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Resumen

El objetivo de este estudio es investigar el efecto beneficioso del pterostil-
beno (Pter), un polifenol natural de la familia de las fitoalexinas analogo estructural
dimetilado del resveratrol (Resv), contra el dafio cutdneo debido a la accion procar-
cinogénica de la radiacion ultravioleta B (UVB). El Pter previene el aumento agu-
do del espesor de los pliegues, el grosor y el enrojecimiento de la piel inducido por
rayos UVB (360 mJ/cm?), asi como también las arrugas y la hiperplasia asociadas
al fotoenvejecimiento. La aplicacion topica de Pter previno de manera muy efectiva
la carcinogénesis cutanea inducida por la exposicion cronica a radiacion UVB (180
mJ/cm2, tres dosis/semana durante 30 semanas), ya que el 90 % de los ratones so-
metidos al tratamiento con Pter e irradiados no desarrollaron cancer de piel, mien-
tras que los ratones control que fueron sometidos a radiacion sin ser tratados con
Pter desarrollaron un gran nimero de carcinomas por toda la superficie de piel. Por
el contrario, estos resultados no fueron obtenidos con la aplicacion topica de Resv.
Este efecto anticarcinogénico fue asociado al mantenimiento de los mecanismos de
defensa antioxidantes (como por ejemplo los niveles de glutation (GSH), enzimas
antioxidantes como catalasa, superoxido dismutasa y glutation peroxidasa) y a una
inhibicion del dafio oxidativo inducido por radiacion UVB (usando biomarcadores
como 8-hydroxy-20-deoxyguanosine, niveles de carbonilacion de proteinas y nive-
les de isoprostanos). El mecanismo molecular subyacente responsable de estos
efectos fotoprotectores mostrados por el tratamiento tdpico con Pter fue evaluado
mediante ensayos in vitro con la linea celular HaCaT (queratinocitos humanos in-
mortalizados (del inglés, Human Adult Low Calcium High Temperature Kerati-
nocytes)) y se descubrié que el tratamiento empleado era capaz de provocar una
modulacion potencial de la respuesta antioxidante dependiente del factor de trans-

cripcion Nrf2.
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Abstract

The aim of our study was to investigate in the SKH-1 hairless mouse model
the effect of pterostilbene (Pter), a natural dimethoxy analog of resveratrol (Resv),
against procarcinogenic ultraviolet B radiation (UVB)-induced skin damage. Pter
prevented acute UVB (360 mJ/cm?)-induced increase in skin fold, thickness, and
redness, as well as photoaging-associated skin wrinkling and hyperplasia. Pter, but
not Resv, effectively prevented chronic UVB (180 mJ/cm?2, three doses/week for 30
weeks)-induced skin carcinogenesis (90 % of Pter-treated mice did not develop
skin carcinomas, whereas a large number of tumors were observed in all controls).
This anticarcinogenic effect was associated with maintenance of skin antioxidant
defenses (for example., glutathione (GSH) levels, catalase, superoxide, and GSH
peroxidase activities) close to control values (untreated mice) and an inhibition of
UVB-induced oxidative damage (using as biomarkers 8-hydroxy-20-deoxyguano-
sine, protein carbonyls, and isoprostanes). The molecular mechanism underlying
the photoprotective effect elicited by Pter was further evaluated using HaCaT im-
mortalized human keratinocytes (Human Adult Low Calcium High Temperature
Keratinocytes) and was shown to involve potential modulation of the Nrf2- depen-

dent antioxidant response.
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1. Introduccion

1.1.Cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades en el cual las células
proliferan descontroladamente. El cancer se puede originar en cualquier tipo celu-
lar de los tejidos que forman el cuerpo humano y se considera un conjunto de en-
fermedades porque cada uno tiene unas caracteristicas, particularidades, compor-
tamiento y evolucion diferentes. Las células sanas normales, tienen una serie de
mecanismos celulares que regulan y controlan el crecimiento celular, permitiendo
que éstas se multipliquen si todos los mecanismos celulares funcionan correcta-
mente o, por el contrario, paralizando la divisién celular e induciendo la muerte
celular programada, también llamada apoptosis, en aquellas células que presenten
errores genéticos o una serie de caracteristicas aberrantes que promuevan su entra-
da en apoptosis. De esta manera, el origen de un cancer puede iniciarse por la acu-
mulacion de mutaciones (alteraciones de la secuencia normal de nucledtidos en el
ADN) en una célula, mutaciones que pueden afectar a genes procarcinogénicos,
aumentando su funcién, o a genes supresores tumorales, inhibiendo su accion. Las
mutaciones pueden ser de varios tipos y se pueden clasificar segin varios criterios
(segun sean mutaciones génicas o cromosOmicas, segin su naturaleza molecular,
segun el efecto fenotipico que ocasionan, etc.). Asi pues, podemos decir que exis-
ten diversos tipos de mutaciones (rotura de simple cadena, rotura de doble cadena,
cambio de un nucleédtido, deleciones, duplicaciones, amplificaciones, inversiones,
translocaciones, ...) y son una fuente de la variacidn genética ademas potenciales
motores de la evolucion, aunque es cierto que la mayor parte de las mutaciones son
deletéreas (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Duplicacion: Delecion:
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Figura 1. Tipos de mutaciones del ADN. Ejemplo esquematico de las
mutaciones estructurales que puede suftrir el DNA.

Fuente: Genetics: A Conceptual Approach. Third Edition. 2009. W. H. Freeman
& Company.

Definicion de carcinogénesis
Un proceso neoplasico o carcinogénico se define como el proceso de for-

macién de una masa anormal de tejido cuyo crecimiento supera al de los tejidos
normales sin estar coordinado con ¢él, persistiendo de la misma forma excesiva des-
pués de la interrupcion del estimulo que desencadend el cambio. Un proceso neo-
plasico puede dar lugar a tumores benignos o malignos y se desencadena debido a
la aparicién mutaciones en genes supresores de tumores u oncogenes clave, ademas
de otras posibles alteraciones en el DNA (cambios epigenéticos). Si las células
cancerosas permanecen agrupadas sin exceder los limites del tejido del que forman
parte, constituiran un tumor benigno, que en la mayoria de los casos puede extir-
parse quirurgicamente. Por otra parte, si estas células anormales tienen la capacidad
de invadir tejido circundante y propagarse por tejidos que no le son propios (me-
tastasis), formaran un tumor maligno (se podran denominar, por tanto, células can-

cerosas o cancerigenas) (Alberts, 2002). Debido a que las células tumorales se pro-
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pagan y se multiplican muy rapidamente, presentando una alta actividad metaboli-
ca, tienen unos requerimientos nutricionales elevados. Por este motivo, el proceso
de carcinogénesis siempre esta asociado a angiogénesis (Schor & Schor, 1983). La
angiogénesis tumoral es un proceso complejo en el que participan una gran canti-
dad de proteinas distintas como, por ejemplo, el receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas a (PDGF a), el receptor de la insulina (IGFP), la proteina
CD-31 o el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Martinez et al.,
2005; Newman et al., 1990).

Cancer Stem Cells y carcinogénesis

El proceso de carcinogénesis se inicia cuando ocurre la transformacion de las
células normales en células madre cancerosas (Cancer Stem Cells (CSCs)), respon-
sables de la iniciacidon y propagacion del tumor. Las CSCs tienen ciertas caracteris-
ticas particulares que comparten con las células madre normales, pero que las dife-
rencian de las células normales (Werbowetski-Ogilvie & Bhatia, 2008). Las princi-
pales diferencias son cambios en la secuencia del DNA provocadas por la acumula-
cion de mutaciones que impiden un correcto funcionamiento de la maquinaria que
controla la division celular. El ciclo celular eucaridtico se refiere a una serie de
eventos que consisten en acciones secuenciales altamente reguladas que tienen lu-
gar durante la proliferacion celular. Estos pasos sucesivos son la fase S (sintesis de
DNA), fase G1 (crecimiento celular), fase M (division celular) y fase G2 (en la que
se comprueba la integridad del material gendmico) (Hindley & Philpott, 2013). Las
células malignas, suelen presentar mutaciones que reprimen genes supresores de
tumores o activan oncogenes, lo que provoca cambios en la expresion de diversos
genes y una desregulacion del ciclo celular, que se traduce en una proliferacion
incontrolada y excesiva. Uno de estos genes supresores de tumores, en cuya se-
cuencia se han encontrado una gran cantidad de mutaciones en mas del 50% de
tipos de cancer, es pS3 (Joerger & Fersht, 2007) (en la regulacion de la funcion de
la proteina p53 estan implicadas las proteinas mdm?2 y p19 INK4d (Almquist et al.,
2011)). Ademas de la desregulacion del ciclo celular otras caracteristicas tipicas de
las CSCs son: capacidad de crecer en un microambiente practicamente hipoxico

con alteraciones en el pH (Barar, 2012; Osinsky et al., 2011; Shen et al., 2013),
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independencia de otros tipos celulares para su crecimiento, resistencia a la apopto-
sis inducida por dafios en el DNA, insensibilidad a sefiales anti-proliferativas, in-

duccion de angiogénesis, capacidad ilimitada para dividirse y capacidad metastati-

ca (Azam et al., 2019; Kim et al., 2011).

M PHASE

, mitosis
i (nuclear N
\ division) cytokinesis

(cytoplasmic
division) e

Gy PHASE

INTERPHASE
G, PHASE

G1 PHASE

Figura 2. Fases del ciclo celular. Esquema basico de las fases del ciclo celular.
Las fases del ciclo celular son la fase M, fase Gi, fase S y fase Gz, aunque la
célula puede entrar en latencia y entrar en fase Go.
Fuente: Alberts, B. et al. (2002). Molecular biology of the cell (G. Science., Ed.
Sthed.).

Agentes mutigenos

Un agente mutageno se considera cualquier agente de naturaleza quimica,
fisica o bioldgica cuya exposicidon puede causar mutaciones en el ADN de las célu-
las. Asi pues, las mutaciones pueden ser ocasionadas por agentes internos de la cé-
lula o por agentes externos. Entre los agentes internos podemos destacar la genera-
cion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la cadena de transporte electronico
mitocondrial. Sobre las ROS hablaremos en apartados posteriores, pero las mas
importantes son el anion superdxido, el peroxido de hidrogeno y los radicales hi-
droxilo (Cortés-Rojo & Rodriguez-Orozco, 2011). Por otra parte, tienen una gran
importancia los agentes mutagenos externos, que se pueden diferenciar en mutage-

nos quimicos y fisicos.
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Figura 3. Mecanismo de accion de mutiagenos quimicos. Ejemplo esquematico
del mecanismo de actuacion de los mutagenos quimicos denominados agentes

intercalantes, que se introducen en la molécula del DNA entre las bases
nitrogenadas, propiciando la aparicion de mutaciones.

Fuente: Garrett R, Grisham CM, Sabat M. Biochemistry. Cengage Learning:
Andover, Hants., 2014.

* Los agentes mutagenos quimicos son aquellos que tienen la capacidad
de modificar la estructura del ADN de manera considerable. Entre ellos pode-
mos citar analogos de bases, agentes alquilantes, agentes deaminates, hidroxi-

lamina, agentes oxidantes y agentes intercalantes.

» Los agentes mutagenos fisicos son radiaciones capaces de provocar cam-

bios en la secuencia o composicion del ADN. Estas radiaciones pueden ser:
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» Radiaciones ionizantes: son radiaciones de alta energia capaces de
desplazar electrones de los atomos y causar roturas en las uniones fosfo-
diéster, que pueden dar lugar a mutaciones cromosomicas. Ejemplos: ra-

yos X, rayos gamma y rayos cOsmicos.

» Radiaciones no ionizantes: Se trata principalmente de la radiacion
UV, que posee menor energia que las radiaciones ionizantes y no causa
ionizaciones. Su energia es absorbida por las bases y causan impedimen-

tos para la transcripcion por alteraciones en la estructura. (Pierce, 2012).

* Otros factores: ademas de los agentes mutagénicos directos, hay otros
factores que pueden influir o favorecer la aparicion de mutaciones como altera-
ciones en la temperatura fisiologica; algunas sustancias producidas en el meta-
bolismo celular normal; o el envejecimiento, el cual conlleva acortamiento de
los telémeros, disminucion de la efectividad de mecanismos de defensa celular,

etc.

Hay que tener presente que existen diferentes mecanismos moleculares de
reparacion del DNA para evitar la aparicion de mutaciones deletéreas heredables.
Asimismo, las células también cuentan con un mecanismo antioxidante para evitar

la aparicion y los efectos perjudiciales de las ROS (Pierce, 2012).

Asi pues, el hecho de conocer las mutaciones responsables del desarrollo de
un tipo de cancer nos puede permitir desarrollar dianas terapéuticas y potenciales

tratamientos contra dicho proceso tumoral.
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1.2.La Piel

1.2.1.Estructura y caracteristicas

La piel es el 6rgano de mayor tamafio del cuerpo humano en cuanto a peso y
superficie se refiere, ya que constituye el 16% del peso corporal aproximadamente.
Es el principal elemento constituyente del sistema tegumentario, formado también
por las glandulas sudoriparas y glandulas sebaceas, el pelo y las ufias. La piel y el
resto de elementos que conforman el sistema tegumentario recubren completamen-
te el cuerpo humano y, a su vez, la piel se une con las mucosas del sistema digesti-
vo, el sistema respiratorio y urogenital, ademas de con la conjuntiva (en los parpa-
dos). También recubre el conducto auditivo externo y recubre la parte externa de la

membrana timpanica (Gartner & Hiatt).

Existen diversas clasificaciones para la piel, pero una de las mas comunes es
la que considera que esta dividida en tres capas, la epidermis, la dermis y la hipo-
dermis (Jensen & Proksch, 2009; Kanitakis, 2002):

1. EPIDERMIS:

La epidermis es la capa mas externa de la piel (Farage et al., 2007; Wong et

al., 2016), y aunque tiene un grosor variable, suele tener entre un espesor de 75-150

um, siendo éste mayor en las palmas de las manos y plantas de los pies (hasta 600

um de espesor). Esta formada mayormente por epitelio estratificado queratinizado,
por tanto el tipo celular mayoritario que la componen son los queratinocitos, cuyo
principal fin es contribuir a la funcioén de barrera que realiza la piel. A parte de que-
ratinocitos, en esta capa de la piel también podemos encontrar, en menor medida,
células de Langerhans, células de Merkel y melanocitos (responsables de la pig-
mentacion de la piel) (Farage et al., 2007). Es conveniente destacar que esta pobla-
cion mayoritaria de queratinocitos tiene una alta tasa de renovacion, ya que se re-

nueva completamente cada 30 dias aproximadamente, aunque hay diferencias entre
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zonas corporales (Latkowski et al., 1999). La epidermis crece constantemente, pero
mantiene siempre el mismo espesor debido a un proceso de descamacion. A su vez,
podemos decir que la epidermis se divide en varias capas: estrato corneo, licido,
granuloso, espinoso y basal, de las cuales hablaremos posteriormente.

La epidermis es un sistema metabolicamente dindmico muy regulado, ya
que realiza importantes funciones que explicaremos después, y por tanto tiene una
gran importancia fisioldgica para la salud y el correcto funcionamiento del cuerpo.

Microscopicamente, la epidermis se puede dividir en las siguientes capas o

estratos, siendo la primera la mas externa y la ultima la mas interna :

a. Estrato basal (stratum basale): es el estrato mas profundo y a veces es

llamado estrato germinativo, ya que desde este estrato se van renovando conti-
nuamente las células de las distintas capas de la epidermis. Las células que hay
presentes son cilindricas, tienen nucleos con forma ovalada y se disponen en
una monocapa de células cilindricas, adheridas entre ellas mediante complejos
de unioén estrecha (como por ejemplo: Claudinas, Ocludinas, Zo-1, etc.) (Wong
et al., 2016), siendo las unicas de la epidermis que pueden entrar en mitosis y
dividirse. A medida que se forman nuevas células, las primeras se desplazan
hacia las capas superiores de la epidermis progresivamente, hasta que se des-
prenden en la superficie cutinea; este proceso dura alrededor de 4 semanas.
Tanto los melanocitos, células que sintetizan la melanina (pigmento de la piel
que provoca el bronceado y que funciona como filtro solar), como las células de
Merkel, células asociadas a fibras nerviosas (mecanorreceptores), que tienen un
papel en la transmision y captacion de los estimulos del sentido del tacto, se
encuentran en este estrato epidérmico.

b. Estrato espinoso (stratums pinosum): tiene entre 8 y 10 capas de células

con forma poligonal, ricas en ADN (necesario para sintetizar queratina), con
nucleos redondeados y citoplasma basofilo, forma irregular y, ademas, tienen
desmosomas. En este estrato es donde se encuentran las células de Langerhans,
que tienen funciones inmunoldgicas. Ademas es esta la capa de la epidermis que
puede retener agua en caso de enfermedades de la piel y formar ampollas. Tiene

un mayor contenido de tonofibrillas que las del estrato germinativo. Las prolon-
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gaciones del citosol se asemejan a espinas, por lo que también reciben el nom-
bre de células espinosas, justamente porque las tonofibrillas son mas numerosas
en dichas prolongaciones dando la forma de espinas.

c. Estrato granuloso (stratum granulosum): contiene células aplanadas, cuyo

citoplasma contiene granulos basoéfilos rellenos de queratohialina, sustancia ne-
cesaria para la producciéon de queratina, ya que es aqui donde se empieza el pro-
ceso de querarinizacion. Las células estan dispuestas entre dos y cuatro capas,
han empezado a degenerar y tienen concentraciones elevadas de enzimas liso-
somales. Cuando los queratinocitos llegan a la ultima capa de este estrato las
células epidérmicas mueren y al morir vierten su contenido al espacio intercelu-
lar.

d. Estrato lucido (stratum lucidum): Es muy fina, formada por queratinocitos

agrupados que no presentan niicleo y cuyo citoplasma esta lleno de eleidina,
lipoproteina precursora de la queratina, que, a su vez, impide la entrada o salida
de agua. Solo se encuentra en las partes de la piel cuya grosor es relativamente
considerable (ejemplo: en las palmas de las manos y las plantas de los pies).

e. Estrato cérneo (stratum corneum): esta formado por células planas quera-

tinizadas anucleadas, también llamadas células corneas o corneocitos. Esta capa
se distingue como la més gruesa y eosinoéfila. El estrato corneo es una capa di-
namica, con una actividad metabolica alta. Su composicion es de aproximada-
mente un 60% de proteinas estructurales, un 20% de agua y un 20% de lipidos.
De su composicion lipidica depende su integridad, siendo los lipidos mas abun-
dantes el colesterol, seguidos de la ceramida y los acidos grasos libres. Tiene
una funcién protectora, ya que participa en la inhibicion de la entrada de pato-
genos en el cuerpo. La deshidratacion de la piel, que se produce cuando tiene un
menor contenido en agua del 10%, produce la pérdida de flexibilidad de este
estrato, tendencia a la rotura y pérdida de su funcién protectora. Es conveniente
destacar que todos los dias se eliminan capas de corneocitos (Farage et al.,
2007).

f. Estrato disyunto: es la continua descamacion de las células corneas.
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Figura 4. Estratos de la epidermis (1). Esquema ilustrativo de los cuatro
estratos que forman la epidermis.

Fuente: Farage et al., 2007. Structural characteristics of the aging skin: a review,
2007.

Como se ha comentado anteriormente al citar las diferentes capas de la epi-
dermis, ésta sufre un proceso de queratinizacion. Este proceso consta de una serie
de cambios morfoldgicos y eventos metabolicos altamente regulados, el objetivo
final del cual es el desarrollo de un queratinocito muerto terminalmente diferencia-
do (queratinocito o corneocito) que contiene filamentos de queratina, proteinas de
la matriz y una membrana plasmatica reforzada por proteinas con lipidos asociados
a su superficie. Este es un proceso adaptativo para lograr la funcién de capa protec-
tor a de la piel (Cabral et al., 2001), que sufren una gran cantidad de especies ex-
cepto los peces (Spearman, 1973). La epidermis se va renovando continuamente,
desde el estrato basal que constituye la fuente celular de la epidermis. La célula que
dara lugar al queratrinocito, formada en el estrato basal, va progresando en las su-
cesivas capas hacia el exterior, madurando y degradando hasta formar un querati-
nocito maduro. En el primer paso, la proliferacion en el estrato basal, la célula ad-
quiere una posicion suprabasal y adquiere caraceristicas morfologicas del estrato
espinoso. En este punto la célula ya no presenta una forme tan cubica como en el
estrato basal y adquiere cierto aspecto globuloso, tiene desmosomas glucoprotéicos

que les permite la unién a queratinocitos contiguos (Alonso & Fuchs, 2003). En el
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avance del proceso de queratinizacion y correcta maduracion de los queratinocitos,
éstos pierden temporalmente la funcion de los desmosomas para continuar el pro-
ceso hacia capas superiores, presentando el nticleo y todos los organulos, asi como
una relativamente alta tasa de actividad metabolica en los estratos basal, espinoso y
granuloso. Finalmente, tras una fase intermedia con diversos cambios en el estrato
lucido, el queratinocito (también llamado corneocito o célula cérnea) se ubica en la
ultima capa epidérmica, el estrato cdrneo, teniendo una cierta apariencia de lamina
hexagonal, en la que la membrana plasmatica ha sido sustituida por una envoltura
proteica densa, unida covalentemente (en su parte externa) a una empalizada de
moléculas lipidicas. El citoplasma pasa a ser una masa hidréfoba, compuesto prin-
cipalmente de una trama de fibras de queratinas y una alta proporcién de una pro-
teina no queratinica denominada filagrina, cuya principal funcién es unir los fila-
mentos intermedios de la queratina y promover la formacién de puentes disulfuro
entre los filamentos intermedios durante la diferenciacion terminal de la epidermis.
Ya en el estrato corneo superior, la filagrina es degradada hacia aminoacidos libres

los cuales mantienen la hidratacion epidérmica (Alonso & Fuchs, 2003).
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Figura 1. Unidad proliferativa epidérmica. Tomado de: Alonso L, Fuchs E.
Stem cells of the skin epithelium. PNAS 2003; 100 (1): 11830-35. Figura 2. Unidad proliferativa epidérmica. Modificado por: Alonso L, Fuchs
E. Stem cells of the skin epithelium. PNAS 2003; 100 (1): 11830-35.

Figura 5. Estratos de la epidermis (2). Representacion esquematica de los
cuatro estratos que forman la epidermis.

Fuente: Alonso L, Fuchs E, Stem cells of the skin epithelium. PNAS 2003; 200
(1): 11830-35.
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2. DERMIS:

La dermis es la capa de la piel contigua a la epidermis y presenta numerosas
variaciones respecto a ésta. La primera diferencia es el espesor, ya que la dermis
suele medir unos 2 - 3 mm (aunque en algunas zonas de piel mas fina puede tener
solo 0.6 mm, como en los parpados por ejemplo; y en otras zonas hasta 4 mm,
como en la espalda de un adulto), por tanto es la capa mas abundante de la piel en
cuanto a espesor se refiere. Tiene la peculiaridad de presentar gran abundancia de
fibras de colageno y elasticas que se disponen de forma paralela y que le dan a la
piel la consistencia y elasticidad caracteristica. Su composicion se basa en tejido
conectivo y vasos sanguineos y estructuralmente da soporte a la epidermis y se une
en su parte interna a la hipodermis (Wong et al., 2016). El tejido conectivo dérmico
contiene elastina y coldgeno. Mientras que las fibras de colageno comprenden el
mayor volumen de la piel y la mayor parte de su resistencia a la traccion, las fibras
de elastina contribuyen a la elasticidad y la resiliencia. La dermis también contiene
fibras nerviosas, receptores sensoriales, acido hialuronico (responsable de la tur-
gencia normal de la dermis debido a su extraordinaria capacidad de retencion de
agua) y glicosaminoglicanos de apoyo (Farage et al., 2007).

Histologicamente la dermis se divide basicamente en dos capas:

* Dermis papilar (mas superficial y laxa). Es mas superficial y su espesor
representa el 20 % de la dermis. Estd compuesto por tejido conectivo laxo y fi-
bras de coldgeno tipo III. Podemos destacar que la dermis papilar interactua es-
trechamente con las proyecciones de la cresta de la red de la epidermis, asi
como con los foliculos pilosos individuales circundantes (Wong et al., 2016).

* Dermis reticular (mas profunda y densa). Es mas profunda y su espesor
representa el 80 % de la dermis. Esta compuesta por tejido conectivo con fibras
de colageno tipo I y redes de fibras elasticas que unen la piel a la hipodermis
subyacente. Contiene mastocitos, reticulocitos y macrofagos (Wong et al.,
2016).

La dermis es mas gruesa que la epidermis. En ella se encuentran los anexos

cutaneos, que son de dos tipos: corneos (pelos y ufias) y glandulares (glandulas
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sebaceas y sudoriparas). Cuenta también con vasos sanguineos y terminaciones
nerviosas.

Las estructuras de la dermis son las siguientes:

+ Foliculo piloso. Estructura cutanea a partir de la cual nace el pelo.

* Mausculo piloerector. Se extienden desde la dermis superficial hasta el fo-
liculo piloso. En situaciones de frio intenso, estrés o miedo, estos pequeios
musculos se contraen de forma involuntaria, fendmeno que se conoce habitual-
mente como piloereccion.

» Terminaciones nerviosas que hacen posible la sensacion de tacto y la sen-
sibilidad al calor, frio, presion y dolor.

* Glandulas sebaceas. Son glandulas que producen una sustancia oleosa que
recibe el nombre de sebo. El sebo reviste y protege la superficie de la piel y el
pelo, evitando la deshidratacion. Esta formado por colesterol, triglicéridos, sales
minerales y proteinas. Estas glandulas se encuentran situadas en la dermis y se-
cretan generalmente a un foliculo piloso, estdn ausentes de las palmas de las
manos y pies.

* Glandulas sudoriparas. Secretan un liquido compuesto de agua y sales
minerales que recibe el nombre de sudor. Se abren al exterior a través de peque-
flos poros situados en la superficie de la piel. Existen dos tipos de glandulas su-
doriparas: ecrinas y apocrinas. Las glandulas sudoriparas ecrinas se distribuyen
en la piel de todo el cuerpo, mientras que las apocrinas son menos numerosas,
producen una secrecion mas espesa y se localizan preferentemente en ciertas
zonas: axilas, periné¢ y zona pubica.

* Vasos sanguineos y linfaticos. La epidermis carece de vasos sanguineos,
por lo que su nutricién depende de los vasos de la dermis que se organizan en
un plexo arterial profundo situado entre la dermis y la hipodermis y otro super-

ficial del que parten pequefios capilares.

3. Hipodermis:
Finalmente, por debajo de la dermis, se encuentra la hipodermis, que
conformaria la ultima capa en la que se divide la piel (también llamada fascia su-

perficial). Esta capa de tejido conectivo laxo une la piel a los érganos internos y
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esta formada principalmente por tejido adiposo y areolar. También presenta nume-
rosos vasos sanguineos que aportan sangre a las capas mas superficiales de la piel.
Sus principales funciones son regular la temperatura, proporcionar amortiguacion y
estabilidad, pues conecta la piel a los 6rganos internos (Farage et al., 2007; Martini,
2004). En la hipodermis se suelen formar capas deslizantes y grandes bolsas de
tejido adiposo, con el objetivo de aislar y proteger la piel. El tejido hipodérmico es
presenta una relativa abundancia en proteoglicanos y glicosaminoglicanos, que
atraen liquido hacia el tejido dandole propiedades similares a las mucosas. Los
principales tipos celulares presentes en esta capa de la piel son fibroblastos, células
adiposas y macrofagos, teniendo estos ultimos tipos celulares cierta participacion
en el mecanismo de homeostasis de los adipocitos pudiendo, incluso, estimular la
termogénesis grasa ante la exposicion al frio y la préctica de ejercicio fisico. Los
adipocitos de la hipodermis se estructuran formando lobulos, con tabiques de tejido
fibroso, con abundante riego sanguineo y linfatico. La parte mas profunda de la
hipodermis esta en gran ciertamente desprovista de grasa y es donde se aprecia me-
jor el patron cadtico de las fibras.

El tejido "microvacuolar" que forma la hipodermis actiia como un reservorio
activo de liquido intersticial que puede modificar de forma dinamica la rigidez es-
tructural del tejido. Por lo tanto, la integridad del tejido microvacuolar es muy im-
portante para la homeostasis de la distribucion de fluidos en el cuerpo. Concep-
tualmente, se ha argumentado que las unidades microvacuolares constituyen los
componentes basicos de la forma biologica (Wong et al., 2016). La composicion de
hialuronano, glicosaminoglicano y proteoglicano de la matriz actlia como una es-
ponja para el liquido intersticial cuando se exceden las presiones osmoticas capila-
res, como por ejemplo durante la inflamacion. La inflamacion del tejido esta limi-
tada por los componentes fibrosos de este tejido, que se ha demostrado que tienen
un papel activo en el aumento o la disminucion de la presion del compartimento
intersticial a través de la tension citoesquelética que las células ejercen sobre las
fibrillas de colageno. Por lo tanto, la integridad del tejido microvacuolar es muy
importante para la homeostasis de la distribucion de liquidos en el cuerpo.

En resumen, algunas de las estructuras que se encuentran en la hipodermis

son las siguientes (figura 6):
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* Vasos linfaticos y sanguineos. Los vasos linfaticos y sanguineos se extien-
den por el tejido subcutaneo y mandan pequefios plexos por la dermis para irri-
garla.
* Nervios cutdneos. Se localizan en el tejido subcutdneo y mandan ramos
por la dermis y terminaciones nerviosas aferentes a la epidermis.
* Ligamentos cutaneos. Relacionan la dermis con la fascia profunda, tienen
la funcion de proporcionar a la piel el movimiento a través de la superficie de
los 6rganos, nacen en la fascia profunda y se unen a la dermis, estan particular-

mente desarrollados en las mamas (Wong et al., 2016).
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Fig. 1.5: Illustration of the anatomy of healthy skin. Reproduced from [29] with permission
by courtesy of Terese Winslow (Illustrator).

Figura 6. Estructuras anatéomicas presentes en la piel. Ilustracion de las

diferentes estructuras anatémicas que podemos encontrar en la piel.

Es conveniente destacar que la piel actlia como una barrera de permeabilidad
epidérmica (expresion conocida en inglés como epidermal permeability barrier) de
la piel, impidiendo la pérdida de agua a través de la capa mas externa de la piel
(estrato corneo de la epidermis) hacia la atmosfera, mediante mecanismos de difu-

sion o evaporacion (Cartlidge, 2000). Una barrera de permeabilidad epidérmica de
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la piel defectuosa es responsable de una alta tasa de mortalidad en bebés prematu-
ros (representando mas de una 40 %) y es un factor de riesgo y una caracteristica
importante en enfermedades inflamatorias de la piel como el eccema o la psoriasis,
entre otros, enfermedades cutdneas que pueden afectar hasta al 10 % de la pobla-
cion. El diagndstico preciso y la deteccion temprana de posibles defectos dela ba-
rrera de permeabilidad epidérmica en pacientes humanos son fundamentales para el
tratamiento eficaz de ciertas clases de enfermedades inflamatorias de la piel
(Cartlidge, 2000). Los defectos en las funciones protectoras de la barrera cutanea y
las lesiones menores de la piel provocan un aumento de la pérdida de agua transe-
pidérmica (TEWL, por sus siglas en inglés: Trans Epidermical Water Loss), una
alteracion del pH y la hidratacion de la piel. La TEWL, debe ocurrir en cantidades
justas y equilibradas para mantener un correcto balance hidrico, evitar una pérdida
excesiva de agua y mantener una 6ptima funcion de la piel y de todo el organismo,
sin embargo se ve afectada por diversos factores como:

» Zona corporal: algunas partes del cuerpo con menor contenido en lipidos
tienen una mayor TEWL, como las axilas, frente o palmas de las manos.

» Edad: el envejecimiento propicia la pérdida de agua y, por tanto, la deshi-
dratacion y sequedad cutanea.

* Humedad ambiental: el ambiente con menor cantidad de agua ambiental
provoca una mayor tasa de TEWL.

» Exposicion solar: provoca dafio cutdneo y aumento de la TEWL.

» Algunas patologias: enfermedades de la piel com la psoriasis o dermatitis
atobmica aumenta la tasa de TEWL.

» La sobreexfoliacion y el uso de productos con pH alto.

* Agua muy caliente.

Asi pues, la medida experimental de la TEWL es un buen indicador de la
salud hidrica y el estado de la piel.

Aunque la piel es muy resistente, se ve afectada, como todos los demas sis-
temas de organos, por el envejecimiento.

El envejecimiento es un fendmeno complejo y multifactorial que involucra

procesos paralelos tanto intrinsecos como extrinsecos que contribuyen progresiva-
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mente a una pérdida de integridad estructural y funcidon fisiologica de la piel. El
envejecimiento avanza a ritmos diferentes, impulsado por la regulacidén genética, la
toxicidad de ciertos subproductos del metabolismo y la falta de suficientes recursos
fisiologicos dedicados al mantenimiento y reparaciéon somadticos (Guinot et al.,
2002). Los factores que contribuyen al envejecimiento se pueden dividir en cuatro
categorias principales: bioldgicos (determinados genéticamente e inalterables), am-
bientales (dafo asociado con la exposicion a la luz solar, la contaminacion o la ni-
cotina), envejecimiento mecédnico (movimientos musculares repetitivos como en-
trecerrar los ojos o fruncir el cefio) y diversos factores que incluyen la dieta, los
patrones de suefio, la morbilidad y la salud mental (Guinot et al., 2002).

Los efectos sinérgicos de los factores de envejecimiento intrinsecos y extrin-
secos a lo largo de la vida humana se combinan para provocar el deterioro de la
barrera cutdnea y la integridad estructural de la piel (Friedman, 2005). Los cambios
hormonales que también juegan un papel en el envejecimiento de la piel, especial-
mente en las mujeres, provocan signos de envejecimiento mas tempranos en las
mujeres (McCallion & Li Wan Po, 1993).

En general, la mayoria de las terapias contra el envejecimiento de la piel tie-
nen como objetivo revertir los signos estéticamente desagradables. Sin embargo, el
envejecimiento de la piel también puede producir una morbilidad significativa, se-
quedad y picazon generalizadas y un mayor riesgo de numerosas enfermedades de
la piel, incluida la malignidad cutanea (Harvell & Maibach, 1994). De hecho, la
mayoria de las personas mayores de 65 afios tienen al menos un trastorno de la piel
y muchas tienen dos o mas (Kligman & Koblenzer, 1997).

Definir los aspectos tratables del envejecimiento cutaneo (principalmente las
influencias hormonales y del estilo de vida) de los intratables (principalmente el
envejecimiento intrinseco) es esencial para comprender el envejecimiento de la
piel. A medida que la poblacion envejece, el interés biomédico dermatologico cre-
ce, ya que puede ser fuente de posibles problemas de salud (Farage et al., 2007;
Martini, 2004).
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1.2.2.Funcion de la piel

El sistema tegumentario, cuyo principal componente es la piel, recubre la
totalidad de nuestro cuerpo. La piel tiene una gran importancia en nuestro cuerpo,
ya que realiza numerosas funciones entre las cuales podemos incluir las siguientes:

1.Funcién protectora (proteccion): la piel ejerce una funcion de barera pro-

tectora contra elementos foraneos y cuerpos extrafios (Farage et al., 2007; Wysoc-
ki, 1999).

2.Funcién reguladora de la temperatura corporal (termorregulacion): La piel

tiene gran importancia en el control y mantenimiento de la temperatura corporal.
Esto es posible gracias a la contraccion o dilatacion de los pequefios vasos san-
guineos que la atraviesan, minimizando o aumentando la pérdida de calor segun
las necesidades.

3.Funcidn sensitiva (recepcion): Se debe a la existencia de numerosas termi-

naciones nerviosas que contienen receptores para el tacto, calor, frio, presion vi-
bracion y dolor. Pueden distinguirse los siguientes:

» Corpusculos de Meissner. Son responsables del tacto fino.

» Corpusculos de Krause. Proporcionan la sensacion de frio.

* Corpusculos de Pacini. Dan la sensacion de presion.

» Corpusculos de Ruffini. Son sensibles al calor.

» Corpusculos de Merkel. Son responsables del tacto.

4.Funcidn excretora (excrecion): ya que la piel es un organo fundamental en

la excrecion del sudor, que contiene mayoritariamente agua, y también electroli-
tos.

5.Funcién absorbente (absorcion): a través de la piel se pueden absorber sus-

tancias (como por ejemplo ciertos medicamentos, cremas de diversos tipos, algu-
nos venenos, etc.).

6.Funcidn de sintesis de vitamina D: la vitamina D tiene diversas funciones

en el organismo, entre ellas, una de las mas estudiadas e importantes esta relacio-
nada con la salud 6sea, ya que los depdsitos de vitamina D mantienen el correcto

funcionamiento del metabolismo calcio - fosforo en los huesos. Esta vitamina las
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podemos obtener de fuentes exdgenas, a través de la ingesta de alimentos, y de
manera enddgena, ya que el 90 % se sintetiza en la piel. El proceso de sintesis
requiere la exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) procedentes de la radiacion
solar. Este proceso se lleva a cabo en la epidermis, donde a partir del 7-Dehidro-
colesterol, tras la exposicion a radiacion UV, se forma la vitamina D3 (colecalci-
ferol). Después, termina el proceso de sintesis de la vitamina D mediante procesos
de hidroxilacion en higado y rifiones.

7.Funcién de pigmentacion: el color de la piel varia segiin el nimero de me-

lanosomas o granulos de melanina sintetizados dentro de los melanocitos. La piel
presenta pigmentacion gracias a la presencia de melanina, generada por los mela-
nocitos, que absorbe parte de la radiacion UV del sol, potencialmente peligrosa.
Ademas, los melanocitos también contienen genes codificantes de enzimas repa-
radoras del ADN que ayudan a revertir el dafio generado por los rayos UV, por lo
que las personas que no presentan los productos generados por estos genes poseen
una mayor probabilidad de sufrir de cancer de piel. La pigmentacion de la piel
humana varia entre poblaciones y ésto ha llevado a la clasificacion de las personas
basandose en el color de la piel. Es conveniente destacar que diversos medica-
mentos y compuestos quimicos también pueden causar cambios en la pigmenta-

cion cutanea (Wysocki, 1999).
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1.3.El Cancer de Piel

1.3.1.El cancer de piel como problema clinico

El cancer se ha convertido en un verdadero problema de salud publica, ya
que es el cancer que se diagnostica con mas frecuencia en los paises desarrollados
(Gordon, 2013). A principios de la década del 2000 era la segunda causa de muerte
por enfermedad, precedida por las enfermedades cardiovasculares y seguida por las
enfermedades ocasionadas por complicaciones derivadas de la diabetes y por las
enfermedades respiratorias cronicas. Esta tendencia ha cambiado con el paso del
tiempo y actualmente, la tasa de mortalidad por cancer ha superado a la tasa de
mortalidad por enfermedades cardiovasculares en muchos paises, debido posible-
mente a las mejoras sanitarias introducidas (Pereira, Carreira, et al., 2012; Pereira,
Peleteiro, et al., 2012).

En Europa, los tipos de cancer con mayor prevalencia entre los hombres son
el cancer de prostata, el de pulmon y el de colon y recto, mientras que en las muje-
res los canceres mas comunes son cancer de mama, cancer de colon y recto y can-
cer de pulmon, en este orden (Ferlay et al., 2013). Aunque, segun los datos recopi-
lados en el trabajo de Ferlay et al. este orden no se corresponde con el orden de los
tipos de cancer con una mayor tasa de mortalidad en hombres. Asi pues, en hom-
bres, el cancer de pulmon es el que tiene una mayor tasa de mortalidad, seguido por
el cancer de colon y recto y por el cancer de prostata. En el caso de las mujeres, el
orden de los canceres que mayor tasa de mortalidad es el mismo que el de inciden-
cia: cancer de mama, cancer de colon y recto y cancer de pulmén (datos epide-
miologicos de la Unién Europea, 2012) (Ferlay et al., 2013).

Es conveniente tener presente que, practicamente, la totalidad de las muertes
provocadas por enfermedades oncologicas se deben al desarrollo de metastasis, es
decir, al proceso altamente regulado que conduce a la invasion de tejidos sanos por

parte de la masa tumoral (Weigelt et al., 2005).
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1.3.2.Etiologia del cdncer de piel: Radiacion Ultra-
violeta y estrés oxidativo

1.3.2.1.Radiacion Ultravioleta

En la vida estamos rodeados de radiaciones electromagnéticas, definidas és-
tas como ondas producidas por la oscilacion o la aceleracion de una carga eléctrica,
que inciden en nosotros de menor o mayor manera segun el grado de exposicion.
Algunos ejemplos serian desde la radiacion solar que recibimos del sol, compuesta
a su vez diversos tipos de radiacion de distinta longitud de onda, hasta las ondas de
radio, microondas que emiten algunos dispositivos y electrodomésticos de uso dia-
rio y rayos X usados en radiografias médicas. Las ondas electromagnéticas no ne-
cesitan un medio material para propagarse, por lo que estas ondas pueden atravesar
el vacio del espacio y llegar a la Tierra desde el Sol y el resto de las estrellas, tam-
bién.

El espectro electromagnético estd formado por diferentes radiaciones de dis-
tintas longitudes de onda. En la figura 7 podemos ver las distintas radiaciones en
las que se divide el espectro electromagnético y sus correspondientes longitudes de
onda. A modo de resumen podemos decir que aquellas radiaciones electromagnéti-
cas con una menor longitud de onda seran las mas energéticas y, por tanto, mas
penetrantes y dafiinas para el cuerpo humano. Asi pues, lo mismo podemos decir a
la inversa, aquellas con una mayor longitud de onda seran las menos energéticas
(figura 7).

Ultravio mojo
400 450 00 0 00 0 00 750 nm
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Figura 7. Espectro de radiacion electromagnética de la luz.
Fuente: Espectro visible (2023). es.wikipedia.org/wiki/Espectro_visible.
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En la imagen siguiente (figura 8) podemos ver a modo de esquema las dife-

rentes longitudes de onda del espectro electromagnético que recibimos continua

mente y su origen:
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Figura 8. Espectro de radiacion electromagnética y su origen. Espectro de
radiacion electromagnética y elementos/objetos que emiten cada longitud de

onda.

La estrella de nuestro sistema solar, el Sol, emite diversos tipos de radiacio-
nes, tanto ionizantes como no ionizantes: rayos gamma, rayos X, radiacion ultra-
vioeta A, B y C, luz visible y radiacion infrarroja. Se trata basicamente de radiacion
electromagnética de onda corta, principalmente radiacion ultravioleta, luz visible y
radiacion infrarroja (en el rango del infrarrojo cercano), aproximadamente entre
100 y 4000 nm:
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+ Radiacion ultravioleta: longitudes de onda entre 100 y 400 nm. Es ab-

sorbida por los electrones de atomos y moléculas y pueden cambiar su estructu-
ra y producir profundos cambios quimicos, como la ionizacion del nitrégeno en
la atmésfera, la disociacion del ozono, o dimeros de pirimidina en el ADN. La
radiacion UV solar se puede subdividir en componentes UVA, UVB y UVC,
cuya penetracion en la piel es diferente y dependiente de su longitud de onda:

* UVA: corresponde al 90 % - 95 % de la radiacion UV que llega a la
troposfera, pues a penas es retenida por la atmosfera. Radiaciones de lon-
gitud de onda larga comprendida entre los 320 y 400 nm. Penetran pro-
fundamente en la dermis. Los rayos UVA presentan una gran eficiencia en
la generacion de especies reactivas de oxigeno que pueden dafiar el ADN
a través de reacciones indirectas de fotosensibilizacion (ver figura 9).

* UVB: corresponde al 5 % - 10 % de la radiacion UV que llega a la
troposfera, ya que es mayormente absorbida por la atmosfera. Radiacio-
nes de longitud de onda media comprendida entre los 280 y los 320 nm.
son absorbidos casi por completo por la epidermis, y relativamente pocos
llegan a la dermis. Los rayos UVB son absorbidos directamente por el
ADN, lo que provoca reordenamientos moleculares que forman los foto-
productos especificos, como los dimeros de ciclobutano y los fotoproduc-
tos 6 — 4. Las mutaciones y el cancer pueden resultar de muchas de estas
modificaciones en el ADN (ver figura 9).

* UVC: no llega a la troposfera, ya que es absorbida integramente
por la capa de ozono de la atmosfera. Radiaciones de longitud de onda
corta comprendida entre los 100 y los 280 nm. Radiacion muy energética
y dafiina (ver figura 9) .

» Luz visible: longitud de onda entre 400 y 700 nm. A parte de proporcionar
iluminacion al planeta Tierra tiene un papel destacado en la adaptacion de los
seres vivos a su medio (fotosintesis en plantas, desarrollo de células fotorrecep-
toras, etc.).

» Radiacion infrarroja: entre 700 y 4000 nm. No tienen ya energia suficien-
te para provocar reacciones quimicas, pero si para inducir movimientos de vi-

bracion en las moléculas, es decir, aumentar la energia térmica, lo que se tradu-
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ce en un aumento de la temperatura. AGn asi, también contribuye al envejeci-

miento de la piel (D'Orazio et al., 2013).

SOLAR RADIATION
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Figura 9. Efectos biologicos en la piel de la radiacién ultravioleta. Espectro

electromagnético de radiacion UV y efectos biologicos en la piel. La radiacion

UV solar se puede subdividir en componentes UVA, UVB y UVC. Como se

puede observar en la representacion ilustrativa de esta imagen, la radiacion UVA

es mas penetrante y llega hasta la dermis, mientras que la radiaciéon UVB, a pesar

de tener una longitud de onda mas corta y ser mas energética, es absorbida por la

epidermis, siendo, por tanto, menos penetrante en la pirl. Por el contrario, la UVC

es absorbida completamente por la capa de ozono de la atmdsfera y no llega a la

superficie terrestre.

Fuente: D’Orazio J. et al. UV radiation and the skin. Int J Mol Sci. 2013.

Como hemos comentado anteriormente la radiacion ultravioleta es un agente

mutagénico clasificado, por su naturaleza, dentro de los agentes mutagenos fisicos.

Este tipo es el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer de piel y, por
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tanto, es conveniente utilizar las pertinentes medidas de proteccidon contra la expo-
sicion solar, principal fuente de emision de radiacion UVA y UVB.

Podemos decir que los principales factores de riesgo de desarrollo del cancer

de piel son los que se indican a continuacion.

Factores de riesgo comunes para desarrollar cancer de piel en general:
» Exponerse a la luz solar natural o artificial (bronceado artificial) prolon-
gadamente.
» Tener la piel muy clara y con dificultad para broncearse.
* Presentar muchos lunares y/o efélides en la piel y tener tendencia a la apa-
ricion de quemaduras tras la exposicion solar.
* Tener ojos azules o coloracidon de pelo pelirroja o muy rubia (Narayanan
et al., 2010).
Factores de riesgo particulares del cancer de piel no melanoma:
* Presentar queratosis actinica.
» Haber recibido tratamiento con radiacion.
» Tener debilitado el sistema inmunitario.

» Estar expuesto al arsénico.

Factores de riesgo particulares del ciancer de piel melanoma:
* Tener antecedentes de muchas ampollas por quemaduras de sol
durante edades tempranas.
* Presentar antecedentes familiares de lunares anormales (sindrome
de nevo atipico).

¢ Tener antecedentes familiares de melanoma.

Es conveniente destacar que, aunque tener la tez clara es un factor de riesgo
del cancer de piel melanoma y no melanoma, el cancer de piel se presenta en per-
sonas de todos los tipos de piel, indistintamente (figura 10). Por tanto, la presencia
o ausencia de melanina en la piel es un factor clave en el riesgo a desarrollar cancer
de piel, siendo las personas de piel clara que presentan niveles reducidos o muy
reducidos de melanina en la epidermis las que muestran un fenotipo sensible a los

rayos UV, tendiendo a quemarse en lugar de broncearse, después de la exposicion a
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los rayos UV. En relacion al tipo de pigmentacion de la piel, se establecio la deno-
minada “escala de Fitzpatrick”, en la cual se clasifica en cinco grupos una subdivi-
sion de cinco fototipos pigmentarios en funcion del nivel de pigmentacion de la
piel y, por tanto, contenido de melanina de ésta. Esta clasificacion divide los cinco
grupos de fototipos pigmentarios en grupo I, II, III, IV y V, siendo el I el menos
pigmentado, con menor contenido en melanina y mas sensible a la radiacion UV y
el V el de mayor pigmentacion, mayores niveles de melanina en sus melanocitos y
menor sensibilidad a la exposiciéon a radiacion UV. Esta clasificacion se puede

apreciar mas detalladamente en la figura 10 (D'Orazio et al., 2013).
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Riesgo de Cancer

Figura 10. Grupos de fototipos pigmentarios segun la escala de Fitzpatrick.
Aqui se observan las caracteristicas de pigmentacion, contenido en melanina,
fenotipo UV y riesgo de cancer que presenta cada tipo, asi como el origen de la
mayor parte de poblacion de cada grupo.

Figura adaptada de D’Orazio J. ef a/. UV radiation and the skin. Int J Mol Sci.
2013.

Datos recientes sugieren que las mutaciones que contribuyen a la tez clara y
al deterioro del bronceado, también pueden estar asociadas con una reparacion del
ADN menos eficiente en los melanocitos. El gen MCIR, codifica el receptor de
melanocortina 1 (MCIR), que se localiza en la membrana de los melanocitos, y
que es un regulador clave del proceso de pigmentacion celular, ya que participa

directamente en la activacion de enzimas melanogénicos (de produccion de mela-
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nina) a través de la ruta de sefializacion del cAMP. En este sentido, se ha descubier-
to que las personas con mutaciones deletéreas en el receptor de melanocortina 1
(MC1R), no sélo sufren dosis mas altas de radiacion UV debido a que sus células
epidérmicas son menos capaces de bloquear los fotones UV, sino que también pue-
den acumular mas mutaciones debido a la exposicion a los rayos UV debido a una

reparacion defectuosa del ADN (Narayanan et al., 2010).

Entre las medidas fotoprotectoras que podemos realizar para minimizar el
risgo de cancer de piel podemos destacar:

+ Evitar la exposicion solar en las horas centrales del dia, cuando las inci-
dencia de los rayos del Sol es mayor.

* Aplicar cremas de proteccion solar cuando te expones a la radiacion solar.

» Evitar o reducir los métodos de bronceado artificial.

» Hacerse autoexploraciones periodicas de la piel y observar si algiin lunar
ha sufrido cambios de tamafio, color o grosor ultimamente (D'Orazio et al.,
2013).

El céancer de piel es uno de los tipos de cancer que se diagnostica con mas
frecuencia en los paises desarrollados (Gordon, 2013). En general, como se ha
desarrollado en paginas anteriores, los factores de riesgo mas conocidos son la ex-
posicion a la radiacion ultravioleta, la edad y el tono claro de la piel (Narayanan et
al., 2010). La cara es la zona del cuerpo donde estos canceres mas comunmente
aparecen debido a que es la zona del cuerpo mas expuesta al sol, pero alrededor del
20% de estos canceres de piel aparecen en areas de la piel menos comunmente ex-
puestas al sol, como son pecho, espalda y extremidades (American Academy of
Dermatology; D'Orazio et al., 2013).

Las regiones del planeta con mayor incidencia de radiacion solar a lo largo
del afio y predominio de piel clara en la poblacion son las que tienen la mayor inci-
dencia de carcinoma basocelular por habitante. Por ejemplo: Australia tiene una de
las incidencias per capita mas altas del mundo de estos canceres (Australasian So-

ciety for Dermatology Research (ASDR)).
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Los canceres de piel han causado aproximadamente 80 000 muertes desde el
afio 2010, mas de la mitad de las cuales se deben a melanoma (Schadendorf et al.,
2018). Como ejemplo, podemos decir que mas de 3.5 millones de casos de cancer
de piel se diagnostican anualmente en los USA, lo que lo convierte en la forma de
cancer mas comun. Uno de cada cinco estadounidenses desarrollard cancer de piel
en algin momento de su vida. La forma mas frecuente de cancer de piel es el car-
cinoma de células basales, seguido por el carcinoma de células escamosas (Came-
ron et al., 2019).
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1.3.2.2.Estrés oxidativo

Estrés oxidativo y Especies reactivas de oxigeno (ROS).

Durante el proceso de respiracion celular, necesario para la vida, se generan
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés: Ractive Oxygen Spe-
cies). Las principales fuentes de ROS debidas al metabolismo aerébico fisiologico
son la cadena de transporte de electrones de la mitocondria, los peroxisomas, la
NADPH oxidasa, la 6xido nitrico sintetasa desacoplada y el sistema del citocromo
P450. Las ROS son moléculas que contienen electrones desapareados con gran ca-
pacidad para interaccionar con moléculas cercanas a las que pueden causar dafios
estructurales y pérdida funcional. Estas moléculas pueden ser generadas también
por agentes externos como infecciones microbianas y virales (Emerit, 2011), toxi-
nas provenientes de la dieta, condiciones de hipoxia, xenobidticos o exposicion a
rayos UV (Burke, 2010) asi como por situaciones internas, como hemos dicho, a
partir del metabolismo celular normal. Una caracteristica importante que distingue
las reacciones de los radicales libres del resto de reacciones metabolicas es que, las
primeras resultan en la formacion de nuevos radicales, dando lugar a una reaccion

en cadena que amplifica su alcance y dafio (Dreher & Junod, 1996).

Entre las diversas acciones fisioldgicas celulares en las que estan implicadas
las ROS podemos citar: actividad fagocitica, ataque a virus, bacterias y células fo-
raneas (Donko et al., 2005; Suthanthiran et al., 1984), funcion vasodilatadora en la
circulacion cerebral (Terashvili et al., 2006), regulacion de algunas actividades en-
zimaticas, implicacion en sistemas de transduccion de sefiales o actividad como
segundos mensajeros en varias vias de sefializacion celular (de Lamirande & O'-
Flaherty, 2008; Droge, 2002; Galaris & Pantopoulos, 2008; Turpaev, 2002). Ade-
mas, intervienen tanto en la diferenciacion celular como en los procesos de apopto-

sis (Ozben, 2007; Suzuki et al., 1997).

Las ROS, a pesar de cumplir ciertas funciones para el correcto funciona-
miento de la célula, son moléculas con efectos perjudiciales para ésta, y pueden

causar daflos en las biomacromoléculas:
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* Dafio en el ADN: roturas simples o de doble hebra, modificacion de bases
nitrogenadas y entrecruzamientos. El radical hidroxilo es el principal responsable
de las roturas de las cadenas de ADN, asi como también estd implicado en la
formacion de las bases anomalas aberrantes.

* Peroxidacion de lipidos: principalmente de &cidos grasos poliinsaturados
de membrana, alterando sus propiedades fisicoquimicas, conduciendo a dafios
celulares irreversibles (Nicolson, 2007; Zimniak, 2008).

* Oxidacion de cadenas laterales de aminoacidos, provocando la inactiva-
cion de enzimas por oxidacion de sus cofactores o alteracion la estructura tridi-
mensional de las proteinas, por ejemplo (Saeidnia & Abdollahi, 2013; Winter-

bourn & Hampton, 2008).

* El efecto de cada ROS en la célula es diferente, siendo algunas moléculas

mas dafiinas que otras. Las principales ROS son:

* El anion superoxido, Oz “,no es particularmente dafiino, su principal efecto
lo ejerce a partir de la formacion de H20o.

* El HO2 se genera por la protonacion del Oz * a valores de pH bajos. Es

una especie muy reactiva pero a pH fisioldgico menos de un 1 % esta protonado.
* El H2O: (peroxido de hidrogeno) aparte de ser una especie reactiva de oxi-

geno, es fuente de OH en presencia de iones metalicos de transicion.
* El OH’ (radical hidroxilo) es el radical oxidante mas potente. Tiene capa-

cidad para reaccionar con la mayoria de moléculas biologicas, lo cual conlleva
que su vida bioldgica sea extremadamente corta y su difusion limitada, causando
gran dafio en un pequefio radio de su sitio de produccion (Cheeseman & Slater,
1993; Chen et al., 2012).

Por tanto, para paliar los dafios ocasionados por la produccién y presencia de

ROS en las células, existen diversos mecanismos de detoxificacion antioxidantes.
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Mecanismos de defensa antioxidante.

Aunque las reacciones de oxidacién son indispensables para la vida, en oca-
siones pueden ser perjudiciales para el organismo, al generar ROS (Vieira et al.,
2011). Por este motivo, las células disponen de varios mecanismos de defensa anti-
oxidante.

Mecanismos de defensa antioxidante enzimaticos.

Debido al gran nimero de agresiones externas y al estrés al que estan some-
tidas, las células poseen un conjunto de defensas antioxidantes celulares o endoge-
nas. El principal sistema celular de defensa antioxidante enzimatico lo constituyen
las enzimas catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa
(GPx), aunque intervienen otras proteinas (Galecka et al., 2008; Yu, 1994). Estas
tres enzimas actian cediendo electrones a los reactivos intermedios generados, ha-
ciéndolos asi menos oxidantes o reactivos. A su vez existen sistemas antioxidantes
no enzimaticos con funciones criticas en el mantenimiento del estado redox celular.

Catalasa (CAT).

La CAT (H20:2 oxidorreductasa), es una enzima antioxidante de expresion
ubicua presente en la mayoria de células aerobicas. Estd implicada en el proceso
celular de detoxificacion del H2O2, ROS formado tanto en el metabolismo aerdbico

normal como en diferentes mecanismos patogénicos. Esta enzima presenta dos ti-

pos de actividades enzimaticas (Figura 11):

. Actividad catalitica: cataliza la conversion de dos moléculas H2O2 a Oz

y dos moléculas de H2O.

*  Actividad peroxidativa: alcoholes de bajo peso molecular pueden actuar

como dadores de electrones, convirtiendo H202 en H2O.

En humanos, la CAT se encuentra en altos niveles en higado, rifidn y eritro-

citos, que son los principales sitios donde tiene lugar la mayor parte de descompo-
sicion del H20». Las dos reacciones presentadas anteriormente son las que se indi-

can en la figura 11:
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CAT

Actividad catalitica: 2H>0, 0O, +2H,0

Actividad peroxidativa: H>O,+ AH» A+ 2H>0

Figura 11. Actividades catalitica y peroxidativa de la Catalasa.
Representacion esquematica de las reacciones catalizadas por la enzima catalasa:

actividad catalitica y actividad peroxidativa.

Superoxido dismutasa (SOD).

Las SOD son metaloenzimas que catalizan la dismutacién del anion super-

oxido (O2*-) en O2 y H202 y, por lo tanto, forman una parte fundamental del meca-

nismo de defensa antioxidante de la célula (Malstrom et al., 1975) (Figura 12). La

reaccion que catalizan es la siguiente que se presenta en la figura 12:

. SOD
20, +2HT — H,0;+ 0

Figura 12. Reaccion enzimatica de la Superoéxido dismutasa. Representacion

esquematica de la reaccion catalizada por la enzima SOD.

Se han caracterizado tres tipos de SOD segln el cofactor que necesitan para
realizar su correcta funcion: cobre/zinc (Cu/Zn), manganeso (Mn) y hierro (Fe). La
SOD esta ampliamente distribuida tanto en plantas como en animales y se encuen-
tra en concentraciones relativamente altas en el cerebro, el higado, el corazon, los
eritrocitos y los rifiones. En los seres humanos existen la SOD1 de ubicacién cito-
solica y SOD3 extracelular (ambas son Cu/Mn SOD) y la SOD2, una MnSOD de

ubicacion mitocondrial (Sandstrom et al., 1994). La SOD extracelular se encuentra
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en los espacios intersticiales de los tejidos y también en los liquidos extracelulares,
lo que representa la mayor parte de la actividad de SOD plasma, linfa y liquido
sinovial (Marklund, 1980; Sun et al., 1995).

La cantidad de SOD presente en los entornos celular y extracelular es esen-
cial para la prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Por
ejemplo, las mutaciones en SOD representan aproximadamente el 20 % de los ca-
sos de esclerosis lateral amiotréfica (ELA) familiar. Ademas, la SOD también pa-
rece ser importante en la prevencion de otros trastornos neurodegenerativos como
el Alzheimer, el Parkinson y las enfermedades de Huntington (Maier & Chan,

2002). La reaccion catalizada por la SOD es extremadamente rapida, tiene un re-

cambio de 2 x 109 M-1s-! y la presencia de cantidades suficientes de la enzima en

células y tejidos normalmente mantiene la concentracion de superdxido (O2-) muy
baja (Malstrom et al., 1975). Sin embargo, en una reaccion competitiva, el 6xido
nitrico (NO) reacciona con Oz con una velocidad constante de 6.7 x 10° M-1s-1
para formar el poderoso agente oxidante y “nitrante", peroxinitrito (Beckman &
Koppenol, 1996). En condiciones en las que la actividad de SOD es baja o nula
(cuando se da una mutacion inactivante de SOD) o que favorecen la sintesis de
concentraciones UM de NO (es decir, isquemia/reperfusion, sobrerregulacion de
iERN, etc.), el NO y el anion superéxido generan peroxinitrito, un radical altamen-
te dafiino para las células. La presencia de nitrotirosina como una "huella" de pero-
xXinitrito y, por lo tanto, la coexistencia previa de O2" y NO, se ha observado en una

variedad de afecciones médicas, incluidas la aterosclerosis, la sepsis y la ELA

(Beckman & Koppenol, 1996).

Glutation peroxidasa (GPx).

La enzima GPx) cataliza la reduccion de los hidroperoxidos, incluido el
H>02, mediante la reduccion del GSH con el objetivo de proteger la célula del dafio
oxidativo. A excepcion de la GPx-fosfolipido-hidroperéxido, que tiene una estruc-
tura monomérica, todas las enzimas GPx son tetrameros de cuatro subunidades

idénticas. Cada subunidad contiene una selenocisteina en el sitio activo que partici-
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pa directamente en la reduccion de dos electrones del sustrato peroxido. La enzima
utiliza el glutation como el ultimo donador de electrones para regenerar la forma

reducida de la selenocisteina (Forstrom et al., 1978; Ursini et al., 1985).

Mecanismos de defensa antioxidante no enzimaticos.

Ademas de las enzimas antioxidantes que participan en la detoxificacion de
ROS, existen otros elementos de naturaleza no proteica/enzimatica, algunos de
ellos obtenidos a través de la dieta, que presentan potentes efectos antioxidantes
(Galecka et al., 2008). Los mas importantes son los siguientes:

+ Glutatién: se trata de un tripéptido formado por los aminoacidos y-L-glu-
tamina, L- cisteina y glicina. Es el mayor componente sulfhidrilo no proteico en
las células de mamiferos y se suele encontrar presente a concentraciones de 0.5
a 10 mM (Biolo et al., 2007). Este tiol libre tiene importantes funciones bioldgi-
cas: proteccion celular contra la oxidacion, como resevorio para la sintesis de
cisteina, en la proliferacion celular, en el transporte de aminoécidos, en la sinte-
sis de proteinas y de ADN, etc. Esta proteccion que ofrece frente al dafio causa-
do por sustancias oxidantes como las ROS, se debe al grupo sulfhidrilo (SH) de
la L-cisteina presente en su estructura (Meister & Anderson, 1983) (ver estruc-
tura del glutation en la figura 13). El glutatién se puede encontrars en dos for-
mas segun su estado redox: el glutatién reducido (GSH) y el glutatién oxidado
(GSSG), estando este ultimo formado por dos GSH unidos por un puente disul-
furo. Se considera un tampon redox, que protege los grupos sulthidricos de las
cadenas laterales de los aminoacidos que los poseen, manteniendo el hierro del
grupo hemo en forma de hierro (II) y eliminando los peréxidos toxicos. La reac-
cion de oxidacion de GSH a GSSG esta catalizada por la enzima glutation pero-
xidasa (GPx), mientras que la reaccion contraria (reduccion) la cataliza la Gluta-
tion Reductasa (GR).

En situaciones de estrés oxidativo, el GSH elimina el exceso de ROS intrace-
lulares y por oxidacion del grupo sulthidrilo de su residuo cisteina, se oxida a
GSSG mediante la GPx, que posteriormente se reduce a GSH por la GR (Meister y
Anderson, 1983; Shan et al., 1990) Debido a que la acumulacion de GSSG puede
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tener efectos toxicos en la célula y ocasionar consecuencias indeseadas, como por

ejemplo la inactivacion de algunas enzimas, las células deben mantener el cociente

GSSG/GSH dentro de unos limites bajos (menores a 0.01). Por tanto, el contenido

de GSSG intracelular es un buen indice de estrés oxidativo.

APALAA,

Figura 13. Estructura quimica del glutation. Estructura quimica de la molécula
de glutation en estado reducido (GSH).

* Vitamina C: también denominada acido ascorbico. Su principal efecto
antioxidante se debe a que su forma ionizada es capaz de interaccionar con las
ROS y de regenerar la vitamina E.

« Acido trico: se considera un antioxidante hidrosoluble capaz de eliminar
radicales libres y trazas de hierro (II). Atn asi, algunos estudios sugieren que
podria tener efectos por-oxidantes y por-inflamatoriosen exceso de ROS (Meis-
ter & Anderson, 1983).

* Vitamina E: también llamada tocoferol. Es una molécula liposoluble cuya
actividad antioxidante se atribuye a su capacidad paraeliminar ROS e inhibir
peroxidacion lipidica (Atkinson et al., 2008).

* Otras moléculas como los carotenoides, melatonina y conenzima Q tam-
bién presentan efectos antioxidantes, actuando principalmente contra la peroxi-
dacion lipidica, ya que son liposolubles.

Otras moléculas naturales como, por ejemplo, el resveratrol (Resv) y el pte-

rostilbeno (Pter), polifenoles naturales que pertenecen al grupo de las fitoalexinas,

han demostrado tener gran poder antioxidante y con ello efectos beneficiosos para
la salud (Estrela et al., 2013).

Asi pues, a modo de resumen de los mecanismos enzimaticos antioxidantes

de detoxificacion existentes en las células, junto con el sistema GSH/ GSSG, for-
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marian el conjunto de defensas antioxidantes endogenas de las células, cuyo es-

quema de funcionamiento basico podemos observar en la figura 14:

6-fosfoghuconclactona Fe* Fe¥* Isapurustanes

HO

NADPH +H* GSSG 2H,0 de Preteinas
Glucosa-6 foststo Gtz ClataGin 3-OHdG
deshidrogesasa redmctaza perexidasa

GSH H0, H,0+0,

| ==
Glu +Cys
Figura 14. Esquema de los mecanismos de defensa antioxidante celular.

Esquema de funcionamiento basico del sistema de defensa antioxidante endégeno

de las células.

Cuando en las células existe una desbalance entre la produccion de ROS y la
funcién de los sistemas de defensa antioxidante, ya sea por una alta generacion de
ROS o por una baja accion de los mecanismos antioxidantes, se produce estrés oxi-

dativo (Slemmer et al, 2008).
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1.3.3.Tipos de cancer de piel

El cancer de piel se clasifica segtn el tipo celular del que compone la masa
tumoral. Los tipos mas frecuentes son el melanoma y el cancer de piel de tipo no
melanoma (nonmelanoma skin cancer (NMSC)), sin embargo también existen otros
tipos mucho menos frecuentes que no entran dentro de esta clasificacion (Bou-
kamp, 2011). EI melanoma es el cancer de piel menos frecuente (5 %), pero es el
mas mortal, ya que tiene la capacidad de metastatizar y no existe un tratamiento
efectivo para combatirlo (Sommer, 2005). El NMSC es la neoplasia cutdnea mas
abundante, representando el 95% de los casos diagnosticados y su incidencia sigue
aumentando en todo el mundo (Euvrard et al., 2003). Los NMSC pueden ser carci-
nomas de células basales (Basal cell carcinoma) o carcinomas de células escamo-
sas (Squamous cell carcinoma) (Boukamp, 2011). Todos estos tipos de cancer son
originados por la acumulacion de mutaciones debidas a la sobreexposicion a radia-
cion UVB solar. Estas mutaciones suelen afectar a genes implicados en la correcta
regulacion del ciclo celular, como es, por ejemplo, el gen codificante de la proteina
p53. Asi pues, la deteccion de mutaciones en el gen p53 se considera un marcador
de riesgo de sufrir carcinomas de células escamosas (Chen et al., 2013; Jonason et
al., 1996; Ling et al., 2001).
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1.3.3.1.Melanoma
Generalidades
El melanoma, el tipo mas grave de cancer de piel, deriva de los melanocitos,
que son las células que producen melanina, pigmento que le da color a la piel. Se
trata de un tumor generalmente cutaneo, pero también del intestino y el ojo (mela-
noma uveal) y altamente invasivo por su capacidad de generar metéstasis. La causa
exacta de todos los melanomas no esta clara, pero la exposicion a la radiacion UV

aumenta el riesgo de tener melanoma.

Epidemiologia

Cerca de 150 000 - 180 000 casos nuevos de melanoma se diagnostican cada
afo mundialmente, y resulta mas frecuente en hombres y personas de tez blanca
que habitan regiones con climas soleados. Segun un informe de la OMS, hay cada
afo unas 48 000 - 50 000 muertes relacionadas con el melanoma. En la practica, el
melanoma maligno produce un 75 % de las muertes asociadas al cancer de piel
(Saginala et al., 2021).

Clinica
Los signos del melanoma incluyen cambios en el aspecto de un lunar o la
pigmentacion (color) de un area de la piel (Heppt & Heinzerling, 2022).

El melanoma (y también algunas otras afecciones cutaneas), suelen presentar

estos signos y sintomas generalmente:

Un lunar que tiene alguna de las siguientes caracteristicas:

» Cambia de tamafio, forma o color, en el tiempo.

* Tiene bordes irregulares.

» Tiene varias tonalidades de color.

* Presenta asimetria.

* Produce picazon.

» Segrega pus, sangra o tiene una tlcera (se forma un hueco en la piel cuan-
do la capa superficial de células se descompone y se ve el tejido que esta deba-
jo).
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» Cambio de pigmentacion de la piel.

» Lunares satélites (lunares nuevos que crecen cerca del lunar original).

Fisiopatologia
La radiacion ultravioleta causa dafio en el ADN. Principalmente el tipo de

alteraciones que causa son las dimerizaciones de timina que, si no se repararan por
los mecanismos de reparacion genética presentes en las células, generan mutacio-
nes. La secuenciacion masiva del genoma de muestras de melanomas metastasicos
de pacientes ha permitido detectar distintas mutaciones, no solo mutaciones pun-
tuales (transiciones C->T principalmente), sino también reordenamientos cromo-
somicos (deleciones, amplificaciones, translocaciones), que provocan una alta ines-
tabilidad genomica. Cuando la célula se divide, estas mutaciones se propagan a
nuevas generaciones de células. Si la mutacion ocurre justo sobre un protooncogén
dard lugar a un oncogén. Si se produce en genes supresores tumorales, la velocidad
de la mitosis o division celular en las células puede descontrolarse.

La mayoria de los estudios sobre quemaduras solares sugieren una relacion
positiva o directa entre las quemaduras a edades tempranas y el consiguiente riesgo
de padecer melanoma. Los pacientes que presentan un historial de alta exposicion a
la luz ultravioleta, suelen tener un porcentaje de mutaciones en oncogenes, como
NRAS o BRAF, superior al que poseen los pacientes con una exposicion normal o
baja (Ostrowski & Fisher, 2021; Timar & Ladanyi, 2022; Wagstaff et al., 2022).

Clasificacion
Los melanomas se clasifican con fines prondsticos seglin sus caracteristicas.
Para ello hay varios tipos de clasificacion:
» El sistema de Breslow clasifica los melanomas segin su espesor (Wan et
al., 2022).
* Los niveles de Clark, puntian los melanomas segun la invasion de tejidos:
desde el tipo I intradérmico, hasta el tipo V, que invade el tejido subcutaneo
(Boland & Gershenwald, 2016).
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» La clasificaciéon TNM (Papageorgiou et al., 2021) divide las categorias de
la siguiente manera:

a) Tamafio del tumor:

- TX: El tumor primario no puede ser evaluado.

- TO: No hay evidencia de tumor primario.

- Tis: Carcinoma in situ (cancer inicial que no se ha diseminado a tejidos
vecinos) se considera como tal al cancer que no ha franqueado la membrana basal)

- T1, T2, T3, T4: Tamafio y/o extension del tumor primario.

b) Ganglios linfaticos regionales:

- NX: No es posible evaluar los ganglios linfaticos regionales

- NO: No existe complicacion de ganglios linfaticos regionales (no se encon-
tr6 cancer en los ganglios linfaticos).

- N1, N2, N3: Complicacién de ganglios linfaticos regionales (nimero y/o
extension de diseminacion).

¢) Metastasis:

- MX: No es posible evaluar una metastasis distante.

- MO: No existe metastasis distante (el cancer no se ha diseminado a otras
partes del cuerpo).

- M1: Metastasis distante (el cancer se ha diseminado a partes distantes del

cuerpo).

Pronoéstico

El melanoma en estadio IV (Clark), en el que hay metastasis, es la neoplasia
maligna de la piel mas letal: la supervivencia a cinco afios es del 22.5 %. Cuando
hay metastasis a distancia, el cancer generalmente se considera incurable. La tasa
de supervivencia a cinco afios es inferior al 10 % y la supervivencia media es de 6

a 12 meses aproximadamente (Ribero et al., 2018).

Tratamiento
a) Cirugia:
Una deteccion precoz permite la extirpacion quirurgica de la practica totali-

dad de los melanomas. Actualmente se utilizan técnicas de diagnosis no cruentas
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tales como la dermatoscopia o epiluminiscencia (Seiverling et al., 2022) que permi-
ten detectar cualquier alteracion precoz de los nevus y su posible malignidad. Si el
melanoma se diseminé a los ganglios linfaticos cercanos, el cirujano puede extirpar
aquellos que se vieron afectados. Para esto, se hace un mapeo de ganglios linfaticos
y una biopsia de ganglio linfatico centinela para verificar si hay cancer alli (el pri-
mer ganglio de un grupo de ganglios linfaticos que recibe el drenaje linfatico del
tumor primario). Es el primer ganglio linfatico donde es mas probable que el can-
cer del tumor primario se disemine (Lynch et al., 2023). Después de la exéresis de
todo el melanoma visible, algunos pacientes reciben quimioterapia o radioterapia
para destruir cualquier célula cancerosa que haya quedado. Tras la cirugia solo los
pacientes de alto riesgo necesitan inmunoterapia adicional. Si en un periodo de 3 a
5 afios no se ha reproducido el melanoma, las posibilidades de recaida son minimas
(Brodland, 2023).

b) Radioterapia:

La radioterapia se usa habitualmente después de la reseccion quirtrgica para
pacientes con melanoma avanzado local o regional o para pacientes con metastasis
a distancia irresecables. Puede reducir la tasa de recidiva local, pero no prolonga la
supervivencia. Ademas, actualmente se estd investigando la radioinmunoterapia del
melanoma metastasico. Es conveniente destacar que la radioterapia también se uti-
liza como método paliativo en el melanoma metastasico (Krayem et al., 2022).

¢) Quimioterapia:

La dacarbazina han sido la columna vertebral del tratamiento del melanoma
metastasico desde la aprobacion de la FDA en 1975; sin embargo, nunca se probo
su eficacia en términos de supervivencia en un ECA (Klee et al. 2022). En personas
con canceres cutaneos localmente avanzados, se ha descubierto que la infusion de
extremidades aisladas (ILI, isolated limb infusion) es un procedimiento minima-
mente invasivo y bien tolerado para administrar quimioterapia regional (Read &
Thompson, 2021).

d)Terapia dirigida:

Los principales tratamientos son los inhibidores de BRAF, c-Kit y NRAS.
Los inhibidores de BRAF, como vemurafenib y dabrafenib, y un inhibidor de

MEK, trametinib, son los tratamientos aprobados mas efectivos para el melanoma
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BRAF positivo (Corrie et al., 2022). Los tumores de melanoma pueden desarrollar
resistencia durante la terapia, pero la combinacion del uso de inhibidores de BRAF
y MEK puede crear una respuesta rapida y mas duradera (Lazaroff & Bolotin,
2023; Welti et al., 2022).

La bioquimioterapia (quimioterapia mas citocinas IL-2 e IFN-a) combinada
con inhibidores de BRAF mejor6 la supervivencia de las personas con melanoma
BRAF positivo (Wyluda et al., 2015). Sin embargo, la bioquimioterapia sola no
mejoro la supervivencia general y tuvo una toxicidad mas alta que la quimiotera-
pia. Las terapias dirigidas dan como resultado tiempos de supervivencia libre de
progresion (SLP) relativamente cortos. La combinacion de terapia de dabrafenib y
trametinib tiene una SLP a 3 afios del 23 % y una SLP a 5 afios del 13 % (Lazaroff
& Bolotin, 2023).

e)Inmunoterapia:

El enfoque actual para tratar el melanoma con inmunoterapia incluye tres
categorias amplias de tratamientos, que incluyen citocinas, inhibidores de puntos
de control inmunitarios y transferencia celular adoptiva. Estas opciones de trata-
miento se usan con mayor frecuencia en personas con melanoma metastasico y me-
joran significativamente la supervivencia general. Sin embargo, estos tratamientos
suelen ser costosos para el Sistema Nacional de Salud, hospitales y aseguradoras
privadas.

Las terapias con citocinas que se emplean para el melanoma incluyen IFN-a
e IL-2. IL-2 (Proleukin) fue la primera terapia nueva aprobada (1990 UE, 1992
USA) para el tratamiento del melanoma metastasico, ya que puede ofrecer la posi-
bilidad de una remision completa y duradera de esta enfermedad en un pequefio
porcentaje de personas con melanoma. La IL-2 intralesional para metastasis en
transito tiene una tasa de respuesta completa alta que oscila entre 40 y 100%, por-
centaje nada despreciable. De manera similar, el [IFN-a ha mostrado solo modestos
beneficios de supervivencia y alta toxicidad, lo que limita su uso como terapia in-
dependiente (Waldmann, 2018).

Los inhibidores del punto de control inmunitario incluyen anticuerpos mo-
noclonales anti-CTLA-4 (ipilimumab y tremelimumab), agonistas del TLR (Toll-
Like Receptor), agonistas de CD40, anti-PD-1 (pembrolizumab, pidilizumab y nivo-
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lumab) y anticuerpos PD-L1. La evidencia sugiere que los anticuerpos anti-PD-1
son mds efectivos que los anticuerpos anti-CTLA4 con menos toxicidad sistémica.
La supervivencia sin progresion a cinco afios para la inmunoterapia con pembroli-
zumab es del 21 % (Mahdavi Gorabi et al., 2022). Un enfoque terapéutico que in-
cluye la combinacion de diferentes terapias mejora la supervivencia general y la
supervivencia libre de progresion en comparacidon con el tratamiento solo con in-
munoterapia (Viscardi et al., 2022).

La combinacion nivolumab (anti-PD-1)/relatlimab (anticuerpo monclonal
anti-LAG-3 en las células inmunitarias) (Opdualag) fue aprobada para uso médico
en los USA en marzo de 2022 (Amaria et al., 2022).

La transferencia celular adoptiva se refiere a la aplicacion de células T o cé-
lulas dendriticas preestimuladas y modificadas, y actualmente se usa para minimi-
zar las complicaciones de la enfermedad de injerto contra huésped (Hiibbe et al.,

2020).
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1.3.3.2.No melanoma

Generalidades

El cancer de piel no melanoma es mucho menos grave que el melanoma y
aunque existen varios tipos, en general se divide en dos: el carcinoma de células
basales (CCB) y el carcinoma de células escamosas (CCE). Con cierta frecuencia
el CCB y el CCE son denominados “canceres de queratinocitos” o “cancer no me-
lanoma” y se suelen agrupar en uno mismo, son dos tipos diferentes de cancer de
piel debido a sus distintas caracteristicas epidemioldgicas, diferentes rangos de
edad en su aparicion, diferentes rutas moleculares causantes y diferentes tasas de

mortalidad.

Epidemiologia general del cancer de piel no melanoma

Es conocido que el coste del tratamiento de los cancer de piel no melanoma
es alto principalmente en paises con poblaciones predominantemente de piel blan-
ca, y se estima que el coste anual en Estados Unidos es de 13 mil millones. (Fer-
nandez-Acenero et al., 2000). Aunque la mortalidad por CCB y CCE es baja, mu-
chos pacientes afectados por estos canceres pueden experimentar molestias y cica-
trices debidas al tratamiento quirtrgico relativamente invasivo, requiriendo un se-
guimiento exhaustivo para detectar su recurrencia o diseminacion. Por tanto, el
coste econdmico de la atencion médica a pacientes con cancer de piel no melanoma
tan alto asociado al tratamiento de CCB y CCE justifican la investigacion continua
para aumentar la comprension de sus factores causantes, para un mejor tratamiento

e identificacion de medidas de prevencion adecuadas.

Patogénesis

Los canceres de piel de tipo no melanoma, como se ha comentado anterior-
mente, son los mas frecuentes y su incidencia va en aumento en todo el mundo
(Chu et al., 2001). Mientras que los CCB son mas frecuentes que los CCE en la
poblacion general, siendo la proporcion 4 a 1, algunos factores como la inmunosu-

presion (que suelen presentar los pacientes sometidos a algiin transplante) pueden
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suponer una mayor predisposicion al CCE alterando esta ratio a 3.8 a 1 en favor de
los carcinomas de células escamosas (CCE). Ademads, en pacientes inmunodepri-
midos los CCE pueden ser mas agresivos, tendiendo a un crecimiento mas rapido,
una mayor recurrencia y una frecuencia de metastasis entre el 5 % y el 8 %. Esto
hace sugerir que lesiones precursoras “latentes” de CCE estén presentes en una alta
frecuencia en la poblacion y que sean “controladas” por el sistema inmune. Por el
contrario, parece ser que la prevalencia del CCB es independiente del sistema in-
mune, lo que indicaria una diferente etiologia entre ambos tipos de cancer de piel

no melanoma.

1.3.3.2.1.Carcinoma de células basales

Generalidades del carcinoma de células basales

También llamado carcinoma basocelular, es la forma mas frecuente de can-
cer de piel, y se puede encontrar principalmente en cara, nariz y frente, aunque
también en otras partes del cuerpo. El riesgo de la aparicion de un carcinoma baso-
celular aumenta con antecedentes familiares de la enfermedad, con una exposicion
acumulativa de radiacion UV, o de sustancias quimicas carcinogénicas (particular-
mente con la exposicion al arsénico), o una dieta pobre en antioxidantes. Rara vez
compromete la vida del paciente pero, de no ser tratado, puede llegar a ser desfigu-
rante, causar sangrado y producir destruccion local en ojo, nariz, oreja y labios. El
término procede de que el tumor se origina en las células del estrato germinativo

basal, que es la ultima capa de la epidermis (Heath & Bar, 2023).

Epidemiologia del carcinoma de células basales

La incidencia de los CCB tiene una marcada variaciéon geografica, ya que
ocurre predominantemente en paises con poblacion mayoritariamente de piel blan-
ca. Debido la fuerte correlacion entre incidencia y latitud se refleja que en el
desarrollo de la enfermedad tiene una alta importancia la exposicion a radiacion
solar (exposicion a radiacion UV). Por ejemplo, en Estados Unidos la incidencia
del CCB es 14 veces mayor en la poblacion caucasica que en la poblacion de ori-

gen latino, si bien el pais con la tasa de CCB mas alta es Australia, debido a su po-
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blacioén principalmente blanca y su latitud relativamente baja (cercana al Ecuador).
El riesgo de que una persona australiana de piel blanca desarrolle un CCB antes de
los 70 afios es del 50 % (tasa de 884 por cada 100 000 habitantes) (Hirsch & Hel-
wig, 1961) y también se ha comprobado na mayor incidencia en regiones tropicales
y subtropicales del norte de Australia, respecto a las regiones del sur. Estos patro-
nes son similares a los de Estados Unidos. En Europa, la incidencia también es ma-
yor en la Europa continental que en los paises escandinavos. Solo entre el 0.0028
% y el 0.55 % cursan con metéstasis y éstas son mas habituales en los ganglios lin-

faticos, los pulmones y la médula 6sea (Castrisos & Lewandowski, 2021).

Factores de riesgo del carcinoma de células basales: edad, sexo v locali-

zacion anatomica

La incidencia de los CCB es mayor en personas de mayor edad, debido a la
mayor exposicion solar acumulada a lo largo de los afios, lo que podria sugerir un
mayor nimero de mutaciones acumuladas en el ADN. Raramente aparecen en per-
sonas menores de 30 afios (de Vries et al., 2004).

En los paises desarrollados ha aumentado, en general, la incidencia del CCB
durante las ultimas décadas, probablemente debido a una tendencia de la poblacion
cada vez mayor a verse excesivamente bronceada y, por tanto, exponerse en dema-
sia a la luz solar. Es destacable el aumento particular de la incidencia entre la po-
blacién femenina mas joven. Sin embargo, en edades tardias la incidencia es simi-
lar para ambos sexos (Christenson et al., 2005). Es conveniente destacar que algu-
nos estudios indican que la incidencia de CCB en poblacion joven se ha estabiliza-
do relativamente, debido en parte a los programas de concienciacion en favor a las
medidas de proteccion frente al cancer de piel.

Como es esperable, comunmente los CCB suelen aparecer en zonas corpora-
les habitualmente expuestas a la radiacion solar, siendo las zonas mas afectadas la
cabeza y el cuello, seguidos del tronco y las extremidades, en este orden.

Asimismo, es conveniente tener presente el alto riesgo de recurrencia que
presentan los pacientes que hayan desarrollado un CCB previo a desarrollar otro

posterior en los siguientes tres afios del diagnostico, siendo mayor este riesgo de
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recurrencia entre aquellos pacientes que hayan presentado el tumor en una edad

mas temprana que entre los que lo hayan tenido en una edad més anciana.

Factores genéticos implicados en el desarrollo del carcinoma de células

basales

Algunos de los factores genéticos implicados en el desarrollo de CCB que

podemos citar son:

» Sindrome de Gorling: trastorno autosémico dominante caracterizado por
el desarrollo de multiples CCB a una edad temprana (a veces antes de los dos
aflos, pero con una mayor incidencia sobre los 30 afios) y que presenta
mutaciones en el gen patched una desregulacion en la via de sefializacion
Sonic Hedgehog que propicia la aparicion de CCB. Practicamente todos
los pacientes de piel blanca con este trastorno desarrollan CCB, mientras
que los de piel negra solo la mitad aproximadamente. Las mutaciones de
los genes patched da como resultado la regulacion positiva de la via de
senalizacion de Hedgehog y la activacion de genes diana posteriores que
estdn asociados con el crecimiento y la diferenciacion celular. la impor-
tancia de la activacion de la via Shh en la carcinogénesis del CCB pro-
viene de modelos transgénicos de piel humana en los que los queratinoci-
tos humanos que expresan Shh formaron lesiones similares al CCB cuan-
do se injertaron en la piel de ratones inmunodeficientes (Fan et al., 1997).

» Xeroderma Pigmentoso (XP): trastorno autosomico recesivo que forma
parte de una familia de enfermedades de defectos en los mecanismos de repara-

cion del ADN por escision de nucleotidos. Se manifiesta como una fotosensibi-

lidad extrema a la radiacion UV debido a la deficiencia en la enzima encargada
de la reparacion por escision del ADN dafiado por los rayos UV. El cancer de

piel es una caracteristica de XP pero no de otras enfermedades de reparacion por

escision de nucledtidos como el sindrome de Cockayne, a pesar de la sensibili-
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dad al sol en ambos trastornos. Por lo tanto, se ha sugerido que el aumento de
las tasas de mutacion en pacientes con sindrome de XP y Cockayne puede ser
necesario pero no suficiente para la carcinogénesis. Por lo tanto, la inestabilidad
cromosomica observada en XP puede ser un requisito adicional para el desarro-

llo del cancer en estos pacientes (Cleaver, 2005).

* Otros genes que se han encontrado mutados con frecuencia en los CCB
son, por ejemplo, el concomen Ras y el gen supresor de tumores P53 (Daya-
Grosjean & Sarasin, 2005).

Tipos v tratamiento del carcinoma de células basales

Hay varios tipos de CCB:

* Nodular: es el mas frecuente de todos. Es una papula de color piel con
telangiectasias. Si forma tlceras, se torna en una lesion destructiva llamada /-
cus rodens.

* Quistico: tipo raro y de dificil distincion del nodular excepto por tener una
pequena cavidad llena de liquido.

* Pigmentado: es una variante de la nodular, a menudo confundida con un
melanoma.

» Esclerosante / cicatrizante: se trata de una lesion similar a una cicatriz.
Cuando se presenta en los parpados se le conoce como basalioma esclerosante
del parpado.

* Superficial: de aspecto rojizo descamante (Walocko et al., 2022).

* El tratamiento del CCB puede incluir:

 Extirpacion de la tumoracion.

* Crioterapia, radioterapia.

* Plesioterapia: irradiacion a poca distancia.

 Terapia quirargica con laser (Naik & Desai, 2022).
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1.3.3.2.2.Carcinoma de células escamosas

Generalidades del carcinoma de células escamosas

El CCE también conocido como epitelioma espinocelular y se trata funda-
mentalmente de un tumor maligno en el que se observa una proliferacion descon-
trolada de las células del estrato espinoso de la piel (Guzman et al., 2023). La ma-
yoria de CCE tienen su nacimiento a partir de procesos precancerosos, que pueden
consistir en una lesion cicatricial no definitiva, quemaduras o heridas antiguas o en
un tejido granulomatoso antiguo. En alrededor el 2 % de los casos, las cicatrices
por quemaduras se complican dando lugar a una forma tumoral inclusive en afios
posteriores (Guzman et al., 2023).

La transformacion neoplasica de la lesion cutdnea del CCE se presenta en
forma de infiltracién dura sobre la cual pueden aparecer también formaciones de
tipo verrugas y ulceraciones. En muchas ocasiones, en la parte superior de esta
formacién tumoral, que puede tener cierta similitud anatémica con el cono de un
volcén, se puede observar una costra de color oscuro, que en el caso de ser extirpa-
da puede ocasionar una pequefia hemorragia. El CCE suele desarrollarse princi-
palmente en cara (labios muy habitualmente), el pabellén auricular y en el dorso de
las manos, entre otros sitios habitualmente expuestos a la luz solar (Deutsch et al.,
2023).

Con frecuencia los CCE se han agrupado en un mismo grupo junto con los
CCB, debido a ser carcinomas de tipo no melanoma ambos y presentar numerosas
similitudes, presentan ciertas diferencias en su epidemiologia y factores de riesgo /

patogénesis.

Epidemiologia del carcinoma de células escamosas

Al igual que en el caso de los CCB, los CCE suelen desarrollarse en perso-
nas de piel blanca, sin embargo, las ratios de incidencia varian fuertemente entre
paises. A nivel poblacional, los CCE ocurren con menor frecuencia que los carci-

nomas de células basales, siendo este riesgo mayor a cuando mas blanca es la piel.
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Una gran cantidad de estudios epidemiologicos relacionados con el desarrollo de
CCE se han realizado en paises como Australia o Estados Unidos, debido a su gran
incidencia y mayor poblacién y, por ello, citaremos algunos a continuaciéon. En Es-
tados Unidos, por ejemplo, la incidencia es 11 veces mayor en poblacion caucésica
que en poblacidn de origen latinoamericano (Harris et al., 2001).

El riesgo sufrir un CCE en la vida es particularmente elevado en paises de
alto riesgo como Australia (por su latitud y alta exposiciéon a la radiacion solar),
donde el riesgo estimado de desarrollar un CCE a los 70 afios es del 28 % y la tasa
de incidencia de carcinomas de células escamosas estandarizada por edad es 387
por cada 100 000 habitantes. En comparacion, el riesgo estimado de sufrir un CCE
en Canada es del 5 %, por su diferencia de latitud e incidencia de los rayos solares
(Hayes et al., 2007). La formacion de un CCE esta altamente relacionada con las
horas ambientales de exposicion a la luz solar y la proximidad al ecuador. Asi pues,
por ejemplo, en Australia, las tasas de incidencia de carcinoma de células escamo-
sas son mas de tres veces mas alta la poblacion de latitudes subtropicales y tropica-
les en comparaciéon con quienes viven en latitudes mas altas (>37 °S) (Staples et
al., 2006). En Estados Unidos también se ha visto que la exposicion a radiacion UV
en el lugar de residencia es un importante predictor de un mayor riesgo a desarro-
llar un CCE (Qureshi et al., 2008).

Muchos paises de Europa (Brewster et al., 2007), América del Norte (Hayes
et al., 2007) y Oceania (Staples et al., 2006) han detectado aumentos significativos
en la incidencia de carcinoma de células escamosas en las ultimas décadas, llegan-
do a duplicarse o, incluso, triplicarse dichas tasas en las ultimas 2 o 3 décadas (Dal
et al., 2008), pudiendo correlacionarse esta tendencia, en parte, al envejecimiento
de la poblacion y al interés creciente en el bronceamiento de la piel y, por tanto,
una mayor exposicion a radiacion UV. Otros ejemplos de estudio epidemiologico
que podemos citar seria el que muestra los datos de Suiza, que sugieren que las
tasas de incidencia de CCE (pero no la incidencia de CCB o melanoma) pueden
haberse estabilizado desde finales de los afios 1980 (Levi et al., 2001) y los datos
de Escocia mostraron una estabilizacion de la incidencia de CCE en hombres ma-

yores de 60 afios (Brewster et al., 2007), alin asi dicha tendencia a la baja no se

74



Introduccion
observa en los datos epidemioldgicos de otros paises, y se trataria de una excep-
cion.

Se ha comprobado que, hasta la edad de 50 afios las mujeres tienen una ma-
yor incidencia de CCE, mientras que a partir de esta edad la incidencia es mucho
mayor en hombres. (Stang et al., 2007).

Tal y como hemos dicho anteriormente, la exposicion continuada a radiacion
UV es la principal causa para desarrollar un carcinoma de células escamosas. Por
tanto, al igual en hombres que en mujeres, el lugar anatomico mas frecuente de
aparicion de este tipo de carcinomas es la piel de la cabeza, la cara y el cuello, zo-
nas de mayor exposicion a la luz solar, seguido por la piel de las extremidades (Dal
et al., 2008; Franceschi et al., 1996).

Factores de riesgo del carcinoma de células escamosas: edad, sexo v locali-

zacién anatémica

Como es de suponer, el riesgo de desarrollar CCE, al igual que en el caso de
CCB, se incrementa con la edad. Aun asi, y a diferencia de lo que ocurre en cuanto
al caso del CCB, hasta la quinta década de vida de las mujeres, éstas presentan una
mayor incidencia de CCE, y a partir de esta edad, la incidencia pasa a ser mayor en
hombres (Stang et al., 2007). A modo de ejemplo, podemos decir que la diferencia
en la incidencia de CCE entre hombres y mujeres es menor en el norte de Australia,
mas cerca del ecuador, que en las regiones central y meridional.

Por lo que respecta a la apariciéon mds habitual de los CCE, podemos decir
que la cabeza y el cuello son los sitios mas comunes de aparicion en ambos sexos,
seguidos por el cuello y las extremidades superiores e inferiores. Cuando se tiene
en cuenta la superficie corporal, la mayor incidencia de CCE tanto en hombres
como en mujeres se encuentra en la cara, especialmente en la region de los labios,
las orejas, la nariz, las mejillas y los parpados, siendo el cuello, el dorso de las ma-
nos y los antebrazos los siguientes mas afectados (Dal et al., 2008).

Otra caracteristica en comun con los CCB que presentan los CCE es su ries-

go de recurrencia, pues segun algunos estudios publicados, se ha estimado que el
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riesgo general de un desarrollar un CCE adicional posterior después de un primer

diagnostico es de alrededor del 18 % después de 3 afios (Marcil & Stern, 2000).

Factores genéticos implicados en el desarrollo del del carcinoma de célu-

las escamosas

Existen diversos factores genéticos cuya presencia pueden predisponer al

desarrollo de CCE. Algunos de ellos son los siguientes:

+ Xeroderma Pigmentoso (XP): trastorno autosémico recesivo, que presenta
defectos en los mecanismos de reparacion del ADN por escision de nucledtidos
y cursa con fotosensibilidad extrema a la radiacién (Cleaver, 2005).

* Sindrome de Ferguson-Smith.

* Mutaciones en el gen supresor de tumores P53: que pueden provocar una
proliferacion celular descontrolada y una pérdida de apoptosis.

* Presencia de ciertas variantes del gen MCIR.

* Queratosis actinica: se considera una lesién precancerosa, debida al exce-
so de exposicion a radiacién UV.

* Infeccién por ciertos virus: la infeccién por el virus del papiloma humano
(VPH) estd asociado con un mayor riesgo de aparicion de CCE, pues algunos
estudios han demostrado que actia disminuyendo ciertos mecanismos de acti-
vacion de la apoptosis (Struijk et al., 2006).

* Inmunosupresion.

* Consumo de tabaco.

* Exposicién a arsénico.
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Tratamiento del carcinoma de células escamosas

Entre los diversos tipos de tratamiento del CCE Podemos destacar los si-

guientes (Guzman et al., 2023):

Crema de 5-fluorouracilo al 2.5 % de forma topica.
Crema de imiquimod para aplicacion local.
Nitrogeno liquido en aplicacion local durante 10 segundos.

Acido tricloroacético al 30 %.

Extirpacion quirargica (Guzman et al., 2023).
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1.4.Polifenoles naturales

1.4.1.0rigen, clasificacion y funcion natural

Los polifenoles son un grupo muy heterogéneo de metabolitos secundarios
naturales sintetizados por las plantas. La principal caracteristica comtin que presen-
tan este tipo de compuestos organicos es la presencia de dos o mas anillos fendlicos
junto con al menos un grupo hidroxilo en su estructura (Asensi et al., 2011; Qui-
deau et al., 2011). Segtn la definicion proporcionada por Stéphane Quideau (Uni-
versidad de Burdeos, Francia), el término polifenol debe usarse para definir meta-
bolitos secundarios de plantas que son sintetizados a partir de dos rutas metabodli-
cas, la via del acido shikimico y la via del acido acético y que no poseen cualquier
grupo funcional basado en nitrogeno (Quideau et al., 2011). Esta propuesta repre-
senta una concepcion mas amplia del término polifenol, particularmente en lo refe-
rente a pesos moleculares mas bajos, lo que en consecuencia identifica como poli-
fenoles varios miles de compuestos naturales.

La clasificacion de los polifenoles se realiza en funcion de su estructura
quimica. Asi pues, segun Dey y Harborne ef al. (Dey & Harborne, 1989) se pueden
clasificar en 10 categorias segin la forma de su esqueleto carbonado: fenoles sim-
ples (C6), acidos fenodlicos (C6-C1), acidos fenilacéticos (C6-C2), fenilpropanoides
(C6-C3) (divididos en ligninas (C6-C3)2 y lignanos (C6-C3)n), naftoquinonas (C6-
C4), xantonas (C6-C1-C6), estilbenos y antraquinonas (C6-C2-C6) y flavonoides
(C6-C3-C6). Estos ultimos, en forma de glicésidos, son los mas comunes y de ma-
yor distribucién en el reino vegetal y presentan una estructura C6 (anillo A)-C3-C6
(anillo B), basada en su patron de hidroxilacion y variaciones en el anillo heteroci-
clico (anillo C). Ademas, los flavonoides estadn a su vez divididos en varias subcla-
ses dependiendo del estado de oxidacion del anillo central: chalconas, auronas, fla-
vonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonoides, antocianidinas y flavonoles, aunque
esta clasificacion varia en cierto modo segun algunos autores que integran las au-
ronas dentro del grupo de las chalconas (Quideau, Deffieux, Douat-Casassus, &

Pouysegu, 2011; Dai & Mumper, 2010; Manach et al., 2004). Asimismo, se sabe
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que los polifenoles se asocian con diferentes carbohidratos, acidos organicos y pro-
teinas (Dai & Mumper, 2010; Manach et al., 2004; Quideau, Deffieux, Douat-Ca-
sassus, & Pouységu, 2011).

Dentro de cada grupo, los polifenoles se diferencian por la presencia y dis-
posicion de grupos hidroxilo y grupos metilo en su estructura, que les confieren
diferentes propiedades quimicas (Quideau et al., 2011).

Podemos encontrar polifenoles en practicamente todos los alimentos proce-
dentes de las plantas, en verduras, legumbres, frutas, frutos secos y bebidas como
el té, vino, cerveza, cacao, café, etc. Los niveles de éstos compuestos pueden variar
considerablemente dentro de la misma especie, ¢ incluso entre sus variedades, de-
bido a factores genéticos y ambientales que condicionan la germinacion, el creci-
miento y calidad de los cultivos (Bravo, 1998; Scalbert & Williamson, 2000). Al-
gunos tipos de polifenoles son especificos del tipo de alimento (por ejemplo, las
flavanonas se encuentran en citricos, las catequinas en el té, las isoflavonas en la
soja, la floridzina en las manzanas, etc.). Sin embargo, a menudo se encuentran
diferentes polifenoles en el mismo alimento (como ejemplo podriamos citar que las
manzanas contienen flavanoles, 4cido clorogénico, glucosidos de quercetina, glu-
cosidos de floretina y antocianinas) (Li et al., 2014; Tsao, 2010). La composicion
del polifenol también puede depender de diferentes factores como el medio am-
biente, el grado de maduracion, el procesamiento industrial o doméstico, el alma-
cenamiento, o la especie vegetal (Amarowicz et al., 2009; McSweeney & Seetha-
raman, 2015; Visioli et al., 2011).

Este tipo de compuestos son esenciales para la supervivencia de la planta ya
que estan implicados en diversos mecanismos de respuesta a estrés biotico y abioti-
co, como pueden ser radiacion ultravioleta, sequia, invasion de patogenos, altas/

bajas temperaturas, baja fertilidad del suelo, etc.
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1.4.2.Polifenoles y salud

Inicialmente los polifenoles se fueron considerados antinutrientes, ya que
bajo ciertas condiciones son capaces de precipitar macromoléculas como proteinas,
carbohidratos y enzimas digestivos, dificultando asi la digestion de algunos alimen-
tos (Bravo, 1998). A partir de la década de 1990 aument6 el interés en su estudio,
debido a que se comprobd que muchos de ellos presentaban un importante efecto
antioxidante (Dai & Mumper, 2010) y diversos beneficios para la salud.

El interés por trasladar la proteccion que pueden ofrecer los compuestos ob-
tenidos de las plantas a los humanos ha sido objeto de muchas investigaciones du-
rante las ultimas décadas. Asi pues, una teoria predominante propone que los poli-
fenoles naturales son, al menos en parte, responsables de los beneficios para la sa-
lud derivados del consumo de frutas y verduras. Sin embargo, hasta la fecha, no
existe evidencia solida para concluir que los polifenoles adquiridos a través de la
ingesta dietética realmente proporcionen beneficios para la salud (Hollman, 2014;
Scalbert & Williamson, 2000; Visioli et al., 2011). Comprender sus efectos y los
mecanismos subyacentes dentro del organismo humano, y su expresion en la clini-
ca, sigue siendo un tema de controversia en la ciencia de la nutricion y la preven-
cion de enfermedades. Aun asi, varios estudios sugieren que existe base experimen-
tal para postular que los polifenoles pueden presentar potenciales efectos beneficio-
sos en la prevencion y el tratamiento del cancer (Asensi et al., 2011; Baliga & Ka-
tiyar, 2006; Colomer et al., 2017; McCormack & McFadden, 2012), la neuropro-
teccion y las patologias relacionadas con la neurodegeneracion (Costa et al., 2016),
dafio por isquemia-reperfusion (Broskova et al., 2013; Simonyi et al., 2005), dis-
funcioén y el dafio cardiovascular (Hiigel et al., 2016; Kishimoto et al., 2013; Leco-
ur & Lamont, 2011), el sindrome metabdlico (Amiot et al., 2016; Lecour & La-
mont, 2011), la diabetes y metabolismo de la glucosa (Storniolo et al., 2014; Wi-
lliamson, 2013), el envejecimiento (Lacroix et al. 2015) y sus posibles desordenes
cognitivos asociados (Cherniack, 2012) y las enfermedades relacionadas con la

inflamacion (Bonaccio et al., 2017; Hoensch & Oertel, 2012; Sarkar et al., 2016).
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A continuacion desarrollaremos aquellos aspectos que mas directamente tie-

nen que ver con esta tesis doctoral.

1.4.2.1.Efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores

Se conoce que los polifenoles afectan a la inmunidad al interferir con ciertos
mecanismos de sefializacion de las células inmunitarias, la sintesis de citoquinas
proinflamatorias y la expresion génica de algunos genes implicados en dichos me-
canismos (Yahfoufi et al., 2018). Ademas, inactivan NF-kB (Singh et al., 2020) y
modulan MAPK (Behl et al., 2021) y la sintesis de acido araquidénico (Kamps-
chulte et al., 2020), siendo también inhibidores potenciales de las rutas de sefializa-
cion proinflamatorias PI3K/AKT, IKK/INK, mTORCI1 y JAK/STAT (Hou et al.,
2018). Pueden suprimir el receptor TLR y la expresion de genes proinflamatorios
(Azam et al., 2019). Como ejemplo, podemos decir que la sefializacion via TLR4
juega un papel importante en el inicio de la respuesta inmune innata y su activacion
por la endotoxina bacteriana es responsable de trastornos inflamatorios cronicos y
agudos (Kuzmich et al., 2017). Su actividad antioxidante y la capacidad para inhi-
bir las enzimas involucradas en la produccion de eicosanoides contribuyen también
a sus propiedades antiinflamatorias. Otra propiedad que presentan es que disminu-
yen la produccion de especies reactivas de oxigeno (denominadas cominmente
ROS, por sus siglas en inglés de Reactive Oxygen Species) a través de las vias xan-
tina oxidasa (XO) y NADPH oxidasa (NOX) (Laurent et al., 2012; Ouyang et al.,
2018), mientras que también modulan la actividad de diferentes enzimas antioxi-
dantes endogenas como la catalasa (CAT), la superoxido dismutasa (SOD) y la glu-
tation peroxidasa (GPx) (Sies 2010). Asimismo, inhiben la fosfolipasa A2 (PLA2),
la ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LOX), con la consecuente reduccion en
la produccion de prostaglandinas y leucotrienos (Chuang et al., 2016; Roy et al.,
2010). Los estudios de extractos y compuestos de plantas muestran que los polife-
noles pueden desempefiar un papel beneficioso en la prevencion y el progreso de
enfermedades cronicas relacionadas con la inflamacidén como la diabetes, la obesi-
dad, neurodegeneracion, canceres y enfermedades cardiovasculares, entre otras

condiciones (Sies, 2010; Yahfoufi et al., 2018). Asi pues, los efectos de estos com-
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puestos biologicamente activos sobre el sistema inmunitario se asocian con benefi-
cios en la salud y en diferentes enfermedades inflamatorias cronicas.

Sin embargo, el papel de los polifenoles en la alteracion de las multiples vias
celulares inflamatorias deben investigarse mas a fondo. Quedan muchas preguntas
sin respuesta sobre el uso de polifenoles en el ambito clinico, ya que, por ejemplo,
el papel de la microbiota en la degradacion de estos los polifenoles es un campo
abierto y con poca investigacion al respecto (Cardona et al., 2013). La nocién de
biodisponibilidad (Estrela et al., 2017) y su impacto en la biofuncionalidad también
requiere atencion adicional, pues es de gran importancia. En general, se sospecha
que la actividad inmunoprotectora y antiinflamatoria de los polifenoles tiene su
inicio en el intestino y en la interaccidon entre su metabolismo y la microbiota (Fra-
ga et al., 2019). Dado que diferentes polifenoles pueden tener multiples dianas in-
tracelulares, es necesaria mas investigacion para determinar las consecuencias de la

interaccion o la sinergia entre diferentes polifenoles y medicamentos de uso co-

mun.

1.4.2.2.Efectos anticancerigenos

Existe mucha informacion sobre los mecanismos celulares por los cuales los
polifenoles pueden afectar la carcinogénesis (Kang et al., 2011), la proliferacion y
la muerte de células tumorales (Asensi et al., 2011), la inflamacién (Sarkar et al.,
2016), la angiogénesis (Albini et al., 2012), la diseminacion (Asensi et al., 2011) y
la resistencia a los medicamentos y la radiacion (Garg et al., 2005).

La investigacion basica en células cancerosas ha propuesto diferentes meca-
nismos para explicar la actividad antitumoral de los polifenoles naturales, ya que
estas moléculas muestran una amplia gama de efectos antimutagénicos. Sin embar-
g0, si un polifenol especifico es antimutagénico o no depende de su estructura qui-
mica, el gen estudiado, el factor mutagénico (radiacion ultravioleta, alcohol, taba-
co, etc.) y si el polifenol en cuestion estd presente antes, durante o después de la
exposicion al agente mutageno. Los polifenoles muestran efectos antimutagénicos
que mantienen la estabilidad genémica y aumentan los mecanismos de desintoxica-

cion celular al inducir la expresion de genes antioxidantes como la glutation S-
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transferasa, la CAT o la quinona reductasa (Chang et al., 2012). Ademas, con fre-
cuencia, los mecanismos moleculares implicados en la acciéon antitumoral de los
polifenoles abarcan la induccidon de enzimas antioxidantes, lo que reduce la carci-
nogénesis inducida por ROS a través de la induccion de la expresion del factor de
transcripcion Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), un regulador maes-
tro de la transcripcion de muchas enzimas desintoxicantes (Hanahan & Weinberg,
2011; Nair et al., 2007). Sin embargo, en condiciones in vivo, la administracion
intravenosa de pterostilbeno regula a la baja la sefializacion/transcripcion depen-
diente de Nrf2 y la proteccion antioxidante de las células de melanoma y cancer de
pancreas, sensibilizando al tumor frente a la a la quimioterapia (Benlloch et al.,
2016). Esta paradoja bioldgica es causada, aparentemente, por las diferencias de
concentracion y tiempo entre las condiciones in vitro € in vivo.

También se ha demostrado que los polifenoles tienen un efecto regulador
sobre la via MAPK. El resveratrol regula esta via de forma dual, al inhibir la acti-
vacion de la via MAPK implicada en la regulacion de la proliferacion celular y al
inducir la muerte celular relacionada con la via MAPK. Por ejemplo, el resveratrol
puede bloquear la via MAPK al inhibir directamente la actividad de la tirosina qui-
nasa al competir por el acceso a su sitio activo, lo que reduce la carcinogénesis in-
ducida por los ésteres de forbol (compuestos organicos de origen vegetal con acti-
vidad protumoral) o exposicion a radiacion UV (Yu et al., 2001). Ademas, los poli-
fenoles pueden exhibir una potencial accion quimiopreventiva contra la carcinogé-
nesis de colon al afectar la via AKT/mTOR y miR-143 (Banerjee et al., 2016). En
este sentido, el uso de polifenoles contra miARN especificos se ha propuesto como
una estrategia novedosa y prometedora en la quimioterapia contra el cancer (Pan-
dima Devi et al., 2017).

Ademas, la epigalocatequina-3-galato, cuya abreviatura es EGCG (Dou
2009), la curcumina (Zhou et al., 2011), el resveratrol (Buhrmann et al., 2015), el
pterostilbeno (Sirerol et al., 2015) y otros polifenoles inhiben la activacion de NF-
kB. NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas) es un factor de transcripcion formado por un complejo proteico pre-
sente en la mayoria de tipos celulares animales que normalmente se localiza en el

citosol como un heterodimero a través de la asociacion fisica con su proteina inhi-
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bidora IkB, y que esta implicado en la respuesta a estimulos estresantes como la
radiacion UV, citoquinas, agentes oxidantes, o antigenos de naturaleza viral o bac-
teriana. Los polifenoles pueden inhibir la actividad de la quinasa IkB, evitando asi
la translocacion al nticleo, donde NF-kB induce la expresion de genes relacionados
con el crecimiento celular, la invasion y la metastasis. Al inhibir la activacion de
NF-«B, los polifenoles suprimen la expresion de diferentes genes proliferativos y
de supervivencia celular, incluidos Bcl-2, Bel-xL, ciclina D1, IL-6, COX-2 o meta-
lopeptidasa 9, lo que favorece la inhibicidén del ciclo celular (proliferacion) y la
apoptosis.

Varios estudios también sugieren que ciertos polifenoles inducen la muerte
celular al unirse a las proteinas antiapoptdticas Bcl-2 o Bcel-xL o al alterar el citoes-
queleto de los microtiibulos celulares (Sonawane & Chinnathambi, 2021; Verma et
al., 2017). El resveratrol induce la apoptosis mediante la inhibicion de la activacion
constitutiva de STAT3 y la regulacion negativa de las proteinas antiapoptoticas
Mcl-1 y survivina (dos mediadores de la via STAT3) (Quoc Trung et al., 2013).

Los polifenoles también muestran cierta selectividad en la inhibicion de va-
rias enzimas importantes involucradas en los mecanismos de replicacion y prolife-
racion, como las polimerasas y la ADN topoisomerasa II (Kuriyama et al., 2013),
que favoreceran la inhibicion de la proliferacion descontrolada caracteristica del
cancer. La genisteina, entre otros polifenoles, regula al alza p21, un inhibidor de
CDK, pero también suprime la ciclina D1 o E, lo que induce la detencion de GO/G1
0 G2/M segun la linea celular (Meeran & Katiyar, 2008).

Como demostraron Estrela et al. (Estrela et al., 2017), en condiciones in vi-
tro que tienden a imitar las condiciones biodisponibles in vivo, pterostilbeno y cur-
cumina (entre algunos otros polifenoles testados) tienen algun efecto significativo
en algunas lineas de células cancerosas (y en estos casos la reduccion en el nimero
de células viables siempre fue menor al 20 %). También se han encontrado eviden-
cias experimentales que permiten concluir que, en condiciones in vivo, los princi-
pales mecanismos subyacentes responsables de los efectos anticancerigenos indu-

cidos por los polifenoles no siempre implican necesariamente una interaccion di-

recta entre la molécula de polifenol y la célula cancerosa.
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1.4.2.3.Efectos fotoprotectores

Como se ha comentado en apartados anteriores, la radiacion solar induce
reacciones agudas y cronicas en la piel de los seres humanos (Shin, 2020). La ex-
posicion cronica es la causa principal del cancer de piel no melanoma, y también es
un factor primordial en la etiologia del melanoma cutaneo (Narayanan et al., 2010).
El cancer de piel es el tipo de cancer mas comun en poblaciones de piel clara en
muchas partes del mundo. En consecuencia, la incidencia de cancer de piel no me-
lanoma (células escamosas y basocelulares) es un importante problema de salud
publica en todo el mundo. Experimentos en animales han demostrado que, entre los
tipos de radiacion solar, la radiacion UVB (290 — 320 nm) es altamente mutagénica
y cancerigena en comparacion con los rayos UVA (320 — 400 nm) (Pfeifer and Be-
saratinia 2012). Los estudios epidemioldgicos indican que la radiacion UV solar es
responsable del desarrollo de tumores en la piel y del fotoenvejecimiento (Cao et
al., 2019). La exposicion de la piel a la radiacion UV solar causa inflamacion, es-
trés oxidativo, dafio en el ADN, desregulacion de las vias de sefializacion celular e
inmunosupresion (Afaq & Katiyar, 2011).

Debido a lo comentado anteriormente, se ha planteado el estudio del uso de
los polifenoles vegetales como agentes quimiopreventivos como potenciales com-
puestos biologicamente activos que permitan inhibir los efectos dafiinos en la piel
ocasionados por la exposicion a los rayos UV (Dunaway et al., 2018; Gado et al.,
2021). Estos estudios incluirian investigaciones relacionadas con la aplicacion de
los polifenoles y sus potenciales efectos beneficiosos frente a enfermedades de la
piel que cursan con inflamacién, estrés oxidativo y/o dafio al ADN. A modo de
ejemplo de polifenoles que podrian presentar beneficios frente a enfermedades de
la piel, podriamos citar los polifenoles del té¢ verde (Sharma et al., 2018), antocia-
nidinas de la uva (Afaq et al., 2007), Resv (Afaq et al., 2003), silimarina (Katiyar
et al., 1997), luteolina (Wolfle et al., 2013) o la genisteina (Kang et al., 2003). Otro
ejemplo a tener en cuenta, y a pesar de tener un factor de proteccion solar (FPS)
minimo, seria el extracto de té (que contiene EGCGQG) tiene propiedades protectoras
contra el dafio del ADN y la inmunosupresion inducida por radiacion UV, en parte
debido a su capacidad para reducir el estrés oxidativo, inhibir NF-kB y propiciar la

reparacion del ADN (Katiyar, 2011; Morley et al., 2005). Sin embargo, también se
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ha planteado que los polifenoles podrian ser un arma de doble filo. Aparte del con-
tacto involuntario con plantas dafiinas para la piel, hay numerosos cosméticos para
el cuidado de la piel y complementos alimenticios que contienen extractos de plan-
tas que podrian provocar efectos indeseables en personas con pieles o tejidos sensi-
bles (personas con hipersensibilidad o susceptibles a reacciones fototéxicas, por
ejemplo) (Korkina et al., 2009).

Con referencia especifica a los estilbenos, se ha demostrado, mediante estu-
dios con animales murinos de experimentacion, que el Pter es tan potente como el
Resv inhibiendo la activacion de NF-kB, AP-1, COX-2 e iNOS inducida en epi-
dermis de raton por el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Cichocki et al.,
2008). Otras investigaciones han descubierto que el Pter inhibe la carcinogénesis
en piel de raton inducida por el 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) (Surien et
al., 2022) y que, ademas, el Pter atentia el estrés oxidativo y la inflamacién en que-

ratinocitos (Teng et al., 2021). Por lo tanto, el Pter es un candidato potencial a ejer-

cer efectos anticarcinogénicos frente a la radiacion UV.
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2. Hipotesis y Objetivos

La radiacion UV es un conocido agente carcinogénico que tiene capacidad
para atravesar la epidermis, causar mutaciones en el ADN y originar la aparicion de
cancer de piel. Asi pues, la exposicion a radiacion UV solar, y particularmente la
radiacion UVB, es un factor de riesgo en el desarrollo de procesos tumorales cuta-
neos. Se ha descrito que los polifenoles, compuestos naturales con gran capacidad
antioxidante, presentan diversos efectos beneficiosos para la salud, entre los que
destaca una elevada capacidad anticarcinogénica. Este efecto protector no se debe a
una absorcion de la radiacion ni a una barrera fisica, sino que implica distintos pro-
cesos moleculares que todavia son poco conocidos. Debido a lo explicado ante-
riormente, se plantea la hip6tesis de que la accion antioxidante inducida por el poli-
fenol Pter pueda reducir la accion carcinogénica de la radiacion UVB de una forma
mas efectiva que el polifenol mas estudiado historicamente, el Resv.

El objetivo principal de esta tesis doctoral es evaluar el efecto fotoprotector
y anticarcinogénico del polifenol Pter contra el NMSC in vivo. Para ello, segln lo
expuesto, se fijaron los siguientes objetivos particulares:

1. Evaluar el efecto inhibidor del Pter contra la carcinogénesis cutanea indu-
cida por radiacion UVB.

2. Comprobar la efectividad del polifenol en aplicacion pre y postexposicion
a radiacién UVB, asi como evaluar dichos efectos en condiciones de expo-
sicién aguda y crénica.

3. Realizar un estudio comparativo entre los posibles efectos fotoprotectores
y anticarcinogénicos del Pter y uno de los estilbenos mas estudiados, el
Resv.

4. Profundizar en los mecanismos moleculares antioxidantes implicados en el

posible efecto fotoprotector.
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3. Materiales y Métodos

3.1.Modelos animales: ratones SKH-1

En los experimentos in vivo de esta tesis doctoral se utilizaron ratones de la
cepa SKH-1 (Charles River Laboratories International, Inc., Wilmington, MA, EE.
UU.) de 10-12 semanas de edad, siendo alimentados con una dieta estandar (Letica,
Barcelona, Spain). Este tipo de ratones no tienen pelo y son inmunocompetentes,
caracteristicas que los hacen idoneos para el estudio de diferentes tipos de patolo-
gias cutaneas como pueden ser las inducidas por la exposicion a la radiacion UV. El
hecho de que no presenten un sistema inmunitario inmunodeprimido es otra de sus
ventajas, ya que facilita en gran medida su manejo y estabulacion. Es conveniente
tener en cuenta que estos ratones no tienen melanocitos, por lo que tras la exposi-
cion a agentes quimicos o radiaciéon UV no desarrollan melanomas (Benavides et
al., 2009).

Todos los ratones fueron estabulados a una temperatura constante de 21-23
°C con una humedad relativa del 40-60 %, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h, si-
guiendo la normativa vigente tanto nacional (Real Decreto 53/2013, 1 de febrero de
2013) como europea (European Community Council Directive (86/609, OJ L
358.1, December 12, 1987) e internacional (NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, NIH Publication No. 85-23, 1985). Los animales se aclimata-
ron a su nuevo ambiente durante 15 dias antes de comenzar los experimentos; pos-
teriormente se dividieron en jaulas de 5 animales y se marcaron individualmente
mediante perforacion en las orejas para poder distinguir cada animal individual-

mente.
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3.2.Ensayos in vitro. células HaCaT

Para los experimentos in vitro de esta tesis doctoral se cultivaron queratino-
citos inmortalizados humanos (linea celular HaCaT (Human Adult Low Calcium
High Temperature Keratinocytes), ATCC, Manassas, VA, EE. UU.) en medio de

cultivo DMEM (del inglés Dulbecco's Modified Eagle's Medium), pH 7.4, suple-

mentado con 4.5 g/L. de glucosa, L-glutamina 2 mM, suero bovino fetal (SBF)
inactivado por calor al 10 % (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific, S. L.,
Madrid, Espaia), 100 unidades/mL de penicilina (Thermo Fisher Scientific, Fisher
Scientific, S. L., Madrid, Espafia) y 100 pug/mL de estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific, Fisher Scientific, S. L., Madrid, Espafa). Las células se sembraron en
placa a una densidad de 20 000 células/cm? y se cultivaron a 37 °C en una atmosfe-
ra humidificada con 5 % de COz. Las células se recogieron mediante incubacion
durante 5 min con tripsina al 0.05 % (p/v) (Sigma Aldrich-Co, St. Louis, MO, EE.
UU.) en tampoén fosfato salino (PBS), pH 7.4, que contenia acido etilendiaminote-
traacético (EDTA) (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific, S. L., Madrid, Es-
pafia) 0.3 mM, seguido de la adicion de SBF al 10 % para inactivar la tripsina. El
numero de células se determiné utilizando un contador automatizado de células
(Coulter Electronic, Miami, FL, EE. UU.), mezclando a partes iguales la suspen-
sion celular y el colorante azul de tripano (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scienti-
fic, S. L., Madrid, Espafia) para conocer la viabilidad celular. Se permitié que las

células se adhirieran durante 24 h antes de cualquier tratamiento in vitro.

91



Materiales y Métodos

3.2.1.

3.2.2.Ensayos in vitro: citotoxicidad del pte-

rostilbeno

Con el objetivo de evaluar el efecto y posible citotoxicidad del Pter [3,5-di-

metoxi-4’-hidroxi-trans-estilbeno] (Green Molecular, Paterna, Spain) sobre los cul-

tivos de células HaCaT. Las concentraciones testadas fueron 0, 10 uM, 20 uM y 50

uM de Pter diluido en medio de cultivo DMEM durante 1 h. Tras el tiempo de in-

cubacion con el tratamiento de Pter, se eliminé éste y se cambid por medio DMEM
fresco. Tras 24 h de incubacion a 37 °C en una atmosfera humidificada con 5 % de
COz, se contaron las células de cada condicidon experimental mediante un contador

automatizado de células (Coulter Electronic, Miami, FL, EE. UU.).

3.2.3.Ensayos in vitro: inmunotincion de fluo-

rescencia de Nrf2

Para comprobar si el Pter presenta una potencial capacidad de inducir la
translocacion del factor de transcripcion Nrf2 al nucleo, donde éste ejerce su fun-
cion, se realizaron experimentos de inmunotincion tratando cultivos celulares de
HaCaT con Pter y realizando la posterior tincidon inmunocitoquimica. Se uso el an-
ticuerpo monoclonal antihumanos contra Nrf2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, EE. UU.).
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3.3.Preparacion de liposomas vacios, con pte-
rostilbeno y resveratrol para administracion to-
pica.

Para los experimentos in vivo se utilizaron cremas de liposomas con polife-
noles. Se prepararon liposomas con Pter [3,5-dimetoxi-4’-hidroxi-trans-estilbeno]
(Green Molecular, Paterna, Spain), liposomas con Resv [trans-3, 5, 4’-trihidroxis-
tilbeno] (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) y liposomas vehiculo (sin ningtn
polifenol). Pter y Resv existen como dos isomeros conformacionales, cis y trans,
pero de manera natural existen fundamentalmente en la estructura trans. Por tanto,
ambos estilbenos estan comercialmente disponibles en su forma trans (>99 %).
Tanto los liposomas de Pter como los de Resv se prepararon a una concentracion de
10 umoles/100 pL.

En primer lugar se mezclaron 0.512 g de Pter 0 0.458 g de Resvy 2.376 g de
lecitina de soja (GUINAMA, Alboraya, Valencia, Espafia). El Pter se disolvi6 en 40
mL de diclorometano (Sigma Aldrich-Co, St. Louis, MO, EE. UU.) y el Resv en
140 mL de éter dietilico (Sigma Aldrich-Co, St. Louis, MO, EE. UU.). Los solven-
tes fueron eliminados poniendo la mezcla en un matraz aforado (AFORA, 8/29 E)
y con el uso de un rotavapor (BUCHI Labortechnik AG, Suiza). Las condiciones de
evaporacion fueron: bafio a 40 °C, vacio y refrigeracion con agua para recuperacion
del solvente. Tras 20-30 min los liposomas quedaron en forma de una pelicula fina
y homogénea en la base del matraz y se resuspendieron en 20 mL de PBS 1 mM
(Gibco® by Life Technologies™, Life Technologies Corporation, Grod Island, NY,
EE. UU.). Esta resuspension se llevo a cabo durante 3-4 min en el rotavapor, con
bafio a 40 °C, sin vacio ni refrigeracion. Transcurrido este tiempo, los liposomas se
transvasaron a un vaso de plastico de 100 mL y se sometieron a 100 ciclos de soni-
cacion (cada ciclo consistié en 6 s de ultrasonidos y 3 s de parada) con un sonica-
dor Branson Sonifier SLPe Digital Ultrasonic Homogenizer (BRANSON Ultraso-
nics Corporation, Danbury, CT, EE. UU.) a 4 °C. Posteriormente se afiadi6 carbo-
pol (GUINAMA, Alboraya, Valencia, Espafia) polimero hidrofilico reticulado del
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acido acrilico para gelificar los liposomas y facilitar su aplicacidon en los animales,
en una proporcion 1:1 (concentracion final 0.5 uM). Finalizado este proceso, se
afnadio el conservante antimicrobiano metil p-hidroxibenzoato conocido como fe-
nonip (GUINAMA, Alboraya, Valencia, Espana) (6 mL por cada litro de liposo-
mas), el cual estd constituido por mezcla de ésteres de alquilo de acido 4-hidroxi-

benzoico en fenoxietano.
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3.4.Absorcion UV, determinacion del FPS y de
TEWL

EPS

Con el objeto de determinar si los polifenoles utilizados en el estudio actuan
como un filtro fisico a la luz UV se determino el grado de absorcion de radiacion y
el factor de proteccion solar (FPS) de éstos. Para la determinacion de la absorcion
UV y del FPS se prepararon soluciones estandar de los estilbenos Pter y Resv a 1
mM en etanol. La absorcion UV se midié con un Multiskan Spectrum (ThermoS-
cientific, Waltham, MA, EE. UU.) en un rango de exploracion de 200 a 800 nm. El
blanco utilizado en esta medicion fue etanol, pues es el disolvente en el que estan
preparadas estas disoluciones.

La determinacion del FPS se realizé usando un espectrofotdmetro, se baséd
en el método descrito por Diffey y Robson (Diffey & Robson., 1989) y posterior-
mente se modifico y mejord con el fin de evaluar la proteccion de la piel contra los
rayos UV que brindan los productos testados en esta tesis doctoral. El método in
vitro usado permite obtener un valor de absorbancia mediante espectrofotometria y
posteriormente se hace un ajuste matemdatico mediante las ecuaciones propuestas
por Diffey y Robson (Diffey & Robson., 1989). Como sustrato, el material sobre el
que se aplico el producto testado fueron placas de polimetilmetacrilato (PMMA)
Helioplate HD6 (HelioScreen, Creil, Francia) (tamafio: 50 mm x 50 mm x 1.5 mm;
peso: 4.5 g).

La dispensacion se llevd a cabo como pequeiios puntos alineados en toda la
superficie. Para garantizar la precision en la medida, el area de aplicacion fue de
unos 25 cm?2. Una vez aplicado el producto se extendiéo inmediatamente de forma
manual sobre toda la superficie de la placa PMMA, hasta lograr una pelicula uni-
forme. Las muestras se dejaron equilibrar durante 15 min en oscuridad a tempera-
tura ambiente para asegurar una autonivelacion de los compuestos aplicados.

Se utiliz6 como referencia una placa de PMMA que contenia un filtro UV
para comprobar el buen funcionamiento del equipo y evaluar la correccion de las

medidas realizadas.
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El SPF in vitro se expresa a partir de todo el espectro UVB y UVA residual
tras haber atravesado la capa de crema extendida sobre el sustrato. Esto conduce a
una funcién de onda T(A), que se multiplico por las siguientes funciones y podemos
observar en la figura 15:
* Primera funcion de onda S(1), irradiacion espectral del sol estandar;

* Segunda funcion de onda E()L), espectro de accion eritemal.

Zo00EA) - S(A) - dA

SPF in vitro= 400

Figura 15. Ecuacion teoérica del calculo de FPS in vitro.

Los valores SPF de los productos testados se obtuvieron calculando la media
aritmética de las diferentes medidas. Para los calculos, se utilizo el software Helio-
soft Ltd. (Buckinghamshire, Reino Unido).

TEWL

Ademas, por su importancia fisioldgica en la funcion protectora que ejerce la
piel contra agentes fisicos y quimicos externos. A parte de la proteccion frente a
elementos externos, también se encarga de regular la pérdida de agua transepidér-
mica (Indra et al., 2011).

El TEWL fue medido mediante el uso de un Tewameter ® TM210 (Courage+
Khazaka FElectronic, Colonia, Alemania), cuyo método se basa en el principio de
difusion en camara abierta. El gradiente de presion del vapor de agua se mide indi-
rectamente mediante dos pares de termistor e higrosensor combinados, presentes a
dos alturas diferentes dentro de un cilindro hueco (altura 2 cm y didmetro 1 cm)
(De Paepe et al., 2005). El cabezal de la sonda se coloca horizontalmente sobre la
piel a una presion constante y su pequefio tamafio minimiza la influencia de las
turbulencias del aire dentro de la sonda. Durante todo el experimento, las evalua-
ciones con los Tewameter se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos estandari-

zados segun la bibliografia (Rogiers, 1995; Rogiers, 2001). Esto incluy6 la puesta a
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cero y el calentamiento previo a la medicion del cabezal de la sonda hasta alcanzar
la temperatura corporal del voluntario. Después del equilibrio de la sonda, el tiem-

po de medicion generalmente fue de entre 30 y 40 s (De Paepe et al., 2005).
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3.5. Tratamiento con polifenoles e irradiacion

con UVB.

El tratamiento de los animales de experimentacion consistio en la aplicacion
topica de los liposomas vehiculo y liposomas con polifenoles (a una concentracion
de 1 umol/cm?) (Tan et al., 1970; Sharma, 2010). Tras 20 min de la aplicacién de
los liposomas, tiempo suficiente para la absorcion del tratamiento, los animales
fueron irradiados con luz UVB. Para la irradiacién de los ratones con UVB (A =
310 nm) se utiliz6 una camara Crosslinker Bio-Link BLX 254 (Peqlab Biotechnolo-
gie GmbH, Erlangen, Alemania). Se realizaron dos tipos distintos de irradiacion:

» Exposicion aguda: irradiacion tnica a 360 mJ/cm?, pre o post aplicacion

del tratamiento topico polifendlico correspondiente.

» Exposicién crénica: irradiacion de 3 veces por semana a una dosis de

180 mJ/cm? durante 30 semanas.
Es conveniente destacar que se eligid esta dosis y frecuencia de radiacion
UVB en el tratamiento crénico para simular una exposicion continua y prolonga-
da al sol. Los diferentes grupos experimentales tratados con polifenoles y some-

tidos a radiacion cronica se muestran en la Tabla 1 (10 animales/grupo):

Control Control + UVB

Vehiculo Vehiculo + UVB

Pter 1 pmol/cm? | Pter 1 pmol/cm? + UVB

Resv 1 pmol/cm? | Resv 1 pmol/cm? + UVB

Tabla 1. Tratamientos aplicados a los diferentes grupos experimentales de

ratones.
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3.6.Medicion del edema cutdaneo tras la exposi-

cion a radiacion UVB.

Con el objeto de realizar una primera aproximacion sobre el efecto de la ra-
diacion UVB y el posible efecto fotoprotector polifendlico, se midi6 el grosor del
pliegue cutdneo sobre el lomo de los ratones antes y 24 h después de la primera
dosis de irradiacion a 360 mJ/cm?2. Esta medida se realiz6 sujetando los ratones
manualmente y midiendo el pliegue cutaneo con un pie de rey electronico (ME-
DID, General de Medicion, S.L., Barcelona, Espaiia). Con los datos de las medidas
del grosor de la piel obtenidos se calculd el incremento de grosor de la piel induci-
do por la exposicion a la radiacion UVB. Los resultados se presentan como el por-
centaje de incremento de grosor de la piel de los diferentes grupos experimentales

respecto del grupo de ratones control.
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3.7.Recoleccion de muestras de piel

Para la obtencion de las muestras experimentales los animales se sacrificaron
por dislocacion cervical. Los ratones sujetos a la irradiacion aguda se mantuvieron
estabulados durante una semana y fueron sacrificados. Los animales sujetos a irra-
diacion cronica se sacrificaron a las 30 semanas de tratamiento. Una parte de la piel
de lomo de los ratones que habia estado sujeta a tratamiento se usé para estudios
histopatoldgicos. Otra parte del lomo se utilizé para medir la actividad enzimatica
y para evaluar la expresion génica. Para su posterior procesamiento, las muestras
de piel se congelaron con nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80 °C. Simulta-
neamente, tras el sacrificio se recogieron muestras de sangre de cada ratdén por de-
capitacion en tubos Eppendorf heparinizados (Laboratorios ROVI, Madrid, Espa-

fa).

3.8.Analisis histopatologico cutaneo

Las muestras de piel se fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS, pH
7.4, por inmersion durante 24 h. Posteriormente se realizo el deshidratado de las
muestras en bafios de etanol de graduacion creciente (30 %, 50 %, 70 %, 90 %,
100 % por duplicado) (60 min/bafio) y aclaramiento tisular con xileno (por dupli-
cado, 60 min/bafno). Posteriormente las muestras se incluyeron en parafina y se
realizaron secciones de 5 um de grosor. Dichos cortes se tifieron con hematoxili-
na-eosina para evaluar el grosor de la epidermis a nivel microscopico, asi como,
el namero de capas de células epidérmicas de cada grupo experimental. El anali-
sis de las imagenes microscopicas se realizo con el software ImagelJ (Schneider et
al., 2012).
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3.9.Homogeneizacion de muestras de piel

Los homogenados de las muestras de piel se realizaron utilizando un homo-
genizador Precellys 24 (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Francia)
acoplado a un sistema Cryolys (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux,
Francia), que permite que el proceso se lleve a cabo a muy baja temperatura ya que
la refrigeracion se realiza con nitrogeno liquido. El método utilizado por este sis-
tema se basa en el uso de unas mini-bolas ceramicas que mediante un proceso de
agitacion son capaces de disgregar el tejido presente en un tubo de plastico de 2
mL. Es conveniente destacar que se usaron unos tubos especiales, mas resistentes y
con tapon de rosca para evitar su rotura durante la agitacion del proceso de homo-
genizacion. Dependiendo del analisis o estudio posterior que se le practico a la
muestra, el homogenado se realizé con diferente solucion tampon (se obtuvo mues-
tra para diferentes medidas enzimaticas y realizacion de PCR). Afiadimos 1 mL del
tampon por cada 0.1 g de tejido a homogenizar. En nuestro caso observamos que
obteniamos un mejor homogenado cuando el proceso se llevaba a cabo a una tem-
peratura de entre -10 °C y 0 °C y con 6 ciclos de agitacion a 6300 rpm, consistiendo
cada ciclo de agitacion en 23 s de agitacion y 15 s de parada. Es conveniente desta-
car que para obtener una homogenizacion optima de la muestra se debe evitar su

descongelacion durante todo el proceso.

101



Materiales y Métodos

3.10.Medida capacidad antioxidante

Con el objetivo de medir la capacidad antioxidante de los compuestos utili-
zados en los animales de experimentacion utilizamos el método Trolox (Huang et
al., 2005), un compuesto derivado de la vitamina E (Sigma Aldrich-Co, St. Louis,
MO, EE. UU.), cuyo método se basa en la reaccion entre el H>O2 y la metmioglo-
bina para formar ferrilmioglobina. Este radical reacciona con el ABTS (2,2'-azino-
bis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico]-sal de diamonio) (Sigma Aldrich-Co,

St. Louis, MO, EE. UU.) para formar ABTS ", cromdgeno que presenta un pico de

absorbancia a 734 nm. De esta manera, en presencia de antioxidantes hay una inhi-
bicion de dicha absorbancia, cuyo nivel de disminucion se usa para determinar su

capacidad antioxidante (Figura 16).

‘0S s s SO,
OiN>= N—N=<N:©/
‘e 4

ABTS

2,2 Azino-bis (3-etilbenzotiazolin6-sulfonico)

Persulfato de Potasio k -e'

"]

ABTS ™

Figura 16. Reaccion de formacion de ABTS. Formacion del radical ABTS
mediante el persulfato de potasio. Fuente: Tesis de Santa Cruz Cifuentes, L. A.

Analisis quimico de antocianinas en frutos silvestres colombianos. 2011).
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Para llevar a cabo estos ensayos se utilizé un curva de calibracién de varias

concentraciones conocidas de Trolox (2.5 uM, 2 uM, 1.5 uM 1 uM y 0.5 uM). Las

concentraciones de Pter y Resv utilizadas fueron en ambos de 2 uM, 1.5 uM, 1 uM
y 0.5 uM (Tabla 2).

Reactivos Blanco Standard / Muestra
Patr6on / Muestra - 7.5 ul
PBS 877 ul 869 ul
Meta Hb (140pM) 18 pl 18 pl

Tabla 2: Preparacion del contenido de las muestras método Trolox.

Para este ensayo se prepar6 una “Master Mix”’con 29.563 mL de PBS, 612
uL de MetaHb y 1 mL de ABTS. A cada cubeta de espectofotometria se afiadieron
917 pL de esta “Master Mix”. Para los blancos de Pter y Resv se utilizé 7.5 pL de
DMSO, y para el blanco del Trolox 7.5 pL de PBS (ya que estos fueron los respec-
tivos solventes). Por lo que respecta a las muestras se afiadio 7.5 uL. de cada con-
centracion de Pter y Resv indicadas anteriormente.

Una vez preparadas todas las cubetas se agitaron y se incubaron a 30 °C du-
rante 5 minutos, midiéndose la absorbancia de cada cubeta, que constituirdn sus
respectivos blancos. En t = 0 min, se afiadid el perdxido de hidrogeno, que actia
como catalizador e iniciador de la reaccion. Pasados 6 minutos se ley6 la absorban-
cia, con cuidado en la exactitud de los tiempos ya que la reaccion no es de punto
final, sino que contintia hasta que se consume todo el peroxido de hidrogeno.

La representacion de la recta patron se realizé calculando el porcentaje de
inhibicidn para cada uno de los patrones:

% Inhibicion = (A734 — A734) -100 / A734 blanco.

103



Materiales y Métodos

3.11.Medida de actividades enzimaticas

Debido a que la radiacion UVB tiene efectos pro-oxidantes y que parte de
los efectos beneficiosos de los polifenoles estudiados se deben a su caracter anti-
oxidante, se evaluaron las actividades de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT),
superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx). Las muestras de piel
guardadas a -80 °C se homogeneizaron en los tampones correspondientes para su

correcta determinacion.

Tampones utilizados segiin actividad enzimatica:
CAT: Fosfato de potasio 50 mM (pH 7.0) + EDTA 1 mM.

SOD: Hepes 20 mM (pH 7.2) + EGTA 1 mM + manitol 210 mM + 70 mM
sacarosa.
GPx: Tris-HCI 50 mM (pH 7.5) + EDTA 5 mM + ditiotreitol (DTT) 1 mM.

Los homogeneizados se centrifugaron a 10 000 g durante 15 min, a 4 °C,
utilizando una centrifuga Mikro 200 R (Andreas Hettich, Tuttlingen, Alemania).
Los sobrenadantes se usaron directamente para la determinacion de la actividad
enzimatica.

Las actividades de CAT, SOD y GPx se determinaron utilizando diferentes
kits comerciales (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, EE. UU.),
siguiendo los protocolos y empleando los reactivos y rectas patron suministrados

en cada kit.
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Xantina + Oz 20, Colorante Formazan
H:0: 20, Sal de tetrazolio
Acido trico
l SOD
H20: + 02

Figura 17. Fundamento kit de deteccion actividad Superdxido dismutasa.
Representacion esquematica de las reacciones en las que se basa este ensayo del
kit de deteccion y cuantificacion de SOD (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, Michigan, EE. UU.).

Determinaciones de las actividades enzimaticas antioxidantes:

Catalasa:

La catalasa es una enzima antioxidante implicada en el proceso celular de
detoxificacion del H2O». Esta enzima presenta dos tipos de actividades enzimaticas

(ver figura 11):

« Actividad catalitica: cataliza la conversion de dos moléculas HxO2a Oz y

dos moléculas de H»O.

» Actividad peroxidativa: alcoholes de bajo peso molecular pueden actuar

como dadores de electrones, convirtiendo H2O2 en H>O.

Este kit de actividad CAT de Cayman Chemical Company utiliza la actividad
peroxidativa de la CAT para determinar la actividad enzimatica. Este método de
determinacion esta basado en la reaccion de la enzima con metanol, en presencia de
H>0:. El formaldehido formado es medido colorimétricamente tras su reaccion con
el cromogeno 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole (purpald). El purpald
forma un heterociclo biciclico con el aldehido, que tras su oxidacion cambia de

incoloro a purpura (Johansson & Borg, 1988; Wheeler et al.,1990).
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R-O-O-H + 2GSH — 2% » R-O-H + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* — SR 2GSH + NADP*

Figura 18. Fundamento kit de deteccion actividad GPx. Representacion
esquematica de las reacciones en las que se basa este ensayo del kit de deteccion
y cuantificacion de GPx (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan,
EE. UU.).

Superdxido dismutasa:
Las SOD son metaloenzimas que catalizan la dismutacion del anion super-

oxido (O2*-) en O2 y H202 y, por lo tanto, forman una parte fundamental del meca-
nismo de defensa antioxidante de la célula (Malstrom et al., 1975).

Se han caracterizado tres tipos de SOD segln el cofactor que necesitan para
realizar su correcta funcion: cobre/zinc (Cu/Zn), manganeso (Mn) y hierro (Fe).

Este kit de actividad SOD (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Mi-
chigan, EE. UU.) utiliza una sal de tetrazolio para la deteccion de radicales super-
oxido generados por la xantina oxidasa y la hipoxantina mediante espectrofotome-
tria (AM440-460 nm) (Figura 17). De esta manera, se considera que una unidad de
SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para presentar una dismuta-

cion del 50 % del Oz°-. El ensayo SOD mide los tres tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y
Fe SOD).

Glutation peroxidasa:

La enzima GPx cataliza la reducciéon de los hidroperoxidos, incluido el
H>02, mediante la reduccion del GSH con el objetivo de proteger la célula del dafio
oxidativo.

El ensayo de medicion de este kit de GPx (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, Michigan, USA) mide la actividad de GPx indirectamente mediante una

reaccion acoplada con GSH reductasa (GR). El GSSG, producido tras la reduccion
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del hidroperoxido por GPx, se recicla a su estado reducido por GR y NADPH (Fi-
gura 18). La oxidacion de NADPH a NADP+ va acompanada de una disminucion
de la absorbancia a 340 nm. En condiciones en las que la velocidad de la actividad
de GPx es limitante, la velocidad de disminucidén de la absorbancia a 340 nm es
directamente proporcional a la actividad de GPx en la muestra (Paglia & Valentine,
1967). Este kit de ensayo de GPx (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Mi-
chigan, USA) se puede utilizar para medir todas las peroxidasas dependientes de
GSH en plasma, lisados de eritrocitos, homogeneizados de tejidos y lisados de cé-
lulas (Figura 18).
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3.12.Extraccion de polifenoles de la piel y plas-
ma y cuantificacion mediante espectrometria

de masas

Se mezclaron directamente alicuotas de 100 puL de plasma o sobrenadante de
muestras de piel homogeneizadas en PBS con 200 pL de metanol frio. Posterior-
mente se centrifugaron a 10 000 g durante 15 min, a 4 °C, utilizando una centrifuga
Mikro 200 R (Andreas Hettich, Tuttlingen, Alemania). Los sobrenadantes se usaron
directamente para la determinacién de Pter. EL protocolo de UPLC-MS/MS se
realizé segln Ferrer et al. (Ferrer et al., 2005) utilizando un sistema Acquity UPLC
con espectrometro de masas de triple cuadrupolo (Waters Corp., Milford, MA, EE.
UU.). Los metabolitos de Pter se identificaron en un modo de exploraciéon completa
(“full scan”™).
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3.13.Medida de peroxidacion lipidica mediante

determinacion de niveles de isoprostanos

Tras el sacrificio y recoleccion de piel de los animales, las muestras se ho-
mogenizaron en tampén Kpi 0.1 M + 1 mM EDTA pH 7.4 + BHT (Butil hidroxi
tolueno) (Sigma Aldrich-Co, St. Louis, MO, EE. UU.). La determinacioén de iso-
prostanos en los homogenados de piel se realizo con el kit comercial 8-isoprostane
EIA kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, EE. UU.). Para la pre-
paracion de las muestras, en primer lugar, se hizo una extraccién con solventes or-
ganicos para eliminar la fraccion no lipidica de la muestra. Esta extraccion se reali-
z6 con Folch solution, una mezcla de solventes consistente en cloroformo:metanol
(proporcion 2:1) y BHT a una concentracion final de 0.005% (p/V). El volumen de
Folch solution fue de 20 mL por cada mL de muestra. Después se realizaron 6 ci-
clos de sonicacion (5 s de ultrasonidos y 3 s de parada) con un sonicador Branson
Sonifier SLPe Digital Ultrasonic Homogenizer (BRANSON Ultrasonics Corpora-
tion, Danbury, CT, EE. UU.) y se centrifugaron las muestras a 2500 g durante 3
min con una centrifuga Rotina 420 R (Andreas Hettich GmbH & Co. KG Tuttlin-
gen, Alemania)). Tras este procedimiento se obtuvo una fase superior (acuosa)
desechable y una fase inferior (organica) que se recogio en un nuevo tubo. A conti-
nuacion, la fase organica se deseco completamente con N> gas, proceso que dura
aproximadamente 2-3 h. Una vez evaporado, los isoprostanos, localizados en la
pared del tubo, se resuspendieron en 150 pL (volumen inicial de muestra) de meta-
nol-BHT (la concentracion final de BHT fue de 0.005% (p/V)) y se realizé una hi-
drolisis alcalina. Para ello, se afiadieron 150 pul. de KOH 15% y se incubaron a 40
°C en un termoblock Labnet Accublock Digital Dry Bath (Labnet International,
Inc., Woodbridge, NJ, EE. UU.) durante 30 min. Tras la hidrélisis alcalina, se acidi-
ficaron las muestras (pH 3.0) con acido acético 30 % (Panreac Quimica, S. A., Cas-
tellar del Vallés, Barcelona, Espafia) y se procedioé a purificar los isoprostanos con
columnas SPE (la fase estacionaria contiene un compuesto de 18 carbonos (C-18)

que retiene los isoprostanos) (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan,
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EE.UU.). Para la purificacion, se activaron las columnas con 5 mL de metanol
(Panreac Quimica, S. A., Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia) y 5 mL de agua
mQ (en este orden), después se anadio la muestra acidificada y seguidamente se
afiadieron 5 mL de agua mQ y 5 mL de hexano. Para eluir los isoprostanos de las
columnas se afiadieron 5 mL de acetato de etilo con 1% de metanol, se introdujeron
las columnas en tubos de vidrio y se centrifugaron a 600 g durante 3 min. Poste-
riormente se evaporaron los solventes con N2 gas y los isoprostanos se disolvieron
en 150 pL de tampdn EIA (Enzyme Inmuno Assay). Por Gltimo, se prepard la placa
ELISA afiadiendo 50 pL de muestra, 50 pL de tracer (que contiene acetilcolineste-
rasa) y 50 uL de antiserum (anticuerpo contra 8-isoprostano). Se incubd durante 18
h a 4 °C, se realizaron 5 lavados con Wash buffer, se afiadieron 200 uL de Ellman’s
reagent (contiene acetilcolina que sera hidrolizada por la acetilcolinesterasa del
tracer) y se incub6 2 h a temperatura ambiente en oscuridad. Se tomd nota de las
absorbancias a 420 nm de cada pocillo y se realizaron los célculos oportunos para

determinar la cantidad de isoprostanos en cada muestra.
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3.14.Medicion de carbonilacion de proteinas

Para evaluar la carbonilacion proteica en las muestras de tejido cutaneo se
utilizé el kit OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (°EMD Millipore Corpo-
ration, Billerica, MA, EE. UU.). Para llevar a cabo esta determinacion, tras la ob-
tencion del lisado de proteinas, los grupos carbonilo de las cadenas laterales se de-
rivatizaron a 2,4-dinitrofenilhidrazona mediante la reaccion con 2,4-dinitrofenilhi-
drazina. Las muestras de proteinas derivatizadas se separaron mediante electrofore-
sis en gel de poliacrilamida y se realizé un Western blotting. Tras la transferencia,
la membrana de nitrocelulosa con las proteinas fue incubada con el anticuerpo pri-
mario (anticuerpo contra las proteinas-DNP rabbit IgG) y posteriormente con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (anticuerpo se-
cundario: goat anti-rabbit IgG). Para su deteccion se uso el sistema de quimiolu-
miniscencia mejorada (sistema ECL, Amersham) (Ver apartado “Western Blot”

donde se detalla la informacion).

3.15.Determinacion de GSH

El GSH se determind mediante cromatografia liquida acoplada con espec-
trometria de masas en tdndem (sistema Acquity UPLC con espectrometro de masas
de triple cuadrupolo (Waters Corporation, Framingham, Massachusetts, EE. UU.))
siguiendo la metodologia de Escobar et al. (Escobar et al., 2013). El tejido se ho-
mogeneiz6 con N-etilmaleimida (NEM) 10 mM disuelta en PBS en una proporcion
de 400 pL por cada 100 pg de tejido (4:1 (v/p)). Las muestras se desproteinizaron
con acido perclorico al 4 % (v/v) y se centrifugaron a 10 000 g durante 15 min a 4
°C. Los sobrenadantes se usaron directamente para la determinacion de GSH. Los
resultados fueron normalizados para el numero de capas de células medidas en la

epidermis para cada condicion.
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3.16.Evaluacion del dario oxidativo al ADN

Para la evaluacion de dafio al ADN, las muestras de piel se homogeneizaron
en tamp6n Tris 10 mM (pH 7.0) + EDTA 1 mM + NaCl 150 mM. Posteriormente,
se incubaron primero con RNasa A a 37 °C durante 30 min y luego con proteinasa
K a 55 °C durante toda la noche. A ésto le sigui6 un paso de fenolizacion, agregan-
do a la muestra un volumen equivalente (1:1) de fenol 100 % puro a pH 8.0 y mez-
clando suavemente, por inversion 40 veces, hasta obtener una emulsion homogé-
nea. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 250 g durante 3 min, reco-
giendo la fase superior con una punta cortada estéril y transfiriéndola a un tubo
estéril.

Luego, se repitio el proceso pero agregando un volumen igual de fenol:clo-
roformo:alcohol isoamilico (1:1) en lugar de fenol, recogiendo la fase superior des-
pués de la centrifugacion (25 000 g durante 3 min). A continuacion, el ADN de las
muestras se precipitd afiadiendo 1 mL de isopropanol y se centrifugd a 25 000 g
durante 15 min. Realizando el procedimiento de manera correcta, se debe observar
claramente una malla blanca (ADN precipitado). Posteriormente, se eliminé el iso-
propanol de las muestras con precaucion evitando cualquier contacto con el ADN
precipitado. Las muestras de ADN se lavaron afiadiendo 1 mL de etanol al 70 % y
centrifugando a 25 000 g durante 10 min. Se elimin6 la mayor cantidad posible de
etanol con cuidado dejando que el resto del etanol se evaporara. Después de volver
a suspender en tampdén de digestidon, la concentracion de ADN se midi6 usando
nanodrop. Se guardaron 3 pg para su posterior visualizacion.

A continuacioén, 120 pg de ADN fueron sometidos a una digestion enzimati-
ca siguiendo el método descrito por Crain (Crain, 1990). Las muestras se incubaron
durante 3 min a 100 °C y luego se colocaron en hielo durante 1 min. A continua-
cion, se iniciod la digestion enzimatica agregando 22 pL de Nucleasa P1 e incuban-
do las muestras durante 2.5 h a 45 °C. Luego se agregaron 25 pL de fosfodiesterasa
I y las muestras se incubaron durante 2 h a 37 °C. Finalmente, se agregaron 12 pL
de fosfatasa alcalina y las muestras se incubaron durante 1 h més a 37 °C, el proce-

dimiento se llevd a cabo en un termobloque mezclador (Bioer Technology, Zhe-
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jiang, China). Debido a que los nucledtidos también presentan absorbancia a 260
nm, la concentracion de ADN se mididé después de la digestion de éste utilizando el
espectrofotometro de microvolumenes Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EE. UU.). El Nanodrop se configur6é para medir el ADN de doble hebra,
utilizando la digestion tampon como blanco. La relacion de pureza media de la ra-
tio de absorbancia 260/280 nm para las muestras de ADN fue de 1.6 + 0.06. Para
comprobar el aislamiento y la digestion del ADN, se cargaron 3 pg de ADN, antes
y después de la digestion, en un gel de agarosa al 1 % y se visualizaron mediante
luz ultravioleta después de la tincidon con colorante GelRed. La electroforesis se
realizdo a 80 V durante 40 min, en una camara de electroforesis de ADN (SCIE-
PLAS, Cambridge, Reino Unido) y una fuente de alimentacién 200/2.0 (Bio-Rad
Laboratories S. A., Alcobendas, Madrid, Espafia). La imagen del gel de ADN se
capturd utilizando ChemiDocTM XRS (Bio-Rad Laboratories S. A., Alcobendas,
Madrid, Espafa). Luego, los nucledsidos liberados se preconcentraron liofilizando
los hidrolizados y resuspendiendo los granulos secos en 60 pL de metanol/0.1 %
acido formico (HCOOH ) 1:3 (v/v). Para finalizar el procedimiento, las muestras se
centrifugaron (25 000 g durante 10 min) para eliminar cualquier desecho y se reco-
gieron los sobrenadantes.

Finalmente, se agregaron 5 pL de solucion de patron interno (10 mmol/L) a
alicuotas de 60 pL tanto de sobrenadantes diluidos 1:20 en H20 (0.1% v/v
HCOOH) como no diluidos y luego, las muestras se inyectaron en el sistema cro-
matografico (UPLC-MS/MS). El nivel de 2-dG es varios 6rdenes de magnitud mas
alto que los niveles de los otros analitos y, por lo tanto, se midié 2-dG en los sobre-
nadantes diluidos 1:20, mientras que se midi6 8-OHdG en los sobrenadantes no

diluidos.
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3.17.Extraccion y cuantificacion de proteinas

La determinacion de proteinas en homogenados de muestras de piel de raton
se realizo utilizando el kit comercial Pierce™ BCA Protein assay Kit (Thermo Fis-
her Scientific, Fisher Scientific, S. L., Madrid, Espana). El fundamento que emplea
este kit se basa en la deteccion por espectrofotometria de las proteinas usando un
reactivo que contiene acido bicinconinico (Smith et al. 1985). El acido bicinconini-
co, es una sal sddica capaz de formar un complejo purpura intenso con inones Cul*
en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un método analitico capaz de
monitorizar el i6n cuproso producido en una reaccion entre las proteinas con Cu2*
en medio alcalino (reaccion de Biuret). La estabilidad del reactivo y el croméforo
proporciona un método para la cuantificacion de proteinas que es sencillo, rapido,
muy sensible, y que muestra una gran tolerancia a compuestos que afectan a otros

métodos (Figura 19) (Smith et al., 1985).

) OH
Proteina + Cu2t ——— Cul*

Cult+ BCA  —— Complejo purpura BCA-Cul*

Figura 19. Reaccion de Biuret. Reaccion de Biuret, en la cual se basa en kit de
determinacion de proteinas Pierce™ BCA Protein assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Fisher Scientific, S. L., Madrid, Espaia).

Tras descongelar las muestras en nevera se pusieron inmediatamente en hielo
(para evitar su la degradacion de proteinas si permanecen demasiado tiempo a tem-
peratura ambiente) y se realizd todo el procedimiento en frio.

En primer lugar preparamos una recta patréon con concentraciones conocidas
de proteina albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés, Bovine Serum
Albumin), siendo éstas: 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL,
0.625 mg/mL, 0.3125 mg/mL y Blanco (0 mg/mL).
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Para la cuantificacion, como hemos dicho anteriormente, se uso el kit Pier-

ce™ BCA Protein assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific, S. L., Ma-
drid, Espaia), que consta de dos reactivos: el Reactivo A y el Reactivo B. Con es-
tos dos reactivos del kit prepararemos la solucion de trabajo mezclando el Reactivo
Ay el Reactivo B en una proporcion 50:1. Para cada medicién usamos una placa de
96 pocillos para medir cada muestra por triplicado. Asi pues, en cada pocillo se
pipeted 3 uL de cada muestra y 260 pL de solucion de trabajo (en los pocillos de
recta patrén se pusieron las mismas cantidades, solo que en lugar de 3 pL de mues-
tra se pusieron 3 pL de cada concentracion de proteina BSA). Una vez completada
la placa con todas las muestras y la recta patron por triplicado, cubrimos los poci-
llos con parafilm (para evitar evaporacion), cubrimos la placa con papel de alumi-
nio (para asegurar la oscuridad en los pocillos) y la incubamos a 37 °C durante 30
min en oscuridad. Tras la incubacidn, se midio la absorbancia a 562 nm en un es-
pectrofotometro Multiskan Spectrum (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific,
S. L., Madrid, Espafia). Asi pues, sabiendo las absorbancias de los pocillos de recta
patron y a partir de la ecuacion de la recta patron resultante, pudimos calcular la

concentracion de proteina de nuestras muestras.
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3.18.Expresion génica antioxidante

EXTRACCION DE ARN
El ARN total de las muestras de piel se aislo utilizando el kit TRIzol de Invi-

trogen (Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific, S. L., Madrid, Espafia) siguien-

do las instrucciones del fabricante. Los homogenados de piel de raton (50-100 mg
de tejido) se hicieron con 500 pL. de TRIZOL en el Precellys 24 (6 ciclos de 23 se-

gundos de marcha y 10 s de parada con refrigeracion) utilizando material tratado

con dietilpirocarbonato (0.1 %, 2 h a 37 °C) y posteriormente autoclavado. Tras la

homogenizacion, se transvaso el sobrenadante a nuevos tubos eppendorf libres de

RNAasa, para separarlo de las bolas de homogenizacion. En este punto los homo-

genados se congelaron a -80 °C hasta el momento de la extraccion de ARN.

Para la extraccion de ARN se descongelaron las muestras en hielo, se centrifu-
garon a 12 000 g, durante 10 min a 4 °C, y al sobrenadante se le afiadieron 100
uL de cloroformo (Sigma Aldrich-Co, St. Louis, MO, EE. UU.). Las muestras
se centrifugaron durante =15 min a 12 000 g a 4 °C generandose 3 fases:

» Fase superior acuosa transparente, donde esta el ARN.

« Fase intermedia rica en ADN.

» Fase inferior proteica (de color rosa).
Se recogio la fase acuosa a un nuevo tubo y se afiadieron 250 pL de isopropa-
nol (2-propanol), que deshidrata y precipita el ARN. Después de centrifugar
durante 10 min a 12 000 g a 4 °C la muestra se afladieron > 500 uL de
etanol 75 % para eliminar los restos de 2-propanol. Por ultimo, se centrifuga-
ron las muestras a 7 500 g durante 5 min y el pellet de ARN se resuspendi6 en
H>O libre de RNasas.
—>La cuantificacion de la cantidad de ARN (Absorbancia a 260 nm) y su pure-
za (A260/A280) se realizdo mediante espectrofotometria (NanoDrop, Thermo
Fisher Scientific, Fisher Scientific, S. L., Madrid, Espafia).
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RETROTRANSCRIPCION
La retrotranscripcion del ARN a ADN complementario (ADNc) se realizé
mediante la accion de la transcriptasa inversa. Para ello se utiliz6 una pareja de ce-
badores de hexdmeros aleatorios (random hexamer primers) y un kit de transcripta-
sa inversa SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR siguiendo las
instrucciones del fabricante (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Fisher Scienti-
fic, S. L., Madrid, Espana).

El protocolo de retrotranscripcion fue el siguiente:

* Desnaturalizacion:
* Afadir a cada tubo libre de nucleasas de cada muestra:
* Volumen para 1 pg de ARN.
* 1 uL de hexametros aleatorios (50 ng/pL).
* 1 pL de ANTP (10 mM).
» Hasta 10 pL de agua libre de RNasas.
* Incubar a 65 °C durante 5 min.
* Incubar en hielo durante, al menos, 1 min.
* Anillamiento (4nnealing):
* Afadir a cada tubo 10 pL de la Master Mix del kit, compuesta por
(para cada tubo/muestra):
2 pL de RT Buffer (10X).
4 pL MgClL (25 mM).
2 uL DTT (0.1 M).
* 1 uL RNaseOUT™ (40 U/uL).
o 1 uL SuperScript™ III RT (200 U/uL).
* Incubar a 25 °C durante 10 min.
+ Sintesis de ADNc:

e Incubar a 50 °C durante 50 min.

e Fin de la reaccion:
* Incubar a 85 °C durante 5 min.

* Degradacion del ARN:
* Afadir a cada tubo 1 ul. de RNasa H.

e Incubar a 37 °C durante 20 min.
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REACCION CUANTITATIVA EN CADENA DE LA POLIMERASA
EN TIEMPO REAL (qRT-PCR)

La RT-PCR se realizén con un termociclador iQ™S5 Multicolor Real-Time
PCR Detection System de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories S. A., Alcobendas, Ma-
drid, Espafia). A La Master Mix de la PCR y la ADN polimerasa AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) se agregaron a las siguientes se-

cuencias de cebadores (5'a 3'):

Secuencias de cebadores utilizados:
o CAT:
*  Sentido: GGAGCAGGTGCTTTTGGATA .
* Antisentido: GAGGGTCAC-GAACTGTGTCA.

* Sentido: TTTTTCGCGGTCCTTTC.
» Antisentido: CCATACTGATGGACGTGGAA.

e Sentido: ATCAGTTCGGACACCAG-GAG.
» Antisentido: TTCCGCAGGAAGGTAAAGAG.

La cuantificacion en tiempo real del ARNm en relacion con GAPDH (gen
control) se realizoé con un ensayo SYBR Green I (Thermo Fisher Scientific, Fisher
Scientific, S. L., Madrid, Espafia). El ADNc diana se amplificé utilizando las si-
guientes condiciones: 10 min a 95 °C seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C durante 30 segundos y hibridacion y extension a 60 °C durante 1 min. Los
cambios en la fluorescencia se midieron en tiempo real durante el paso de exten-
sion de la cadena de ADN. Se determino el ciclo umbral (Cr) y la expresion génica
relativa se expresd como:

Fold Change = 2-0ACy), donde ACt = Cr diana - C1 GappH Y A(ACT) = ACT tratado - ACT

control.
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3.19. Western Blot

Los extractos de células o tejidos se prepararon mediante ciclos de congela-
cion y descongelacion (células) u homogeneizacion (tejidos) en un tampon que
contenia NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM, fluoruro de fenilmetilsul-
fonilo 1 mM, leupeptina 1 pg/ml, 1 pg /ml de aprotinina y 1 pg/ml de pepstatina
(pH 7.4). Para cada condicion experimental se usaron 50 pg de proteina (cuantifi-
cado por BCA como se ha indicado en apartados anteriores), que fueron desnatura-
lizadas por tratamiento térmico (95 °C durante 10 min) en tampon Laemmli (Bio-
Rad Laboratories S. A., Alcobendas, Madrid, Espafia) con ditiotreitol 50 mM (Sig-
ma Aldrich-Co, St. Louis, MO, EE. UU.). Los 50 ug de proteinas por condicion
experimental se resolvieron en geles SDS-PAGE al 12.5 %.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante un
procedimiento de transferencia hlimeda y éstas fueron incubadas con anticuerpos
monoclonales antihumanos contra: Nrf2, y-glutamilcisteina sintetasa (y-GCL) o
tiorredoxina (Trx) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.) para su detec-
cion. Se uséd anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante y
quimioluminiscencia mejorada (sistema ECL, Amersham) para su deteccion. Las
bandas de proteina se cuantificaron usando densitometria y sofiware Image Lab
(Bio-Rad Laboratories S. A., Alcobendas, Madrid, Espafia). Para cuantificar las
proteinas de cada condicion experimental, se midi6 la densidad relativa de cada
banda del Western Blot, y a su vez, este valor se normaliz6 frente al estandar in-
terno (los anticuerpos monoclonales usados como control fueron anti-histona hu-
mana 3, anti-tubulina o anti-glucosa-6P-deshidrogenasa (Santa Cruz Biotechno-
logy, Dallas, TX, EE. UU.).
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3.20.Analisis estadistico

Los célculos, asi como las representaciones graficas, se realizaron mediante
el programa Microsoft Office Excel. Para el analisis estadistico de los resultados
que se presentan en este trabajo se utilizo el programa informatico GraphPad
Prism 5.0 para Windows.

Los resultados han sido expresados, generalmente, como las medias de los
datos recolectados +/- las desviaciones estandar. Los datos obtenidos en los expe-
rimentos se analizaron mediante un analisis de la varianza ANOVA y la homoge-
neidad de las varianzas se analiz6 con el test de Tukey. La hipdtesis nula se rechazo
para todos aquellos valores de los test en los que el valor F era significativo con un

p-valor menor de 0.05.
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4. Resultados

4.1.Efectos del Pter y el Resv frente a la exposi-

cion aguda a radiacion UVB

Con el objeto de evaluar la capacidad fotoprotectora de los estilbenos, los
animales de experimentacion fueron sometidos a una irradiacion aguda de 360 mJ/
cm?, dosis que equivale al doble de la dosis eritematosa minima de UVB en la cepa
de ratones utilizada (Tan et al., 1970). Los animales fueron tratados topicamente
con Pter o Resv 20 min antes o después del tratamiento. El tratamiento pre y post-
irradiacion consistié en liposomas vacios (vehiculo control), liposomas con Pter y
liposomas con Resv, como principios activos. Como se muestra en la figura 20, la
exposicion a la radiacion UVB en los ratones no tratados (control positivo) y en los
tratados con liposomas sin polifenoles (vehiculo control) originé alteraciones feno-
tipicas cutaneas notables: incremento del pliegue cutaneo y grosor de la piel (figura
20), aumento del espesor epidérmico (figura 20 y figura 21) y eritema (figura 22).
El aumento de estos parametros directamente relacionados con el proceso inflama-
torio se minimizd en los animales tratados topicamente con liposomas de Pter o
Resv (figura 20, 21 y 22). Ademads, con la exposicién aguda a la radiacion UVB
aguda, la piel se arrugaba visiblemente debido a la inflamacion (figura 22). Es con-
veniente destacar que el efecto protector de los estilbenos fue significativamente
mejor en el grupo de animales tratados previamente a la irradiacion (figura 20 y
21).
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Figura 20: Grosor del pliegue cutianeo de ratones sometidos a radiacion UVB
aguda. El grosor del pliegue de la piel fue medido con un pie de rey electronico
24 h después de la irradiacion con UVB en ratones de todos los grupos experi-
mentales: Control positivo (solo irradiados con UVB), vehiculo (tratados con li-
posomas vehiculo vacios ¢ irradiados), Pter (animales tratados con liposomas
ricos en Pter 1 umol/cm?2 pre y postirradicacion) y Resv (tratados con liposomas
icos en Resv 1 umol/cm? pre y postirradicacion).

Los datos se representan como el promedio + desviacidon estdndar (n = 10 por
grupo experimental). Se utilizo el analisis estadistico ANOVA seguido de test de
Tukey para valorar las diferencias significativas entre los grupos. *p-valor < 0.05
y **p-valor < 0.01 comparando todos los grupos irradiados frente a ratones de

control positivo irradiados con UVB (Figura 20).
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Figura 21: Espesor de la Epidermis de ratones sometidos a radiacion UVB
aguda. El espesor de la epidermis se midio con el software Image] en imagenes
de preparaciones de ratones de todos los grupos experimentales mencionados en
la figura 20.

Los datos se representan como el promedio + desviacion estandar (n = 10 por
grupo experimental). Se utilizé el analisis estadistico ANOVA seguido de test de
Tukey para valorar las diferencias significativas entre los grupos. *p-valor < 0.05
y **p-valor < 0.01 comparando todos los grupos irradiados frente a ratones

control no irradiados (Figura 21).
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Control  Control + UVB Vehiculo + UVB  Pter + UVB Resv + UVB
(Sin UVB)

Figura 22. Eritema en ratones tras exposicion aguda a UVB. Puede observar-
se el eritema inducido por UVB una semana después del tratamiento tdpico y la
irradiacion. Grupos experimentales: ratones control sin irradiar, Control+UVB
(irradiados con UVB), Vehiculo+UVB (tratados con liposomas vehiculo vacios e
irradiados), Pter+tUVB y Resv+UVB (pretratados con el estilbeno correspondien-

te e irradiados con UVB). Cada grupo experimental tuvo una n = 20.

Mediante analisis histologico, se midio el espesor de la epidermis una sema-
na después de someter a los animales a la radiacion UVB. Ademads del aumento en
el espesor de la epidermis se observé una hiperplasia evidente (figura 23), parame-
tros relacionados con el fotoenvejecimiento. Como se muestra en las figuras 20, 22

y 23, la aplicacion topica de Pter ejercid una mejor proteccion que la de Resv.
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Figura 23. Histologia tras exposicion aguda a UVB. Tinciones histologicas

cutaneas, realizadas con hematoxilina y eosina, de muestras de piel representati-

vas obtenidas de ratones de cada uno de los diferentes grupos experimentales

(muestras cogidas una semana después de la administracion de UVB). Cada gru-

po experimental tuvo una n =5, y en las graficas se representa el analisis estadis-

tico con los siguientes simbolos *p-valor < 0.05 y ***p-valor < 0.0001 compa-

rando todos los grupos irradiados frente a ratones de control.
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Como hemos comentado anteriormente, es de vital importancia fisioldgica la
funcion protectora que ejerce la piel contra agentes fisicos y quimicos externos. A
parte de la proteccion frente a elementos externos, también se encarga de regular la
pérdida de agua transepidérmica (TEWL, por sus siglas en inglés, transepidermal

water loss) (Indra & Leid, 2011). La pérdida de agua transepidérmica para una piel
sana se estima en unos 100 - 150 mL/dia/m2. En condiciones fisiologicas, la rela-
cion entre hidratacion y permeabilidad produce una pérdida de agua transepidérmi-
ca practicamente que permite mantener un nivel de hidratacion constante. En el

momento en que la barrera cutanea se ve alterada, no solo se corre un mayor riesgo
de sufrir infecciones, sino que también se produce un aumento de la pérdida de
agua transepidérmica y una disminucion de la hidratacion, lo que da lugar a una

piel seca, a descamacion y a irritacion cutanea. En estado fisiologico normal, la

piel es capaz de mantener un balance hidrico constante y de disminuir la permeabi-
lidad y pérdida de agua, pero si sufre algun problema la barrera cutanea se puede
incrementar la pérdida de agua transepidérmica. Debido a la importancia de este
parametro para evaluar/cuantificar el estado de la barrera de permeabilidad epidér-
mica de la piel tras la irradiacion con UVB, se midi6 la TEWL en ratones control
(sin irradiar) y ratones sometidos a exposicion UVB (Indra & Leid, 2011). Los re-
sultados de la medicion de TEWL indican que €ésta aumento en ratones tratados con
UVB (dosis aguda), siendo 18 + 3 g/m? x h, 24 horas después de la irradiacion
UVB, frente a 8§ £ 2 g/m? x h en ratones control no irradiados (n = 7 en ambos ca-
sos, p < 0.01) (figura 24). Los valores de TEWL obtenidos en ratones tratados con
Pter o Resv y UVB no fueron significativamente diferentes de los medidos en rato-
nes control no irradiados, demostrando asi su potente efecto contra los efectos no-

civos de la exposicion aguda a radiacion UVB.
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Figura 24. Valores de TEWL. Valores de TEWL de los grupos experimentales
Control (No UVB) y Control + UVB. Cada grupo experimental tuvo unan=7,y
en las graficas se representa el andlisis estadistico con los siguientes simbolos *p-

valor < 0.05 y **p-valor < 0.01 comparando todos los grupos irradiados frente a

ratones de control.

Debido a que en estos experimentos iniciales vimos que el tratamiento con
estilbenos posterior a la irradiacion mostré un reducido poder protector frente a la
aparicion de lesiones en la piel (figura 20, figura 21, figura 22 y figura 23) y que,
por tanto, el potente efecto preventivo frente al desarrollo de lesiones tumorales
cutaneas era ofrecido y debido al tratamiento topico previo a la irradiacion de los
animales de experimentacion, los trabajos experimentales de esta tesis siguientes se

realizaron tratando a los animales con los polifenoles previamente a ser sometidos
a radiacion UVB.
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4.2.Analisis de la capacidad de los polifenoles

de actuar como filtro fisico

Ante la posibilidad de que el efecto fotoprotector mostrado por el Pter y el
Resv fuera debido a una accion como filtro fisico se determind el FPS a partir de
los datos de absorbancia de ambos polifenoles. La figura 25 muestra los espectros

de absorcion en el rango de radiacion UV-visible.

UVB UVA

245 nm
275 nm
290 nm
305 nm

Absorbancia
_/

— Abs Pter
— Abs Resv

Figura 25. Absorbancia del Pter y el Resv. En esta figura mostramos el espectro

de absorbancia para el Pter y el Resv. Los FPS para el Pter y Resv medidos

mediante espectrofotometria.
El FPS se calcula en una escala de 0 a 50 y se obtuvieron unos resultados

muy similares para ambos polifenoles, siendo éstos de 2.95 + 0.37 para el Pter y de

3.60 = 0.42 para el Resv (Figura 26).
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Valores FPS Pter y Resv
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Figura 26. Valores de FPS del Pter y del Resv. Representacion del valor del
FPS del Pter y el Resv. Los FPS para el Pter y Resv (con una n = 5 en cada caso
en este ensayo) sobre una escala de 0 a 50. Los datos representados son el

promedio * la desviacion estandar.

Estos resultados se muestran en la figura 26 y nos permiten concluir que un
efecto fisico directo no puede ser el mecanismo responsable de la proteccion de la

piel frente a la radiacion UVB oftrecida por los polifenoles estudiados.
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4.3.El Pter, pero no el Resv, previene la carcino-
génesis cutanea inducida por la exposicion

cronica a radiacion UVB

Las lesiones cutaneas inducidas por la exposicion cronica a radiacion UVB
son una de las principales causas de carcinogénesis cutanea. Debido al caracter fo-
toprotector del Pter y del Resv se planted estudiar comparativamente el posible
efecto anticarcinogénico de los polifenoles.

En la figura 27 pueden observarse los efectos de la aplicacion topica de los
estilbenos y de la radiacion cronica de radiacion UVB (3 veces por semana durante
30 semanas 180 mJ/cm2). Aunque el Resv retraso la aparicion del nimero de tumo-
res en los animales de experimentacidn respecto a los ratones que no fueron trata-
dos con el polifenol, su capacidad fotoprotectora fue considerablemente menor a la
del Pter (Figura 27). Tras las 30 semanas de experimentacion, inicamente 2 de los
animales del grupo pretratado con Pter desarrollaron tumores, frente al 100% de los

animales pretratados con Resv tras 24 semanas (figura 27).
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Figura 27. Kaplan-Meier. Incidencia de tumores (% de ratones libres de
tumores) (n = 20). Los datos mostrados indican que no hay una diferencia
significativa entre los grupos de Control + UVB y Vehiculo + UVB por una parte;
mientras que en Pter + UVB y Resv + UVB la incidencia es menor, siendo
insignificante en el grupo de Pter + UVB y mas tardia en el grupo Rev + UVB
(aunque también desarrollaron tumores los ratones tratados con Resv + UVB).
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En la figura 28 pueden observarse imagenes representativas del aspecto cu-
taneo de los animales tras 30 semanas desde el inicio del experimento. En esta fi-
gura 28 podemos apreciar perfectamente y con claridad que los ratones sin trata-
miento topico e irradiados con UVB y los ratones tratados con liposomas vacios
(sin principio activo) desarrollaron una gran cantidad de tumores y tuvieron un
gran desarrollo. Por el contrario, los ratones a los que se les aplicod Resv 1 pmol/
cm? desarrollaron varios tumores, pero mas tardiamente (figura 27) y de menor
tamafio al final del experimento. Asimismo, podemos observar que los ratones tra-
tados con topicamente con Pter e irradiados no desarrollaron ningin tumor en el
90% de los casos (figura 28).

Control Control + UVB Vehiculo + UVB Pter + UVB Resv + UVB
(Sin UVB)

Figura 28. Fotos de los ratones tras exposicion crénica a UVB. Fotos
representativas de los ratones de los distintos grupos experimentales irradiados al
finalizar los tratamientos correspondientes tras 30 semanas (n = 20). El control

corresponde a un animal no sometido a radiacion UVB.
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El nimero de carcinomas de piel cuantificables macroscopicamente en los
ratones irradiados, independientemente que no hubieran sido tratados o tratados
con liposomas vacios o con Resv, fue siempre mayor de 10. Sin embargo, el nime-
ro de carcinomas encontrados en los ratones irradiados y tratados con Pter fue solo
1 tumor en dos animales (figura 29). En la figura 29 puede observarse el nimero
promedio de tumores que aparecieron por raton. Debido a la densidad y tamafio de
los tumores y su solapamiento con el tiempo, hecho que imposibilitaba discernirlos
como unidades independientes, se identificaron claramente hasta un maximo de 25

Nimero de Tumores por Ratén
30 1

25 4

20

15 A

10 4

Numero de Tumores por Ratén

Grupos Experimentales

Figura 29. Numero promedio de tumores/raton tras exposicion cronica a
UVB. Numero promedio de tumores desarrollados en cada ratén de cada grupo
experimental irradiado, hasta un maximo de 25 tumores por raton.

Cada grupo experimental tuvo una n = 20, y en las graficas se representa el
analisis estadistico con los siguientes simbolos *p-valor < 0,05 y **p-valor <

0,01 comparando todos los grupos irradiados frente a ratones de control.

tumores/animal (figura 29).

Las carcinogénesis cutaneas se asocian con una fuerte hiperplasia (figura 30)
e infiltracion linfocitaria, lo que se aprecia mediante la tincion con hematoxilina y

eosina (figura 30).
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Pter + UVB Resv + UVB

Figura 30. Histologia tras exposicion cronica a UVB. Imagenes de tinciones
con hematoxilina y eosina de muestras representativas de ratones de los grupos
experimentales Control (No UVB), Irradiado con UVB (+ liposomas vehiculo sin
polifenoles), tratado con Pter + UVB vy, por ultimo, tratado con Resv + UVB

(semana 24 de tratamiento).

Un dato interesante con respecto a los animales tratados con Pter es que tras
4 meses después de terminar el tratamiento (30 semanas), ninguno de los ratones

libres de tumores desarrollé carcinomas de piel .
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4.4 . Analisis de la capacidad antioxidante endo-
gena polifendlica

Debido a la estrecha relacion entre los procesos carcinogénicos cutaneos y el
estrés oxidativo originado por la radiacion UVB, se plante6 la posibilidad de que
los efectos antitumorales mostrados anteriormente fueran causa del poder antioxi-
dante enddgeno que presentan los estilbenos sujetos a estudio. Para tal fin se evaluo
la capacidad antioxidante equivalente a Trolox, técnica comunmente utilizada en la
determinacion de la capacidad antioxidante de una sustancia basada en la decolora-
cion del ABTS. En la figura 31 puede observarse la diferente capacidad antioxidan-

te endogena del Pter y del Resv, siendo superior para éste ultimo.
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Figura 31. Ensayo antioxidante Trolox. Efecto eliminador de radicales

libres del Pter y el Resv en un ensayo libre de células (Trolox) (n = 5).
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4.5 Determinacion del dano oxidativo

4.5.1.Efecto sobre proteinas

Para detectar alteraciones oxidativas originadas por la radiacion UVB e iden-
tificar el posible efecto protector a nivel proteico inducido por los polifenoles suje-
tos a estudio se evaluo la carbonilacion proteica. La radiaciéon UVB puede originar
dicha carbonilacién por la escision oxidativa del esqueleto proteico, la oxidacion
directa de varios aminodcidos o la unién de aldehidos producidos por la peroxida-
cion lipidica. Puede observarse en la figura 32 como la radiacion UVB induce un
aumento en la cantidad de proteinas carboniladas y como el tratamiento con Pter
redujo los niveles a practicamente valores control. También puede apreciarse que

los efectos protectores inducidos por el Resv son ligeramente menores que los del

Pter.
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Figura 32. Analisis de oxidacion proteica. Western blot de determinacion de la
carbonilacion de proteinas con el histograma correspondiente a la cuantificacion
de las imagenes de Western blot mediante el software Image]. Cada grupo
experimental tuvo una n = 3, y en las graficas se representa el andlisis estadistico
con los siguientes simbolos *p-valor < 0.05 y ***p-valor < 0.01 comparando
todos los grupos irradiados frente a ratones de control (No UVB).
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4.5.2.Efectos sobre lipidos

De forma analoga se analiz6 el posible dafio oxidativo inducido por la ra-
diacion UVB sobre los lipidos de la piel. Los isoprostanos son compuestos simila-
res a las prostaglandinas formados in vivo a partir de peroxidacion de acidos grasos
esenciales, catalizada por radicales libres. Como biomarcador de estrés oxidativo
lipidico se utilizd concretamente el 8-isoprostano u 8-epi-prostaglandina F2a, el
isoprostano mas importante derivado de la peroxidacion lipidica del acido araqui-
dénico. Nuestros resultados indican que la radiacion UVB incrementa significati-
vamente los niveles de 8-isoprostano, mientras que la aplicacion polifenolica pre-
via de los animales de experimentacion es capaz de revertir este aumento hasta ni-
veles similares a los de los animales no irradiados. Al igual que en el caso de la
carbonilacion proteica, el efecto protector del Pter es superior al del Resv (figura
33).
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Figura 33. Evaluacién de peroxidacion lipidica. Resultado de la determinacion
de isoprostanos en los distintos grupos experimentales tanto irradiados con UVB
como no irradiados. Cada grupo experimental tuvo una n = 10, y en las graficas
se representa el analisis estadistico ANOVA y el test de Tukey con los siguientes
simbolos: *p-valor < 0.05 y **p-valor < 0.01 comparando los grupos frente a
ratones control + (UVB).
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4.5.3.Efectos sobre sobre el ADN

Para la determinacion sobre el dafio inflingido por la radiacion UVB sobre el
ADN se evaluaron los niveles del biomarcador de estrés oxidativo 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OH-2'dG). En la figura 34 se aprecia como la radiacion UVB
incrementa notablemente los niveles de 8-OH-2"dG en el grupo control irradiado y
como el tratamiento con los polifenoles disminuyen sensiblemente el dafio induci-

do sobre el ADN, aunque sin recuperarse los valores control.
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Figura 34. Determinacion oxidacion del DNA. Resultado de la determinacion
de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-2'dG) en los distintos grupos
experimentales tanto irradiados con UVB como no irradiados. Cada grupo
experimental tuvo una n = 10, y en las graficas se representa el analisis
estadistico ANOVA vy el test de Tukey con los siguientes simbolos: **p-valor <
0.01 y ***p-valor < 0.001 comparando los grupos frente a ratones de control +
(UVB).
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4.6.Andlisis de las defensas antioxidantes endo-

genas a nivel cutdneo

4.6.1.Glutation

El GSH es el tiol no proteico con propiedades antioxidantes mas abundante
en las células de mamifero y, por ello, tiene una gran importancia en la fisiologia
celular. Para evaluar como se veia afectado el estatus redox por la radiacion UVB
y el tratamiento polifendlico en homogenados de piel se midieron los niveles de
GSH, cuyos resultados se muestran en la figura 35.

Puede observarse como la radiacion UVB disminuy6 notablemente los nive-
les de GSH, reduciendo las defensas contra el estrés oxidativo celular. Ademas el
nivel de GSH se ve aumentado con el tratamiento previo a la irradiacién con am-

bos estilbenos (figura 35).

600 -

500 -

GSH (nmol/qg)
w
o
o

No UVB uvB
Figura 35. Cuantificacion del GSH en piel. Efectos de los estilbenos estudiados
sobre la cantidad de GSH (en relacion con el numero de capas de células

epidérmicas), expresado en nmol/g.

Cada grupo experimental tuvo una n = 10, y en las gréficas se representa el
analisis estadistico con los siguientes simbolos *p-valor < 0.05 comparando todos
los grupos irradiados frente a ratones de control.
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4.6.2.Analisis de expresion y actividad enzimatica
antioxidante

Con el objetivo de evaluar la contribucion de los polifenoles en la defensa
contra el estrés oxidativo originado por la radiacion UVB, se determinaron las ex-
presiones y actividades de las principales enzimas antioxidantes. La radiacion UVB
disminuy0 la expresion génica (figura 36) y la actividad enzimatica (figura 37) tan-
to de la CAT como de la SOD en comparacion con la condicion Control sin irra-
diar. Dicho efecto fue revertido con el tratamiento con Pter, alcazandose valores sin
diferencias estadisticas con los animales no irradiados. El efecto mostrado por el
Resv tanto a nivel de expresion como sobre la actividad enzimatica fue moderado
ya que no se observaron diferencias significativas con respecto los efectos obser-
vados en el control positivo. Por lo que respecta a los resultados obtenidos en la
medicion tanto de la expresion génica como de la actividad enzimatica de la GPx,
partiamos de niveles relativamente bajos, que fueron incrementados por efecto de
la exposicion a radiacion UVB. De esta manera, al igual que sucedio con las de-
terminaciones de la CAT y la SOD, el tratamiento con Pter restauré unos niveles de
actividad enzimatica y expresion muy similares a las del grupo control sin irradiar
(No UVB). Sin embargo, no sucedi6é lo mismo con el tratamiento con Resv, ya que
los valores obtenidos no diferian significativamente de los del grupo Control +
irradiado con UVB. A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la
cuantificacion de la expresion en la Figura 36 y de las actividad enzimaticas en la

Figura 37 de los enzimas antioxidantes CAT, SOD y GPx.
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Figura 36. Expresion génica de enzimas antioxidantes. Efectos del tratamiento
topico con Pter y Resv previos a la irradiacion sobre la expresion génica de los
genes codificantes de las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GPx. Cada grupo
experimental tuvo una n = 10, y en las graficas se representa el analisis
estadistico con los siguientes simbolos *p-valor < 0.05 y **p-valor < 0.01
comparando todos los grupos irradiados frente a ratones control. ++ p-valor <
0.01 comparando ratones tratados con Pter o Resv irradiados con UVB frente al

grupo control +.
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Figura 37. Actividad enzimitica de enzimas antioxidantes. Efectos del
tratamiento topico con Pter y Resv previos a la irradiacion sobre las actividades
enzimaticas de los enzimas antioxidantes CAT, SOD y GPx. Cada grupo tuvo una
n = 10, y en las graficas se representa el analisis estadistico con los siguientes
simbolos *p-valor < 0,05 y **p-valor < 0,01 comparando todos los grupos
irradiados frente a ratones control. ++ p-valor < 0.01 comparando ratones

tratados con Pter o Resv irradiados con UVB frente al grupo control +.

Estos resultados indican que la aplicacion topica preventiva de Pter es capaz
de mitigar la reduccion considerable de las actividades enzimaticas CAT y SOD
provocada por la exposicion cronica a radiacion UVB, rescatando los niveles tanto
de expresion como de actividad enzimatica a los del grupo experimental control no
irradiado, y, por tanto, previniendo el estrés oxidativo causado por la radiacion. Por
el contrario, el Resv no presentd este tipo de efecto antioxidante y no fue capaz de

rescatar los niveles de expresion génica y actividad de estas enzimas en cuestion.
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4.7.Andlisis farmacocinético cutaneo y plasmad-

tico del Pter tras su administracion topica

Como se ha mostrado, el Pter posee una accion anticarcinogénica superior a
la de su analogo estructural Resv. Ademas, el Pter modul6 la expresion y actividad
de las principales enzimas antioxidantes celulares. Con el objeto de profundizar en
los mecanismos moleculares fotoprotectores desencadenados por el Pter se realiza-
ron un conjunto de ensayos in vitro. Para ello, en primer lugar, sabiendo que la
biodisponibilidad de este tipo de compuestos es baja, se determiné el tiempo de
vida media del Pter en piel y plasma tras su aplicacion tépica. Esta determinacion
posibilité extrapolar los tiempos y concentraciones de tratamiento en los que el Pter
no se ha metabolizado a los ensayos realizados en cultivo celular.

Los niveles de Pter en la piel y el plasma fueron de aproximadamente 150
umol/kg de peso humedo dentro de las primeras 6 h después de la administracion
topica (figura 38). Estos valores fueron decayendo durante las siguientes 6 horas,
siendo minimos pero detectables hasta 24 horas tras la aplicacion topica del estil-

beno a una concentracion de 1 umol/cm?2.
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Figura 38. Analisis farmacocinético el Pter en piel. Niveles de Pter en la piel y
el plasma de ratones a diferentes tiempos tras su aplicacion (Pter 1 pmol/cm?). El

tamafio muestral de estos experimentos fue de n = 5.
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Ademas, se determind la biodisponibilidad en piel tanto del Pter como de sus
metabolitos: Pter glucuronidado y Pter sulfatado. Como se ha indicado, los niveles
de Pter en la piel tras 12 horas de aplicacidn topica se ven notablemente disminui-
dos (figura 39). A su vez puede observarse como los niveles plasmaticos del estil-
beno van aumentando progresivamente debido a su absorcidon y distribucion sisté-
mica. A partir de las 12 horas, la disminucion de los niveles de Pter a nivel cutdneo

influye en que los valores plasmaticos se vayan reduciendo progresivamente (figu-
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Figura 39. Biodispoibilidad del Pter en piel. Biodisponibilidad del Pter y sus
metabolitos en la piel de ratones no irradiados a lo largo del tiempo, hasta 24h
post-aplicacion topica (Pter 1 upmol/cm?). El tamafio muestral de estos

experimentos fue de n=35.

ra 39).

En la figura 39 se muestran los niveles de Pter cutaneos asi como los princi-
pales productos de su metabolismo derivados de reacciones de glucuronidacion y
sulfatacion. En la grafica puede apreciarse como los niveles del estilbeno en la epi-
dermis van aumentando hasta las 4 horas aproximadamente indicando su absor-
cion. Puede observarse como la absorcion del Pter se corresponde con una degra-
dacion paulatina del Pter, detectandose a nivel cutaneo tras la absorcion de éste, sus

derivados glucuronidados y sulfatados.
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4.8.Citotoxicidad del Pter in vitro en céelulas

HaCaT

Paralelamente a los experimentos in vivo, ya explicados anteriormente, se
realizaron experimentos in vitro con el objetivo de evaluar si el tratamiento con
Pter podia causar algin tipo de efectos citotoxicos sobre células HaCaT. Para ello,

las células fueron sometidas a diferentes concentraciones de Pter. Las concentra-

ciones testadas fueron 0, 10 uM, 20 uM y 50 uM, y los resultados se presentan en
la Figura 40.
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Figura 40. Ensayo de citotoxicidad del Pter. Porcentaje de células en cultivo en
funcion de la concentracion de Pter en cultivos celulares de células HaCaT (n =
10).

Los resultados que podemos observar en la Figura 40 indican que las con-

centraciones 10 uM y 20 uM son capaces de no producir citotoxicidad en las célu-

las sometidas a estudio.
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4.9 Mecanismo molecular implicado en la ac-

cion antioxidante del pterostilbeno

Es conocido que el factor de transcripcion Nrf2 regula la expresion basal e
inducible de una amplia gama de genes de enzimas antioxidantes y de fase II
como la de la CAT, la SOD, la GPx, la hemooxigenasa-1, la NAD(P)H quinona
oxidorreductasa y la y-glutamato-cisteina ligasa (yGCL), por citar algunos de
ellos. Cuando estd inactivo, este factor de transcripcion permanece en el cito-
plasma unido a la proteina Keapl y a la ubiquitina ligasa Cul3, impidiendo su
translocacion nuclear y regulando su degradacion por el proteasoma. En condi-
ciones de estrés oxidativo se produce la disociacion de Keapl y Nrf2 se acumula
en el nicleo transactivando el elemento de respuesta antioxidante (ARE, por sus
siglas en inglés de antioxidant response element) en la region promotora de los
genes diana (Pervaiz & Holme, 2009). Por esta razon, investigamos el papel po-
tencial del Pter sobre la induccion de Nrf2, como regulador clave de la respuesta
antioxidante y en la proteccion de las células de la piel contra el dafio inducido
por los rayos UVB.

Los queratinocitos son el tipo de célula predominante en la epidermis, la
capa mas externa de la piel, constituyendo el 90 % de las células que se encuen-
tran en dicha ubicacion tisular. Asi pues, realizamos un conjunto de experimentos
in vitro con células HaCaT, una linea de queratinocitos humanos utilizados habi-
tualmente en investigacion por su alta capacidad de diferenciacion y proliferacion
en cultivo in vitro, para analizar el papel de Nrf2.

Para los experimentos in vitro se utilizo Pter y no sus metabolitos, pues se ha
demostrado en diversas ocasiones que el Pter es bioldgicamente mas activo que sus
metabolitos glucuronidados y sulfatados (Estrela et al., 2013). Como se muestra en
la Figura 41, la translocacion de Nrf2 al nficleo aumenta a medida que aumenta la
concentracion de Pter afiadido (dentro del intervalo de biodisponibilidad de Pter en

la piel) en células HaCaT cultivadas.
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Figura 41. Ensayo de activacion de Nrf2 meditada por Pter en células
HaCaT. En esta Figura 41 demostramos que el Pter promueve la activacion de
Nrf2 en las células HaCaT mediante un ensayo de western blot. Se afiadié Pter a
células HaCaT cultivadas 24 h después de la siembra. Aqui se muestra la
deteccion de Nrf2 por western blot y su correspondiente densitometria. En las
graficas se representa el analisis estadistico ANOVA y el test de Tukey con los
siguientes simbolos:* p < 0.05 y **p < 0.01 comparando cada valor con los

controles (n =5 en todas las condiciones).
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Mediante experimentos de inmmunotincion de fluorescencia, donde cultivos
celulares de células HaCaT fueron sometidos a tratamiento con Pter 20 uM 24h
después de ser sembradas, se confirmaron estos resultados de Nrf2 (Figura 42)

mostrando un aumento de la fluorescencia ligada a Nrf2 nuclear en presencia de
Pter (Figura 42).

Control Pter 20uM

Figura 42. Ensayo de inmunofluorescencia de translacion nuclear de Nrf2
en células HaCaT. Imagenes de Microscopia de fluorescencia en las que
demostramos que el Pter promueve la tanslocacion de Nrf2 al nucleo en las
células HaCaT mediante un ensayo de inmunofluorescencia. Se afiadié Pter a
células HaCaT cultivadas 24 h después de la siembra. Aqui se muestra la
deteccion de Nrf2 por western blot, donde podemos ver una mayor intensidad

de marca fluorescente en los nucleos de células tratadas con Pter.
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De acuerdo con el aumento inducido por Pter en Nrf2 nuclear, también se
detectd una mayor expresion de algunas moléculas dependientes de Nrf2, como son
v-GCL y Trx, en presencia de Pter (Figura 43). Asimismo, y en concordancia con el
aumento de y-GCL inducido por Pter, también se observo un aumento consecuente
en los niveles de GSH intracelular (Figura 44), lo que sugiere una estrecha relacion
entre el efecto fotoprotector provocado por Pter y su capacidad para modular la

respuesta antioxidante dependiente de Nrf2.

& Q@ Figura 43. Expresion de moléculas
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5. Discusion

Los estudios epidemiologicos indican que la radiacion UV solar es la princi-
pal responsable del desarrollo de tumores cutaneos y del fotoenvejecimiento (Ber-
wick & Garcia, 2020; Salminen et al., 2022). La exposicion de la piel a la radiacion
solar UV puede causar, dependiendo de la dosis, inflamacion, estrés oxidativo,
dafio directo y dafio mediado por ROS en el ADN, desregulacion de las vias de se-
falizacion celular e inmunosupresion, todo lo cual promueve el cancer de piel
(Afaq et al., 2005). Asi pues, en respuesta a la problematica creciente que represen-
ta el cancer de piel en la poblacion mundial, se ha propuesto a los polifenoles de
origen vegetal, por sus propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras y anti-
oxidantes, como uno de los grupos de moléculas mas prometedores que pueden
explotarse como agentes quimiopreventivos/terapéuticos para una variedad de tras-
tornos de la piel, incluido el cancer de piel (Asensi et al., 2011; Garg et al., 2020).
De hecho, se han sugerido potenciales propiedades anticancerigenas y fotoprotecto-
ras para diferentes polifenoles, incluidos los del té verde, las proantocianidinas de
semilla de uva, el Resv, la silimarina, la luteolina o la genisteina (Farjadmand et al.,
2021; Nichols & Katiyar, 2010). Asimismo, y a pesar de tener un FPS minimo, el
extracto de té que contiene EGCG tiene efectos protectores contra el dafio del ADN
y la inmunosupresion inducida por los rayos UV (en parte debido a su capacidad
para reducir el estrés oxidativo, inhibir el factor proinflamatorio NF-«B, y facilitar
la reparacion del dafio del ADN) (Jia et al., 2023; Katiyar, 2011; Matsui et al.,
2009; Morley et al., 2005).

Se ha demostrado que el Pter es tan potente como el Resv en la inhibicion de
NF-xB, AP-1, COX-2 e iNOS activados con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA) en la epidermis de raton (Cichocki et al., 2008), y que también es capaz de
inhibir potentemente la carcinogénesis cutanea de raton inducida por 7,12-dimetil-
benz[a]antraceno/TPA (Tsai et al., 2012). Como se muestra en esta tesis doctoral, la
aplicacion topica de Pter es claramente superior a la de Resv en la prevencion de

dafios agudos y cronicos en la piel inducidos por la radiacion UVB. En la figura 27
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podemos ver que el Resv no pudo ejercer proteccion, ya que el 50 % de los ratones
tratados con Resv desarrollaron carcinomas de piel en la semana 21 y el 100 % en
la semana 30. Otros polifenoles utilizados en otros ensayos con el mismo protocolo
(incluyendo curcumina, EGCG, epicatequina, apigenina, genisteina, acido elagico
o luteina) no dieron mejores resultados que el Resv (Estrela & Asensi, 2009).
Ademas, la administracion topica de Pter (en dosis terapéuticamente eficaces) no
induce ninguna toxicidad cutanea aparente, como sugiere la comparacion de las
caracteristicas histoldgicas de ratones control no tratados y ratones tratados con
Pter que recibieron radiaciones UVB crénicas. Es conveniente tener presente que
ninguno de los ratones libres de tumores (tratados topicamente con Pter) desarrolla-
ron carcinomas durante los tres o cuatro meses después del tratamiento, hecho de
fundamental relevancia para evaluar el efecto protector y antitumoral del Pter.
Como se muestra en la figura 28, la piel de los ratones tratados con radiacion UVB
cronica y Pter presentan el mismo aspecto saludable, sin ninguna anomalia ni le-
sion cutanea, que la de los ratones control no irradiados. Esta ausencia de toxicidad
cutanea aparente también parece ser coherente con un estudio previo en el que los
ratones fueron alimentados durante 28 dias con dosis de 0, 30, 300 y 3000 mg/kg
de peso corporal/dia de Pter. Este estudio, en el cual se administré de forma oral el
Pter a los ratones, mostro que el nimero de globulos rojos y el hematocrito aumen-
taron después de la administracion de Pter en comparacion con los grupos control;
asimismo, el examen histopatologico y la evaluacion de los parametros bioquimi-
cos no revelaron alteraciones con respecto a los signos clinicos o el peso de los 6r-
ganos en ninguna de las dosis estudiadas (Ruiz et al., 2009). No se observo morta-
lidad incluso con la dosis mas alta administrada en este experimento (Ruiz et al.,
2009).

Es conveniente destacar que el Pter y el Resv presentan un FPS muy reduci-
do (ver figura 26), lo que nos permite concluir que un efecto fisico directo no pue-
de ser el mecanismo responsable de la proteccion de la piel frente a la radiacion
UVB ofrecida por la aplicacion topica de los polifenoles estudiados. Segun la bi-
bliografia un efecto fotoprotector potente debido a un filtro fisico deberia obtener
un valor de FPS cercano a 50 (Syring et al., 2016). Adicionalmente, se ha observa-

do que el Pter no presenta actividad quelante del hierro (resultados no presentados
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en esta tesis). Por estos motivos, planteamos que el efecto fotoprotector del Pter sea
debido fundamentalmente a un mecanismo/proceso biolodgico. En este sentido se
han propuesto varios mecanismos y dianas celulares implicadas en los procesos de
fotoproteccion en las que pueden participar los polifenoles bioactivos, como la mo-
dulacién de diversas vias de sefializacion celular (por ejemplo, la ruta de sefaliza-
cion de NF-kB y miembros del complejo AP-1, MAPKs, PI3K/Akt y STAT3), acti-
vidades antiinflamatorias/antiinmunosupresoras, o regulacion de genes implicados
en la reparacidon del ADN dafiado por escision de nucledtidos, etc. (Afaq & Katiyar,
2011; Chairez-Ramirez et al., 2021; Isacescu et al., 2023; Islam et al., 2023).

Nuestros resultados actuales indican que el Pter disminuye el dafio oxidativo
inducido por la radiacion UVB y regula tanto la expresion como la actividad de un
grupo de enzimas antioxidantes implicadas en el mecanismo de detoxificacion ce-
lular frente al estrés oxidativo (figura 36 y 37). Los resultados de nuestros estudios
demuestran que la exposicion cronica a UVB en ratones SKH-1 (180 mJ/cm2, tres
dosis por semana durante 30 semanas) reduce significativamente la expresion y la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD (que presentan altos niveles en
los grupos control). En este contexto, hemos descubierto que el pretratamiento to-
pico de los animales de experimentacion con liposomas con Pter fue capaz de re-
vertir este efecto nocivo y rescatar los valores de expresion y actividad de CAT y
SOD a los niveles del grupo control negativo no irradiado (figura 36 y 37). Aunque
los resultados de la grafica de expresion y actividad enzimatica de la GPx mostra-
ron un perfil inverso a los de la CAT y SOD, obteniendo valores relativamente ba-
jos en el grupo control, y siendo aumentados por la radiacion UVB (figura 36 y
37), el Pter también fue capaz de mantener valores de actividad GPx a niveles simi-
lares a los del grupo control negativo no irradiado. Este efecto diferencial en el
caso de la GPx, podria deberse, posiblemente, a un mecanismo de compensacion
celular que puedan presentar las células epiteliales, al ver considerablemente redu-
cidas las actividades de CAT y SOD por la exposicion a la radiacion UVB. El pre-
tratamiento topico con Resv no mostro los potentes efectos beneficiosos del Pter y
no fue capaz de restaurar los niveles a los valores del grupo control negativo (figu-
ra 36 y 37). Es conveniente destacar, también, que la administracion topica facilita

el uso de dosis relativamente altas de Pter, por tanto, es posible que parte de esta
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fotoproteccion se deba a efectos antioxidantes directos. Ademas, la ausencia de
hiperplasia e infiltracion de células inflamatorias en los ratones tratados con UVB y
Pter, en comparaciéon con los ratones tratados con UVB tunicamente (figura 23 y
figura 30), también respalda la conocida y estudiada actividad antiinflamatoria/an-
tiinmunosupresora de los polifenoles. Aun asi, el efecto del Pter evitando la dismi-
nucidén de las actividades enzimadticas antioxidantes y el GSH, inducida por la
UVB, también sugiere un mecanismo adicional.

Como se ha indicado en apartados anteriores, las ROS pueden causar dafios
en el ADN, propiciando mutaciones, y aumentar las vias de sefializacion procarci-
nogénicas que favorecen el crecimiento y la proliferacion celular (Ciazynska et al.,
2021; Ray et al., 2012). En relacion a lo que acabamos de comentar, el control de
los niveles de ROS por parte del Pter podria ser un mecanismo primario de impor-
tancia mediante el cual este polifenol pudiera ser particularmente efectivo, pues
controlando la generacion de ROS podria prevenir una induccion excesiva de cier-
tas rutas moleculares como NF-kB, AP-1 y MAPK o la fosforilacion de tirosina de
STAT3, que como se ha indicado previamente, son vias activadoras de la prolifera-
cion celular (Bito & Nishigori, 2012; Garg et al., 2020). En la investigacion reali-
zada durante el desarrollo de esta tesis doctoral, nos centramos en parte en la sefia-
lizacion de Nrf2 como un posible mecanismo implicado en el mecanismo molecu-
lar fotoprotector del Pter, ya que se sabe que la via Keapl-Nrf2-ARE controla la
respuesta al estrés oxidativo (Rotblat et al., 2012). El mecanismo de activacion de
Nrf2 por los polifenoles se asocia a la ruptura del complejo Keapl-Nrf2, proba-
blemente a través de la interaccion con los tioles presentes en Keapl. Esta interac-
cion podria implicar la modificacion del tiol ya sea por alquilacién directa o por
oxidacion a la forma disulfuro (Bensasson et al., 2008; Lee-Hilz et al., 2006; Li et
al., 2021). De esta manera, como Keap1 actia como un inhibidor de Nrf2, uniéndo-
se a ¢l y manteniéndolo secuestrado en el citosol, al disociarse el complejo Keapl-
Nrf2, el factor de transcripcion queda “libre” siendo capaz de translocarse al nucleo
para ejercer su funcion y activar la transcripcion de diversos genes de respuesta a
estrés oxidativo. Adicionalmente, otros estudios anteriores indican que el Pter pre-
vino la tumorigénesis de colon inducida por azoximetano, ya que su administracion

durante 6 semanas se asocio a un aumento en la expresion de enzimas antioxidan-
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tes, como la hemooxigenasa-1 y la GR, a través de la activacion de la sefializacion
de Nrf2 (Chiou et al., 2011). Asimismo, el tratamiento de queratinocitos HaCaT
con Resv dio como resultado un aumento en la localizacion nuclear de Nrf2, una
disminucion de Keapl citosodlico y proteccion contra la apoptosis inducida por ra-
diacion UVA (Liu et al., 2011). Ademas, otros ensayos demostraron que el Pter in-
dujo una activacién significativa de Nrf2, dosis y tiempo dependiente, en células 3
pancreaticas de rata INS-1E tratadas con estreptozotocina (Bhakkiyalakshmi et al.,
2014).

Nuestros resultados en células HaCaT indican que el Pter aumenta la trans-
locacion de Nrf2 al nucleo y, consecuentemente, la expresion de moléculas depen-
dientes de Nrf2 y relacionadas con la respuesta al estrés oxidativo (Figura 41 y Fi-
gura 42). Estos hechos respaldan la idea, como se sugirié en estudios anteriores
(Panieri et al., 2023; Schafer et al., 2010), de que Nrf2 puede ser un regulador cen-
tral de la proteccion frente a la radiacion UV en la epidermis. Sin embargo, seria
interesante realizar experimentos adicionales utilizando ratones knockout del gen
Nrf2 que permitan obtener resultados concluyentes sobre la implicacion y partici-
pacion a nivel molecular del factor de transcripcion en el mecanismo fotoprotector
y anticancerigeno cutaneo que ejerce el Pter frente a la radiacion UVB in vivo. En
este sentido, nuestros resultados también estan en concordancia con el estudio pre-
vio de Saw et al. (Saw et al., 2014), cuyos resultados demuestran que la deficiencia
de Nrf2, en ratones C57BL/6, aumenta la inflamacion de la piel inducida por UVB
(una dosis tnica de 300 mJ/cm?) y el dafio de la matriz extracelular. Ademas, ha-
llazgos recientes también indican que la actividad supresora de tumores del p53
esta relacionada con su papel en el mantenimiento del estado redox de las células
(Liu et al., 2020; Rotblat et al., 2012). Como ejemplo adicional, podemos citar que
mediante el uso de un modelo de inactivacion de p53, se demostré que la falta de
expresion de algunas proteinas antioxidantes (como por ejemplo la Sestrin 1y 2, la
GPx y la glutaminasa mitocondrial activada por fosfato) esta asociada con un au-
mento de ROS celular, lo que favorece la oxidacion del ADN, las mutaciones, y la
tumorigénesis (Rotblat et al., 2012; Sablina et al., 2005). Por lo tanto, la posible
corregulacion de Nrf2 y p53, a nivel cutdneo, es un mecanismo factible que tam-

bién merece ser estudiado en profundidad.
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Finalmente, aunque segtn los resultados presentados en esta tesis doctoral (y

en otros estudios previos) la actividad antioxidante y la tasa de absorcion del Pter
parecen ser mas potentes que las del Resv, seria conveniente realizar una compara-
cion mas profunda al respecto y abordarse esta cuestion en futuros estudios (Ban-
gash et al., 2023; Estrela et al., 2013; Nichols & Katiyar, 2010). Ademas, las si-
guientes vias de sefalizacion molecular deberian ser exploradas en profundidad
para establecer diferencias significativas adicionales entre ambos estilbenos natura-
les (Pter y Resv): Nrf2 y la posible corregulacion de p53 y/o c-Myc, MAPK, PI3K/
Akt, STAT3, expresion de genes de reparacion por escision de nucleotidos, prolife-
racion celular dependiente de ciclina D1/CDK4, evasion de apoptosis y angiogéne-

Sis.
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6. Conclusiones

Tras todos los experimentos y estudios realizados durante la realizacion de

esta tesis doctoral, podemos extraer las siguientes conclusiones finales:

1. El Pter disminuy6 la inflamacion y el aumento del grosor cutaneo induci-
do por la radiacion UVB aguda (360 mJ/cm?), asi como las arrugas e hiperplasia
de la piel asociadas al fotoenvejecimiento.

2. El Pter, y no el Resv, previno de manera efectiva la carcinogénesis cuta-
nea inducida por la radiacion UVB crénica (180 mJ/cm2, tres dosis por semana
durante 30 semanas). E1 90 % de los ratones tratados con Pter no desarrollaron
carcinomas de piel, mientras que un gran niumero de tumores se observaron en
todos los controles irradiados con UVB.

3. Este efecto anticancerigeno se asocio con el mantenimiento de las defen-
sas antioxidantes de la piel cercanas a los valores control negativo (ratones no
tratados); y con una inhibicion de la oxidacién inducida por la radiacion UVB.

4. El mecanismo molecular subyacente al efecto fotoprotector del Pter fue
evaluado adicionalmente utilizando queratinocitos humanos inmortalizados
HaCaT, demostrando que dicha proteccion implica la regulacion de la respuesta
antioxidante dependiente del factor de transcripcion Nrf2.

5. Los resultados obtenidos permiten postular el uso topico del Pter para

prevenir de forma eficaz la carcinogénesis inducida por la radiacion solar.
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