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RESUMEN

Introduccion: El cancer de piel no melanoma tiene una alta incidencia en la
poblacion mundial, y sus cifras aumentan cada afo. Las radiaciones solares
son la causa principal de este tipo de cancer en humanos. Aunque la mayoria
de estudios realizados sobre fotocarcinogénesis in vivo utilizan UVB como

fuente de radiacion, la RUVA también es carcinogénica a largo plazo.

Objetivos: Los extractos de granada y cacao han sido utilizados desde los
origenes de la humanidad con fines medicinales. Algunas de sus propiedades
han sido propuestas recientemente como eficaces en la prevencion de la
fotocarcinogénesis y el fotoenvejecimiento, pero no han sido probados en
modelos in vivo utilizando RUVA, por lo que éste es el propdsito de nuestro
trabajo.

Material y métodos: Utilizamos 27 ratones SKH-1/CRL hembras, que fueron
divididos en tres grupos: Grupo 1 (control irradiado, n=9), Grupo 2 (ratones
irradiados tratados con extracto de granada, n=9) y Grupo 3 (ratones
irradiados tratados con extracto de cacao, n=9). Todos los animales fueron
irradiados con la lampara de bronceado cosmético Type HB 554/01/A que
emite un 98,6% de UVA y un 1,4% UVB) 3 veces a la semana, durante una
hora, con un total de 80 sesiones. Se realizé estudio macroscopico con la
medida de areas de lesion mediante andlisis de imagen, asi como estudio
microscoépico de la parte dorsal de la piel de los animales con Hematoxilina-
Eosina para determinar el tipo y severidad de las lesiones, asi como el estudio

inmunohistoquimico con los marcadores PCNA, p53, MMP-9 y TIMP-1.

Resultados: Hemos observado una menor presencia de lesiones
macroscopicas en los animales tratados con PGE (p<0.001), menor incidencia
de carcinomas escamosos invasores en ambos grupos tratados (p<0.001 en
PGE y p<0.05 en CE), que ademas mostraban menor grado de proliferacion

celular que los del grupo control en el caso de PGE (p<0.001). Observamos



mayor alteracion de p53 en el grupo control que en los tratados (p<0.001 con
PGE y p=0.05 con CE). No encontramos d.e.s entre los tres grupos respecto
a TIMP-1 y MMP-9.

Conclusion: De forma global, nuestros resultados sugieren que el tratamiento
oral con extracto de granada y de cacao a ratones SKH-1 protege frente a la
fotocarcinogénesis cutanea provocada por la irradiaciéon UVA, sobre todo el

primero de ellos.

ABSTRACT

Introduction: Non-melanoma skin cancer (NMSC) has a high and increasing
incidence all over the world. Solar radiation is the main aetiology for humans.
Although most research into photocarcinogenesis uses UVB as a source of
radiation, UVA is also carcinogenic in long term.

Objectives: Pomegranate (PGE) and cocoa (CE) extracts have been used for
medicinal purposes for time immemorial. Recently, it has been claimed that
some of their properties may be an effective preventative measure against
photocarcinogenesis and photoaging, but to date in vivo models have not been

tested using RUVA, the objective of the present work.

Materials and methods: We used 27 female SKH-1 / CRL mice, which were
divided into three groups: Group 1 (irradiated control, n = 9), Group 2
(irradiated mice treated with pomegranate extract, n = 9) and Group 3
(irradiated treated mice with cocoa extract, n = 9). All animals were irradiated
with the Type HB 554/01 / A cosmetic tanning lamp that emits 98.6% of UVA
and 1.4% UVB) 3 times a week, for one hour, with a total of 80 sessions A
macroscopic study was performed with the measurement of lesion areas by
image analysis, as well as a microscopic study of the dorsal part of the skin of
animals with Hematoxylin-Eosin to determine the type and severity of the
lesions, as well as the immunohistochemical study with PCNA, p53, MMP-9
and TIMP-1 markers.



Results: A lower incidence of lesions was observed in SKH-1 mice treated
with PGE (p<0.001), and lower incidence of invasive squamous carcinoma in
both treatment groups (p<0.001 for PGE and p<0.05 for CE); the PGE group
also showed a lower level of cell proliferation than the control group (p<0.001).
Significantly greater p53 alteration was observed in the control group than the
treatment groups (p<0.001 for PGE and p=0.05 for CE). No significant
differences were found in relation to TIMP-1 and MMP-9.

Conclusions: Taken together, the results suggest that oral feeding of PGE
and CE to SKH-1 mice affords substantial protection against the adverse
effects of RUVA, especially PGE.
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INTRODUCCION

1.1. EL ORGANO DELA PIEL

La piel es considerada el érgano mas extenso y mas pesado del organismo,
es un organo dindmico constantemente cambiante. En el ser humano ocupa
aproximadamente 2 metros cuadrados, y su espesor varia entre los 0,5mm (en los
parpados) y los 4mm (en el talén). Su peso aproximado es de 5kilos. También es
conocido como sistema tegumentario. Desempefia gran variedad de funciones:
proteccion frente a agresiones externas, impermeabilizacion, termorregulacion,
produccién de vitamina D, absorcion de radiacion ultravioleta y deteccion de
estimulos sensoriales (Huh y cols., 2018).

1.1.1. MICROSESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LA PIEL

La biologia estudia tres capas principales que, de superficie a profundidad,
son: la epidermis, la dermis y la hipodermis. De la piel dependen estructuras
llamadas anexos cutaneos, como son los pelos, las ufias, las glandulas sebaceas

y las sudoriparas(Costin y Hearing, 2007) (Figura 1).

Figura 1: Microestructura cutanea.
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sebdcea

Tejido graso
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Fuente: Julio Seplulveda Saavedra: Texto Atlas de Histologia. Biologia celular y tisular,
2Ze: www.accessmedicina.com
Derechos @ McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.

La epidermis es lacapa mas externa, esencialmente celular y exenta de
circulacién sanguinea, por lo que depende de la dermis para la aportacién de

nutrientes. Su funcion esencial es la de barrera entre los dos medios, el externo y
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INTRODUCCION

el interno. Es un epitelio poliestratificado queratinizado del que surgen los foliculos
pilosebaceos, las glandulas sudoriparas y las ufias. Consta de cuatro tipos
celulares: queratinocitos, melanocitos, células de Merkel de las terminaciones
nerviosas y células fagociticas de Langerhans. Los queratinocitos son las células
mayoritarias, germinan en estrato basal de la epidermis y van ascendiendo
formando los estratos espinoso, granuloso, lacido(sélo en palmas y plantas) y
corneo, a medida que se produce este acenso, el queratinocito va aumentando el
contenido en queratina hasta que la célula se aplana, muere y finalmente se
desprende. Este ciclo o tiempo de transito epidérmico dura unos 30 dias (Rippa y
cols., 2019).

-Capa cérnea: la mas superficial de la epidermis. Esta formada por células
escamosas muertas, planas y delgadas que se desprenden continuamente, siendo
sustituidas por otras. El citoplasma de estas células ha sido sustituido por una
proteina hidréfoba, la queratina. Las uniones entre las células (los desmosomas),
aparecen reforzados de manera que esta capa presenta una elevada resistencia a
la erosidn. El proceso por el cual las células mas profundas de la epidermis se
llenen de queratina y se desplacen hacia la superficie de la piel se denomina
gueratinizacion. En algunas enfermedades, el proceso de queratinizacién aumenta
anormalmente produciendo una hiperqueratosis, caracterizada por una piel gruesa,

poco elastica que se agrieta con facilidad.

-Estrato o capa lucida: los queratinocitos del estrato licido son diafanos y se
encuentran agrupados. Carecen de nudcleo y el citoplasma esta lleno de una
sustancia gelatinosa, la eleidina, que se transformara en queratina. La eleidina es
muy rica en lipoproteinas y cumple la funcion de impedir la entrada o salida de

agua.

-Estrato granuloso: en esta capa se inicia el proceso de queratinizacion. Las
células contienen unos granulos que tifien intensamente, rellenos de una sustancia
llamada queratohialina, necesaria para la produccién de queratina. Las células se
distribuyen en dos o cuatro capas, y como han empezado a degenerar se observa
en el citoplasma altas concentraciones de enzimas lisosomales, faltando

ocasionalmente el nucleo.
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INTRODUCCION

-Estrato de células espinosas: consta de 8 a 10 capas de células de forma
irregular con puentes intercelulares (los desmosomas) muy destacados. Las células
de esta capa son ricas en ADN, necesario para la sintesis proteica que resultara en

la produccién de queratina. También llamada capa de Malpigio.

-Estrato basal: es una monocapa de células cilindricas, siendo estas células las
Unicas que experimentan mitosis. A veces se le denomina estrato germinativo. A
medida que se forman nuevas células, las primeras emigran o se desplazan hacia
las capas superiores de la epidermis hasta que se desprenden de la superficie

cutanea (Figura 2).

Figura 2: Capas de la epidermis.

Estrato lucido

Estrato granuloso

Estrato espinoso

Estrato germinativo

Dermis

Las células que migran desde el estrato germinativo tardan en descamarse
alrededor de 4 semanas. Esto depende de la raza y género, asi como también de
la especie cuando se estudia en animales. La mayoria de los mamiferos comparte
estas caracteristicas estratales. Si la descamacion estéd por debajo de 2 semanas
o mayor de 4, se le considera patoldgico, y puede deberse a alteraciones
congénitas.
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La tincion especial empleada en las técnicas histologicas es la de
hematoxilina y eosina. Para el estudio de la epidermis a mayores rasgos se
requieren estudios de microscopia electronica. Otra tincién bajo microscopia Optica

no muy usual es la tincion de Matoltsy y Parakkal.

La Dermis es lacapa profunda de tejido conjuntivo denso de origen
mesodérmico. Estd constituida por tejido conectivo formado por la sustancia
fundamental, fibras de coladgeno y elastina en las que se encuentran los
fibroblastos, vasos sanguineos, linfaticos y nervios. La sustancia fundamental esta
compuesta por glucosaminoglicanos, &acido hialurénico, condroitinsulfato y
dermatansulfato, que embeben gran cantidad de agua formando un gel. Los
elementos celulares de la dermis son los fibroblastos, mastocitos (células cavadas)
y células fagociticas (macrofagos, histiocitos). La dermis constituye el sostén de la

epidermis. Puede dividirse en dos capas: papilar y reticular (Benedetto, 1998).

-Estrato papilar: compuesto por tejido conectivo laxo, fibras de colageno tipo lll, y
asas capilares. Es la mas superficial, limita superiormente con la epidermis y rodea

a los anejos cutaneos.

-Estrato reticular: compuesto por tejido conectivo denso, fibras de colageno tipo |,
fiboras elasticas, en donde se encuentran microscopicamente mastocitos,
reticulocitos y macréfagos. En su porcién inferior se observa una capa de muasculo
liso que conforma al masculo piloerector. En la piel facial existe musculatura de tipo
estriado en donde hay fijacién de los musculos de la mimica de la dermis. Limita
inferiormente con el tejido celular subcutaneo denominado también hipodermis o

paniculo adiposo (Figura 3).
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Figura 3: Estratificacion de la piel.

Es. Corneo
Es. Granuloso

Es. Espinoso
Es. Basal

EPIDERMIS 4|

Glandula
Sudoripara

L~

=9 <
L~
L

™~ Dermis Papilar

Dermis Reticular

DERMIS —

™ Foliculo Piloso

: : e T Misculo
Glandula : ’ - Piloerector

Sebacea
HIPODERMIS

Hipodermis: o paniculo adiposo o tejido subcutaneo, es la capa mas interna de la
piel y estd formada por adipocitos llenos de lipidos y tejido conjuntivo laxo, lo cual
le da funciones a la piel de regulacién térmica y de movimiento a través del cuerpo.
El grosor de esta capa difiere en funcion de la localizacion. Conecta la dermis con
los tejidos subyacentes actuando a modo de aislante. Los componentes propios
que integran el tejido subcutdneo son: ligamentos cutaneos, nervios cutaneos,

grasa, vasos sanguineos y linfaticos(Finlin y cols., 2019) (Figura 4).

Figura 4: Estructura de la hipodermis.

hipodermis
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1.1.2. DIVERSIDAD FUNCIONAL DE LA PIEL

La funcion de la piel depende de su situacion Unica entre el medio externo y

el interno.

-PROTECCION Y BARRERA DEL MUNDO EXTERNO. La piel, como
organo externo, se enfrenta a gran numero de estimulos ambientales deseables o
no (microorganismos, mecanicos, térmicos, radiaciones o quimicos). Los estimulos
de intensidad fisiol6gica son estimulantes y estabilizan la funcion. Los estimulos de
intensidad distinta a la fisiologica se encuentran en primer lugar con los
mecanismos de defensa y proteccion locales de la piel. Ademas, se pueden activar
mecanismos de defensa generales. Cuando los mecanismos de defensa y
proteccion de la piel son superados se producen lesiones. Las funciones
protectoras de la piel son: 1. Defensa ante las infecciones por virus, bacterias y
hongos; 2.Defensa frente a estimulos nocivos mecanicos; 3.Defensa frente a
estimulos nocivos térmicos; 4.Defensa frente a las radiaciones nocivas con
mecanismos de reparacion enzimaticos; 5.Defensa frente a estimulos nocivos

guimicos (Berkey y cols., 2019).

-BARRERA RESPECTO AL MUNDO INTERIOR. La piel impide el
intercambio incontrolado de sustancias entre el cuerpo y el entorno, por lo que
resulta fundamental para la homeostasis; interna. Cuando se producen lesiones o
defectos existe el riesgo de pérdida de liquido, electrolitos y proteinas con las

consiguientes alteraciones del metabolismo o pérdidas de sangre.

-FUNCION SENSITIVA. La piel tiene receptores sensitivos repartidos en toda
su superficie que le permiten el reconocimiento del medio ambiente y la defensa
ante los peligros. Los estimulos adecuados provocan las sensaciones de tacto,
presién, temperatura y dolor y permite el reconocimiento de la intensidad y la
procedencia del estimulo (palpacion de un tumor cutaneo, picadura de insecto en
la espalda, uiia dentro del zapato, agua demasiado caliente). Los estimulos pueden
desencadenar reacciones motoras voluntarias o involuntarias reflejas (Brink et al.,
2019).

16
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-FUNCION DE COMUNICACION Y EXPRESION. La piel, como 6rgano
superficial, desempefa un papel esencial en la comunicacion psicosocial, sobre
todo a nivel facial. Su aspecto seria valorado para obtener conclusiones acerca de
su edad, estado animico, caracter... pero también para descartar posibles
enfermedades internas. La piel normal y patologica tiene una importante dimension

psicosocial.

-FUNCION METABOLICA Y DE RESERVA. La piel puede acumular agua en
forma de edema y desecarse ante una gran pérdida de agua (exicosis). Cuando se
produce una sobrealimentacion se puede acumular un exceso de grasa en la piel
(adiposidad), mientras que en la desnutricion se pierde dicho depdsito (caquexia).
A nivel metabdlico destaca la sintesis fotoquimica de la vitamina D (si falta la luz
solar se puede producir raquitismo). En los seres humanos el 90% de la vitamina
D proviene de la piel y sélo el 10% de los alimentos. En primer lugar, el 7-
dehidrocolesterol en la epidermis absorbe radiaciones con una longitud de onda
<320nm y se convierte en provitamina D. La capa basal y espinosa contienen la
mayor cantidad de provitamina D. En segundo lugar, la provitamina se isomeriza
térmicamente para formar la vitamina D (colecalciferol) en el higado. En el rifion
una segunda hidroxilacion la transforma en el compuesto biolégicamente activo, el

calcitriol(Judistiani y cols., 2019).

-ORGANO DE ALTA COMPLEJIDAD INMUNOLOGICA. Participa en la
vigilancia inmunoldgica. Dado que sus células: queratinocitos, linfocitos,
fibroblastos, melanocitos y células de Langerhans, entre otras, sintetizan
numerosas sustancias inmunolégicamente activas, intervienen a modo de portero
inmunologico en el reconocimiento y la internalizacion de antigenos, autorregulan
el crecimiento y la diferenciacion de sus componentes celulares, participan
activamente en el trafico linfocitario, y es uno de los 6rganos diana, en los
intrincados mecanismos de la inflamacion. Las sustancias inmunolégicamente
activas son interleuquinas, factores transformadores de crecimiento, factores

estimuladores de colonias, interferones y citolisinas.
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1.2. LA RADIACION ULTRAVIOLETA (RUV)

Se denomina radiacion ultravioleta o radiacion UV a la radiacion
electromagnética cuya longitud de onda esta comprendida entre los 400 nm y los
15 nm. Esta radiacion es parte integrante de los rayos solares y produce varios
efectos en la salud al ser una radiacion entre no-ionizante e ionizante.La radiacion
UV puede dividirse en tres categorias: ultravioleta C (UVC) de onda corta (200-280
nm), ultravioleta B (UVB) de onda media (280 a 320 nm) y ultravioleta A (UVA) de
onda larga (320-400 nm). La mayor parte de la radiacion ultravioleta que llega a la
Tierra lo hace en las formas UVC, UVB y UVA; principalmente en esta ultima, a
causa de la absorcidon por parte de la atmosfera terrestre. Estos rangos estan
relacionados con el dafio que producen en el ser humano: la radiacion UVC (la mas
perjudicial para la vida) no llega a la tierra al ser absorbida por el oxigeno y el ozono
de la atmosfera; la radiacion UVB es parcialmente absorbida por el ozono y solo
llega a la superficie de la tierra en un porcentaje minimo, pese a que puede producir

dafios en los organismos vivos (Patra y cols., 2019).

Figura 5: El espectro de la radiacion ultravioleta.

uv uv uv uv
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DE vACIO

La UVC es incompatible con la vida y extremadamente perjudicial para la
piel, debido a que estas ondas de luz tienen una enorme energia y pueden penetrar
la piel hasta una profundidad de aproximadamente 60 a 80 micrometros
(um)(Lautenschlager y cols., 2007).
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La radiacion UVB constituye alrededor del 5% de la radiacion UV
(Kullavanijaya y cols., 2005), y se cree que es la parte mas activa de la radiacion
solar responsable de una gran variedad de enfermedades de la piel, incluyendo el
cancer de piel no melanoma y melanoma. La UVB penetra en la piel a una
profundidad de aproximadamente 160-180 um, y actda principalmente en la capa
basal de la epidermis. La radiacion UVB es altamente mutagénica y puede inducir
dafio en el ADN, inmunosupresion, estrés oxidativo, agotamiento del sistema de
defensa cutanea, envejecimiento prematuro de la piel, inflamacién, arrugas,
manchas, pérdida de elasticidad, y puede actuar como un iniciador de tumor,

promotor de tumor y co-carcindégeno (Ichihashi y cols., 2003).

Los rayos UVA constituyen aproximadamente el 90-95% de la radiacién
solar que llega a la superficie de la tierra, y ya que su longitud de onda es mas larga
tienen gran capacidad de penetracion en la de piel (1000 um). Son capaces de
atravesar las ventanas, la ropa ligera e incluso el parabrisas. Al contrario que la
radiacion UVB, es indolora y penetran hasta las capas mas profundas de la dermis,
donde generan radicales libres que provocan alteraciones celulares. La exposicion
a UVA conduce a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), que
pueden causar dafio a nivel de las proteinas celulares, lipidos y ADN (Afaq y
Catiyar, 2011).

Ambas, las radiaciones UVA y UVB, son las causantes de hasta el 90% de
los cambios atribuibles al envejecimiento y, se vinculan fuertemente con el origen
del melanoma y el cancer de piel no melanoma, siendo consideradas en la
actualidad como el carcinbgeno ambiental mas importante (Tanaka y cols., 2009)
(Figura 6).

Figura 6: Penetracién de los rayos UVA y AVB en la piel.

Los rayos solares penetran profundamente en la piel

1 Capa comea
2 Capa spino-celular

3 Capa basal y melanocitos
4 Dermis

5 Tejido subcutaneo
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1.2.1. EFECTOS DE LA RUV

Podemos dividirlos en efectos beneficiosos y perjudiciales.

-EFECTOS BENEFICIOSOS.
-Accion caldrica por los rayos infrarrojos.

-Accion antirraquitica, por la sintesis de vitamina D3 en la epidermis
dependiente de la UVB. Esta vitamina tiene funciones hormonales, antiproliferativas

y de diferenciacion celular.

-Accion antidepresiva y de regulacion de los ritmos circadianos. Modulacion

de la secrecion de melatonina por la luz visible.
-Activacion de los mecanismos antiinflamatorios
-Modulacién de reacciones enzimaticas
-Destruccion de agentes patdgenos

-Accion troficorregenerativa

-EFECTOS PERJUDICIALES

-Reacciones anormales a la luz solar o artificial. Divididos en los producidos
a corto plazo: eritema solar, reaccion de pigmentacidon y alteraciones
inmunoldgicas; y aquellos que s6lo se manifiestan después de muchos afios de
exposiciones solares exageradas Yy reiteradas: fotoenvejecimiento vy

fotocarcinogénesis.

-Inflamacion: induce la liberacion de 6xido nitrico, estimula la liberacion de

neuropéptidos, estimula la proliferacion y queratinizacion.
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-Alteraciones inmunoldgicas: respuesta de hipersensibilidad retardada, por

alteracién de la presentacion de antigenos por las células de Langerhans; y

respuesta de rechazo de tumores malignos antigénicos inducidos por la RUV.

-Fotoenvejecimiento: cambios clinicos y microscopicos de

fotoexpuesta cronicamente.

la piel

-Fotocarcinogénesis: relacionada con un efecto acumulativo dosis-

dependiente de la RUV vy el tipo de piel y que lo relacionan con el cancer de piel

(Figura 7).

Figura 7: Efectos del sol sobre la piel.
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Las consecuencias para la piel derivadas de la exposicion excesiva al sol y
del bronceado, son complejas, a destacar principalmente, las secuelas agudas,
subagudas y cronicas (Diffey y Gies, 1998; Gilaberte y Gonzalez, 2010) (Tabla 1).

Tabla 1:Efectos sobre la piel de la RUV.

RUV Efectos Agudos Efectos Cronicos

UVC 190-280 nm Filtrada por la capa de ozono

Eritema (pico después de 8-24h)

Edema

. ., F rcinogénesi
Pigmentacion oscura otocarcinogenesis

UVB 280-320 nm Inmunosupresion

Bronceado tardio
Engrosamiento de la epidermis y Fotoenvejecimiento
dermis

Sintesis de vitamina D

Fotoenvejecimiento

Bronceado inmediato (2h de

UVA 320-400 nm duracién)

Inmunosupresion

Fotocarcinogénesis

1.2.2. CLASIFICACION DE LOS FOTOTIPOS CUTANEOS

El fototipo es la capacidad de la piel para asimilar la radiacion solar. Su
clasificacion oscila entre | y VI segun la escala Fitzpatrick, una clasificacion
numerica para el color de piel como un procedimiento de clasificar la respuesta de

los diferentes tipos de piel a la luz ultravioleta (Fitzpatrick, 1975) (Tabla 2).
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Tabla 2: Fototipos cutaneos.

INTRODUCCION

FOTOTIPO TIPO DE PIEL REACCION SOLAR DEM (Minutos)
] Piel muy clara. Ojos azules. Eritema Intenso. Gran
Fototipo | ) ) 15-30
Pecas. descamacioén. No se pigmentan.
) ) ~ Reaccion eritematosa.
. Piel clara. Ojos azules. Pelo rubio o
Fototipo Il o Descamacion. Ligera 25-40
o pelirrojo. . 5
pigmentacion.
) Piel blanca (caucésica). Ojosy  Eritema moderado. Pigmentacion
Fototipo Il . 30-50
pelo castafio. suave.
. Piel mediterranea. Pelo y ojos Ligero eritema. Pigmentacion
Fototipo IV o 40-60
0SCUros. facil.
) Morena. Latinos, mestizos, Eritema Imperceptible.
Fototipo V ) ) o 60-90
gitanos. Pigmentacion facil e intensa.
Fototipo VI Piel Negra No eritema, pero si bronceado. 90-150

El color de la piel, el pelo y los ojos, va a depender, en mayor o menor

medida, de la cantidad de melanina y de su composicidon quimica (eumelanina,

feomelanina, etc.) y ésta a su vez, del fenbmeno de adaptacion a las diferentes

intensidades de las radiaciones UV ambientales en las areas del habitatoriginal

(Holubar y Schmidt, 1998), En una menor proporcion, de la hemoglobina de la

sangre de los vasos de la dermis y de los carotenos de los alimentos. Otros

compuestos de

los alimentos,

Yy numerosas sustancias exégenas como

conservantes, colorantes y a veces medicamentos, pueden alterar la pigmentacion

cutanea.
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1.2.3. ASOIACION ENTRE LA RUV Y LAS LESIONES CUTANEAS

Los estudios sobre mutagénesis adquieren cada dia mayor importancia en el
ambito mundial, por el constante deterioro al que esta sujeto el habitat del hombre
moderno. Por tal motivo, los seres humanos se encuentran expuestos a la accion
de numerosos agentes genotoxicos (agentes capaces de dafiar al ADN). Entre ellos
se encuentra la radiacion UV cada dia con mayor incidencia sobre la tierra producto
a la reduccion de la capa de ozono. El cancer de piel es uno de los efectos mas
severos que producen las radiaciones UV(Sahu, 2019; Hacker y cols., 2019; Lan y
cols., 2019).

El resultado que se observa del efecto nocivo de la RUV en la piel es fruto
de la acumulacién de lesiones producidas por todas las exposiciones a las que la
piel ha sido sometida a lo largo de los afios, considerAndose mas peligrosas
aguellas que han tenido lugar durante la infancia y, sobre todo, los episodios de
inflamacion de la piel o “quemaduras solares” inducidas por la RUV durante ese

momento de la vida.

A continuacion, describiremos detalladamente los procesos de

fotoenvejecimiento y focarcinogénesis.

Fotoenvejecimiento

El proceso por el cual se dan cambios fisiolégicos y morfolégicos que
terminan en la disminucion de la funcionalidad del tejido y el aumento de la
susceptibilidad al dafio es lo que llamamos envejecimiento de la piel. Los cambios
se acumulan y van progresando, con lo cual este proceso se acelera con el tiempo
(Jenkins, 2002). El envejecimiento esta influenciado por dos tipos de factores: los
intrinsecos (genéticos) y los extrinsecos, que aunque actlan de manera

independiente sus efectos se suman.

-Intrinsecos: Propios del tejido y del sujeto, como son el nimero de ciclos
replicativos, el tipo celular y la informacion genética. Esto lleva al llamado

envejecimiento innato o intrinseco, propio de las zonas no expuestas al exterior. Al
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microscopio, se caracteriza por la disminucion de los niveles de colageno, la
pérdida de hidratacion y degradacion de la red elastica. Macroscopicamente se
observa adelgazamiento de la piel y arrugas muy finaspor atrofia de la dermis y

pérdida del tejido adiposo subcutaneo.

-Extrinsecos: son los que modelan el microambiente de la célula y del tejido,
como los productos del metabolismo celular(que son derivados generalmente por
compuestos exdgenos), y la radiacion ultravioleta. Fotoenvejecimiento se considera
en general a estos factores extrinsecos debidos a la radiacion UV, dada su
importancia. Al microscopio, se observa una disminucion de los niveles de
coldgeno, pérdida de hidratacion de la piel y degradacion de las fibras
elasticas(Uitto, 2008). MacroscOpicamente las caracteristicasmas importantes de
la piel fotoenvejecida son sequedad y engrosamiento, la presencia de arrugas
profundas, disminucién de elasticidad y pigmentacion irregular de la piel (Leyden,
2001). La caracteristica mas importante del fotoenvejecimiento son los acumulos
de material elastico en la dermis, aunque a diferencia de las fibras elasticas
funcionales, no se disponen en redes ni fibras que den a la piel de elasticidad y
resiliencia, para poder ejercer su funcion. La actuacion de los factores extrinsecos
lleva a un aumento de los radicales libres de oxigeno (RLO) en las células,
comprometiendo su estabilidad y funcionalidad, haciendo mucho més rapido el

proceso intrinseco de envejecimiento y modificando su evolucién.

En el fotoenvejecimiento (envejecimiento extrinseco), se producen diferentes
cambios celulares, como una disminucion de la proliferaciéon de los distintos tipos
de células cutaneas y una menor eficacia en la respuesta ante los estimulos intra 'y
extracelulares (Rabe y cols., 2006). Estos conllevan a la pérdida de las funciones
de barrera de los queratinocitos y a irregularidades en la respuesta inmunitaria de
la piel. La actividad de las metaloproteinasas disminuye en la matriz extracelular,
inhibiéndose la degradacion de las fibras de elastina y colageno. Esto produce una
pérdida de la estructura de la piel y un aumento del grosor de ésta. Al mismo tiempo,
se produce un aumento en la vascularizacion mediada por cambios en la
produccion de factores de crecimiento y sus inhibidores en respuesta a la radiacion
ultravioleta B (UV-B). Ademas, se produce una disminucion de los niveles de

antioxidantes, enzimaticos o no, en la piel.
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Estas células entran en senescencia proliferativa determinada
principalmente por el acortamiento de los telomeros. Estd comprobado que este
acortamiento, aunque depende de factores genéticos y del numero de ciclos
reproductivos de la célula, se hace mucho mas rapidopor causas exdgenas. Entre
estas causas, por la oxidacion de las guaninas teloméricas mediada por accion de
RLO (Oikawa y cols., 2001), cuya presencia aumenta por efecto de la radiacién

ultravioleta, sobre todo la de tipo A.

Envejecimiento intrinseco:
-Cronoldgico, asociado con el avance de la edad
-Proceso continuo, universal e irreversible.
-Sin relacién con factores ambientales modificables

-Manifestaciones clinicas: adelgazamiento de la piel, xerosis, arrugas finas y

atrofia; sin cambios en la pigmentacion.
Envejecimiento extrinseco:

-Asociado con factores externos ambientales: radiacion ultravioleta, tabaco,

contaminacion, ingestion calorica

-Se produce como resultado de la exposicion diaria a diversas fuentes que

incrementan la produccién de radicales libres.

-El principal factor exdgeno de envejecimiento es la exposicion cronica a la

radiacion ultravioleta, responsable del fotoenvejecimiento

-La severidad del fotoenvejecimiento es proporcional a la exposicion solar

acumulada e inversamente relacionada con el grado de pigmentacién de la piel.

-El tabaquismo es un factor de riego independiente para la aparicion
prematura de arrugas faciales, incluso controlando la exposicién al sol, la edad, el

sexo Y la pigmentacion de la piel
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-La exposicion a la contaminacion atmosférica esta correlacionada con
signos cutaneos de envejecimiento extrinseco, como las alteraciones en la
pigmentacion, lo que indica que la contaminacion puede también influir en

envejecimiento cutaneo.

-La restriccion calodrica estd asociada a largo plazo con un menor dafio

oxidativo del ADN mitocondrial.

Fotocarcinogénesis

La RUV esta asociada con la carcinogénesis y se considera un factor de
riesgo importante para el desarrollo de tumores cutaneos malignos como el
melanoma, el carcinoma de células escamosas (CCE), y el carcinoma basocelular
(CBC). El mas reconocido carcinébgeno ambiental es la luz solar. La exposicion
acumulada a la RUV conduce directamente al dafio del ADN con formacion de
mutaciones que pueden inducir carcinogénesis y que promueven el crecimiento de

tumores a través de procesos inflamatorios.

La carcinogénesis es un proceso que consta de tres etapas principales:
iniciacion, promocion y progresion, con cambios celulares y moleculares

caracteristicos de cada una de ellas (Valko y cols., 2006).

Etapa delniciacion: se produce la transformacion de células sanas en
células cancerosas, que se caracterizan por presentar fallos en la sefalizacion
intercelular y en los mecanismos de regulacion del ciclo celular. Este proceso ocurre
porque las lesiones sufridas en el ADN se fijan y fallan los procesos que
desencadenan la muerte de las células dafadas. Dandose estas dos condiciones,
la célula que porta la mutacion puede crecer transmitiendo los dafios a las células
hijas que también podran acumular nuevos dafos. Las “mutaciones clave® son las
que ocurren en protooncogenes, que dan lugar a oncogenes, y en genes
supresores de tumores. Por ello, las células se hacen resistentes a las sefales de
inhibicién del crecimiento y de diferenciacion. Es ahora cuando se puede hablar de

células transformadas, iniciadas o cancerosas.
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Etapa de promocion: Es la segunda etapa y se caracteriza por la expansion
clonal de células transformadas y por la induccion de la proliferacion y/o inhibicién
de la apoptosis. Todo esto lleva a la formacion de una masa local que necesita la
presencia continua de estimulos promotores de la proliferacion para su
mantenimiento. Llegados aqui, el correcto funcionamiento del sistema inmune es
de importancia vital; por el reconocimiento de las células transformadas, y por la

generacion de una respuesta citotoxica frente a dichas células.

Etapa de progresion: tercer estadio del desarrollo tumoral en el que las
lesiones adquieren la capacidad invasiva y metastatica (Klaunig y Kamendulis,
2004). Asociado a la acumulacion de un mayor numero de dafios en el genoma,
aparecen vasos sanguineos de nueva formacion (angiogénesis) para la irrigacion

de las células neopléasicas.

La mutacién del gen supresor de tumor es P53 en los queratinocitos
epidérmicos es un punto importante y critico en el comienzo de células tumorales
en la piel, lo cual favorece la aparicion, y por tanto la acumulacion de mas
mutaciones al no producirse los mecanismos de reparacion del ADN y al continuar
la proliferacion celular por la inhibicion de la apoptosis. Afladido a todo esto y debido
a la inmunosupresion inducida por la RUV, se produce una situacion de tolerancia
inmunolégica que impide el reconocimiento de las células transformadas por el
sistema inmune y que este sistema no desencadene la respuesta adecuada, lo cual

favorece la supervivencia de las células y también la propagaciéon de las mismas.

1.3. CANCER CUTANEO

Podemos diferenciar en la piel tres tipos de tumores dependiendo de la
estirpe celular implicada:linfomas cutaneos de células T, los melanomas(si las
células transformadas son melanocitos), ylos canceres de piel no

melandmicos(originado en los queratinocitos).

A continuacién, desarrollaremos los tres tipos de cancer cutaneos, prestando

mayor atencion a los melanomas y a los canceres de piel no melanociticos; debido
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a que los datos epidemioldgicos relacionan la exposicién a la RUV como la principal
causa de este tipo de canceres, pero no en los linfomas de células T cutaneos
(Gallagher y Lee, 2006; English y cols., 1997).

1.3.1. LINFOMAS CUTANEOS DE CELULAS T

Los linfomas cutaneos de células T constituyen un grupo de linfomas no
Hodgkin de la piel. La incidencia es de alrededor de 0,36 casos/100.000
habitantes/afio, 10 que constituye una proporcién pequefia de los linfomas no

Hodgkin (Connors y cols., 2002).

Los dos esquemas de clasificacion empleados habitualmente son el de la
Orfanizacion Mundial de la Salud (OMS) (Ralfkiaer y cols., 2001) y el de la
European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) (Willemze
y cols., 1997). Ambos coinciden en la exisencia de dos subtipos principales: micosis
fungoide y el sindrome de Sézary.

Otros subtipos menos comunes de linfoma cutaneo de células T son:

- Linfoma cutdneo anaplasico de células grandes con expresion de CD30+.

- Linfoma de tipo paniculitico de células T.

- Linfoma de células T agresivo epidermotrépico con expresion de CD8+.

- Linfoma de células T gamma-delta.

- Micosis fungoide hipopigmentada/vitiligosa, que es mas comudn en nids con
tipos de piel oscura, especialmente nifios agricanos, latinos, del medio

oriente, o India (Stevens y cols., 2003).

1.3.2. MELANOMAS

El melanoma conforma sélo el 1% de los casos de cancer de piel, pero es
causa de la gran mayoria de muertes por este tipo de cancer. Globalmente, el
melanoma ocupa la posicién 16 y 15 de los canceres mas frecuentes en hombres

y mujeres respectivamente. Para el afio 2018, los célculos de la Sociedad
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Americana Contra el cancer para este cancer en los EEUU son: aproximadamente
91270 casos nuevos de melanoma (55150 en hombres y 36120 en mujeres). 9320
personas moriran a causa del melanoma. La frecuencia del melanoma es mas de
20 veces mayor en los blancos que en los estadounidenses de raza negra. En
general, el riesgo de padecer melanoma en el trascurso de la vida es de
aproximadamente 2.6% para los blancos, 0,1% para los negros y 0,58% para los
hispanos (Sampogna y cols., 2019).

El factor de riesgo ambiental mas importante para el melanoma es la
exposicion intermitente a la radiacion UV, especialmente combinada con factores
enddgenos (fototipo cutaneo | y Il, predisposicion genética, inmunodeficiencia)
(Armstrong y Kricker, 1993). La asociacion entre la radiacion UV y el melanoma es
ambigua, con diferencias en los riesgos asociadas a la forma en la que se produce
(intermitente vs. cronica), a la dosis, y en los periodos criticos (infancia vs.
exposicién acumulada durante la vida). La exposicidn intermitente a las radiaciones
UV de la poblacion blanca sobre todo durante la infancia, es considerada como el

factor principal de riesgo en el desarrollo del melanoma.

El uso de las lamparas de bronceado como cosmético que emiten radiacion
UV es considerado como un factor de riesgo para el desarrollo del

melanoma(Veierod y cols., 2003).

Tipos de melanoma

En la figura 8 aparece la distribucion de los diferentes tipos de melanoma.

Figura 8: Distribucién en porcentaje de los diferentes tipos de melanoma.

B Propagacion superficial
® Nodular
¥ Lentigo maligno

m Acrolentiginoso

¥ Sin primaria
¥ Ocular
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1.Melanoma de extensidn superficial. Es el tipo mas comdn de melanoma, lo que
representa aproximadamente el 70% de los casos. Suele aparecer como una lesion
plana o levantada levemente, a menudo con bordes irregulares y variaciones de
color. Estas lesiones aparecen con mayor frecuencia en el tronco de los hombres,
las piernas de las mujeres y la parte superior de ambos sexos. Se diagnostican con
mayor frecuencia en los pacientes entre las edades de 30 y 50 afios. Alrededor de
la mitad de estos se producen en lunares preexistentes. Puede extenderse a lo
largo de la capa superior de la piel, epidermis, por un periodo de meses o0 afos
antes de que se adentre en la piel. Crece de forma horizontal antes del crecimiento
vertical (invasivo). Es el mas comun en poblacion caucésica, con incidencia en

aumento. Prondstico relativamente favorable.

2.Melanoma nodular. Se encuentra con mayor frecuencia en tronco, cabeza y
cuello. Representa el 10-15% de todos los melanomas. Es mas comun en hombres
gue en mujeres. Invade profundamente antes y por lo tanto a menudo se presenta
con una mayor profundidad de invasion, cuando se encuentra y se hace la biopsia.
Por esta razén, el melanoma nodular se asocia mas frecuentemente a un peor
pronéstico que los demas tipos de melanomas. Aparece generalmente de color
negro azulado, con forma de cupula o nédulo, aunque el 5% de los casos pueden
tener color rosa o rojo. Nédulo pigmentado de crecimiento rapido (aunque existe el
amelanatico), y puede estar ulcerado.

3.Léntigo maligno melanoma. Proviene de un melanoma (lentigo) preexistente,
en lugar de un lunar. Histéricamente, solo el 5% de los casos de melanoma son
melanoma lentigo maligno. Suele tardar muchos afos en desarrollarse. Ocurre con
mas frecuencia en los adultos mayores, generalmente en la cara y otras areas
cronicamente expuestas al sol. Tiene una tasa que va en aumento constante
durante las ultimas décadas. Son generalmente grandes, planos, lesiones de color
canela que contienen tonos diferentes de marron, o como en otros melanomas,

negro, azul, rojo, gris o blanco. Tiene un prondstico relativamente favorable.

4. Melanoma lentiginoso acral. “Acral” viene de la palabra griega Akron, lo que
significa extremidad, y la enfermedad suele aparecer en las palmas, plantas de los

pies o debajo de las ufias. También llamado melanoma ungueal, representa menos
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del 5% de todos los casos de melanoma, pero es el mas comdn en negros y

asiaticos. Progresa del mismo modo que un

melanoma comun, pero debido a la creencia errénea que los melanomas ocurren
solamente en areas expuestas al sol y que la gente de piel oscura y asiaticos no
estan en riesgo de melanoma, estos son a menudo descubiertos mas tarde y por
ende, tienen un prondstico mucho peor que los otros tipos de melanoma. Parecen
moretones o lesiones en las palmas, plantas y de las ufias, por lo que a menudo no
se diagnostica a tiempo. Cuando aparecen en forma de lesiones, por lo general son
beige, marrén, o negro, con variaciones en color y bordes irregulares. En las ufias

incluso azul (Tan y Stein, 2019).

5. Melanoma ocular. Se encuentra en el 0jo, y es relativamente poco frecuente,
representando sélo el 3% de los casos de melanoma. Sin embargo, es el tipo mas
comun de cancer intraocular primario en adultos. Comienza con crecimiento

incontrolado de melanocitos en el ojo (Abt y cols., 2019).

1.3.3. CANCER CUTANEO NO MELANOCITICO

Se clasifican en dos tipos: carcinoma basocelular o de células basales,y de
carcinoma células escamosas. Ambos presentan bajas tasas de mortalidad y de
metastasis, pero a veces destruyen el tejido adyacente.

Carcinoma basocelular o de células basales

Es un tumor epitelial maligno de localizaciéon cutanea que surge de las
células pluripotenciales de la zona basal de la epidermis y de la vaina radicular

externa del pelo, a nivel del istmo inferior y de la protuberancia.

Es el cancer mas frecuente en el ser humano, especialmente en la raza
blanca (en el hombre entre los 50 y 70 afios y en mujeres a los 60 afos), con un

incremento de su tasa de incidencia en las ultimas décadas (900.000 casos nuevos
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al aflo en EEUU), sobre todo en grupos cada vez mas jovenes (menores de 40
afos) (Lupu et al., 2019).

Se relaciona estrechamente con las RUV y menos frecuentemente con otras
causas. En él estan involucrdas mutaciones de distintos genes, entre las que
destaca la del gen supresor de tumor PATCHED (PTC) en el cromosoma 9qg22
(Quist y cols., 2019).

La accion etiopatogénica de la RUV en este cancer, se basa en: a) dafio
directo sobre el ADN (formacion de dimeros de timina CC/TT y 6-4 fotoproductos),
b) dafo indirecto del ADN (via oxidativa y produccién de 6-8 hidroxiguanina), c) por
inmunosupresion local y sistémica (alteracion de las células de Langerhans en
cuantidad y funcion, disminucién de CD4, DC8 y NK, desarrollo de &cido urocanico
en su isébmero cis, produccion de TNF e interleucinas inmunosupresoras por 0s
gueratinocitos), y factores genéticos (mutaciones de algunos genes como p53 y N-
ras) (Phatak y cols., 2019).

Los factores de riesgo mas importantes son (Verkouteren y cols., 2019;
Ibrahim, 2018):

- Pieles blancas, con pelo rubio o rojizo y ojos claros.

- Edad (adultos de edad avanzada, con un aumento en la acutalidad entre
jovenes menores de 40 afos).

- Fototipo I-II.

- Exposicién solar prolongada.

- Antecedentes de quemaduras solares.

- Localizaciéon geogréfica (con mayor altitud).

- Exposicion a radiaciones ionizantes.

- PUVA.

- Arsénico.

- Hidrocarburos aromaticos policiclicos.

- Inmunosupresion.

- Genodermatosis.

- Nevo de Jadassohm.
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- Ulceras cronicas y cicatrices normales.

- Traumatismos e irritaciones crénicas.

Las formas clinicas se clasifican en (Batz y cols., 2018; Husein-EIAhmed,

2018):
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- Papuloide.

- Erosiva.

- Superficial: eritematosa, eitematoescamosa, y eritematoescamocostrosa.
- Nodular.

- Panocicatricial.

- Ulcerada.

- Esclerodermiforme.

- Ulcerovegetante.

- Terebrante.

- Fibroepitelial de Pinkus.

Aunque se pueden agroupar en cuatro subtipos principales: nodular (60%),
superficial (25%), micronodular (15%) y morfeaforme (2%) (Boitor y cols., 2019)
(Figura 9).

Figura 9: Esquema de la localizcidn histologica del carcinoma basocelular.
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Carcinoma de células escamosas

Es el segundo cancer de piel mads comun (después del carcinoma
basocelular). Este tipo de cancer de piel se origina en las células escamosas que
conforman las capas suprabasales de la epidermis. Se pueden producir en
cualquier parte del cuerpo, incluido en las membranas mucosas y las
areasgenitales, pero se encuentran mas frecuentemente en areas expuestas al sol,
como el borde de la oreja, el labio inferior, la cara, el cuero cabelludo calvo, el cuello,
las manos, los brazos y las piernas. Siendo mas frecuentes eh hombres que en
mujeres, a excepcion de los localizados en la parte inferior de las piernas (Foll y
cols., 2018).

Entre los factores predisponentes, ademas de la luz solar, se encuentran
algunos carcindgenos industriales (alquitranes y aceites), Ulceras cronicas y
osteomielitis fistulizada, cicatrices de quemaduras antiguas, ingestion de
arsenicales, radiacion ionizante y en la cavidad oral el tabaco y el alcohol (Campos
y cols., 2018).

Respecto a la clinica, el carcinoma espinocelular o de células escamosas se
presenta como Ulceras superficiales, frecuentemente con una corteza queratésica
elevada y endurecida, o en forma de placas o nddulos. Generalmente, la piel
adyacente suele mostrar cambios de dafio actinico, se presenta como una lesion
tumoral, exofitica, de crecimiento moderado en un periodo de meses. Suele
presentar un tamafio que varia desde unos milimetros hasta varios centimetros
dependiendo del tiempo de evolucion. El 50-60% de los casos esta localizado en
cuelloy cabezay el resto se divide en otras zonas expuestas a la luz solar (Ventéjou
y cols., 2019).

La causa exdgena mas frecuentemente aceptada de carcinoma de células
escamosas es la exposicion a la luz ultravioleta con la consiguiente lesién del ADN
y la mutagenicidad asociada a ella. Las personas inmunosuprimidas por
quimioterapia o trasplante de 6rganos, o que tienen xeroderma pigmentosum,
tienen mayor riesgo de desarrollar neoplasias. Un aproporcion considerable de
ellas son carcinomas de células escamosas, lo que implica alteraciones en las

redes inmunitarias locales de la piel que producen una atmdésfera permisiva para la
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neoplasia. La luz solar, ademas de su efecto sobre el ADN, parece tener también
un efecto inmunosupresor, al menos transitorio, en la piel, afectando a la funcién
de vigilancia normal de las células presentadoras de antignos de Languerhans

responsables de la epidermis (Elghouche y cols., 2019).

Desde el punto de vista macroscopico, podemos diferenciar 5 subtivos de

carcinoma de células escamosas:

1) Convencional:caracterizado por la proliferacion de células epiteliales escamosas
con nucleos alargados y pleomorficos y mitosis (a veces atipicas) en una cantidad
variable. Tiene crecimiento hacia la dermis desde la epidermis, con frecuentes

globos coérneos y ocasionalmente imagenes de invasion perineural.

2) Fusocelular:subtipo formado por células atipicas, fusiformes, eosinofilicas, con
ndcleos pleomoérficos y vesiculares, y mas actividad mitética que el tipo
convencional; tiene un crecimiento por la dermis a partir de la epidermis, entre los
haces de colageno, y se rodea de un estroma mixoide. Suele estar asociado a

traumas previos y/o radioterapia. Frecuentemente existe ulceracion.

3)Acantolitico o adenoacantoma o pseudoglandular: se observan estructuras
tubulares y alveolares formadas por células poligonales, con células
disqueratdsicas y ocasionalmente células en anillo de sello. Aparecen en cabezay

cuello, como un nédulo ulcerado.

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

vascular y/o perineural.

5) Productor de mucina:las células neoplasicas son idénticas a las del tipo
convencional, pero de mas grandes y con citoplasma mas palido, con positividad al
PAS y al mucicarmin. A veces forman estructuras glandulares, remedando a ductos

ecrinos. Representa una variante anatomoclinica, por su mayor agresividad.
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1.4. POLIFENOLES Y FLAVONOIDES

Polifenoles

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan
una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos
fendlicos, denominados polifenioles. Se originan principalmente en las plantas, que
los sintetizan en gran cantidad, como producto de su metabolismo secundario.
Algunos son indispensables para las funciones fisiolégicas de las plantas, mientras
que otros participan en funciones de defensa, ante situaciones de estrés y

estimulos adversos (Tian y cols., 2019).

Actualemente, han sido descritos numerosas clases de polifenoles que se
definen en funcion del nimero de anillos fendllico que poseen y de los elementos

estructurales que presentan estos anillos.
Los principales grupos de polifenoles son:

- Los acidos fendlicos: derivados del acido hidroxibenzoico o del acido
hidroxicinamico.

- Los estilbenos.

- Los lignanos.

- Los alcoles fendlicos.

- Los flavonoides.

Son obejeto frecuente de investigacion debido a sus diversas funciones
como lo es la asimilacién de nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica,
fotosintesis, formacion de componentes estructurales y la defensa ante los
factores adversos del ambiente como la agresion por patdgenos o insectos
(Manach y cols., 2004). Ademas de estas funciones, los polifenoles son
reconocidos por su marcada capacidad antioxidante (Sunkireddy y cols., 2013).
Su ingesta es en promedio de 1 g/dia, lo que es 10 veces mayor que la vicamina
C y 100 veces mayor que la vitamina E (Van Dorsten y cols., 2012). Mas alla de
sus propiedades para captar especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno de
importancia en la patogénesis de diversas enfermedades, los polifenoles
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pueden actuar en numerosas vias de sefalizacion intracelulares como
mediadores, lo que los convierte en moléculas muy interesantes para el

desarrollo de nuevos farmacos.

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario
de las plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del

acido siquimico y la ruta de los poliacetatos (Bravo, 1998).

La ruta del &cido siquimico proporciona la sintesis de los aminoacidos
aromaticos (fenilalanina o tirosina), y la sintesis de los acidos cinamicos y sus
derivados (fenoles sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados
del fenilpropano). Por dltimo, la ruta de los poliacetatos proporciona las

quinonas y las xantonas.

Las rutas mixtas combinan precursores tanto de la via del acido siquimico
como de la rota de los poliacetatos, y a través de estas rutas mixtas se gnenran
un importante grupo de moléculas biolégicamente activas, denominadas

flavonoides.

Flavonoides

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, constituyen la subclase de polefenoles mas abundante dentro del reino
vegetal. Estos son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun difenilpirano (Ce-C3-Cs), compuesto por dos anillos fenilo (A'y B)
ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico (Figura 10). Los atomos de
carbono individuales de los anillos A, B y C se numeran mediante un sistema que
utiliza nameros ordinarios para los anillos Ay C, y numeros primos para el anillo B.
De los tres anillos, el A se biosintetiza a través de la ruta de los poliacetatos y el
anillo B junto con la unidad C3 proceden de la ruta del &cido siquimico (de Matos.,
2019). Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas en sus anillos

aromaticos, y son por lo tanto estructuras polifendlicas.
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Figura 10: Estructura quimica bésica de los flavonoides.

ESTRUCTURA BASICA
DE FLAVONOIDES

Entre los flavonoides, encontramos: flavonolones, flavonas, flavanonas,

isoflavonas, antocianidinas, y flavanoles (Figura 11).

Figura 11: Ndcleo estructural de los principales grupos de flavonoides.

Flavanol Isoflavona
(Flavan-3-ol
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Los flavonolesse caracterizan por poseer un grupo ceto en el carbono C4y una
insaturacion entre los carbonos Cz y Cs. Poseen ademas un grupo hidroxilo
adicional en el Cs. Representan el grupo mas frecuente en los alimentos. La
quercetina es el compuesto mas representativo. Las principales fuentes de
flavonoles son las verduras y las frutas. El té y el vino son también alimentos ricos
en flavonoles. La biosintesis de estos se produce mediante un proceso
fotosintético. Por ello, estos compuestos se localizan principalmente en el tejido
externo y aéreo de las plantas. A este subgrupo de flavonoides pertenecen las

catequinas del cacao (Rynarzewski y cols., 2019).

Las flavonas poseen un grupo ceto en el carbono Cs4 y una insaturacion entre
los carbonos C2 y Cs. Son los flavonoides menos abundantes en los alimentos. El
perejil y el apio representan la Unica fuente comestible de estos flavonoides. La piel
de las frutas también posee grandes cantidades de flavonas polimetoxiladas
(Sithisarn y cols., 2019).

Las flavanonas son analogos de las flavonas con el anillo C saturado. Se
glucosilan principalmente por la unién de un disacéarido en el C7. Constituyen un
grupo minoritrio en los alimentos. Las flavanonas aparecen en altas
concentraciones en citricos, tomates, y en algunas plantas aromaticas como la
menta. Las flavanonas se localizan fundamentalmente en las partes sélidas de la

fruta, en concreto en el albedo (Stevens y cols., 2019).

Las isoflavonas poseen un anillo bencénico lateral en posicibn Cs. Su
estructura recuerda a la de los estrégenos. Las isoflavonas poseen grupos
hidroxilos en los carbonos C7 y Ca, al igual que sucede en la estructura molecular
de la hormona estriol. En realidad, las isoflavonas se pueden unir a receptores de
estrogenos, y por ello se clasifican como fitoestrégenos. Se presentan casi
exclusivamente en plantas lefuminosas, siendo la soja y sus derivados la principal
fuente de isoflavonas. A este subgrupo de flavonides pertenece la Punica

granatum(Wu y cols., 2019).

Las antocianidas son compuestos hidrosolubles y constituyen uno de los

grupos mas importantes de los pigmentos vegetales. Se encuentran principalmente
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como heterdsidos con los tres anillos de su estructura conjugados. La glucosilacion
ocurre principalmente en la posicion 3 del anillo C o en las posiciones 5y 7 del
anillo A. También es posible la glucosilacion de las posiciones 3’, 4’ y 5’ del anillo
B, aunque esta glucosilacion aparece con menos frecuencia. Las antocianidas
estan ampliamente distribuidas en la dieta humana. Se encuentran en algunas
variedades de cereales, el vino tinto, algunos vegetales, y principalmente en la fruta.

A este subgrupo de flavonides pertenece la Punica granatum (Papiez y cols., 2002).

1.4.1. EXTRACTO DE GRANADA (PUNICA GRANATUM)

Descripcion botanica

El granado (Punica granatum) es un pequefio arbol frutal caducifolio de la
familia Lythraceae, y cuyo fruto es la granada. Se trata de un arbusto o pequefio
arbol de hasta 5m de altura, caducifolio, mas o menos espinoso, muy ramificado.
Tronco derecho, con la corteza resquebrajada y ramas opuestas, patentes; las

jovenes tetragonas y a veces péndulas.

Las hojas, simples, de 1,5-7 por 0,8-2cm, son entre lanceoladas y oblongas,
opuestas o subopuestas —en ramas jévenes- o bien reunidas en fasciculos alternos
0 subopuestos, caducas, subcoriaceas, lustrosas por el haz, de un verde
amarillento, atenuadas en corto peciolo con un &apice obtuso, a menudo
redondeado, con glandula terminal (nectario) poco evidente. Las flores miden 3-
4cm de diametro, solitarias, mas raramente geminadas con un pedicelo de hasta

3mm, acrescente al fructificar.

El caliz tiene 2-4 por 1,5-2cm; es campaniforme, coriaceo, grueso,
persistente, granate, glabro, brillante y segmentos triangulares soldados,
persistentes en el fruto y en nimero variable de cinco a ocho. Los pétalos, son
obovados, corrugados, caedizos, de color rojo intenso (por excepcion rosaceos);
pueden ser dobles, o mas, en los cultivos. El androceo tiene estambres de

filamentos largos, rojizos con anteras amarillas. El gineceo tiene ovario infero,
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totalmente soldado al hipanto, con estilo filiforme y estigma capitado. El fruto es en
balausta de 5-12cm, esférico, coriaceo, rojizo o amarillo-rojizo, coronado por los
restos de los segmentos del caliz, con Iéculos en dos verticilos (raramente tres), de
ordinario el inferior con seis l6culos y el superior con tres, todos ellos separados por

el endocarpo membranoso y amarillento (tastanas).

Las semillas, maduras y frescas, tienen unos 12-15 por 5-7mm, con la capa
superficial del episperma que es una sarcotesta —aunque hay autores que la
describen como un arilo. Constituida por células columnares carnosas,
translicidas, angulosas, prismaticas, de un color que va desde el blancohasta el
rojo-granate, y es dulce y comestible. Al contrario, la capa interna de dicho
episperma (endotesta) que, en ausencia de endosperma, rodea al embrion
(oleaginoso y con cotiledones convolutos) es escleroso-cristalifero, caracter del
orden de los Myrtales.Tiene una vida muy larga, algunos especimenes en Versalles
se sabe que han sobrevivido por dos siglos.La fruta tiene una piel dura en forma de
cascara, con el fondo de color mas o menos amarillo y rojo intenso. El interior esta
separado por paredes membranosas y el tejido blanco esponjoso en
compartimentos llenos de bolsas transparentes llenas de una pulpa carnosa,
sabrosa y jugosa. En cada saco, hay una semilla de color blanco o rojo, angular,
blanda o dura. Las semillas representan aproximadamente 52% del peso de la fruta

entera.

Productos funcionales derivados de la granada

En la actualidad, el estudio de los componentes bioactivos de la granada y
sus posibles aplicaciones en medicina son de enorme interés (Koyama y cols.,
2010).

La granada posee numerosos compuestos quimicos de alto valor biolégico
en sus diferentes partes estructurales: corteza, membranas caperales, arilos y
semillas. Alrededor del 50% del peso total de la granada corresponde a la corteza
y a las membranas carperales, que son una fuente importantisima de compuestos
bioactivos como polifenoles, flavonoides, elagitaninos, proantocianidinas, y

minerales (principalmente potasio, nitrégeno, calcio, féosforo, magnesio, y sodio).
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Por lo tanto, los productos nutracéuticos y condimentos alimentarios elaborados a
partir de extractos de corteza y membranas carperales de la granada, pueden ser
una fuente importante de estos compuestos bioactivos, si se han procesado de un

modo correcto.

La parte comestible de la granada representa alrededor del 50% del peso
total de la granada y a su vez consiste en un 80% de arilo (parte carnosa) y un 20%

de semilla (parte lefiosa). La composicion de los granos de granada es la siguiente:

- Agua (85%).

- Azucares (10%): principalmente fructosa y glucosa.

- Acidos organicos (1,5%): fundamentalmente el acido ascoérbico, citrico y
malico.

- Compuestos bioactivos (3,5%): polifenoles y flavonoides (principalmente

antocianincas) (Tablas 3 y 4) (Kozic y cols., 2015).

Tabla 3: Composicién nutricional de la parte comestible de la granada.

NUTRIENTE UNIDAD VALOR POR CADA 100 G
PRINCIPIOS INMEDIATOS
Agua g 80,97
Energia kcal 68
Proteina g 0,95
Grasa g 0,30
Carbohidratos g 17,17
Fibra dietécica g 0,6
Azlcares totales g 16,57
VITAMINAS
Vitamina C Mg 6,1
Vitamina A ul 108
Vitamina E mg 0,6
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Vitamina K Mg 4,6
OTROS
Fitoesteroles mg 17
Colesterol Mg 0
a-Caroteno ug 50
B-Caroteno 1g 40

Tabla 4: Contenido de elementos minerales de la parte comestible de la granada.

MINERAL mg/L mg/kg
Calcio 74,7 30
Magnesio 65,7 30
Potasio 940 2590
Sodio 25,8 30
Hierro 8,8 3
Cobre 4,7 0,7
Manganeso 2,1 0
Zinc 4,4 1,2

44



INTRODUCCION

Compuestos fenélicos de bajo peso molecular

Los compuestos fendicos se pueden dividir en moléculas simples y polimeros
de éstas de mayor peso molecular. Entre los primeros cabe destacar a los
flavonoides como los compuestos mas importantes de este subgrupo, siendo los
antocianinos los compuestos mas representativos y responsables del color
caracteristico de la granada. Dentro de los compuestos fendlicos de bajo peso
molecular destacan los &cidos fendlicos y dentro de ellos el &cido gélico y el &cido

elagico.

Compuestos fendélicos de alto peso molecular

Los taninos son los polifenoles més caracteristicos de alto peso molecular. L
piel de la granada es rica en taninos hidrolizables, principalmente ppunicalina,

pedunculagina y punicalagina (Figura 12).

Figura 12: Estructura molecular de la punicalagina.
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Accion de la granada como fotoprotector de la RUV

La RUVB y en menor grado la RUVA son factures cauales de gran parte de
los desordenes cutaneos relacionados con la luz solar. La RUVB es el componente
de la luz solar mas safioino de la piel afectando a las células basales de la
epidermis. En este sentido, en la acutalidad se han probado numerosos
suplementos dietéticos antioxidantes para prevenir o reparar los dafios cutdneos
tales como la pérdida de elasticidad, el fotoenvejecimiento prematuro y el cancer
de piel. Estos antioxidantes, entre los que se encuentra la granada, tienen la

capacidad de aplacar las EROs (F'guyer y cols., 2003).

La fruta de la granada (Punica granatum) ha sido ampliamente consumida
como fruta en fresco o zumo, atribuyéndole numerosas acciones curativas en la

medicina tradicional (Soobratte y cols., 2006). Entre estas se encuentran:

- La proteccion por parte del 6xido nitrico de la destruccién oxidativa y la
reduccion de estrés oxidtivo en los macréfagos (Igarro y cols., 2006).

- El retraso en la proliferacion de células de cancer de préstata a través del
citocromo P450 o regulado la sintesis de CYP1B1 (Kasimsetty y cols., 2009).

- Efecto citotoxico sobre las células de cacner de colon (Kasimsetty y cols.,
2010).

- Recientemente, se ha demostrado que el extracto de granada ejerce un
efecto antitumoral en estudios de carcinogénesis cutanea mediante
exposicion a RUV en animales de experimentacion (Afaq y cols., 2007);
inhibiendo la activaciéon del factor Kappa B provocada por la RUVB y
modulando la proliferacion de keratinocitos epidérmicos provocada por la
RUA (Syed y cols., 2003).

1.4.2. EXTRACTO DE CACAO (CATEQUINAS DEL CACAO)

Descripcion botanica

El cacao (Theobroma cacao L., Sterculiaceae) es un arbol originario de

México cuyo fruto contiene 30 o 40 semillas que tostadas, molidas y mezcladas con
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azucar, vainilla, y canela constituyen el chocolate, consumido en todo el mundo por
su sabor agradable. Las semillas de esta planta de reproduccion preferentemente
alégama (con numero cromosémico 2n = 20), de la familia Malvaceae, cultivada
actualmente en las regiones tropicales de todo el mundo, no sélo se utiliza en la
actualidad por la industria alimentaria, sino que también por la farmacéutica y

cosmética (Dantas y Guerra, 2010).

En el neotrépico, la importancia y demanda de los granos de cacao, data de
tiempos precolombinos. Aunque se ha documentado ampliamente que el cacao es
originario de la Cuenca Amazonica y a partir de ahi se dispersé por centro y
Sudamérica, existen vestigios de su uso con fines alimenticios, hacia los 1600-1200
afos a.C. por los Mokaya, pobladores asentados en el lugar conocido como Paso
de Amada en Soconusco en Chiapas (México) y los Olmecas de la region de San
Lorenzo en Veracruz (México) (Powis y cols., 2011). Posteriormente, tras la
colonizacion de América, el cacao se extendié hacia las regiones tropicales de
Africa y Asia, donde actualmente se produce mas del 80% del cacao mundial. La
continuada popularidad del cacao, se debe tanto a los factores intrinsecos de las
almendras como a los productos que posteriormente se obtuvieron a partir de ellas

como el chocolate y la manteca de cacao.

Las almendras del cacao son ricas en polifenoles (aproximadamente el 15%
de su peso seco) y alcaloides (hasta el 4%) y estos contribuyen en el sabor y el
aroma del cacao. Los polienoles confieren sensacién de amargor y astringencia,
mientras que los alcaloides confieren amargor y estan involucrados en la

palatabilidad de los alimentos que los contienen (Scalone y cols., 2019).

Los polifenoles del cacao

Los principales compuestos fendlicos presentes en las almendras del cacao
se localizan en tres gruos: las catequinas o flavan 3-ol que representan el 37% del
total, las antocianincas con cerca del 4%, y las proacntocianidinas con el 58%
(Rusconi y Conti, 2010).

Del primer grupo, la epicatequina es casi la Unica molécula que compone el

grupo (cerca del 98% del total de las catequinas), aunque las proantocianinidinas
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sean el principal componente fenélico en almendras de cacao (Wollgast y cols.,
2001).

En las ultimas décadas, numerosas investigaciones, han demostrado que la
accion antioxidante de las catequinas y epicatequinas del cacao, confirieren a la
grasa del chocolate una particular resistencia a la peroxidacion con propiedades

beneficiosas para la salud (Gee y Johnson, 2001).

Polifenoles del cacao v enfermedades cardiovasculares

La capacidad de donar hidrégenos y su propension a la nitracion, hace a las
catequinas y los componentes derivados de las procianidinas del cacao, unos
poderosos barredores de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (Vinson y cols.,
1999).

De hecho, estudios metabolico-epidemiologicos han indicado el consumo
regular de productos derivados del cacao incrementan el nivel plasmatico de
antioxidantes, lo que puede prevenir la oxidacion del LDL colesterol y contribuir a
proteger de las enfermedades cardiovasculares (Visioli y cols., 2000).

Una ventaja no vinculada a su composicién en polifenoes, pero a tener en
cuenta al valorar el efecto cardioprotector del chocolate, es que aunque el contenido
graso del chocolate es alto, lo es especialmente en grasas saturadas,
predominandolos triglicéridos del acido estearico, siendo estos trigliceridos mucho
menos absorbibles que otras grasas y por lo tanto con minimas elevaciones del

colesterol sérico (Shahkhalili y cols., 2001).

Los compuestos fitoquimicos polifendlicos podrian inhibir los procesos
vasculares e inflamatorios involucrados en la patogenia de varias enfermedades,
posiblemente debido a alteraciones en la sintesis de eicosanoides celulares que

incrementan las prostaciclinas y reducien los leucrotrienos (Schramm y cols., 2001).

Polifenoles del cacao y cancer

Los mecanismos fundamentales relacionados con la patologia dl cancer

incluyen a las EROs y el dafio secundario del ADN, por lo que existe consenso de
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que los antioxidantes, ya sean naturales o sintéticos, tienen un efecto
oncoprotector. En este sentido, existen algunos estudios en animales de
experimentacion que muestran la asociacion entre el consumo de manteca de
cacao o chocolate y el menor riesgo de desarrollar distithos tipos de cancer
(Weisburger, 2001).

Los polifenoles del cacao, inhiben la apertura de las bandas de ADN inducida
por la mitomicina C, lo que sugiere que son efectivos evitando el dafio del ADN
(Yamagishi y cols., 2001).

Ademas, el extracto alcalino del bazago del cacao (policafenol), incluso en
concentraciones milimolares, ha demostrado una accion tumoral sobre tumores de
glandulsas salivales humanas, debido fundamentalmente a que el policafenol es un
efectivo barredor de iones supedxido producidos por la reaccion de la hipoxantina-

xantina oxidasa (Jiang y cols., 2001).

Polifenoles del cacao y su efecto sobre la funcidn plaguetaria

Los polifenoles del cacao han mostrado tener un efecto modularor sobre la
funcién plaquetaria, reduciendo el riesgo de formacién de trombos. EI mecanismo
de accion de los flavonoides se produce a nivel de la activaciéon plaquetaria inducida
por ADP y por epinefrina. Ademas, se ha observado que estos flavonoides
incrementan la biodisponibilidad del 6xido nitrico en las células endoteliales
(Murphy y cols., 2003; Grassi y cols., 2005).

También se ha observado que el chocolate tiene un efecto sobre la actividad
plaquetaria secundario a los cambios en dos eicosanoides (metabolitos del acido
araquidonico que median diversos procesos inflamatorios). De este modo, los
leucotrienos de la serie 4 disminuyen y la prostaciclina se incrementa (Murphy y
cols., 2003).

Polifenoles del cacao v su efecto en la presién arterial

El consumo de chocolate también se relaciona con la disminucion de la
presion arterial y la vasodilatacion periférica. Este efecto, posiblemente sea debido

a que los flavonoides del cacao aumentan la concentracion de metabolitos de
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especies nitrosiladas y nitrosadas y de esta forma se produce un aumento de la

dilatacion vascular (Fisher y cols., 2003; Engler y cols., 2004).

Polifenoles del cacao v su efecto fotoprotector de la RUV

La exposicion a RUV es la principal caus de fotoenvejecimiento prematuro
de la piel y juega un papel importante en la carcinogénesis cutanea. El mecanismo
fundamental de este fotoenvejecimiento, consiste en que la exposicion a RUV
genera radicales libres en la piel y agota los sistemas antioxidantes endétenos
cutaneos. La administracion topica y sistémica de antioxidantes incluyendo las
vitaminas E y C, y multitud de fitoquimicos han demostrado tener un efecto
beneficioso respecto a la prevencion y tratamiento contra los dafios cutdneos de la
RUV (Andres-Lacueva y cols., 2008).

En los ultimos afnos, el concepto de fotoproteccion por medios dietéticos, esta
cobrando impulso en la comunidad cientifica, sobre todo mediante el efecto
antioxidante y antiinflamatorio de los flavonoides (Nichols y Katiyar, 2010). Los
efectos fotoprotectores de los flavonoides del cacao ingeridos, parecen estar
estrechamente relacionados con el aumento de la microcirculacion en la piel
(Neukam y cols., 2007).

En este sentido, la fotoproteccidon dietética mediante el consumo de cacao
ha demostrado también una mejoria en la cantidad y calidad de la piel en sus
consumidores, aumentando la densidad y el espesor de la misma, aumentando la
hidratacion del estrato corneo, reduciendo la pérdida de agua transepidérmica y

aumentando la rugosidad superficial (Heinrich y cols., 2006).

Finalmente, en la actualidad, también se ha demostrado que el consumo
prolongado de cacao incrementa el flujo sanguineo dérmico y la saturacion de

oxigeno (Neukam y cols., 2007).
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2.1. JUSTIFICACION

Los cénceres cutaneos superan en incidencia al resto de neoplasias
malignas. Entre ellos, el mas agresivo es el melanoma, que aunque solo
representa el 5% de todos los canceres cutaneos, ocasiona el 80% de las
muertes (Weinstock, 2008). El cancer cutaneo no melanocitico tiene una alta
incidencia a nivel mundial, y sus cifras aumentan cada afio. Aunque la mayoria
de ellos con carcinomas basocelulares (80%), con un prondéstico excelente,
entre un 15 y un 25% son carcinomas de células escamosas, en los que el
prondstico empeora y si se asocia con cifras de morbilidad y mortalidad cque

no son despreciables (Eisemann y cols., 2014).

La exposicion solar, la piel clara y la inmunosupresion son factores de
riesgo del cancer de piel no melanocitico. Las radiaciones solares son la
causa principal de este tipo de cancer en humanos, sobre todo en los de piel
blanca. La RUVA (320-400 nm) es el componente mayoritario de la RUV que
llega a la superficie terrestre (90-99%) y esta realcionada con canceres
cutdneos tanto benignos como malignos. Mientras que la RUVB parece
provocar un dafio mas directo sobre el ADN celular, los efectos de la RUVA
son de tipo indirecto, a través de la produccién de dafio oxidativo mediante la
liberaciébn de EROs, que provocan diversas alteraciones genéticas que van
desde mutaciones puntuales a dislocaciones cromosémicas (Bachelor y
Bowden, 2004).

La Punica granatum L(pomegranate) es un arbusto de hoja caduca, que
ha sido ampliamente utilizado en la medicina tradicional en muchas regiones
del mundo, incluyendo el area mediterranea, oriente medio, y asia central
(Shaygannia y cols., 2016). La granada es la fruta de este arbusto y tiene
efectos bioldgicos tales como la actividad antiinflamatoria y antibacteriana.
Los flavonoides y alcaloides de la granada han demostrado un importante
potencial anticancerigeno in vitro e in vivo (Afaq y cols., 2010).

Por otra parte, las semillas de la planta teobroma cacaolL
(sterculiaceae) son la principal materia prima con la que se elabora uno de los

alimentos funcionales de mayor uso en todo el mundo, el cacao. Los Mayas y
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los Aztecas ya usaban el cacao con fines curativos (Scapagnini y cols., 2014).
El extracto de cacao es rico en polifenoles, principalmente catequinas y
proantocianidinas, con capacidad de neutralizar EROs (Bosch y cols., 2015).
Aungue existen numerosos estudios que evidencian la contribucion del cacao
sobre la fotoproteccion, hay pocas investigaciones cientificas que investiguen

su posible accién protectora en la fotocarcinogénesis (Kim y cols., 2016).

Los ratones SKH1/CRL son un excelente modelo animal para estudios
de la accion de la RUV sobre la piel, debido a que su ppiel es muy sensible a
la RUV, eutimicos, inmunocompetentes y faciles de manipular. El efecto del
consumo alimenticio del extracto de granada y cacao ha demostrado una
fotoproteccion sustancial contra la RUVB en modelos experimentales sobre
ratones SKH1 (Kim y cols., 2016). Sin embargo, se desconoce su posible

efecto fotoprotector sobre la RUVA.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo general fue el estudio de los efectos de la granada y el
cacao sobre un modelo de fotocarcinogénesis cutanea con RUVA en ratones
SKH-1.

Objetivos especificos:

1. Valorar mediante analisis macroscopico morfométrico el tamafio de las
lesiones cutaneas en ratones SKH-1 expuestos a RUVA, tratados
diariamente con un suplemento dietético de: nada (grupo control),
extracto de granada, o extracto de cacao.

2. Estudiar la incidencia de carcinoma de células escamosas y lesiones
cutaneas en ratones SKH-1 expuestos a RUVA, tratados diariamente
con un suplemento dietético de: nada (grupo control), extracto de
granada, o extracto de cacao.

3. Determinar mediante analisis inmunohistoquimico cuantitativo la
proliferacion de antigeno nuclear (PCNA) y positividad celular de P53
en ratones SKH-1 expuestos a RUVA, tratados diariamente con un
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suplemento dietético de: nada (grupo control), extracto de granada, o
extracto de cacao.

4. Calcular mediante analisis inmunohistoquimico semicuantitativo el
grado de tinciéon estromal de TIMM y MMP-9 en ratones SKH-1
expuestos a RUVA, tratados diariamente con un suplemento dietético

de: nada (grupo control), extracto de granada, o extracto de cacao.
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METODOLOGIA

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales utilzados en este estudio fueron suminstrados por el Servicio
de Experimantacién animal (REGA ES300305450012) (Unidad de Apoyo a la
Investigacion) de la Universidad de Murcia. El protocolo de estudio fue aprobado
por el Comité Etico de experimentacion animal de la Universidad de Murcia
(Espafa) y la autoridad competente (AXXXXXX) (Anexo 1), y siguio las Directrices

de la Union Europea para la experimentacién animal (EU/63/2010).

Un total de 27 ratones macho SKH-1, con un peso entre 25 y 30 g (peso
medio 28 g), se incluyeron en este estudio prospectivo aleatorizado, que tuvo lugar
entre Octubre de 2017 y Noviembre de 2018. Los ratones se alojaron en jaulas
ventiladas individualmente con 12/12 horas de ciclos de luz/oscuridad, comida y
agua ad libitum. Los animales fueron aclimatados durante 1 semana antes del inicio

del estudio.

3.2. GRUPOS EXPERIMENTALES

La aleatorizacion se realizd usando un servicio onlin

(www.randomization.com). Los animales fueron aleatorizados en tres grupos (n=9

por grupo).

El grupo 1 (grupo control) no recibié ningun tipo de suplemento alimenticio.
El grupo 2 recibieron un suplemento alimenticio diario de extracto de granada
(Sigma-Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia) (0,5% wt/wt). Finalmente, el grupo
3 recibié un suplemento dietético diario de extracto de cacao (Sigma-Aldrich®
Quimica S.A., Madrid, Espafia) (0,5% wt/wt).

3.3. TRATAMIENTOS

El extracto de Granada (Punica granatum L.) utilizado tenia una ratio entre 5:1 y

7:1). El solvente contenia un 70% de etanol y un 30% de agua. El contenido total
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de punicalaginas era >5.0, acido elagico > 1.2, polifenoles > 50, carbohidratos 86.5,
proteinas 2.8, grasas 1.1. El extracto de cacao (Theobroma cacao L.) fue preparado
en un 80% de aguay un 20% de etanol. Contenia flavonoles, flavanoles, catequinas
y otros mondmeros (24.2) epicatequinas (115) y 226.6 de procianidinas
oligoméricas, flavonoles (quercetin-3-O-glucoside 1.0; quercetin-3-O-arabinoside
1.0), antocianinas y alcaloides (10.3 teobromina y 1.1 cafeina). Ambos extractos
fueron proporcionados por Naturex S.A. (Avignon, France).

Fueron afadidos al pienso estandar por la empresa PanLab (Barcelona), por lo que
el alimento contenia los nutrientes habituales: 14,3% proteinas, 4,0% grasas,
48,0% carbohidratos, 4,1% fibra cruda, 18,0% fibra detergente natural y 4,7% de
cenizas; densidad energética: 2,9 kcal/g); ademas de los extractos, a dosis de 520
y 228 mg por kilo de peso y dia de granada y cacao respectivamente.
Aproximadamente 41,9 y 18,37 mg/kg de peso corporal HED. Los animales lo
consumian a demanda, desde dos semanas antes de la irradiacion hasta el final

del experimento.

3.4 EXPOSICION A LA RUVA

Todos los animales fueron expuestos a RUV usando una lampara Philips tipo
HB 554/01/A (Philips, Madrid, Espafia) con 8 tubos de 100 W. La ldmpara tiene un
espectro de emision de 220-425 nm con un pico maximo de 364 nm (98,6% de
RUVA y 1,4% de RUVB). Los animales fueron expuestos a RUV 3 veces por
semana hasta un total de 80 sesiones, de 60 minutos de duracion cada sesion
(Figura 13).
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Figura 13: Lampara de RUV.

Para homogeneizar la dosis de RUVA recibida por cada animal, estos fueron
ubicados en cajas compartimentadas de PVC, con una distancia lampara-piel de
20 cm. La energia recibida en cada sesion fue de 21,1 J/cm?, por lo tanto al final
del estudio cada animal recibié un total de 1688 J/cm?.

3.5. ANALISIS MACROSCOPICO MORFOGENETICO DEL TAMANO DE LAS
LESIONES

Realizamos un detallado analisis macroscopico del la superficie cutanea del
dorso de cada uno de los animales fotografiando de forma homogénea el dorso de
todos los animales. Las fotografias se obtuvieron con una cdmara digiral de 6,1
megapixeles (Canon® EOS 70D, Canon®, Tokio, Jap6n) acoplada a un tripode y
equipada con macro lentes de 100 mm con una distancia focal minima. Todas
fueron realizadas a una distancia foco-dorso de 5 mm usando para la validaciéon de
las conversiones de medicion, una regla milimetrada que era fotografiada junto al
dorso de los animales. El estudio macroscépico del tamario de la lesibn en mm? se
realiz6 mediante el software de histomorfometria LeicaQwin (Leica Imaging
System, Cambridge, Reino Unido) (Figura 14).
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Figura 14: Andlisis del tamafio de las lesiones cutaneas.
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3.6. METODO ANATOMOPATOLOGICO CON HE

Tras el sacrificio de los animales con COz2, se extirpo la piel dorsal y las
muestras fueron almacenadas en formolaldehido al 10%. Posterirmente fueron
incuidas en parafina y se seccionaron en cortes de 3 um en un plano paralelo a la
incision, se tifieron con HE y fueron examinadas a 20X, 40X, y 100X, determinando
si la piel era normal o aparecia queratosis actinica, displasia, carcinoma in situ, o

carcinoma invasor.

3.7. INMUNOHISTOQUIMICA

El estudio inmunohistoquimico de los tumores se raliz6 en el Hospital
Universitario Reina Sofia (Murcia, Espafia), usando los siguientes anticuerpos:
antigeno de proliferacion nuclear celular (PCNA), P-53, antimetaloproteinasa
inibidor 1 (TIMP-1), y antimetaloproteinasa 9 (MMP-9) (DAKO, S.A., Barcelona,
Espafia). Las tinciones inmunohistoquimicas fueron realizadas usando el método
de streptavidin-biotin, incubando los anticuerpos a 4°C en condiciones de oscuridad
en una dilucion de 1:200.
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El analisis inmunohistoquimico cuantitativo de PCNA y P53 fue expresado
como el porcentaje medio de PCNA y P53, en relacién al numero total de células
(Ibrahim y Elwan, 2017).

Finalmente, el analisis inmunohistoquimico semicuantitativo de TIMM vy
MMP-9 fue calculado multiplicando el grado de intensidad de estroma tefiido (grado
0-3) con el porcentaje de superficie de estroma tefido: grado O (estroma no tefiido),
grado 1 (<10% del estroma tefiido), grado 2 (10-50% del estroma tefiido), y grado
3 (51-100% del estroma tefiido) (Preidle y cols., 2019).

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fuerona analizados con el paquete estadistico SPSS version 20.0
(SPSS®, Chicago, IL, EEUU). Se realiz6 un estudio descriptivo de cada variable.
Las asociaciones entra las diferentes varaibles cualitativas fueron estudiadas
usando el test chi-cuadado de Pearson. Aplicamos la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov y la prueba de homogeneidad de la varianza de Levene, y los
datos mostraron una distribucién normal, por lo que la estadistica inferencial se
realiz6 mediante test no paramétricos. Los test ANOVA y Tukey furon aplicados a

las variables cuantitativas. La significacion estadistica fue aceptada para p<0,05.
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RESULTADOS

Al valorar mediante analisis macroscépico morfométrico el tamafio de las
lesiones cutaneas en ratones SKH-1 expuestos a RUVA, se observo que el
orden de menor a mayor tamafno de las lesiones fue grupo granada<grupo
cacao<grupo control (1,24 + 1,08, 10,53 + 3,25, y 10,69 + 3,74
respectivamente); observando diferncias estadisticamente significativas entre
los animales tratados con granada al compararlo con el control (p<0,001) y
con los tratados con cacao (p<0,001) (Tablas 5y 6) (Figuras 15y 16).

Tabla 5: Comparacion con analisis macroscépico morfométrico del area de piel con lesiones

(mm?2) entre los grupos de estudio (Test de Tukey).

Control 10.69 + 3.748
Granada 1.24 + 1.08*"
Caca010.53 + 3.258

*DT = desviation tipica. #Diferencias significativas con el grupo control;
SDiferencias significativas con el grupo granada; fDiferencias
significativas con el grupo cacao

Tabla 6: Area de piel con lesiones (mm2) p-valores.
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Figura 15: Representacion grafica de la comparacién con analisis macroscopico
morfométrico del area de piel con lesiones (mm?2) entre los grupos de estudio (Test
de Tukey).("p<0,05, "p<0,01).

Comparison of skin area with lesions (mm?2)
between study groups

*k

*%

Control

Punica granatum
w Cocoa cathechin

Area with lesions (mm?)

Punica granatum Cocoa cathechin

Figura 16: Pieles de los animales al final del periodo de irradiacién (80 sesiones).
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Cuando estudiamos Is incidencia de carcinoma de células escamosas
y las lesiones cutanéas en ratones SKH-1 expuestos a RUVA, observamos
que el orden de menor a mayor incidencia de carcinoma de céluas escamosas
fue grupo granada<grupo cacao<grupo control (11,11%, 44,45%, y 100%
respectivamente); observando diferncias estadisticamente significativas entre
el grupo control con los animales tratados con granada (p<0,001) y con los
tratados con cacao (p<0,009) (Tablas 7 y 8). En relacion a la presencia de
lesiones en la regién cutanea dorsal de los animales, observamos que el
77,78% de los animales tratados con granada presentaron piel normal,
observando diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo
control (p=0,001) y a los animales tratados con cacao (p=0,001) (Tablas 9-
14).

Tabla 7: Comparacion de la incidencia de carcinoma de células escamosas (in situ o invasor)

entre los grupos de estudio (Test chi-cuadrada de Pearson).

Control 9 (100)8*
Granada 1(11.12)*
Cacao 4 (44.45)%

“Diferencias significativas con el grupo control; SDiferencias
significativas con el grupo granada; 'Diferencias significativas con el
grupo cacao

Tabla 8: Incidencia de carcinoma de células escamosas (in situ o invasor) p-valores.
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Tabla 9: Comparacion de la incidencia de carcinoma de células escamosas (in situ o

invasor) entre los grupos de estudio (Test chi-cuadrada de Pearson).

Control 0 (0)8 0 (0)f 0(0) 0 (0) 9 (100)8+
Granada 7 (77.78)4 1(11.11) 0(0) 0(0) 1(11.11)*
Cacao 0 (0)% (44.45)" 1(11.11) 2 (22.22) 2 (22.22)"

# Diferencias significativas con el grupo control; § Diferencias significativas con el grupo granada; * Diferencias
significativas con el grupo cacao

Tabla 10: Incidencia de piel normal p-valores.

Tabla 12: Incidencia de displasia p-valores.
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Tabla 13: Incidencia de carcinoma in situ p-valores.

Tabla 14: Incidencia de carcinoma invasor p-valores.

Al determinar mediante analisis inmunohistoquimico cuantitativo la

PCNA y el P53 en ratones SKH-1 expuestos a RUVA, observamos que el
orden de menor a mayor porcentaje de positividad para PCNA fue grupo
granada<grupo cacao<grupo control (11,52 + 4,78, 15,05 + 2,39, y 15,33 +
4,87 respectivamente); observando diferncias estadisticamente significativas
entre el grupo de animales tratados con granada y el grupo control (p<0,001)
y también al compararlo con los tratados con cacao (p=0,032). Del mismo
modo, respecto al P53 el orden de menor a mayor porcentaje de positividad
para P53 fue grupo granada<grupo cacao<grupo control (12,86 + 4,11, 16,46
+ 381, y 21,32 + 7,81 respectivamente); observando diferncias
estadisticamente significativas entre el grupo control con los animales
tratados con granada (p=0,001) y con los tratados con cacao (p=0,050)
(Tablas 15-17) (Figura 17 y 18).
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Control Extracto de granada Extracto de cacao

Figura 17: Lesiones histopatolégicas en H.E.: Control (a: Hiperplasia epidérmica con
displasia moderada; d: Carcinoma in situ; g: Carcinoma microinvasor; j: Detalle de cordones
celulares infiltrantes en carcinoma espinocelular; m: Invasion profunda hasta plano muscular).
Extracto de granada (b: Piel normal; e: Elastosis; h: Hiperplasia con displasia leve; k: Diplasia
severa/carcinoma in situ; n: Carcinoma microinvasor). Extracto de cacao (c: Hiperplasia
epidérmica + elastosis dérmica con presencia de células gigantes; f: Carcinoma in situ muy
queratinizado; i: Carcinoma microinvasor; |: Carcinoma espinocelular bien diferenciado con
perlas de queratina; o: Nidos celulares invasores con abundante angiogénesis).
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Tabla 15: Comparacion del porcentaje de positividad celular inmunohistoquimica de

PCNA y P53 en relacion al nimero total de células entre los grupos de estudio (Test

de Tukey).
Control 15.33 £ 4.87821.32 + 7.8181
Granada 11.52 + 4.78%" 12.86 + 4.11%
Cacao 15.05 + 2.398 16.46 + 3.81%

*DT = desviation tipica. #Diferencias significativas con el grupo control;
SDiferencias significativas con el grupo granada; TfDiferencias
significativas con el grupo cacao

Tabla 16: Porcentaje de positividad celular inmunohistoquimica de PCNA p-valores.

Tabla 17: Porcentaje de positividad celular inmunohistoquimica de P53 p-valores.
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Figura 18: Representacion grafica de la Comparacion del porcentaje de positividad celular
inmunohistoquimica de PCNA en relacién al numero total de células entre los grupos de
estudio (Test de Tukey). (‘p<0,05, "p<0,01).

Comparison of PCNA between study groups

Control
Punica granatum
Cocoa cathechin

% of PCNA+ cells in relation to the total cells

Punica granatum Cocoa cathechin

Figura 19: Representacion grafica de la comparacion del porcentaje de positividad celular
inmunohistoquimica de P53 en relacion al nUmero total de células entre los grupos de estudio
(Test de Tukey). ("p<0,05, “p<0,01).

Comparison of P53 between study groups

*k

Control
Punica granatum
Cocoa cathechin

% of P53+ cells in relation to the total cells

Control Punica granatum Cocoa cathechin
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Cuando calculamos  mediante  analisis  inmunohistoquimico
semicuantittivo el grado de tincion estromal de TIMM y MMP9 en ratones SKH-
1 expuestos a RUVA, observamos que el orden de mayor a menor grado de
intensidad de tincién fue grupo cacao>grupo granada>grupo control para
TIMM (1,67 £ 0,71, 1,44 £ 0,72, y 0,77 + 0,43 respectivamente) y para P53
(1,44 + 0,72, 1,33 + 0,50, y 1,00 + 0,00 respectivamente); sin observar
diferencias estadisticamente significativas (Tablas 18-20) (Figuras 19 y 20).

Tabla 18: Comparacion del grado de intensidad (0-3) de tincion del estroma con TIMM

y MMP-9 entre los grupos de estudio (Test de Tukey).

Control 0.77 + 0.43 1.00 £ 0.00
Granada 1.44+0.72 1.33 £ 0.50
Cacaol.67 £0.71 1.44 +0.72

*DT = desviation tipica. *Diferencias significativas con el grupo control;
SDiferencias significativas con el grupo granada; *Diferencias significativas
con el grupo cacao

Tabla 19: Grado de intensidad (0-3) de tincién del estroma con TIMM entre los grupos

de estudio p-valores.

Tabla 20: Grado de intensidad (0-3) de tincidn del estroma con MMP-9 entre los grupos de

estudio p-valores.
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Figura 20: Representacion grafica de la comparacion del grado de intensidad (0-3) de tincion

del estroma con TIMM entre los grupos de estudio (Test de Tukey). (‘p<0,05, "p<0,01).
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Figura 21: Representacion gréafica de la comparacion del grado de intensidad (0-3) de tincion

del estroma con MMP-9 entre los grupos de estudio (Test de Tukey). ("p<0,05, “p<0,01).
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Control Extracto de granada Extracto de cacao

Figura 22: Carcinomas espinocelulares en los diferentes grupos (Haematoxilin-eosin) (a,b,c);
Expresion de MMP y TIMP-1 en el estroma tumoral (d, e, f and g, h, i respectively);
Inmunotincion de p53 (j, k, ) y PCNA (m, n, o).
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En la actualidad, se considera que el cancer cutaneo es el mas
frecuente en la raza blanca y ha sufrido un dramatico incremento durante los
altimos 40 afios, debido fundamentalmente al cambio social experimentado
respecto a la exposicion al Sol y las RUV (Weinstock, 2008). Esto ha
determinado que se considere a las RUV como el carcinbgeno ambiental mas
importante en nuestros dias, y explica el enorme interés sanitario por el
conocimiento y control de los efectos de estas radiaciones (Duarte y cols.,
2018).

El espectro de RUV puede ser divido en tres rangos de longitud de
onda: RUVA (320-400 nm), RUVB (280-320 nm), RUVC (200-280 nm). De la
radiacion solar que llega a la superficie de la tierra, mas del 90% esta
compuesto por RUVA 'y 1-10% esta compuesto por RUVB. Una gran porcién
de RUVB y todas las longitudes de onda de RUVC, son absorbidas por la capa
de ozono. Asi, los efectos bioldgicos se atribuyen a las RUV Ay B.

Hace mucho tiempo que se conoce que la RUVB es un carcindbgeno
completo y puede generar carcinomas de tipo escamoso en animales. Su
diana biol6gica principal es el ADN, donde se producen mutaciones puntuales
deltipo CCaTTode CaT (Boschy cols., 2015). Durante muchos afios, para
la mayoria de autores, el espectro de accién para la generacion de carcinomas
cutaneos abarcaba principalmente la region RUVB, atribuyéndose a la region
de RUVA solamente una cierta actividad carcinogénica (Forbes y cols., 1981).
Estos autores consideraban que mientras que la RUVB era importante en la
iniciacion del tumor, la RUVA intervenia predominantemente en la promocion
del mismo. Hoy dia se acepta que aunque la RUVB es entre 1.000 y 10.000
veces mas carcinogénica por J/m? que la RUVA; sin embargo la exposicién
cronica a RUVA también es carcinogéncia, como queddé demostrado en
diversos trabajos in vivo en la década de los noventa (de Laat y cols., 1997;
Soufiry cols., 2004).

Sin embargo, debido a que la génesis de tumores es mas rapida, la
mayoria de trabajos realizados utilizan la RUVB en los modelos de

carcinogénesis cutanea en ratones, sobre todo aquéllos que utilizan algun
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tratamiento para prevenir y/o paliar sus efectos (Kim y cols., 2016; Rigby y
cols., 2017; Afaq y cols., 2010; Park y cols., 2010). El equipo utilizado en
nuestro estudio era una lampara de bronceado cosmético que emite un 98,6%
de RUVA, frente a un 1,45% de B. La RUVA actua de forma indirecta mediante
la generacion de EROs, que actian sobre moléculas fotosensibles tales como
las porfirinas y NADH. Un aspecto importante es que, mientras que la RUVB
es practicamente absorbida en su totalidad por la epidermis (Seebode y cols.,
2016), la RUVA es capaz de alcanzar las capas dérmicas e incluso afectar a
las células sanguineas circulantes (Moller y cols., 2002). Entre otros efectos,
la RUVA puede también inhibir la reparacion del ADN e inducir la sintesis de
MMPs, lo que aumenta la agresividad biolégica del cancer de piel (Fisher y
cols., 2001). En nuestro estudio, con un 100% de incidencia de carcinomas
espinocelulares en el grupo control, hemos puesto de manifiesto que la RUVA

es capaz de provocar todo el espectro lesional del fotoenvejecimiento.

Desde la primera exposicion a RUV, todos los animales del grupo control
presentaban, en la piel del lomo, eritema difuso, que mostraba caracter
pasajero, puesto que desaparecia o disminuia notoriamente a partir de 2 6 3
horas tras la exposicion a las radiaciones. A partir de la 102-122 sesion, el
eritema se hacia permanente y se acompafiaba de un marcado patrén
geomeétrico de la piel, caracterizado por mostrar un aspecto reticular, que se
fue haciendo mas evidente con el paso del tiempo. Destacaba la aparicién de
prominentes arrugas longitudinales, que se observaban a lo largo de toda la
superficie del dorso de los animales, con fenomenos de laxitud y pérdida de
elasticidad de la piel, y aumentaban progresivamente de longitud y grosor, y
gue alternaban con areas mas localizadas, ligeramente sobreelevadas y de
aspecto irregular o acompafiado generalmente de superficie escamosa. Estas
zonas se situaban de forma no ordenada entre las arrugas, asi mismo, desde
esa fecha y hasta finalizar las sesiones de RUVA, la piel fue presentando
areas cada vez mas extensas de aspecto telangiectasico. A partir de la 402
sesion, la piel adquirié aspecto granular difuso, y alrededor de la 502 sesion,
sufrian ulceracion superficial extensa e irregular. En los controles, las lesiones

neoplasicas comenzaron a aparecer a partir de 502 sesion, mientras que en
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los grupos tratados, las lesiones macroscopicas no se detectaron antes de las
602 sesion. Estas lesiones se caracterizaban por ser de tipo nodular y fijadas
a planos profundos. Algunas de ellas tenian limites irregulares, eran
sobreelevadas, con bordes congestivos y aspecto verrucoso, mientras que
otras mostraban el centro deprimido con aspecto escamoso y ulceracion
superficial. Se trataba de Ulceras de fondo sucio y sangrado espontaneo en
algunos casos. Al final del estudio, a las 75 sesiones, todos los animales del
grupo control desarrollaron lesiones de aspecto neoplasico, siendo éstas muy

similares a las del grupo de animales tratados con cacao.

Son muchos los estudios que avalan la hipétesis de que el uso de
sustancias antioxidantes procedentes de plantas, tienen un efecto favorable
en el tratamiento o prevencién del fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis.
Diversos estudios han demostrado la disminucion de la respuesta
inflamatoria, estrés oxidativo, dafio en el ADN, aparicion temprana de eritema,
arrugas prematuras o el cancer cutaneo tras la una exposicion prolongada a
las RUV, después del tratamiento con compuestos naturales (Bosch y cols.,
2015). En nuestro estudio, hemos utilizado extractos purificados de cacao y
granada, y hemos observado un descenso significativo en la incidencia de
carcinomas cutaneos en ambos grupos, destacando el grupo de la granada.
Pero ademas, en este mismo grupo, la mayor parte de los animales apenas
mostraban lesiones, siendo catalogadas sus pieles como normales en el
estudio histopatologico. Con el extracto de cacao no hay estudios previos in
vivo en relacién al tema de estudio, pero Kim y cols., (Kim y cols., 2016)
publicaron un estudio en el que demostraron que la suplementacion oral con
cacao protege de la formacién de arrugas provocadas por RUVB mediante la
regulacion de genes que intervienen en la formacién y degradacion del
colageno de la matriz extracelular (cathepsin G y serpin b6c). La granada, sin
embargo, si ha sido mas estudiada, pero sobre todo frente a la RUVB. Afaq y
cols., (Afaq y cols., 2010) realizaron un estudio con ratones SKH-1 a los que
irradiaron una sola vez exposicién de RUVB (180 mJ cm?) y trataron con un
suplemento de granada en el agua de bebida (0.2%,wt/vol) durante 14 dias

antes. Sus resultados mostraron una inhibicion del edema, hyperplasia,
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infiltrado inflamatorio, peroxidaciéon lipidica, generacion de peroxido de

hidrégeno, y un aumento de la actividad de la COX 2.

En concreto frente a la RUVA, inhibe la la fosforilacion mediada por la
RUVA de STAT3, AKT, ERK1/2, mTOR y p70S6K; ademas, disminuye la
regulacion de la expresion de PCNA y Ki-67 y regula la expresion de Bax y
Bad en los queratinocitos humanos (Syed y cols., 2006), inhibiendo los efecos
del fotoenvejecimiento (Silva y cols., 2019). Pero en modelos in vivo, no habia
sido estudiado su efecto frente a la RUVA. En nuestro estudio, observamos
una evidente disminucion de las lesiones macroscopicas sobre todo en el
grupo de la granada, con diferencias estadisticamente significativas respecto
al control y al grupo cacao, que no mostraban diferencias entre si. En el
estudio microscopico con HE, la incidencia de carcinoma de células
escamosas fue del 100% en el grupo control, mientras que los animales
tratados con extracto de granada, solo desarrollaron un carcinoma y los
tratados con cacao 4. Existian diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos tratados y el control. Era destacable la escasa afectacion
cutdnea de 7 de los 9 animales tratados extracto de granada, cuya piel no

diferia de la normalidad.

El P53 es una importante proteina con funciones diversas y complejas,
como la regulacion del ciclo celular. Su alteracion se relaciona directamente
con el desarrollo de cancer, estando mutada en méas del 50% de los canceres
en humanos (Benjamin y Ananthaswamy, 2007). En ratones SKH-2 expuestos
cronicamente a RUVB, la inactivacion del P53 ha sido descrita entre un 50 y
un 70% de los tumores, siendo ademas un evento temprano, detectado 1
semana después de la exposicion a RUVB (Rigby y cols., 2017). En nuestro
estudio, fue detectada una menor expresion de P53 alterada en los grupos
tratados que en el control, existiendo diferencias estadisticamente

significativas con éste, pero no entre ellos.

El PCNA es una proteina auxiliar necesaria para la sintesis y reparacion
del ADN. La cuantificacion de PCNA se utiliza como un marcador de la

proliferacion celular en los tejidos para evaluar la eficacia de los farmacos
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quimiopreventivos en la investigacion del cancer (Smolarek y cols., 2013), y
esta considerado como un factor pronéstico independiente de sobrevida, ya
que su expresion se encuentra incrementada en lesiones de mayor grado de
malignidad tanto en el el carcinoma de células escmosas como en el
melanoma (Ruksha y cols., 20007). En el presente trabajo, la expresion de
PCNA fue muy similar en los grupos control y extracto de cacao, sin embargo,
en las lesiones de los animales tratados con granada, observamos un menor
indice de proliferacion celular, con diferencias estadisticamente significativas
respecto a los otros dos grupos. Estos resultados coinciden con otros estudios
realizados en queratinocitos humanos irradiados con RUVA (Syed y cols.,
2005). y en ratones SKH-1 con RUVB (Afaq y cols., 2010).

Las MMPs son una familia de enzimas proteoliticas capaces de
degradar distintos componentes de la matriz extracelular. Su papel en tejidos
sanos es la remodelacién fisioldgica de los mismos, tanto en su formacién
como en su desarrollo y reparacién. En el cancer, estan relacionadas con
procesos tan importantes como la angiogénesis, la proliferacion celular, la
invasion celular y las metastasis. La MMP-9 pertenece al subgrupo de las
gelatinasas, y su funcion es la degradacion de componentes de la membrana
basal, tales como el colageno tipo IV y la laminina, ademas de otros
componentes de la ECM. Este proceso esta regulado por los inhibidores de
MMPs (TIMPs). Aungue existen 4 tipos, uno de los mas usados en NMSC es
TIMP-1, que suele estar inhibido en pacientes con cancer cutaneo (Fu y cols.,
2012). En nuestro estudio, la expresion de MMP-9 fue superior en los grupos
tratados que en el control, pese a ser mayores los tumores de éste ultimo.
TIMP-1, sin embargo, mostré mayor expresion en los grupos tratados, por lo
gue parece que la inhibicion de la degradacién de la MEC era mas activa en
estos grupos, aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas en
ningun caso. Aunque en muchos estudios, la expresion de MMP-9 es mayor
en los tumores y lesiones precancerosas que en tejido sano (Gupta y cols.,
2014). Otros como Poswar y cols., (Poswar y cols., 2013) encuentran una
mayor expresion en los carcinomas microinvasores que en aquellos que

invadian en profundidad, concluyendo que la actividad proteolitica de la MMP-
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9 se da sobre todo en estadios iniciales de la carcinogénesis y que después
decrece. Este hecho podria explicar lo ocurrido en nuestro estudio, donde los
tumores del grupo control se encontraban evolutivamente mas avanzados que

los de los grupos tratados.

Mientras que muchas investigaciones, se han centrado en los efectos
de la RUVB, existen pocos estudios sobre la fotocarcinogénesis in vivo
producida por la RUVA. Por eso hemos creido necesaria la realizacion de este
trabajo, y ademas, tratar a los animales con extractos cuya eficacia en la
guimioprevencion del cancer cutaneo provocado por RUVB parece
demostrada. Nuestros resultados sugieren que la alimentacion oral de
extractos de granada o cacao en ratones SKH-1 proporciona una proteccion
sustancial contra los efectos adversos de la RUVA, sobre todo la granada.
Evidentemente, son necesarios mas estudios para conocer los mecanismos
de accion de estas sustancias, pero parece que en un futuro podrian tener un
papel importante en la prevencién del carcinoma de células escamosas

cutaneo.
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. Eltamario de las lesiones cutaneas en ratones SKH-1 expuestos a RUVA,
fue menor al administrar un complento dietético de extracto de granada,
seguido de los animales tratados con extracto de cacao.

. La incidencia de carcinoma de células escamosas y lesiones cutaneas en
ratones SKH-1 expuestos a RUVA, fue menor al administrar un complento
dietético de extracto de granada, seguido de los animales tratados con
extracto de cacao.

. La proliferacion de antigeno nuclear (PCNA) y positividad celular de P53
en ratones SKH-1 expuestos a RUVA, fue menor al administrar un
complento dietético de extracto de granada, seguido de los animales
tratados con extracto de cacao.

. El grado de tincién estromal de TIMM y MMP-9 en ratones SKH-1
expuestos a RUVA, fue mayor al administrar un complento dietético de
extracto de cacao, seguido de los animales tratados con extracto de

granada.
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