamiento radioterapico han intentado preservar la mayor parte de
tejido glandular funcional posible, principalmente en la glandula parétida,

que es la que mas cantidad de saliva aporta (Luijk y cols. 2015).

La disfuncion de la glandula parétida tras la radioterapia para el
cancer de cabeza y cuello sigue siendo un grave problema clinico.
Durante la radioterapia, los intentos de minimizar el riesgo de esta
complicacion se han focalizado en reducir la dosis media aplicada a la
glandula salival. La radiacién ionizante en las glandulas salivales produce
efectos inflamatorios y degenerativos en el parénquima de las mismas,
especialmente es las células acinares serosas. La respuesta temprana del
tejido de la glandula salival a la radiacion produce una disminucion de las
tasas de flujo salival en la primera semana de tratamiento, apareciendo

sequedad bucal (Nair y cols. 2001).

Las glandulas salivales son sensibles a la radioterapia y responden
a dosis bajas de radiacion aunque sus efectos a esas dosis son
reversibles. Se produce un compromiso vascular con afectacion de los
pequefios vasos que rodean las unidades funcionales salivales. Existe
atrofia y necrosis de las células acinares y ductales con cambios en el
tejido conectivo. La proporcion de pérdida de flujo estara en proporcion a
la cantidad de tejido salival incluido en el campo afectado y de la cantidad
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de dosis suministrada. A dosis acumulativas superiores a 70 Gy pueden
ser irreversibles con degeneracion y fibrosis del tejido glandular (Vissink y
cols. 2003; Silvestre y cols. 2009).

Se suelen afectar mas las glandulas serosas que las mucosas
volviéndose la saliva viscosa (Friedrich y cols. 2002). Nagler en 1998,
describe 3 fases en la pérdida de funcién glandular: a) 3-14 dias
postradiacion existe una pérdida de flujo salival, b) sobre la segunda
semana hay una recuperacién de la tasa de secrecion (lo que hace
pensar, segun él, que la causa de la perdida de los primeros dias es por
un efecto indirecto de la mucositis), c) a partir del dia 40 y mas importante
a partir del tercer mes cae la tasa de secrecion hasta el 50 %, siendo de
hasta el 75% tras 9-12 meses de la radiacién. Segun algunos autores
existe recuperacion del tejido acinar entre 120-240 dias postradiacion
(Vissink y cols. 2003; Silvestre 2009).

Los radioprotectores (RP) son distintos tipos de sustancias o
farmacos, que reducen el efecto letal de las radiaciones. Pueden ser
especificos (solo protegen tejido sano) o inespecificos (protegen tejido
sano pero también tejido tumoral). Estos ultimos no tienen sentido porque
no permitiria la curacion de la enfermedad. La proteccion del tejido

irradiado se conoce como citoproteccion (Esco y cols. 2004).

La amifostina es el unico farmaco aprobado por la “Food and Drug
Administration” (FDA) para la prevencion de la xerostomia. Es un
citoprotector especifico, un compuesto tiofosfato formado por un grupo
sulfhidrilo unido a un fosfato, siendo convertido en un tiol libre por la
fosfatasa alcalina (FA). La citoproteccion especifica viene dada porque en
los tejidos tumorales existe baja concentracion de FA debido al pH acido
en los tumores, a las diferencias estructurales en la membrana celular

tumoral con respecto a la sana y por ultimo al paso a través de la
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membrana celular gracias a un sistema de transporte activo en células

sanas y difusion pasiva en células tumorales (Esco y cols. 2014).

Estudios realizados in vitro demuestran que la amifostina debe ser
administrada entre 30-60 minutos antes de la exposicion a la radiacion
ionizante, ya que el compuesto debe estar en la célula en el momento de

recibirla.

La distribucion y difusion de la amifostina presenta diferencias
tisulares, siendo las glandulas salivares, tejido hematopoyético y mucosa
intestinal, los tejidos méas beneficiados. No se observa paso del farmaco al
sistema nervioso central por su caracter hidrofilico que le impide atravesar

la barrera hematoencefélica (Esco y cols. 2004).

Hay descritos otros mecanismos implicados en el mecanismo de
accion de la amifostina que afecta al factor de transcripcion NF-Kappa, la
timidin kinasa y a los niveles de fosforilacion proteica (Grdina y cols.
2002).

Los principales efectos secundarios descritos son la hipotension,
emesis, somnolencia, gusto metalico, naduseas, vomitos, hipocalcemia,
estornudos, hipo, sofocos, fiebre y reacciones cutaneas graves (eritema
multiforme, sindrome de Stevens-Johnson, necrolisis epidérmica toxica).
Parece que su toxicidad es sensiblemente inferior cuando se administra
de forma subcutanea siendo la efectividad similar en modelos animales
(Koukourakis y cols. 2000).

En cancer de cabeza y cuello se ha publicado un ensayo fase Il
dénde administrando 200 mg/m? de amifostina en infusién 3 minutos antes
de cada sesion de radioterapia se reducia la xerostomia de grado 2 o
superior de un 76% a un 54% (p=0.0004) (Brizzel y cols. 2000).
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Vacha y cols. 2003, en otro ensayo fase Il publicaron una
reduccion de la xerostomia aguda y una evidencia a la mejoria sobre la

Mmucositis.

Gu y cols. 2014, publicaron un meta-analisis que incluya 1167
pacientes donde demostraron una reduccion estadisticamente
significativa de mucositis grado 2 o superior, de la xerostomia aguda y
tardia, sin proteccién tumoral en pacientes con cancer de cabeza y cuello

tratados con radioterapia.

Actualmente, la amifostina solo est4 autorizada para reducir la
incidencia y severidad de la xerostomia en pacientes sometidos a

radiacion de tumores de cabeza y cuello.

Es dificil encontrar el radioprotector ideal ya sea por su falta de
efectividad o por su elevada toxicidad (Maurya 2006). Por eso, en un
intento de cambiar la perspectiva de intentar sintetizar el radioprotector
ideal, se dio un giro hacia el desarrollo de agentes procedentes de
productos naturales. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
que alrededor del 80% de la poblacibn mundial depende de
medicamentos a base de compuestos herbales alternativos; los productos
llamados naturales estan siendo utilizados por el potencial efecto

protector para minimizar los dafios de la radiacion.

Los fitoquimicos son componentes presentes en frutas y vegetales,
con actividad biolégica. EI consumo de polifenoles provenientes de varias
plantas y frutas se ha relacionado con actividades quimiopreventivas, tal
como ocurre con el resveratrol, la curcumina y el licopeno (Ortega Cabello
2013; Rao y cols. 2006; Owen y cols. 2000; Perdomo y cols. 2012).

El uso de fitoquimicos en la radioproteccion ha recibido gran

atencion en la ultima década debido a que una amplia variedad de
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fitoquimicos, ademas de ser antioxidantes, previenen el dafio causado por
radicales libres provenientes de la radiacion. Dichas sustancias son
capaces de inducir la apoptosis en células cancerosas, por lo que pueden
tener un uso potencial como adyuvantes potenciales en la terapia contra
el cancer, protegiendo a las células normales de los efectos agudos y
tardios de los radicales producidos durante el tratamiento. En particular,
aquellas plantas cuyo efecto radioprotector ha sido demostrado, contienen
una gama de compuestos incluyendo antioxidantes, inmunoestimulantes,
estimuladores de la proliferacion celular, agentes anti-inflamatorios y
antimicrobianos (Ortega Cabello 2013; Seed 2005).

Dicha actividad puede ser mediada a través de diferentes
mecanismos, tales como la captura de radicales libres, mejora en el
estado antioxidante y potencial anti-peroxidacion lipidica. Los polifenoles
pueden regular el MRNA de enzimas antioxidantes como la catalasa,
glutation transferasa, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa,
contrarrestando el estrés oxidativo inducido por la radiacién ionizante
(Arora y cols. 2005; Ortega Cabello 2013).

Existen diferentes radioprotectores de origen natural como
minerales y oligoelementos (selenio, manganeso o0 zinc entre otros),
aceites esenciales, resinas como el propoleo, aminoacidos (triptéfano,
lisina, etc.), alcaloides. (cafeina), vitaminas (vitaminas C y E) y otros como

la curcumina.

En el afio 2000, Suarez y cols. estudiaron extractos etandlicos de
dos tipos diferentes de propdleos (resina que se obtiene de las yemas de
los arboles) suministrados ocho horas antes y después de una irradiacion
Unica de 8 Gy, siendo mas efectivo pre-irradiacion, puesto que sobreviven
entre un 20 y un 50% frente a un 10% de aquellos a los cuales se les

suministra después de la irradiacion.
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Uno de los mecanismos patogénicos implicados en el dafio a las
glandulas salivales provocado por la irradiacion, es la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS). Estas sustancias son atomos o
moléculas con un electron desaparejado que derivan del oxigeno y que
son altamente reactivos con otras moléculas organicas, a las que oxidan.
Las ROS se generan en los organismos vivos como consecuencia del
metabolismo celular normal, pero también pueden ser producidas en
grandes cantidades por la radiacion ionizante, la quimioterapia, los
metales de transicion y otros oxidantes quimicos. (Burnham 2001). Estas
especies reactivas van a reaccionar con los lipidos (peroxidacion lipidica),
proteinas y acidos nucleicos, generando estrés oxidativo y dafio en dichas
macromoléculas. Especialmente dafiinas son las interacciones con el
ADN, al que pueden lesionar de diferentes formas, afectando
guimicamente a las bases nitrogenadas o provocando rupturas de cadena
simple o de la doble hélice, entre otras. Ademas, dichas lesiones pueden
conducir a mutaciones que activen oncogenes 0 inactiven genes
supresores de tumores, asi como alteraciones del ciclo celular o la
apoptosis, relacionados todos ellos con la génesis de neoplasias malignas
(Karihtala y Soini 2007).

La primera linea de defensa para el dafio oxidativo es el sistema
antioxidante enddégeno, compuesto por sistemas enzimaticos como la
superoxido-dismutasa, glutation peroxidasa o catalasas y otros no
enzimaticos como el acido ascoérbico o determinadas hormonas. Cuando
la presencia de radicales libres supera la capacidad de nuestro organismo
para eliminarlos, se genera estrés oxidativo. Pero existen sustancias
antioxidantes exogenas, muchas de ellas presentes en la dieta, que
pueden colaborar en la eliminacibn o atenuacion de estas especies
reactivas. Asi, durante los ultimos 50 afios, ha sido ampliamente
estudiado el efecto de diferentes agentes antioxidantes en la citotoxicidad
provocada por la radiacion ionizante. Parece que algunos de ellos pueden
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proteger del dafio al ADN ocasionado por fuentes enddégenas y exdégenas,
incluyendo la radiacion ionizante, como ha sido comprobado tanto in vivo
como in vitro. Entre ellos se encuentran las vitaminas C y E, algunos

carotenoides como xantinas o licopeno, entre otros (Fang y cols. 2002).

Sobre la vitamina E, Abedi y cols. publicaron en 2015 un estudio en
el que con dosis de 400 Ul/kg habia menor dafio histopatologico en
glandulas parotidas de rata a dosis Unica de 15 Gy con respecto al grupo
sin vitamina E, de forma estadisticamente significativa a nivel de los

acinos y de los conductos secretores.

Son diversos los estudios que han investigado el efecto de la
radioterapia en la morfologia de glandula salival (Coppes y cols. 2001;
Hakim y cols. 2005; Henriksson y cols. 1994; Limesand y cols. 2006;
Stephens y cols. 1986 y Xu y cols. 2010). Entre las alteraciones
microscopicas agudas y tardias observadas en el tejido glandular, existe
apoptosis y muerte celular, vacuolizacion citoplasmatica,

hipovascularizacion, formacién de tejido fibroso y edema.

El uso de la rata como modelo experimental para la radioproteccién
ha sido ampliamente documentado y desarrollado en la bibliografia
(Acauan y cols. 2015). Nosotros nos planteamos en este trabajo la
evaluacion del efecto radioprotector del licopeno, curcumina, hidroxitirosol
y melatonina, en las glandulas salivales parotideas de ratas Sprague

Dawley a dosis Unica de 20 Gy de radiacion.

La dosis administrada en forma intraperitoneal esta de acuerdo con
los estudios de trabajos de Srinivasan y cols. 2009 para el licopeno, de
Jagetia y cols. 2007 para la curcumina, de Capasso y cols. 2008 para el
hidroxitirosol, de Serin y cols. 2007 para la melatonina y de Raju y cols.
1996 para el DSMO.
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En nuestro estudio hemos visto como el grupo de ratas control (no
radioprotegidas) ofrecia de forma significativa peores resultados en todas
las variables a estudio (necrosis celular, perdida de estructura acinar,
dafio de conductos y vacuolizacion) con respecto a al menos uno de los

radioprotectores estudiados.

En cuanto a las variables histopatoldgicas: la necrosis celular
(p=0,008) y la pérdida de estructura acinar (p=0,020) son
significativamente menores en los grupos de las ratas radioprotegidas, no

habiendo diferencias entre los diferentes radioprotectores.

La necrosis de células acinares resultantes de la radioterapia se
analizé en distintos trabajos (Hakim y cols. 2005; Henriksson y cols. 1994;
Limesand y cols. 2010; Lombaert y cols. 2008; Radfar y Sirois 2003;
Stephens y cols. 1986 y Xu y cols. 2010). La muerte celular es evidente,
no soélo por la disminucion en el numero de células acinares en los tejidos
irradiados, sino también por la presencia de células apoptoticas, asi como
otros cambios nucleares y citoplasmaticos (Coppes y cols. 2002;
Lombaert y cols. 2008a).

En nuestro estudio se refleja que el dafio de conductos (p=0,001)
es significativamente menor en los grupos de las ratas radioprotegidas
siendo la melatonina la que obtuvo resultados significativamente mejores
con respecto a la curcumina y el licopeno. Tanto en humanos como en
animales de experimentacion (raton y rata), parece que la mayor cantidad
de células stem y progenitoras reside en la region parotidea donde se
encuentran los conductos mayores. Ha sido demostrado que la inclusién
de los conductos en el campo de irradiacién en parétidas de rata provoca
una pérdida de la capacidad de regeneracion que ocasiona disfuncion

glandular crénica con disminucion de la secrecién salival (Nagler 2002).
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Autores como Gajowik y cols. 2014 publicaron que la dosis de
radiacion administrada en la zona donde se concentran las células stemy
progenitoras puede ser un factor predictivo para determinar la funcion
salival y proponen su proteccion frente a la radiacion ionizante para

reducir el riesgo de xerostomia post-irradiacion.

Microscopicamente, la vacuolizacion se caracteriza por areas
claras que pueden ser esférica u oval y que varian en tamafio (Chen y
cols. 2008). Este proceso se induce bajo escasez de nutrientes, la
infecciébn y el estrés oxidativo, en el que las células necesitan para
generar nutrientes intracelulares y energia y deshacerse de los
componentes citoplasmaticos perjudiciales (Levine y Kroemer 2008). En
cuanto a la vacuolizacién (p=0,047), el grupo del DSMO presenté un
menor grado que el resto de grupos a estudio, no habiendo diferencias

entre ellos.

Varios autores han descrito la presencia de vacuolizacion
citoplasmatica en las glandulas salivales de animales irradiados (Coppes
y cols. 2001; Hakim y cols. 2005; Limesand y cols. 2010) En 1986
Stephens y cols. encontraron células vacuoladas hasta 72 h después de
la radiacion en las glandulas de monos irradiados con dosis de 12,5y 15
Gy. Un aumento del nimero de células acinares vacuoladas también fue
observado por Coppes y cols. en 2001. En alguno casos, esta
vacuolizacion estéd asociada con atrofia acinar y desplaza el ndcleo de su
posicion original y se vuelve polimorfo y condensado. Algunos autores
han observado que la vacuolizacion citoplasmatica en células irradiadas
se debe a la expansion del reticulo endoplasmico y se asocia a un estatus
celular que precede a la apoptosis (Takahashi y cols. 2005).

Las variables histomorfométricas de nuestro estudio (area y

perimetro de los acinos), podemos decir que la melatonina, la curcumina y

Efecto Radioprotector del Licopeno, Curcumina, Hidroxitirosol y Melatonina K]
sobre Glandula Parétida de Ratas




UNIVERSIDAD DE
MURCIA

el hidroxitirosol tienen un mayor area y perimetro de forma significativa
(p<0,001) con respecto a los grupos control, licopeno y DMSO. A mayor

area y perimetro, menor afectacion del acino.

Con los resultados de nuestro estudio, las diferentes sustancias
antioxidantes administradas en dosis Unica intraperitoneal: licopeno,
curcumina, hidroxitirosol y melatonina tienen efecto radioprotector desde
el punto de vista anatomopatologico.

Tabla 5.1 Cambios macroscopicos y microscopicos evaluados en glandulas
salivales de los animales irradiados modificada de Acauan y cols. 2015.

Model  Reduccién  Fibrosis  Cambios Edema Vacuolizaci6 Cambios Pérdida
peso/tama Vasculares n Nuclear células
fio citoplasmati acinares
Glandular ca
Stephen  Mon + + + + + + +
S y O
cols(198
6)
Henrikss rata + + +
on
Coppes rata + + + + +
cols
(2001)
Coppes rata + + +
y cols
(2002)
Friedrich rata + +
y cols
(2002)
Radfar y cerd + + + + +
Sirois 0
(2003)
Hakim y rata + + +
cols
(2005)
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Lombaer ratén + +
t y cols
(2008)

Limesan ratén + + +
d y cols
(2009

Xuy cols cerd + +
(2010) 0

Hakim y rata + +
cols
(2012

Nanduri raton + + +
y cols
(2013)

Xiang y rata + + +
cols
(2013)

Modelo Reduccion Fibrosis Cambios Edema  Vacuolizacié Cambios Pérdida
peso/tamafi Vasculares n Nuclear células
o Glandular citoplasmatic acinares

a

El empleo de radioprotectores naturales no solo debe centrarse en
el estudio de los compuestos activos o en organismos naturales, sino
también en preparados o combinaciones de compuestos de origen
natural, puesto que en los Ultimos afios el numero de publicaciones sobre

ellos ha crecido exponencialmente (Sebastia-Fabregat 2013).

El licopeno es un carotenoide de estructura aciclica, isomero del
betacaroteno que se encuentra en frutas y verduras y tiene grandes
propiedades antioxidantes (Cruz y cols. 2013). Estudios in-vitro y en
animales demuestran el efecto protector contra dafios inducidos por
radiaciones ionizantes por su actividad como antioxidante (Gonzalez-
Gallego y cols. 2010; Konijeti y cols. 2011).

El licopeno es un antioxidante con efecto radioprotector contra
lesiones radioinducidas sobre ADN de linfocitos humanos evitando
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lipoperoxidaciéon lipidica por aumento de la superoxidodismutasa,
catalasa, y glutation peroxidasa a dosis de 4 Gy (Srinivasan y cols. 2009).
También esta descrito su efecto protector contra el cancer de prostata
(Holzapfer y cols. 2013). También se ha descrito su efecto antioxidante
sobre rifion, higado y colon de ratas mediante aumento de la actividad de
la enzima superoxidodimutasa reduciendo los efectos de Ila

lipoperoxidacion lipidica (Liu y cols. 2013).

Nuestros datos estdn de acuerdo con Boraks y cols. 2008. El
tratamiento con curcumina se asocia a un descenso significativo del dafo
a nivel de glandula parétida irradiada dado que existe menos necrosis
celular y menos dafio ductal y perdida de estructuras acinares comparado
con el grupo control (p<0.05) aunque no existe diferencia significativa

entre los marcadores de necrosis.

La curcumina es otro antioxidante sobre el que se han publicado
diferentes articulos aunque los avances clinicos estan limitados por su
pobre solubilidad y baja biodisponibilidad. Se ha demostrado que su
administracion disminuye la inflamacion y fibrosis pulmonar en ratas tras
radiacion en el que esta involucrado la disminucion de los niveles de
factor de necrosis tumoral, IL-6 e IL-8. Induce ademas el factor de

crecimiento beta (Yamamoto y cols. 1997).

La curcumina también tiene efecto radioprotector en higado, rifidn,
mucosa oral y tejido cardiaco mediante actividad de NRF2 y su induccion
para expresar encimas antioxidantes (hemoxigenasa-1, glutation
peroxidasa y NADPH-Quinona reductasa (Goel y Aggarwal 2010).
También aumenta la encima hemoxigenasa-1 en endotelio pulmonar y
células fibroblasticas. Disminuye la fibrosis e inflamacion pulmonar y
bloquea la produccion de especies oxigeno reactivas (Lee y cols. 2010).
También se ha descrito radioproteccion sobre células mamarias en ratas

(lano y cols. 2000), asi como efectos antioxidantes y antiinflamatorios
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sobre el dafio oxidativo hepatorenal en ratas (Yilmaz y cols. 2013;
Buyuklu y cols. 2014).

Tiene efecto radiosensibilizante sobre células tumorales en cancer
de colon por induccién del factor de necrosis KB (NF-KB) (Sandur y cols.
2009). Tiene un efecto radiosensibilizante sobre células tumorales,
aumentando el nivel de apoptosis celular, disminuyendo asi el crecimiento
tumoral (Shi y cols. 2012).

Los compuestos que presentan actividad radiosensibilizadora
actuan a diferentes niveles de las fases celulares, y uno de los objetivos
sugeridos con los radiosensibilizadores administrarlos antes de que
ocurra la irradiacion consiste en sincronizar dichos compuestos con las
fases sensitivas del ciclo celular. Se han propuesto los siguientes

mecanismos (Ortega Cabello 2013):
Mejoria en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
especies reactivas de nitrogeno (RNS).

Eliminacion selectiva de antioxidantes y enzimas antioxidantes

presentes en las células tumorales.

Incremento de la peroxidacién lipidica por la eliminacion de

glutation.

Dafio al ADN de células tumorales, por la formacion de fragmentos
de ADN, inhibiendo su reparacion y sintesis.

Induccién del paro al ciclo celular.
Induccién de la apoptosis.

Depuracion de la proteinquinasa C.
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El hidroxitirosol es otro antioxidante que protege del estrés
oxidativo inducido por ciclosporina en rifiones de ratas (Capasso y cols.
2008).

El hidroxitirosol también actia como antioxidante sobre el ADN de
células mamarias humanas, lo que segun Warleta y cols. 2011 podria

disminuir la incidencia del cancer de mama.

El hidroxitirosol tiene efecto radioprotector a nivel cromosoémico por
aumento de la actividad anticlastogénica, que tiene correlacién lineal con
la capacidad antioxidativa existiendo la capacidad secuestradora de
radicales libres (Benavente-Garcia y cols. 2002).

Respecto a la melatonina encontramos mayor niumero de estudios.
La melatonina (N-acetil-5-Metoxitriptamina) es una hormona sintetizada
por la glandula pineal que tiene relacion con los ritmos circadianos, la
regulacion del sistema inmune, es un potente antioxidante y
radioprotector, protege de la carcinogénesis y de desérdenes

neurodegenerativos como el Alzheimer (Kostoglov 2013).

En ratas se ha estudiado el efecto radioprotector de la melatonina
sobre diferentes tejidos. Kucuktulu en 2012 describio su efecto
radioprotector de forma significativa (p<0,05) a dosis de 10 mg/kg
administrados de forma intraperitoneal sobre rifion de ratas radiadas a 20
Gy en 5 sesiones.

Shirazi y cols. describieron en 2013 el efecto radioprotector de la
melatonina de forma significativa (p<0,05) a dosis de 30 mg/kg
administrados de forma intraperitoneal sobre tejido hepatico de rata
radiada a 10 Gy demostrando unos bajos niveles de Malondialdehido
(marcador de peroxidacion lipidica) y elevados niveles de Glutation. El
mismo grupo de autores en 2011 ya describieron radioproteccion

mediante reduccidon del estrés oxidativo a dosis de melatonina de
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30mg/kg 30 min antes de la radiacién y 5 mg/kg/dia durante 10 dias post-
radioterapia a dosis de 8 Gy sobre el cristalino de ratas.

Un articulo publicado en 2016 por Karaer y cols. sobre dafio
radioinducido sobre glandula salival en ratas, evidencia que entre el grupo
RT+Melatonina (administrada 30 min después de la radiacion, por su vida
media corta y su actividad no superior a 20-30 min, a 5mg/kg de peso) y
el grupo RT (33Gy en 5 sesiones), existe en este ultimo grupo de forma
estadisticamente significativa (p<0,01): mayor pérdida de densidad de
acino, mayor inflamacion de las células acinares, mayor vacuolizacion y
mayor existencia de células polimorfonucleadas. Sin embargo, las
diferencias acerca de la pérdida de estructura acinar y la pérdida de
mastocitos no fueron estadisticamente significativas a favor del grupo con

melatonina.

En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo observaron que en
el grupo RT+Melatonina presentaba menor cantidad de &cido
malondialdhedido y un incremento de los niveles de catalasa y glutation,
por falta de estrés oxidativo. La catalasa participa en la eliminacion del
peroxido de hidrogeno producido por radicales superdxido por lo que en
presencia de estrés oxidativo su nivel disminuye. ElI acido
malondialdheido se incrementa en situaciones e peroxidacion lipidica. No
encontraron incremento de los niveles de superdoxido dismutasa que
cataliza el anion superoxido en peroxido de hidrégeno y oxigeno (Karaer y
cols. 2016; Jang y cols. 2013).

En 2015 Isola y Lilliu estudiaron la localizacion de la melatonina en
glandulas salivales humanas. Describieron mediante técnicas de
inmunohistoquimia que la melatonina se localiza solo en células serosas,
por lo que su presencia era sobre todo en la glandula parétida porgque es
una glandula en el que la totalidad del acino secretor es de tipo seroso.

Menor cantidad en la glandula submaxilar y casi nada en glandulas
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salivares menores. La melatonina estaba localizada intracelularmente en
pequefias vesiculas cerca de la membrana celular que se creia pasaba
por difusion pasiva pero ellos ademas evidencian que es captada de la
sangre mediante receptores proteina G transmembrana MT1 y MT2 para
melatonina mediante activacion de sefiales y que es secretada junto con
otros productos a la saliva cuando estos granulos se abren al conducto
secretor bien de forma continuada por estimulos menores o bien por

estimulos mayores como la masticacion.

El DMSO (dimetilsulféxido) es un excelente disolvente que puede
actuar de vehiculo transportador de sustancias hidrofébicas ademas de
tener efecto radioprotector por si mismo, descrito sobre piel de ratas en

1978 por Moulder y Fischer.

En nuestro experimento, el DMSO |o hemos usado como
transportador de todos los antioxidantes utilizados en los diferentes
grupos para facilitar su biodisponibilidad. Autores como Skov y cols. en
1984 encontraron un efecto radioprotector sobre el ADN de células
mamarias de ratas con bajos niveles del radical hidroxilo (OH+). Raju y
cols. en 1996 describieron un factor protector sobre linfocitos T de rata
radiada con rayos X. También esta descrito el efecto radioprotector del
DSMO sobre ADN de células renales de ratas (Benavente-Garcia y cols.
2002).

El DMSO se ha utilizado en el tratamiento de la cistitis intersticial
mediante administracion intravesical. Se ha utilizado también en
enfermedades por deposito amiloide (amiloidosis) a nivel cutaneo,
urinario, pulmonar y renal. Tiene capacidad antiinflamatoria y antioxidante
y se ha utilizado en el tratamiento del edema cerebral traumatico,
desordenes  musculoesqueléticos, adenocarcinoma de  pulmon,

enfermedades reumatolégicas, prostatitis crénica, enfermedades
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dermatoldgicas, esquizofrenia, como analgésico tépico y en la

Enfermedad de Alzheimer (Santos y cols. 2003).

Se han descrito efectos secundarios como nauseas, vOmitos,
anemia hemolitica, reacciones anafilacticas, broncoespasmo, fallo renal,
hipertension sistélica y diastélica, bradicardia, bloqueo cardiaco y edema
pulmonar. Es significativo el sabor y aliento a ajo debido a la excrecion
pulmonar del DMSO como dimetil sulfito. La aplicacion topica esta bien
tolerada aunque se han descrito casos de rash y prurito cutaneo (Santos y
cols. 2003).

En cuanto a la forma de administrar la radiacion, esta se puede
hacer a dosis Unica o bien mediante dosis fraccionadas. La toxicidad
temprana o aguda de la radiacion Unica es mayor que la que se encuentra
en la radiacién fraccionada, sobre todo a nivel de piel y mucosas
(dermatitis y mucositis) (Howell y cols. 2013).

La toxicidad tardia, sobre todo la mielopatia a nivel del sistema
nervioso central, también es mas frecuente en casos de irradiacion a
dosis Unica. Esto es debido a la mayor dosis de radiacién administrada de
una sola vez, aun cuando la dosis total de radiacion administrada en la

forma fraccionada es igual o superior (Esco y cols. 2004).

Como limitaciones de este estudio podemos decir que no hemos
realizado estudios funcionales como: la medicion de flujo salival en las
ratas antes y después de la radiacion, asi como la falta de medicion de
marcadores de estrés oxidativo y marcadores inmunohistoquimicos. No
podemos saber si los resultados hubieran variado administrando la

radiacion de forma fraccionada en vez de a dosis Unica.

Nuestros resultados reflejan la administracion intraperitoneal de
curcumina, licopeno, melatonina e hidroxitirosol en dosis Unica 24 horas

antes de la radiaciéon a dosis de 20 Gy en modelo animal en ratas
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Sprague Dawley encontramos que producen proteccidn estructural de las
glandulas parétidas. Sin embargo, se requieren de un mayor numero de
estudios que determinen el efecto radioprotector en las glandulas
salivales y es necesario e importante seguir investigando y en un futuro

abrir nuevos campos de estudio en humanos.
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6-. CONCLUSIONES.

Se formulan finalmente las conclusiones del estudio después de la
discusion de los resultados obtenidos. Estas conclusiones, como se hizo
con el analisis de los resultados, se estructuran en torno a los objetivos

planteados para la elaboracion del presente estudio.

La radioterapia es una importante herramienta en el tratamiento
contra el cancer, es importante proteger al tejido no cancerigeno cuando
se aplica la radioterapia a fin de minimizar los efectos adversos. Asi la
administracion intraperitoneal de licopeno, curcumina, hidroxitirosol y
melatonina 24 horas antes de la radiacion de las glandulas parétidas a
dosis unica de 20 Gy en modelo animal en ratas Sprague Dawley

encontramos gue se producen una serie de cambios histopatoldgicos.

1-. La necrosis celular en glandula parétida de rata es menor en los

grupos tratados con antioxidantes con respecto al grupo control.

2-. La pérdida de estructura acinar de glandula parétida es menor en los

grupos tratados con antioxidantes con respecto al grupo control.

3-. El dafio en el conducto glandular observado en glandula parétida de
rata es menor en los grupos tratados antioxidantes con respecto al grupo
control. El compuesto que mejor protege el dafio de los conductos es la

administracion de la melatonina.

4-. La vacuolizacion citoplasmatica en células de glandula parétida de
rata Sprague Dawley es menor en el grupo tratado con el DSMO con

respecto a los otros grupos.

5-. Al analizar el area y perimetro de los acinos de glandula parétida de
rata encontramos que es mayor en los grupos en los que se administra

curcumina, hidroxitirosol y melatonina.
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6-. En nuestro estudio hemos observado que el grupo de ratas control
ofrecian peores resultados en todas las variables a estudio con respecto a

al menos uno de los antioxidantes estudiados.
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Abslracl

Radintherapy effectively treals cancers of te head and neck. Wi investigated the possible protective effects of Ivcopene and curcamin an the
paraticd glands off 40 Female S prague: D ley rats during intadiation. The snady followed Enropenn Union regualagions SRE0HTEC, 200MITL
Tar aniimal cxperimentaton. The animsls were divided into 4 proups; those treated with curcomin amd radiation, those treated with Lycopens
amd rediemion. these weated with dimerhy] salphoxide (DMWMS0) and mdiation, 2nd those treated with radistios abeoes. All compounds wers
given incraperitanaally the day hefone imadiation. The ttal dose of radistion was 20 Gy. Morphological and hastopalsoboical analyses showed
less codl necrosis in the group treatsd with curcumin than in the olher groups. bul e dillerenes was not sgnificant. Analyeiz of srocmml
damsaze wo the parctid ducts smd vacuolisation showed significant differences among all groups (p=00023, p<0.01). Lycogens and curcumin
given 24 hours before irmadintion reduced the structural damage to the salivary glands. Further studies are needed o ooalinm tsse Gndisgs.
i TG The British Association of Ornl and Maxillofocial Surgeons, All rights reserved.
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Introdoction

An important secondary effect ol raliotherpy W the head
and neck is structural domage Lo the salivary glands, which
can impair funclion.! As problems sach as xerostomia, dys-
phagia, allered e, risk of deotal carics, and difficulty in
swallowing amd speaking can have a considerable impact
on the quality of life,'” substances that might reduce the
biokopical darmage caused by onising radiation are being
investigaterl. They must be free from toxic cffects and

* Comcapumding metbew al; Clissca Dkl égics Universitmna, 2 planta,
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must potentially protect against the genotoxic damage of
radiaticn ¥

A new ficld of rescarch is looking ot plant extracts and
plytochemicals a5 modifiers of these effects. ™™ Antoxi-
dants can take the fomm of outrents or synihelic molecules,
which act throigh oxidative modification. """ Cercumin
(1,7 -bis{&-hydroxy-3-methoxyphenyl)- | 6-hepradienc-3.5-
dione) is a P'h:nllli(: compound of low molecular weight
that belongs o the group of diarylheptanoids. Tt i one of
the curcumineids present i the root of the plant specics
e, andd hies antioxedant, anti-inflammartony, anticancer.
and chemedherpentic propermics. These nesult mainly from
the action of curcwmin on a large namber of molecalar targets
snch & rransern prion factors, srowth factors and thear recep-
los, proleins, cylokines, enzymes, or on cell prolifesation

regulator genes, and apoptosis,| W1
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Ionising radiation causes the gereralion of reactive oxygen
specics, which cause oxidative stnos n target tissucs. They
prixluce an imbalance of the pro-oxidant and antioxidanl in
the cells, and they anack diverse cellular macromolecules
such az DMA, lipics, and proteins, eventually inducing cell
death 1517

Lycopene is the mest abundant carotenoid found in the
tomuto (Lycopersicon excaletun), with concenimlions ran-
ging from 09 w 42mg/100g depending on the varicry.
Diverse smdies have investipated the antioxidant capacity
of Iycopene and its mobe in the prevention and reatment of
chronic conditions including cancers, nenrodepeneritive dis-
cases, and carcdiuvasealar and bone disorders, either alone o
in combinmtion with radiotherapy.'*** When given hefore
treatment, il protects cells against the damage ciused by radi-
ation. as il inhibits peroxidarion of the membneme: lipids and
fres radicals that result from the breskage of DNA strands.

We therefore aimed to investigate the possible protective
effects of curcumin and lycopene during irradiation of the
parotid glands in Sprague Dawley rats.

Material and methads
Arimals

We treated 20 fomale Sprogue Dawley s weighing
200250 g and aged about 5 months, All effors were made
1o minirmise the potential suffering of the animals, and the
stucly followed European Union morms for animal cxperimen-
Lation (SEGOVEEC: Z010M3EL). The University of Murcia
Hioethics Committss approved the stody.

The animals were supplicd by the University of Mur-
cia (Spain) animal experiment facility (Research Support
Services Animal Laborstory. license numbor REGAES
SO0MIGA0H 2) and were housed in cages with free acoess
to food and water, The room in which they were kepl had a
conirolled 12012 hour light/barkness cycle and a tempersture
of 22°C (BRGINELC),

.d.xmﬂu

We used concentrated extract of cwrcumin %% high
perfommance liguid chromatography {HPFLC) purity (Sigma-
Aldrich Cuimiea SL, Madrid, Spain) dissolved in 0.5%
dimethyl sulphoxide (DMS0), and concentrated extract of
Iycopens mor: than 90% HPLC purity (Sigma-Aldrich
Quimica S1., Madrid, Spain) disslved in 0.5% DMS0. All
experimenis wens dons under subndued lighting.

Rt nm[ ¥ de:l'gu

The animals were divided into 4 groups of 10 {using
a ramdomisation lisl gencrated with specific soflware
{I1|1,|-:_-'."wn-‘v.'_mnf_imwd'll|-:>||.L'h:-lu} and treated with rcltion,
Before treatment, group T was given curcumin {50 mg/ky

body weight). growp T ycopene (20 mpfg body weight), and
ggroup 111 DMSC, all intraperitoneslly, Group 1%, the contral
group, was treated with radiation abore. All compuuwmds were
given 24 howrs before irradiation.

Trroaliaition

‘The rats were amaesthetise] with ketamine (Imalgenc® 1000
Merial, Burcelona, Spain) and xylazine (Xylagesictd 2%
(20 my/ml) Labosatorios Calier $A, Barcelona, Spaim). They
were irradiated with a limear accelerator (Yxlon Sman.
Erautkrimer Forster, Mk, Spain) calibrated for the fiskd
size of interest using special small fonisation chambers and
thermoluminescence dusimetrs. Single radiotion doses of
200Gy were given to a depth of 3em and at a distance of
100 cm from the skin. An axial beam was direcied lowsrd
the hesnd ol the rat exteading from the retroauriculsr region
inlo the tip of the pose 1o inchade all potentizl salvvary gland
essswe. Tlee animals were killed in 2 carbon dioxide cham-
ber 24 hours afler irmsdiation, and the parotid glands were
amalysed.

Histoparhological study

Biopsy specimens were fixed in 108 formalin, embedded in
parallin, and cul imey 5-7 um sections along o plane perpen-
dicular to the incision. A single investigatos, bhaded o the
group waagned o cach specimen, studied all the samples.
Fullwwing the criterin of Les #f al,* necrosis, loss of acinar
siruciure, damage to the ducts, and vacuolisation of the sali-
vary glands were evaluated, and changes scored from one to
four (| =nene: 2=mild; 3= moederate; and 4 = severs)

Stertixdicen amed [vaiis

Data werz analysed with the help of SP55 sanstical soft-
ware packige, version 15.0{SP5S, Chicago, USA). Absolaic
and relative frequencies were used for qualitstive vieriahbles,
and the chi square test was used 1o evaluale the association
between them, Probabalitics of kess than (L5 were considered
significant.

Resnlts

A tatal of 40 parotid glancs (roan 20 animals were analysed.
Takle | shows the histopathulogical changes. The scones loe
cell neerosis and loss of acingr scires were nol signifi
camtly different amony the groups (p=0.39; p=0.16}, but the
corcumin group showed bess cell necrosis. Dilferences in duc-
tal damage winong groups were significant (p=0,02). Damage
to the ducts and vacuolisation in the Iycopene group weng
sigmificantly cki fferent from those of the other 3. Thene wens
sipmificant differcness in vaouolisation amonyg all the groups
(<0007} (Figs. 1-3h
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Radiotherspy to meat malignant Wemwrs of the head and neck
uficen affects th structire of the salivary glands, " andin their
cevicus of the mechanisms whereby this ocurs, Nagler
and Vissink ot al' suggested that the generation of fres mdi-
cals makes serous cells liahle to domige. When radiation is
ahsorbed by o living cell. ionisaton and excitation of the
atoms cause primery damage that changes the cell struc-
fure, darmages esseatial components, and results in a visible
biclogical lesion, ¥ Tn our study. histopathelugical analysis
showel that preatment with curcurnin (50 mykg body weighth
or byeupene (20 mglkg body weight) 24 hours bhefore irribdi-
ation resulted in less dumage to the stoaciure of the plands.

Fig. 2. Hisopathokogcal stutly of parofid ghds trealed Wit Curraen and
radilivn (haemisasylin and cosis, csigimal wagnification © 40

Thess compoands might therefone protect against the effects
of ralsation,

When ionising radiation percirates living tissue, it gen-
eries numenras reactive free racheals, which can resct with
witally important macroralecules such s [INA, proteins, o
menthrane components, causing cell damage, dysfunction,
andl death - Damage to DNA is the must importans fac-
wor in cell death, The paratid gland is sevous in type, and
it is essential to prutect acinar cells. which contribute mest
of the constiments of saliva (including water and digestive
enzymes), during imadiation fu prevent a rduction in salivary
flowr. >

Grehn ¢t al*® morphometrically sualysed e long-leem
cffools of fractionated radiation doses of 30-400y on paratid
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Fig. 3. Smy of parotid glands trestel wits Broopens and radiativn -
Lyl and eosin. original mageslicason x 440

acinar cells. After 180 days, they hid considerably reduced
in mumber after dosas of 40 Gy, The anthers described This
a5 am ongeing degenerative process resalting in pmgrr,ssi\t
loss of acinar cells, particularly seroas cells.

Tz basie principal of radisthesepy is to damage cancerous
cells sulficicntly to bring aboutl twar death. and 1o damage
besalthny Lissues a5 fitthe a5 possible.” Several controlled irisls
hawe shown that high doses of supplementary anlinzidants
during radictherapy can redoce the local contrul of wmear.
50 it is uncertmin as to what doses and which compounds are
really safe.” Before high doses are given, there must be clear
cvidence that the benefits oatecigh the potential risks, and for
this reason, assessment of the protective action uf commonly
used phytochemicals i easential before they can be used as
a source of nonJoxic radioprotection,™"

Tngetin'! neporied that curgumin protected againgst the
unwanted effects of irraliation and facilitated the positive
effects. Reported information suggests that the rdioprotec-
tive effect might result madnly from its ability 1o reduce
oxidntive stress and to inhibit the transcription of genes
related 1o oxidative stress and inflamomatory  respomses,
whereas the radicsessitive activity might result from the: up-
regulation of the gencs responsitle for cell death. Curcurnin
can therefore improve the inhibiting cffect of radiation when
pgiven hefore treatment, 1L improves the antitemour effects of
racliatisn both in vitre and in vive by down-regulating FRFAE
anid by modularing the cellular redox status thruugh suppres-
st of the antioxidant ensyme system. ' 1= We found that
preatment with curcumin was associited with significantly
less damsage to the parodid gland, shown by less cell necrasis
ani a reduction in the loss of acinar cells, bul e Were no
significant differences.

Histopathological analysis showed awinar atrophy asso-
ciated with cytoplismic vacuolisation in the control group.
In some cases, vacuolisation had displaced e nocleus,
which appeared polynsrphic and condensed, from its orig-
inal position. Some authors have observed that cytoplasmic
vacnelisation in irradiated cells is cased by the expansion of

the endoplasmic reticulum, and is wsocisted with the cellu-
far status that precedes apoptosis.’ ™ The cellular burders
were diminished and it wis not possible to delinesie adjacent
cells. Ductal damage wiss common. andd in some areas thers
Was ecTolic lissue.

Thresiamm et al'? showed that curcurmin prctects against
toxicity caused hy radiation. Irradiation of the entire body of
arut (10 Gy in 5 fractions) produced pubmenary fibrosis after
2 menths and an increase in hydroxypeoline and collagen in
the lwngs.

T and Onoda '™ investigated the radioprotective action
of curcumin on the Tormaton of urinary S-hydroxy-2'-
deoxypuanosine (R-0HAG), and on lwmourgeacsis and
mortality induwced by gamma-ray radiation. Bowever, trials
that momitored survival found that it was not effective when
given 3 dirys before or after irradiation, and although it can
inhibit meute and chronic efects, il does 0ot have an impict
un survival.

Lycopene is one of the most potent antioxidanls anwong
the distary carotenoids. It exhibits the highest antioxidant
activity and singhet oxygen quenching ability of all these
pigments, and, s an antioxidant, prevents the cellular dam-
age of lipid membranes and DMNA. 1L also sctivates phase 11
detoxifyving enmymes at the transcriptional kevel, modulates
the cell cycle, and induces apoplosis in cancer cells. = Our
results cormespund to data analysed by Meydan et ol who
reported a significant reduction in histopathological changes
in & group treated with Iycupene and radiotherapy compased
with those in a group treated by radictherupy alone. They
fiunel that in hepatic tissee, lycopene sipniticantly resuced
the rasticthesapy-induced oxidmive injury 1o the liver

The dose of lycopene used (20 makg body weight) was
proposed by Srinivasan el @l'® wio found that it restored
the antioxidant stalus Lo near pormal, and redoced levels of
the lipid peroxidation index as well as damage o DNA. AL
present. drugs used o reduce the ssnsizvity of the saliviry
olands to mdintion include radicol scovengers (amifostine,
tempaly, sialogogees (pilocarpine), suppresants of apopto-
sis {inenlin growdth (actor 1, keratinocyte growth factor), and
agents that improve the survival and profiferation of progen-
itor cells and The expansion of ductal and acinar cells. ==
However, to penit the development of effectine rdioprotec-
live agents, further research un antioxidonts is needed with
adespuate sample sizes and different animal modets, Ancther
imporiant focus would be 1o apply the cutcomes of stdies
o thes ircadiation of mice w clinical practice in combination
with the different regimens used to treal cancer of the head
anl neck.”

Chur study hos some limitations as we did not evaluate
glandalar function or measure salivary flow, and we did not
analyse the antioxidant profile of the compesnids asayed.

Hexorever, we have shown that applications of lycupenc and
curcnmin 24 hours before acute local imadiation haid a protec-
tiwe cffeet on the structen: of the parctid glands. The clinical
w=z of radioproledive agents is a subject for further research,
bz the therapentic ifects of radiation must be retained.
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