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[. Introduccién

Desde la antigiiedad, el ser humano ha sentido fascinacion por
los fendmenos de la naturaleza y, entre ellos, por el “astro rey”, el sol.
Sus efectos sobre la salud, durante casi toda la existencia de la
humanidad han mantenido la misma controversia que los poderes del
dios que le representa. De modo que el color moreno de la piel
constituia un signo de inferioridad social, a diferencia del blanco, propio
de los que no tenian que trabajar al aire libre y sufrir el impacto de sus

rayos.

Hasta que en el primer tercio del siglo XX cambia dicho concepto
a partir de dos hitos: La concesion del Premio Nobel de Medicina en
1903 a Niels Finsen por su trabajo sobre los efectos beneficiosos del sol
en diversas patologias y al nuevo concepto sobre las libertades
individuales. Una de los exponentes, en este aspecto, fue Coco Chanel,
icono de la moda y referente internacional de la industria del lujo y del
feminismo, que en 1929 sefiald: “un color tostado de la piel es el indice
de lo chic, de lo que debe llevarse” (Qiu, 2013). El 5 de julio de 1946
nace el biquini y con él la piel morena, los cosméticos que la favorecen,
los solarios, las camaras de luz ultravioleta... y el aumento progresivo

del cancer.
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A partir de ese momento la exposicion a la radicacion ultravioleta
(RUV) se ha incrementado significativamente. Esto se debe a un
aumento de la radiacion UV solar, como consecuencia de la disminucidn
del ozono estratosférico, pero sobre todo a las actividades de ocio al
aire libre, y al aumento de la esperanza de vida en los paises

industrializados (Grether-Beck, 2005)

La Organizacion Mundial reconoce las RUV, (incluyendo las camas
solares) entre los factores carcindgenos de tipo |. Ademas de ser
responsables y de originar fotoenvejecimiento, definido como el daio
superpuesto al envejecimiento intrinseco, caracterizado por un
envejecimiento cutaneo mas extenso, de presentaciéon mas precoz v,
sobre todo, de mayor gravedad, ya que engloba la fotocarcinogénesis

(Armstrong, 2012) .

De ahi que en la actualidad exista una mayor conciencia social y
demanda de las medidas para prevenir y eludir los efectos de la
radiacion ultravioleta, tales como cremas fotoprotectoras, ventanas con
cristales de mayor filtraciéon de la radiacién, ropas con alto factor de

proteccion, nutricosméticos con betacarotenos y agentes antioxidantes.

En nuestro trabajo, nos planteamos el desarrollo de un modelo

experimental de fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis cutaneos en
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ratones desnudos SHK1, mediante la exposicion crénica a radiaciones
ultravioleta, con el fin de conocer los efectos, como posibles agentes
fotoprotectores, de los flavonoides, Apigenina, y los acidos Carnésico y

Rosmarinico, adicionados a la dieta de dichos ratones.
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[I. Antecedentes.

Piel

La piel es el érgano mas superficial, extenso y de mayor peso del
organismo, de forma que, en una persona de alrededor de 170 cm de
altura y 70 kg de peso mide casi 2 m? y pesa unos 10 kg, teniendo un
grosor entre 1,5 a 4 milimetros, segun las distintas zonas corporales

(Avci, 2013).

Estructura

En la piel se distinguen tres tipos de estructuras fundamentales:



Antonio Cano Gomez. Antecedentes.

la mas superficial, denominada epidermis, de la que protruyen los

foliculos pilosos; una intermedia o dermis, constituida por tejido
conjuntivo, vasos y células, asi como la base de los foliculos pilosos,
glandulas sebaceas y sudoriparas, etc., y la capa mas profunda, o tejido

celular subcutaneo, en la que predomina el tejido adiposo.

La epidermis: Es un epitelio escamoso estratificado queratinizado
que se autorregenera. Esta capa es delgada (entre 0.4y 1.5 mm) y en su
parte superior presenta una lamina de queratina laxa. La superficie
externa de la epidermis es bastante lisa y plana, pero la unién entre la
epidermis y la gruesa dermis, estd marcada por los pliegues
descendentes de la epidermis (crestas interpapilares) que impiden su

despegamiento por las fuerzas de cizallamiento.

Las células a partir de mitosis a nivel de la capa basal germinal,
inmediatamente por encima de la dermis, sufren cambios madurativos
relacionados con la produccién de queratina. La capa externa
gueratinizada sufre una descamacién continua y es sustituida gracias al
movimiento y maduracién progresivos de las células procedentes de la
capa germinal; en humanos, el proceso de maduracién desde la célula
basal hasta el momento de la descamacion suele durar de 25 a 50 dias,

siendo mas rapido en las zonas expuestas a las fuerzas de friccion mas
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intensas. Intercaladas entre los queratinocitos se encuentras las células
residentes e inmigrantes: melanocitos, células de Langerhans y células

de Merkel.

Las fases de este proceso dindmico se reflejan en cuatro estratos
con morfologia distinta:
@ Estrato o capa basal: es la capa germinal de la epidermis. La
actividad mitética proporciona un suministro constante de nuevos
gueratinocitos que sustituyen a los perdidos por el desgaste y la
descamacidon normales. El queratinocito es una célula derivada del
ectodermo y es el principal tipo celular de la epidermis, constituyendo
al menos el 80 % del total de células. La diferenciacién del queratinocito
consta de una serie de modificaciones morfoldgicas y eventos
metabdlicos, cuidadosamente programados, cuyo punto final es un
qgueratinocito muerto (corneocito) que contiene filamentos de
gueratina, proteinas de la matriz y una membrana plasmatica reforzada

por proteinas con lipidos asociados a su superficie.

El estrato basal contiene queratinocitos mitéticamente activos,
en forma de columna, que se adhieren mediante filamentos de
queratina a la zona de la membrana basal a nivel de los
hemidesmosomas, y a las células circundantes mediante desmosomas.

Originan las células diferenciadas de las capas epidérmicas mas
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superficiales. El estudio ultraestructural revela la presencia de vacuolas
unidas a la membrana, que contienen melanosomas transferidos desde
los melanocitos por fagocitosis (Haass, 2005). El pigmento dentro de los
melanosomas contribuye a la coloracién general de la piel que se
percibe macroscopicamente (Grimes, 2006). Los estudios de cinética
celular sugieren que las células de las capas basales presentan
diferentes potenciales proliferativos (células madre, células
amplificadoras de transito, células posmitdticas), e investigaciones in
vivo e in vitro apuntan a que existen células madre epidérmicas de larga

vida (Blanpain, 2006).

La existencia de una poblacién adicional de células progenitoras,
dentro de la superficie de la capa basal epidérmica, esta sostenida por
numerosas investigaciones, tanto in vivo como in vitro. Estas supuestas
células madre basales parecen ser clonogénicas, progresan rapidamente
a través de la fase de sintesis del ciclo celular y se dividen
infrecuentemente durante la autorrenovacion estable. Ademas, estas
células son capaces de dividirse en respuesta a agentes exdgenos y
endégenos. Los primeros experimentos con trazadores de linaje en la
epidermis identificaron que los queratinocitos estan organizados en
columnas verticales de células progresivamente diferenciadas, que se

denominan unidades proliferativas epidérmicas (Potten, 1981)
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El segundo tipo de célula, las células amplificadoras de transito
de la capa basal, surgen como un subgrupo de células hijas producidas
por la division de las células madres. Estas células proporcionan el
volumen de las divisiones celulares necesarias para la autorrenovacién
estable y son las células mas frecuentes en el compartimiento basal.
Después de pasar por varias divisiones celulares, estas células dan
origen a la tercera clase de células basales epidérmicas, las células

posmitéticas, que corresponden a la diferenciacion terminal.

Aunque durante mucho tiempo se creyd que se desprendian de
la [dmina basal para migrar a una posicién mas superficial (suprabasal)
de la epidermis, evidencias recientes sugieren que la division asimétrica
de las células basales en relacion con la membrana basal puede dar
origen directamente a una célula hija suprabasal en vias de
diferenciacion (Lechler, 2005). En los humanos, el tiempo de transito
normal de una célula basal, desde el momento en que pierde contacto
con la capa basal hasta el momento en que ingresa en el estrato cérneo,
es al menos de 14 dias. Estos periodos pueden alterarse en estados
hiperproliferativos o de detencidn del crecimiento.

@ Estrato espinoso: llamado asi por el aspecto “espinoso” que le
confieren los desmosomas de union a las células cuando se observan

microscopicamente, esta formado por las células que se encuentran en
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proceso de crecimiento y que inician la sintesis de queratina. Las células
espinosas suprabasales son de forma poliédrica con un nucleo
redondeado. A medida que se diferencian y se desplazan hacia arriba a
través de la epidermis, se tornan mas aplanadas y desarrollan organulos
denominados granulos laminares. Las células espinosas también
contienen filamentos de queratina organizados alrededor del nucleo e

insertados periféricamente a los desmosomas.

Las células espinosas retienen las queratinas estables K5/K14 que
se producen en la capa basal, pero no sintetizan nuevo ARNm para estas
proteinas, excepto en trastornos hiperproliferativos. Por el contrario, la
nueva sintesis del par de queratinas K1/K10 se produce en esta capa
epidérmica. Estas queratinas son caracteristicas de un patrén de
diferenciacion epidérmica y por consiguiente se denominan queratinas
especificas de la diferenciacidon o especificas de la queratinizacion. Sin
embargo, este patron normal de diferenciacién se modifica hacia la via

alternativa en los estados hiperproliferativos.

Los desmosomas corresponden a modificaciones de la superficie
celular dependientes del calcio que promueven la adhesién de las
células epidérmicas y la resistencia al estrés mecanico (Yin, 2004).
Dentro de cada célula hay una placa desmosdmica que contiene los

polipéptidos placoglobina, desmoplaquinas | y IlI, queratocalmina,
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demoyoquina y placofilina. Las glucoproteinas transmembranosas
(desmogleinas 1y 3, y desmocolinas | y Il, miembros de la familia de las
cadherinas) confieren las propiedades adhesivas de la porcidn
extracelular de los desmosomas, denominada area central. Mientras
qgue los dominios extracelulares de las cadherinas forman parte del area
central, los dominios intracelulares se insertan dentro de la placa,
uniéndolos al citoesqueleto de filamentos intermedios (queratina).
Aunque los desmosomas estan relacionados con las uniones
adherentes, estas uUltimas se asocian con microfilamentos de actina en
las interfases célula-célula, mediante un conjunto distinto de cadherinas

y las moléculas adaptadoras de catenina intracelular (Kottke, 2006)

Los grdnulos laminares también se forman en esta capa de
células epidérmicas. Estos organulos secretorios liberan precursores de
los lipidos del estrato corneo en el espacio intercelular. Los granulos
laminares contienen glucoproteinas, glucolipidos, fosfolipidos, esteroles
libres y numerosas hidrolasas acidas, incluyendo lipasas, proteasas,
fosfatasas acidas y glucosidasas. Las glucosilceramidas, precursoras de
las ceramidas y componentes predominantes de los lipidos del estrato
cdrneo también se encuentran en estas estructuras (Herman, 2000).

@ Estrato granuloso: se caracteriza por granulos de queratohialina

intracelulares que contribuyen al proceso de queratinizacion. La capa

11
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granulosa es el sitio de generacion de numerosos componentes
estructurales que forman la barrera epidérmica, asi como también
numerosas proteinas que procesan estos componentes (Segre, 2006).
Los granulos queratohialinos estan compuestos principalmente por
profilagrina, filamentos de queratina y loricrina. En esta capa comienza
a formarse la envoltura de células queratinizadas. La liberacidon de
profilagrina desde los granulos queratohialinos produce la escisidon
dependiente de calcio de la proteina polimérica profilagrina en
mondmeros de filagrina. Estos mondmeros de filagrina se agregan con
la queratina para formar macrofilamentos. Eventualmente, la filagrina
se degrada en moléculas, incluyendo d&cidos wurocanico vy
pirrolidoncarboxilico, que contribuyen a la hidratacion del estrato
corneo y a filtrar la radiacion UV. La loricina es una proteina rica en
cisteina que forma el componente proteico principal de la envoltura
queratinizada constituyendo mas del 70 % de su masa. Después de la
liberacion de los granulos queratohialinos, la loricrina, junto con la
involucrina, cistatina A, pequefias proteinas ricas en prolina (SPR1, SPR2
y cornifina), elafina y envoplaquina se unen posteriormente mediante
enlaces cruzados con la membrana plasmatica por la accidon de
transglutaminasas tisulares (TGM, principalmente TGM 3 y 1) para

formar la envoltura de células queratinizadas (Huber, 1995).
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La etapa final de la diferenciacion de las células granulosas
incluye la destruccién programada de la misma célula. Durante este
proceso, en el que la célula granulosa se transforma en un corneocito
terminalmente diferenciado, un mecanismo apoptotico produce la
destruccion del nucleo y de casi la totalidad del contenido celular, con
excepcion de los filamentos de queratina y la matriz filagrina.

L Estrato corneo: corresponde a las células aplanadas y fusionadas
gue han perdido el nicleo y en las que predomina la proteina fibrosa
qgueratina. Esta capa proporciona a la piel la proteccién mecdnica y
constituye una barrera para la pérdida de agua y la penetracion de
sustancias solubles desde el ambiente (Segre, 2006). La barrera del
estrato corneo esta formada por un sistema de dos compartimientos de
corneocitos enriquecidos en proteinas y depleccionados de lipidos,
rodeados por una matriz lipidica extracelular continua. Estos dos
compartimientos tienen funciones algo independientes aunque
complementarias que constituyen en conjunto la “actividad barrera” de
la epidermis. La regulacion de la permeabilidad, descamacion, actividad
contra los péptidos microbianos, exclusién de toxinas y absorcidon
qguimica selectiva son todas funciones primarias de la matriz lipidica
extracelular, Por otro lado, el refuerzo mecanico, la hidratacion, la

iniciacion de la inflamacion mediada por citocinas y la proteccién del

13
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dafio por exposicion a radiacién UV son todas funciones a cargo de los

corneocitos.
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Otras células epidérmicas.

Melanocitos: son células dendriticas derivadas de la cresta neural
gue sintetizan pigmentos, residen principalmente en la capa basal
(Passeron, 2005). Mediante microscopia Optica estas células se
reconocen por su citoplasma de tincién palida, nucleo ovoide y
coloracion de los melanosomas que contienen el pigmento y que son los
organulos distintivos de los melanocitos. Las interacciones
gueratinocito-melanocito, constituyen la denominada unidad melano-
epidérmica, que forma un complejo funcional de gran variabilidad
constituyendo una barrera continua frente a la radiaciones solares, pero
gue constituye un factor de riesgo para la aparicion del cancer cutaneo.
Estas son criticas para la homeostasis y diferenciacion del melanocito, e
influyen en la proliferacién, formacion de dendritas y melanizacién. El
numero de melanocitos es el mismo en todas las razas, con una gran
variacién en su capacidad de sintetizar melanina y transportarla a los

queratinocitos adyacentes (Vicente, 1999)

Células de Merkel: son mecanorreceptores tipo | de adaptacion
lenta que se localizan en los sitios de alta sensibilidad tactil (Halata,
2003). Estan presentes entre los queratinocitos basales en regiones
particulares del organismo, incluso la piel con pelo, la piel sin pelo de los

dedos, labios, regiones de la cavidad oral y la vaina externa de la raiz del

15
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foliculo piloso. Como otras células no queratinocitos, las células de
Merkel muestran un citoplasma con una tincién palida. Los marcadores
inmunohistoquimicos de las células de Merkel incluyen los péptidos de
gueratina K8, K18, K19 y K20. La queratina K20 esta restringida a las
células de Merkel de la piel y por lo tanto es el marcador mas fiable.
Ultraestructuralmente, se identifican con facilidad por los granulos del
nucleo denso, unidos a la membrana, que se agrupan opuestos al
aparato de Golgi y proximales a un axon no mielinizado. Estos granulos
son similares a los granulos neurosecretorios de las neuronas y
contienen sustancias similares a neurotransmisores y marcadores de
células neuroendocrinas, incluso metencefalina, péptido intestinal

vasoactivo, enolasa, especifica de las neuronas y sinaptofisina.

Células de Langerhans: son células dendriticas, presentadoras y
procesadoras de antigenos, localizadas en la epidermis (Valladeau,
2005). Aunque no son exclusivas de la epidermis, constituyen entre el 2
y el 8 % de la poblacién total de células de la epidermis. Se encuentran
en su mayor parte en una posicion suprabasal, aunque estan
distribuidas a lo largo y ancho de todas las capas: basal, espinosa y
granulosa. Al microscopio, presentan una tincién pdlida y tienen nucleos
convolutos. El citoplasma de estas células contiene estructuras

pequeinas con forma de bastones o raquetas denominados granulos de
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las células de Langerhans o granulos de Birbeck. Su funciéon principal es
la de unir y presentar los antigenos a los linfocitos T de la epidermis. Sus

funciones se deterioran por la exposicidon a la RUV, sobre todo RUV-B.
17

Union Dermoepidérmica.

La unién dermoepidérmica (UDE) es una zona de la membrana
basal que forma la interfase entre la epidermis y la dermis. La principal
funcion de la UDE es unir la epidermis con la dermis y viceversa, para
proporcionales resistencia contra las fuerzas externas que podrian
desgarrarlas. Sirve como soporte de la epidermis, determina la
polaridad del crecimiento, dirige la organizacién del citoesqueleto en las
células basales, produce senales de desarrollo y cumple funciones de

barrera semipermeable (Ghohestani, 2001; Uitto, 2005).
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Dermis.

La dermis es un sistema integrado de elementos fibrosos,
filamentosos, difusos y celulares del tejido conjuntivo, en el que se
localizan las redes vasculares y nerviosas, los apéndices derivados de la
epidermis y contiene distintos tipos de células residentes: fibroblastos,
macrofagos, células cebadas o mastocitos y células circulantes
transitorias del sistema inmunitario. La dermis es el constituyente
mayor de la piel y le confiere flexibilidad, elasticidad y fuerza tensil.
Protege al organismo del dafio mecanico, fija agua, contribuye a la
regulacidon térmica e incluye receptores de los estimulos sensoriales. La
dermis interactia con la epidermis para mantener las propiedades de
ambos tejidos, colabora durante el desarrollo en la morfogénesis de la
UDE y los apéndices epidérmicos, y contribuye a la reparaciéon y

remodelacién de la piel después de sufrir heridas.

Estda compuesta por dos regiones principales, la dermis papilar
superior y la dermis reticular mdas profunda. Estas dos regiones son
facilmente identificables en una seccidn histoldgica, y difieren en la
organizaciéon del tejido conjuntivo, densidad celular y patrones
nerviosos y vasculares. La dermis papilar limita con la epidermis, se
amolda a su contorno y tiene un espesor que no supera al doble de la

epidermis.
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La dermis reticular constituye la masa principal de la dermis, Esta
compuesta principalmente por fibrillas de colageno de gran didmetro,
organizadas en fasciculos grandes de fibras entretejidas, con fibras
elasticas ramificadas que rodean a los fasciculos. En los individuos
normales, las fibras elasticas y los haces de colageno aumentan de
tamafio en forma progresiva hacia la hipodermis. El plexo subpapilar, un
plano horizontal de vasos, marca los limites entre la dermis papilar y
reticular. El limite inferior de la dermis reticular se define por la
transicion del tejido conjuntivo fibroso al tejido conjuntivo adiposo de la

hipodermis.

La matriz del tejido conjuntivo de la dermis esta compuesta
principalmente por tejido coldgeno y fibroso eldstico (Burgeson, 1992).
Estos tejidos se combinan con otro formado por moléculas de tejido
conjuntivo no fibroso que incluyen algunas glucoproteinas filamentosas,
los proteoglicanos y glucosaminoglicanos de la sustancia fundamental

(Kielty, 1997).

En términos de sus componentes no celulares, el colageno
constituye la masa principal de la dermis; representa el 75 % del peso
seco de la piel y le proporciona tanto la fuerza tensil como la elasticidad.
Los coldgenos intersticiales, con una banda periddica, constituyen la

proporcién mas grande de colageno en la dermis del adulto (tipo I, 80-
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90 %; tipo lll, 8-12 % y tipo V, < 5 %). Estos tipos de colageno
contribuyen a regular el diametro de las fibrillas. Se localiza
principalmente en la dermis papilar y en la matriz que rodea Ia
membrana basal de los vasos y a nivel de la UDE. El colageno tipo VI
estd asociado con las fibrillas y se encuentra en el espacio interfibrilar,
El tipo IV esta restringido a la lamina basal de la UDE, los vasos y los
apéndices de la epidermis. Las fibras elasticas devuelven a la piel su
forma normal después de haberse contraido o deformado (Christiano,

1994).

Los fibroblastos, macrdfagos y células cebadas o mastocitos son
constituyentes habituales de Ila dermis, que se encuentran
principalmente en la regién papilar y rodeando los vasos del plexo
subpapilar. El fibroblasto es una célula derivada del mesénquima que
migra a través de los tejidos y es responsable de la sintesis y
degradacion de las proteinas de la matriz del tejido conjuntivo fibroso y
no fibroso, y de numerosos factores solubles. Los fibroblastos
proporcionan un marco estructural a la matriz extracelular y actdan en
la curacidén y cicatrizacién de las heridas, aumentando su actividad

proliferativa y sintética durante estos procesos.

Los monocitos y macréfagos dérmicos constituyen el sistema

fagocitico mononuclear de las células de la piel.
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Hipodermis o subcutis.

El tejido de la hipodermis aisla al organismo, sirve como
suplemento de reserva energética, acolchado y proteccion de la piel y
permite su movilidad sobre las estructuras subyacentes. El limite entre
la dermis reticular profunda y la hipodermis es una transicion brusca de
un tejido conjuntivo dérmico predominantemente fibroso a un tejido
subcutaneo fundamentalmente adiposo. A pesar de esta clara
diferencia anatémica, las dos regiones estan todavia integradas de
forma estructural y funcional, mediante redes de nervios y vasos, y
mediante la continuidad de los apéndices epidérmicos. Los foliculos
pilosos en crecimiento activo tensan la piel y se extienden hacia la grasa

subcutanea, y es aqui donde se encuentran las glandulas sudoriparas.

Los adipocitos forman la masa principal de células de la
hipodermis (Holst, 2002). Estan organizados en lébulos definidos por
tabiques de tejido conjuntivo fibroso. Los nervios, vasos y linfaticos
estdn localizados dentro de los tabiques e inervan, nutren y drenan la
region. La sintesis y almacenamiento de grasa continlda durante toda la
vida por la acumulacién en las células adiposas o por reclutamiento de

nuevas células del mesénquima indiferenciado.
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Funciones.

La piel también es uno de los 6rganos con mayor numero de
funciones, entre las que destacan: proteccion, secrecién de productos
sintetizados por algunos de sus anejos, excrecion de distintos tipos de
sustancias, termorregulacion, sensaciéon y, fundamentalmente,
comunicacion. Estos hechos explican la gran complejidad de su

estructura anatdmica e histoldgica.

Proteccidon: La funcién mas importante de la piel es formar una
barrera efectiva entre el "interior" y el "exterior" del organismo,
proporcionando proteccién frente a la luz ultravioleta y las agresiones
mecanicas, quimicas y térmicas; su superficie relativamente
impermeable evita la deshidratacion y actia como una barrera fisica
frente a la invasidon por microorganismos. La barrera fisica recae
principalmente en el estrato cérneo, aunque las capas epidérmicas
nucleadas, en particular las uniones intercelulares y las proteinas del
citoesqueleto, proporcionan otros elementos importantes. La barrera
guimica/bioquimica consiste en lipidos, acidos, enzimas hidroliticas,
péptidos antimicrobianos y macréfagos. La barrera inmunoldgica estd
compuesta por los componentes humorales y celulares del sistema

inmune (Proksch, 2008).
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El estrato cérneo (SC) sirve como la principal barrera contra la
penetracion percutanea de los productos quimicos y los
microorganismos y es capaz de resistir las fuerzas mecdnicas (Madison,
2003). Ademas estd involucrado en la regulacion del intercambio de
agua del organismo con la atmésfera, conocida como la pérdida de agua

transepidérmica.

Sensacion: Gracias a los 6rganos receptores, la inervacidn
cutanea estd en condiciones de percibir los estimulos de presion,
térmicos y dolorosos, transmitirlos al sistema nervioso central y permitir
al individuo una adaptacion a las condiciones ambientales externas. Los
corpusculos y las terminaciones nerviosas de la sensibilidad son
altamente especializados, existen receptores especificos para el calor,
para el frio, para el dolor, para el prurito. La sensibilidad a la presion
varia segun las zonas del cuerpo humano, por ejemplo en las mufiecas y
en la planta del pie es tres veces y media superior que en el abdomen o
en la frente. Si un estimulo de presidon sobre la piel aumenta, la
sensibilidad tactil se manifiesta primariamente como una sensacién de

presién y luego con una de dolor (Critchley, 2002).

Termorregulacion: La piel actua como aislante o como regulador
térmico. La funcién de termorregulacidn se basa en el flujo de sangre a

los vasos cutdneos y a las glandulas sudoriparas. La alternancia de
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vasoconstriccion y vasodilatacion en los capilares lleva a un rapido
cambio en el flujo hematico de acuerdo con la temperatura ambiental.
Las glandulas sudoriparas ejercitan un importante papel en la regulacién
térmica; de hecho, una gran cantidad de calor se elimina del organismo
con la evaporacion del sudor y esto sucede también cuando la secrecidn
no es visible. El paniculo adiposo, abundante en la zona hipodérmica,
tiene una baja conductividad térmica e interviene en esta funcion de
termorregulacién de la piel: por esta causa la piel mantiene el resto del
cuerpo a una temperatura adecuada, independientemente de la

temperatura externa dentro de ciertos limites (Falk, 1998).

Secrecion y excrecion. A través de la piel son eliminados
catabolitos y otras sustancias de desecho del interior del organismo. La
piel elimina CO,, agua y grasa, asi como iones sodio, pequeias
cantidades de potasio, magnesio, calcio y cloro, gracias a la accién de las

glandulas exocrinas (Falk, 1998).

Funcidn metabdlica. El tejido adiposo subcutaneo constituye un
depdsito primordial de energia, sobre todo en forma de triglicéridos. La
vitamina D se sintetiza en la epidermis, como complemento de la

obtenida a través de las fuentes dietéticas.
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Comunicacion. La piel es la encargada de recibir los estimulos del
exterior a través de las terminaciones nerviosas. Asimismo es el espejo
de los sentimientos y emociones interiores. Por este motivo, no es de
extrafiar que este dérgano constituya una pieza clave en la imagen

exterior de una persona (Fernandez-Abascal, 2007).
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Radiacion ultravioleta.

La luz ultravioleta (UV) es el término utilizado para designar la
porcion del espectro electromagnético que se encuentra entre la luz
visible y los Rayos X. No existe acuerdo en cuanto a los limites precisos
del espectro UV. El limite superior generalmente se establece con
referencia a las longitudes de onda corta detectables por el ojo humano
(alrededor de 380 nm). La delimitacién del limite inferior presenta

mayores dificultades.

Las radiaciones UV se denominan “radiaciones no ionizantes", en
contraste con "las radiaciones ionizantes", como los Rayos X. Sin
embargo, no existe una clara divisién, y longitudes de onda de
alrededor de 10 nm, clasificada por algunos autores como dentro del
rango ultravioleta, producen efectos ionizantes. El rango de UV por

debajo de 100 nm es cominmente conocida como la regiéon "UV de
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vacio", porque la radiacidn es absorbida en su paso a través del aire y

solo se puede transmitir a través del vacio.

El interés biomédico de la radiacion UV ha dado lugar a la
subdivision del extremo superior del espectro UV. La radiacion
ultravioleta (RUV) comprende cerca del 5% de la radiacion solar
terrestre y se define como aquellas longitudes de onda entre los 100 y
los 400 nm. Por designacion oficial de la Commission Internationale de
I'Eclairage (CIE), se subdivide en UVA (315 a 400 nm), UVB (280 a 315
nm) y UVC (100 a 280 nm). En época reciente, los UVA se dividieron en
UVA | (340 a 400 nm) y UVA 1l (320 a 340 nm) porque los efectos de los

UVA Il son similares a los de los UVB.

La radiaciéon UV del sol sobre la superficie de la tierra es de
alrededor del 95 al 98% de UVA ydel 2 al 5% de UVB, en tanto que todos
los UVC se absorben por completo por el ozono de la estratésfera. Esta
ultima regién también ha sido descrita como "germicida”, ya que
incluye las longitudes de onda mds eficaces en la inactivacién de los
microorganismos (Shama, 2000). La cantidad y la composicién precisa
de la radiacion UV solar dependen de diversos factores, en particular del
angulo de cenit solar, que varia con la hora del dia, la estacién y la
latitud, la concentracidon de ozono estratosférico, la polucidn, las nubes

y la altitud.
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Efectos de la radiacion UV sobre la piel: La radiacion ultravioleta
(RUV) es uno de los mayores estimulos que inducen la pigmentacion en
la piel humana (Miyamura, 2007). La exposicién a la radiacién UV causa
dafios en el ADN, y por lo tanto la acumulacién de melanina, podemos
entenderla como una respuesta adaptativa de los melanocitos para
prevenir dafos en el ADN (Winter, 2001). Aunque tanto los rayos UVB
como UVA producen bronceado después de la exposicidon al sol, dan
lugar a diferentes respuestas pigmentarias que se definen
principalmente por el paso del tiempo, es decir, inmediato y persistente
oscurecimiento de la piel como reaccion tipica a los rayos UVA, asi como

un bronceado retardado, producido por UVB (Honigsmann, 2002).

Los efectos clinicos agudos de la exposicion a la luz solar o a las

radiaciones UV artificiales consisten en eritema (quemadura solar) y
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pigmentacion (bronceado), asi como engrosamiento de la epidermis, en
particular, el estrato cérneo segun la intensidad y precocidad de la
aparicion. También hay otras reacciones bioldgicas, tales como Ia
inmunosupresion y la fotosintesis de la vitamina D. La mayor parte de la
exposicion a la RUV de la mayoria de los humanos proviene de la luz
solar, pero existen otras fuentes, tales como lamparas de fototerapia,
camas solares, aparatos de soldadura por arco, etc, que pueden
producir efectos similares. El eritema y la respuesta individual al
bronceado de la piel humana estdn, basicamente, determinados por la
herencia genética. Los estudios indican un posible papel de
polimorfismos en el receptor MSH (Melanocyte Stimulating Hormone)
(Valverde, 1995), aunque probablemente haya otros genes

involucrados.

El eritema (quemadura solar) es wuna reaccién cutdnea
inflamatoria aguda que sigue a la exposicidon prolongada de la piel a la
radiacion ultravioleta. Se asocia con los sintomas clasicos de la
inflamacién, tales como enrojecimiento, calor, dolor y edema. Las
reacciones mas intensas comprenden el dolor y ampollas. Debido a que
es facilmente observable por métodos no invasivos y puede ser
controlado a través del tiempo, el eritema se utiliza como el punto final

para muchos estudios fotobioldgicos en la piel. En general, la intensidad
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de la quemadura esta determinada por la energia total absorbida por la
piel, y por lo tanto las dosis bajas durante largos periodos de tiempo
daran lugar a quemaduras del mismo grado que dosis altas durante un

corto periodo de tiempo (Meanwell, 1989).

Las quemaduras producidas por el sol causan ardor, escozor,
dolor, y algunas veces se acompafian de sintomas sistémicos como
dolor de cabeza, nduseas y vomitos en los casos mas graves. Aunque las
guemaduras solares se asocian generalmente a las personas de piel
clara, también las sufren los individuos de piel oscura, si se exponen a
dosis adecuadas de luz solar. La unica diferencia, es que en estos
ultimos, el eritema es dificil de percibir, debido a su mayor
pigmentacion de la piel. Los sintomas de las quemaduras solares, son
similares, tanto para los sujetos de piel oscura, como para los de piel

clara (Kolias, 1996).

El grado de las quemaduras solares depende tanto del estado de
la piel (fototipo, hidrataciéon de la misma, edad del individuo, zona
expuesta...) como de los factores ambientales (longitud de onda,
factores geogréficos, reflexién del ambiente y factores climaticos). Las
personas con piel bronceada requieren 3.5 veces mas dosis de

exposiciéon para causar eritema que las de piel blanca. De la misma
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forma, los individuos negros requieren hasta 30 veces mas dosis de

radiacion.

La hidratacién de la piel también es un factor importante, ya que
la RUV penetra en la piel himeda con mayor facilidad que en la piel
seca. El eritema puede variar con la edad. Los bebés y las personas
mayores tienden a tener menores umbrales de eritema (Gilchrest,
1982). También varia con la localizacién anatédmica: la cara, el cuello y el
tronco requieren dosis mas altas que las extremidades, debido a las
variaciones en el grosor de la piel. Otro factor influyente es la

exposicidon previa a las radiaciones (Young, 1998).
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En este sentido, Fitzpatrick en 1975, considerd seis tipos

fundamentales de piel segun su reaccién ante las RUV solar:

Fototipo Accion del sol sobre la piel  Caracteristicas pigmentarias Suceptibilidad al cancer

Presenta intensas Individuos de piel muy
guemaduras solares. clara, ojos azules, pelirrojos

1 y con pecas en la piel, Alta
Casinunca se bronceay  hapitualmente no esta
se descama de forma expuestas al sol y es de
ostensible. color blanco lechoso
Se quema facil e Individuos de piel clara,
intensamente, pelo rubio, ojos azules y

] pigmenta ligeramentey  pecas, cuya piel, que no Alta
descama de forma estd expuesta
notoria habitualmente al sol, es

blanca

Se quema Razas caucasicas

] moderadamente y se (europeas) de piel blanca Moderada
pigmenta gue no estd expuesta
correctamente. habitualmente al sol.
Se quema moderada o Individuos de piel morena
minimamente y o ligerament amarronada,

v pigmenta con bastante con pelo y ojos oscuros Baja
facilidad y de forma (mediterraneos,
inmediara al exponerse  mongdlicos, orientales)
al sol.
Raramente se quema, Individuos de piel
pigmenta con facilidad e amarronada (amerindios,

Vv intensidad (siempre indostanicos, drabes e Muy baja
presenta reaccion de hispanos)
pigmentacion
inmediata).

VI No se quema nuncay Razas negras Muy baja

pigmenta intensamente

Tabla II-1 Fototipos (Fitzpatrick, 1975).
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Mecanismos de formacion del eritema: La radiacion solar es
absorbida por los cromdéforos endégenos (Young, 1997). La epidermis
contiene distintos cromoéforos que se activan segun sea el rango de la
radiacion UV; estos son los acidos nucleicos, el acido urocanico,
aminoacidos aromaticos (proteinas) y los precursores de la melanina.
Las reacciones fotoquimicas por parte de estas biomoléculas dan lugar a
alteraciones en el funcionamiento de la piel, produciendo, entre otros

efectos, el eritema.

El cromdéforo mejor estudiado para la UVB es el ADN nuclear. La
absorciéon de radiacién UV por los nucledtidos lleva a la formacién de
fotoproductos del ADN, principalmente dimeros de la pirimidina. Por lo
tanto, el mayor efecto de la radiacién UVB y UVA de onda corta, parece
ser el dafo directo al ADN (Brash, 1997; Kraemer, 1997; Young, 1998)
aunque el perjuicio oxidativo indirecto ocurre en un segundo plano,
debido al efecto de reacciones de fotosensibilizacion enddgena
producida por las longitudes de onda mayores de los rayos UVA (Burren,

1998).

Los queratinocitos epidérmicos son las estructuras mas dafadas,
aunque con longitudes de onda de mayor penetracién también se

deterioran los fibroblastos y el endotelio vascular (Gilrchrest, 1990).
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Probablemente como resultado del dafio provocado en el DNA y
otros cromoforos, después de la irradiacion UV, se sintetizan y liberan
citoquinas y mediadores de la inflamacion. Los mediadores
farmacoldgicos mas importantes de la quemadura son los eicosanoides
(como las prostaglandinas), la histamina, las cininas, las citocinas asi

como otros factores quimiotdacticos (Soter, 1990; Svobodova, 2006).

En conjunto, estas sustancias regulan la expresion de moléculas
de adhesiéon en el endotelio vascular y en los queratinocitos,
desempenando un importante papel en el reclutamiento y en la
activacion de las células mononucleares y neutréfilos, provocando de

esta forma, vasodilatacion e inflamacion.

Algunos estudios han demostrado un aumento transitorio en los
niveles de histamina cutdnea, que vuelven a su estado basal en 24 h
(Hawk, 1983; Clydesdale, 2001). Sin embargo, la adicién de
antihistaminicos no afecta a la induccién del eritema, lo que apunta a
gue existen otros mediadores involucrados de forma mds directa. El
aumento de las concentraciones cutdneas de prostaglandinas y sus
precursores (araquidonato) es evidente 24 horas después de la

exposicion a UV de la piel abdominal en humanos (Black, 1978).
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También se ha demostrado que después de la irradiacion UV, los
inhibidores de las prostaglandinas, como la indometacina, reducen la
intensidad de la fase inicial de eritema UVB hasta 24 h; sin embargo, en
la fase mds tardia, se mantiene sin cambios (Snyder, 1974; Ibbotson,

1996).

En particular el acido araquiddnico y la prostaglandina E, y F,,
muestran niveles elevados a las 6 horas de la exposicién, alcanzando un
pico maximo entre las 18 y las 24 h, cuando la reaccién inflamatoria esta
en su apogeo, y regresando a valores basales a las 48 h, momento en el
gue el eritema ha disminuido sdlo en parte. También se ha demostrado
la presencia en la piel irradiada de bradiquinina en las primeras fases de

la inflamacién (Greaves, 1978).

Otras citoquinas encontradas en piel postirradiada con UV son las
interleuquinas (IL-1, 6, 8, 10, 12) y el factor de necrosis tumoral a.
También se ha demostrado un aumento de las concentraciones de la
sustancia P y de calcitonina (Ibbotson, 1996; Berking, 2005). Algunos de
estos agentes causan vasodilatacién, lo que determina su papel en la

formacion del eritema.

35



36

Antonio Cano Gomez. Antecedentes.

Asimismo las IL-6 e IL-10 parecen jugar un papel importante en
los sintomas sistémicos de la fototoxicidad (quemadura solar) y de la

inmunosupresion (Malina, 2002).

Ademads del daifio en el ADN nuclear, la RUV produce otros
efectos moleculares en los receptores de membrana y vias de
sefializacion que regulan la actividad transcripcional. La RUV afecta a las
moléculas de adhesién, aumentando la expresidon de ICAM-1 (molécula
de adhesion de células endoteliales -1) en queratinocitos 48-96 h
después de la exposicion, y la ELAM-1 (molécula de adhesién
intercelular-1) en las células superficiales endoteliales del plexo venular

a las 24 h, encontrandose una disminucién a las 72 h (Norris, 1991).

Por lo tanto, la expresidn genética puede ser alterada con
independencia del dafio sufrido por el ADN. La existencia de tales
mecanismos de regulacion molecular indica vias moleculares paralelas o
adicionales, pero los mecanismos celulares y efectores diana del

eritema aun no han sido identificados.

Otros trabajos sugieren un papel importante del 6xido nitrico
como causa de la vasodilatacion. Recientemente se ha demostrado que
el 6xido nitrico (NO) era producido por los queratinocitos después de la

irradiacion UVB (Suschek, 2010).
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Envejecimiento cutdneo. Fotocarcinogénesis.

La piel, como los restantes érganos de la economia, va a sufrir los
efectos del paso del tiempo, fendmenos que se conocen como proceso
de envejecimiento cronoldgico, intrinseco o fisiologico; pero ademas,
va a sufrir otro relacionado con factores exégenos o ambientales en el
gue va a jugar un papel primordial las radiaciones ultravioleta solares,

denominado envejecimiento extrinseco o fotoenvejecimiento.

Podemos diferenciar, por tanto, dos procesos de envejecimiento
de la piel: intrinseco y extrinseco. La variabilidad genética individual,
determina el envejecimiento intrinseco, producido por el transcurso del
tiempo. Por definicidn, este tipo de envejecimiento es inevitable por lo
gue no podemos modificar su evolucién introduciendo cambios en el

comportamiento humano.

Por el contrario, el envejecimiento extrinseco es generado por
factores de origen externo, tales como la exposicion crénica al sol, el
tabaquismo, el consumo excesivo de alcohol, la mala nutricién, etc. La
exposiciéon a estos “contaminantes”, no es inevitable y conduce al

envejecimiento prematuro de la piel.

De estos factores externos, la exposicidon al sol es considerado

como el mas importante y perjudicial para la piel. De hecho, el 80 % del
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envejecimiento facial se cree que es debido a la exposicidn crénica al sol
(Uitto, 1997), sobre todo en individuos que no tienen la proteccién
natural asociada con altos niveles de melanocitos en la piel (Robinson,

1999).

El envejecimiento intrinseco, cronoldgico o fisioldgico se
produce como consecuencia del paso del tiempo. Los cambios se
producen en parte como resultado de la acumulacién del dafo
endogeno debido a la formaciéon continua de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que se generan por la oxidacion durante el metabolismo
celular. A pesar de que el sistema posee mecanismos de defensa
antioxidante, el dafio generado por ROS afecta a componentes celulares

tales como membranas, enzimas y ADN (Yaar, 2003).

Este tipo de envejecimiento tiene una base genética, pero
también se debe a la disminucion de los niveles de hormonas sexuales.
Los teldmeros, una porcién terminal del cromosoma eucariota, tienen
un papel importante. Con cada division celular, la longitud de los
teldmeros humanos se acorta, de manera que en los fibroblastos de la
piel mas del 30% de la longitud de los teld6meros se pierde durante Ia
edad adulta (Engelhardt, 1998). Los telémeros son secuencias cortas de

bases que se disponen del mismo modo en todos los mamiferos
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(TTAGGG). La enzima telomerasa es responsable de su mantenimiento.

Parece que los teldmeros son los responsables de la longevidad.

El acortamiento progresivo de la secuencia del teldmero (50-100
pb por mitosis) a través de los sucesivos ciclos de replicacién se opone a
la proteccion de los extremos de los cromosomas, evitando asi fusiones
de extremo a extremo, lo cual es incompatible con la funcién celular
normal. La mayoria de las células tienen la capacidad para unos 60 a 70
duplicaciones posnatales durante su ciclo de vida y posteriormente,
llegar a la senectud, siendo viable pero incapaz de proliferacion. Este
caso facilita las fusiones cromosdémicas de extremo a extremo que
resulta en desorden del cariotipo con la apoptosis subsecuente, por lo

tanto actia como "reloj bioldgico".

La piel envejecida intrinsecamente es lisa y sin manchas, y se
caracteriza por patrones geométricos normales, con algunas lineas de
expresion exageradas. Histologicamente, la piel manifiesta atrofia
epidérmica y dérmica, reduccién de las crestas epidérmicas, asi como la
reduccion del numero de fibroblastos y mastocitos (Frenske, 1986;
Roupe, 2001). Ademas, se observa un aumento en el numero de fibrillas
de colageno, asi como de la proporcion de colageno lll/colageno |

(Lovell, 1987).
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Envejecimiento extrinseco o fotoenvejecimiento. Las areas
expuestas de la piel (cara, pecho y brazos) muestran principalmente
este tipo de envejecimiento, como resultado de los efectos
acumulativos de la radiacién ultravioleta. Las arrugas, las lesiones
pigmentadas (como efélides, I1éntigos, e hiperpigmentacion irregular) y
las lesiones despigmentadas (por ejemplo, hipomelanosis guttata) son
signos clinicos de la piel fotoenvejecida. También pueden observarse en
la piel fotoenvejecida pérdidas en el tono y la elasticidad, junto con una
mayor fragilidad, areas de purpura debido a la debilidad de los vasos
sanguineos y lesiones benignas (acrocordones, queratosis, Yy

telangiectasias).

Segln la escala Glogau (1997) de fotoenvejecimiento, los
pacientes con un historial significativo de exposiciéon al sol,
probablemente recibiran una calificaciéon mayor de lo esperado para su
edad, al igual que los pacientes con antecedentes de exposicion al sol
minima es probable que la puntuacidn sea mas baja de lo esperado

(Glogau, 1997).

La identificacion histopatolégica de la piel fotoenvejecida es
peculiar, ya que se caracteriza por atrofia epidérmica, elastosis, y
diferentes alteraciones de las fibras colagenas y elasticas. En particular,

la piel, sometida a fotoenvejecimiento extremo o severo, presenta
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fragmentacidon, enmarafamiento y mas solubilidad de las fibras de
colageno (Lavker, 1979). Las fibras elasticas también experimentan
fragmentacion y pueden presentar progresiva reticulacion y
calcificacion (Yaar, 2003). Este deterioro notable de las fibras colagenas
y elasticas se ha demostrado que progresa con la exposicion continuada
a la RUV. En general, el envejecimiento de la piel se caracteriza por falta
de elasticidad, mayor fragmentacién y fragilidad de las fibras de

colageno (Roupe, 2001).

La mayoria de los cambios que se producen en la piel a medida
gue envejecemos son acelerados por la exposicidn solar. Estos cambios

los clasificaremos en clinicos, funcionales e histopatoldgicos.

Clasificacion del fotoenvejecimiento.

En 2010, Costelo-Branco realiz6 wuna clasificacion del
fotoenvejecimiento  basandose en caracteristicas clinicas y

microscopicas.

Caracteristicas clinicas o macroscodpicas.

Fotoenvejecimiento leve, que se produce entre los 28 y los 35
afos de edad. Se corresponde con un fotoenvejecimiento temprano
manifestado por: cambios leves de la pigmentacidon, ausencia de

gueratosis, y arrugas de profundidad minima.
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Fotoenvejecimiento moderado, tipico entre los 35 y los 50 anos,
caracterizado por arrugas finas y paralelas. Aparecen lineas en las
comisuras de la boca y de los ojos, Iéntigos incipientes, se aprecian
gueratosis actinicas palpables no visibles. Se observa también alopecia

temporal y occipital.

Fotoenvejecimiento importante, entre los 50 y los 60 ainos,
cuyas caracteristicas son la estabilizacidén de las arrugas de expresion en
la frente, asi como las peribucales y periorbitarias. De la misma forma se
intensifica el patron geométrico de la piel y aparecen discromias
(manchas, lentiginosis,...). La piel presenta sequedad y descamacion,

apareciendo telangiectasias y queratosis visibles.

Fotoenvejecimiento severo, se presenta a partir de los 60 afios y
estd caracterizado por la presencia de arrugas totales en la region facial
y practicamente en todas las zonas descubiertas; se acentia la
profundidad de los surcos cutaneos. La piel se presenta engrosada, de
forma irregular, adquiriendo un aspecto granuloso, y nodular. La
coloracién de la piel se torna amarillenta-grisacea, aparecen léntigos de
mayor tamafio e hipocromias. Se hacen patentes lagos sanguineos

(hematomas) y las queratosis, pueden transformarse en carcinomas.
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Caracteristicas microscodpicas.

En la piel envejecida, la interseccion de la epidermis y la dermis,
conocida como la uniéon dermoepidérmica (UDE), estd alterada, es decir,
la epidermis de mayor edad manifiesta una UDE aplanada, y por lo

tanto, el area de conexién disminuye proporcionalmente.

Reduccion del turnover celular epidérmico: Entre los treinta
y ochenta afos de vida, la tasa de renovacion de la epidermis disminuye
del 30% al 50% (Yaar, 2003). El tiempo de transito por el estrato cérneo
fue fijado por Kligman en 20 dias en los individuos jovenes y 30 dias o
mas en personas mayores (Levéque, 2001). Este alargamiento del ciclo
celular en los adultos coincide con una tasa de reemplazo de estrato
corneo prolongada, atrofia epidérmica, cicatrizacion mas lenta de las

heridas y a menudo descamacion menos efectiva.

En este sentido, se ha observado que los pacientes mayores
requieren el doble de tiempo para volver a reepitelizar tras los
procedimientos de dermoabrasién para rejuvenecimiento en
comparacion con pacientes mas jévenes (Orentreich, 1969). La cascada
de cambios relacionados con la desaceleracion de la renovacién celular,
da lugar al desarrollo de pilas de corneocitos que hacen que la

superficie de la piel presente un aspecto aspero y sin brillo.
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Dermis: Aproximadamente el 20% del espesor dérmico
desaparece a medida que las personas envejecen. La dermis madura
muestra una disminucidon de células y una progresiva avascularizacién
(Frenske, 1986). Cambios en la produccién de coldgeno y fragmentacion
de las fibras eldsticas, son caracteristicas normales de la dermis
envejecida. De la misma forma, la dermis fotoenvejecida, presenta
desorganizacion de las fibrillas de colageno y cumulos anormales de
elastina (Fisher, 1997; El Dommiati, 2002). El coldgeno, la elastina y los
glicosaminoglicanos son los tres componentes estructurales primarios

de la dermis.

Colageno: El principal componente estructural de la dermis y la
proteina mas abundante en los seres humanos, es el colageno, y es
responsable de conferir fuerza y sostén a la piel humana. Con el tiempo,
las proteinas estructurales y los componentes principales de la piel se
deterioran, dando lugar a signos del envejecimiento cutaneo. La piel
envejecida intrinsecamente se caracteriza por una atrofia epidérmica y
dérmica, siendo las alteraciones del coldageno muy importantes en el

proceso de envejecimiento (Frenske, 1986).

De la masa de la piel seca, el 70% esta compuesto por colageno
(Gniadecka, 1998). En la piel envejecida, el coldgeno se caracteriza por

el enmarafiamiento de sus fibrillas, organizadas en fasciculos, que
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parecen estar en desorden, en comparacion con el patrén observado en
la piel mas joven (Frenske, 1986). Ademas, se ha observado, tanto in
vivo como in vitro, que los fibroblastos maduros tienen bajos niveles de
sintesis de colageno. En la piel humana, la relacién entre los tipos de

colageno también cambia con la edad.

Un componente integral de la UDE, el colageno IV, proporciona el
entramado estructural para otras moléculas y desempefia un papel
clave en el mantenimiento de la estabilidad mecanica. No se
encontraron diferencias significativas en los niveles de colageno IV
entre la piel expuesta al sol y la no expuesta. Sin embargo, se han
observado niveles mas bajos de coldgeno IV en la base de las arrugas en
comparacion con los flancos de las mismas. La estabilidad mecanica de
la UDE, que puede verse afectada por la pérdida de colageno 1V,

contribuye a la formacién de arrugas (Contet-Audonneau, 1999).

El colageno VIl es el componente principal en la estabilizacién de
las fibrillas que unen la zona de la membrana basal a la dermis papilar
subyacente. En un estudio se identificaron un numero
significativamente menor de fibrillas de anclaje en pacientes con la piel
expuesta al sol de forma crénica en comparacion con los controles

normales.
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En los ultimos 15 afios la patologia inducida por la radiacién UV y
el dafio sufrido por el colageno ha sido ampliamente descrita. Se sabe
gue la exposicion a la radiacion UV regula la sintesis de varios tipos de
enzimas cuya funcién es la degradacion de colageno, conocidas como

metaloproteinasas de la matriz (MMPs).

En primer lugar, la exposiciéon UV produce un aumento en la
cantidad del factor de transcripcion c-jun; c-fos, el otro factor de
transcripcion involucrado en esta cascada transcripcional, esta presente
sin la necesidad de exposicidn a rayos UV. c-jun, tras combinarse con la
proteina c-Fos, conforma el factor de transcripcion AP-1. A su vez, AP-1
activa los genes de mmpP que estimulan la produccion de colagenasa,
gelatinasa y estromelisina. La degradaciéon del colageno estd mediada
por la activacién de AP-1 y por la inhibicion del factor de crecimiento

transformante (TGF) B de sefializacion (Rittie, 2002).

La investigacion en seres humanos ha demostrado que en
cuestiéon de horas de exposicion a UVB, se producen MMPs,
especificamente colagenasa y gelatinasa, (Fisher, 1996). Asimismo,
repetidas exposiciones a RUVB genera una sintesis sostenida de MMP
(Fisher, 1997). Dado que la colagenasa ataca y degrada al coldgeno,

elevaciones de colagenasa y otras MMPs, mantenidas en el tiempo,
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probablemente produzcan la desorganizacion y destruccién de las fibras

de colageno identificados en la piel fotoenvejecida.

En particular, estas MMPs pueden representar el mecanismo a
través del cual bajan los niveles de colageno | en respuesta a la
exposicion UV. La radiaciéon UV produce sobre la superficie celular la
activaciéon de los receptores del factor de crecimiento y de las
citoquinas, por lo que los investigadores han determinado que el
envejecimiento de la piel (extrinseco e intrinseco) se caracteriza por la
elevacion de la actividad de AP-1 y la expresion de MMP, inhibicion de
la sefializacién de TGF-, asi como reduccidn de la sintesis del colageno
y una mayor degradacion del mismo (Rittie, 2002). Estos cambios

pueden ser agravados por el fotoenvejecimiento.

Elastina: Las alteraciones de las fibras eldsticas estan tan
fuertemente asociadas con el fotoenvejecimiento cutaneo, que la
elastosis, una acumulacion de elastina amorfa, se considera
patognomodnica del fotoenvejecimiento. De este modo, la RUV induce
engrosamiento y enrollamiento de las fibras eldsticas en la dermis
papilar. Estos cambios también se producen en la dermis reticular como

resultado de repetidas exposiciones a la radiacion UV (Heras, 2007).
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El estudio con microscopia electrénica de las fibras elasticas en la
piel expuesta a RUV ha puesto de manifiesto una reduccidon del nimero
de microfibrillas y un aumento de areas interfibrilares, de Ia
complejidad de la forma y estructura de las fibras y el nimero de
inclusiones densas de electrones (Takuo, 1981). Ademas, pequeias
cantidades de azucar y de lipidos y un nivel anormalmente elevado de
aminoacidos polares se han encontrado en la elastina extraida de la piel
de pacientes de edad avanzada (Frenske, 1986). La etiologia subyacente
de los cambios relacionados con la edad de la elastina no esta tan bien
estudiada como los cambios producidos en el coldgeno, sin embargo, se
cree que metaloproteinasas de la matriz juegan un importante papel, ya
gue se ha demostrado que MMP-2 degradan la elastina (Scharffetter-

Kochanek, 2000).

En la piel sometida a fotodaifio, como respuesta inicial, se observa
la presencia de una mayor cantidad de tejido eldstico. El nivel de
exposicion al sol determina la magnitud de la respuesta hiperplasica.
Como consecuencia de la degeneracion de las fibras de elastina, la piel
pierde elasticidad y resistencia (Matsuoka, 1989). Una piel que ha
experimentado esta fotodegeneracion, se caracteriza por cambios en el
patréon normal de las fibras eldsticas, apareciendo en su lugar fibras

inmaduras, llamadas oxitalan, que se encuentran en la dermis papilar.
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Estas fibras forman wuna red en la piel joven que sube
perpendicularmente desde la seccidn superior de la dermis papilar a la
parte inferior de la membrana basal. Esta red desaparece gradualmente
con la edad (Bouissou, 1988). En consecuencia, la elasticidad de la piel
se va perdiendo con la edad (Escoffier, 1989). La flacidez observada en

los ancianos se debe en gran parte a esta pérdida de elasticidad.

Glicosaminoglicanos (GAG): Los GAGs, junto con el coldgeno y
la elastina, son los principales componentes de la piel y son los
responsables del aspecto de la misma. Estas cadenas de polisacaridos,
formadas por la repeticién de disacaridos unidos a un nucleo proteico,
desempefian un importante papel, ya que son capaces de retener agua

hasta 1000 veces su volumen.

Entre los numerosos tipos de GAGs, destaca el acido hialurénico
(HA), el dermatan sulfato (que son los de mayor prevalencia entre los
GAGs) y el sulfato de condroitina. Estos compuestos confieren a la piel
su aspecto sonrosado, suave e hidratado, y se considera que ayudan a
mantener el equilibrio salino. Varios estudios sugieren que los GAGs, en
particular, HA, son capaces de reducir los sintomas del
fotoenvejecimiento (Ghersetich, 1994). Algunos estudios ofrecen
resultados contradictorios, sin embargo, sugieren que no hay cambios

en el nivel de GAGs en la piel envejecida (Pearce, 1972).
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La piel fotoenvejecida se caracteriza por niveles reducidos de
acido hialurdnico (HA) y niveles elevados de sulfato de condroitina. Este
patrén también se observa en el tejido cicatricial (Bernstein, 1996). En la
piel de los jévenes, el HA se encuentra alrededor de las fibras de
colageno y de elastina, particularmente, donde éstas se entrecruzan. En
la piel envejecida, este tipo de asociacion con HA desaparece
(Ghersetich, 1994). Es posible que las disminucién en los niveles de HA,
y su separacion del colageno vy la elastina, asi como la disminucidn de la
retenciéon de agua, puedan estar involucrados en los cambios
observados en la piel envejecida, tales como arrugas, disminucién de la
elasticidad y de la turgencia y disminucién de la capacidad para sostener

la microvasculatura de la piel.

Como el HA puede retener unas 1000 veces su peso en agua,
ayuda a la piel a conservar y mantener la humedad. Se encuentra
distribuido por todo el tejido conectivo y es producido principalmente
por los fibroblastos y queratinocitos de la piel (Tammi, 1991). El HA se
localiza no sélo en la dermis, sino también en los espacios intercelulares
de la epidermis, especialmente en el estrato espinoso medio; sin
embargo, tanto en el estrato cérneo como en el estrato granuloso no

encontramos HA (Sakai, 2000).
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Melanocitos: Con la edad, sufren una reduccion entre el 8 y 20
% por década. Clinicamente, este descenso corresponde también a una
reduccion en el niUmero de nevos melanociticos en individuos de edad
avanzada (Frenske, 1986). La piel de los individuos de mayor edad es
menos capaz de protegerse del sol, porque la melanina, cuya
produccién se reduce en los ancianos, absorbe las radiaciones
ultravioleta carcinégenas. Por lo tanto, las personas mayores son mas

susceptibles al desarrollo de canceres inducidos por el sol.

Vascularizacion: La piel envejecida ha demostrado a través de
numerosos estudios ser relativamente avascular. Gilchrest, en 1982,
describid una reduccién del 35% en el calibre de la seccidn venosa de la
piel envejecida en comparacion con la piel joven. Esta pérdida en la red
vascular es especialmente notable en la dermis papilar, con la
desaparicion de las asas capilares verticales. La reduccion de Ia
vascularizacién se ha relacionado con un descenso del flujo sanguineo,
el agotamiento del intercambio de nutrientes, la inhibicion de la
termorregulacion, la disminucion de la temperatura de la superficie

cutaneay la palidez cutanea.
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Papel de los radicales libres en el fotoenvejecimiento:

El proceso de envejecimiento se considera, que al menos en
parte, es debido a la formacion y actividad de los radicales libres,
también conocidos como especies reactivas del oxigeno (ROS). Estdn
compuestos por moléculas de oxigeno con un electréon no apareado y se
originan por varios factores tanto exdégenos como enddgenos, tales
como la exposicion a RUV, la contaminacion, el estrés, el tabaquismo y
los procesos metabdlicos normales. Ademas, algunas evidencias
sugieren que los radicales libres provocan alteraciones en las vias de
expresion de los genes, que a su vez contribuyen a la degradacion del
colageno y la acumulacion de elastina, signos caracteristicos de la piel
fotoenvejecida (Scharffetter-Kochanek, 2000). Los antioxidantes
neutralizan los radicales libres mediante el suministro de otro electrén,
la cesidon de un par de electrones a una molécula de oxigeno y la

estabilizacidon del proceso.
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Fotocarcinogénesis y cancer cutaneo.

En la actualidad se calcula que se producen entre dos y tres
millones de canceres de piel no melanoma cada afo a nivel mundial.
Uno de cada tres canceres diagnosticados es un cancer de piel y, de
acuerdo con la Skin Cancer Foundation Statistics, uno de cada cinco
estadounidenses desarrollara cancer de piel a lo largo de su vida (Skin
Cancer Foundation, 2012). Ademads, estimaciones de la American Cancer
Society indican que se produjeron 12.190 muertes por cancer de piel en

2012 (Siegel, 2012).

La prevalencia del cadncer de piel en las sociedades occidentales
ha aumentado exponencialmente en los ultimos anos. Asi, durante el
ano 2012, en EE.UU. se diagnosticaron mas de ochenta y un mil nuevos
casos de cancer cutaneo (incluidos los carcinomas espinocelulares (SCC)
y los carcinomas basocelulares (BCC)) y alrededor de 76.000 serdn

melanomas (Siegel, 2012).

La carcinogénesis cutanea es un proceso de multiples pasos que
comprende la iniciacidon, promocion y progresion tumoral. Aunque son
muchos los factores etioldgicos implicados en estos procesos, la
exposicidon cronica a la radiacion solar esta considerada como la causa

principal del cancer de piel en humanos (Flip, 2009). Asi diversos
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estudios epidemioldgicos han demostrado que existe correlacion entre
la latitud de residencia y tasas de incidencia y mortalidad por melanoma
en poblaciones homogéneas (Hu, 2004). Igualmente, el cdncer de piel se
puede producir en animales de laboratorio por irradiacién UV (Cano,
2010). De la misma forma, pacientes con trastorno genético que
provoca deficiencias en los procesos de reparaciéon del ADN dafiado por
la radiacién UV son propensos a desarrollar cancer de piel en las areas

expuestas (Sidwell, 2006).

La mejor evidencia a favor de la exposicion solar como factor
desencadenante, consiste en que los incrementos han sido mayores en
las localizaciones que se encuentran expuestas de modo intermitente,
tales como el tronco y las extremidades, con una pequeia variacién en
la incidencia de los melanomas de cabeza y cuello (Green, 1993). En
este caso, suele atribuirsele la responsabilidad al aumento de Ia
exposicidon recreativa. También se ha sospechado de la depleccién del
ozono: dado que la curva de absorcidon en la regidon de los rayos UVB
posee una pendiente pronunciada, pequefias variaciones en la
concentracion de ozono afectan a la penetracién de las radiaciones de

manera considerable.

Las caracteristicas de la exposicién que conducen a cada lesién

maligna son diferentes. La exposicién acumulativa a lo largo de la vida
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tiene una fuerte asociacién con la aparicion de SCC (Rosso, 1996). En
cambio, el BCC y la queilitis actinica (QA) parecen depender de que se
alcance un determinado umbral de exposicion UV, a menudo en la
juventud (Gallagher, 2005). Algunos estudios de caso-control relacionan
al melanoma con una exposicidon intensa temprana en la vida, y la
aparicion de una o dos quemaduras solares ampollosas duplica el riesgo

de presentacion del tumor (Gilchrest, 1999).

Daino del ADN inducido por la RUV: Se ha establecido que los
canceres son producto de la acumulacién de lesiones en el ADN y que
varios genes desempefan un papel crucial en la carcinogénesis,
comportandose bien como oncogenes o como genes supresores de
tumores. La radiacion ultravioleta produce lesiones en el ADN, que se
creen las responsables de los canceres de piel producidos por la
radiacién solar. Actualmente, incluso en la queratosis actinica, lesidon
precancerosa, se pueden ver algunos cambios genéticos (Veaudry,

2010).

La primera etapa de la carcinogénesis inducida por la radiacidon
solar ocurre cuando los fotones de la radiacion UVB promueven la
formacion de fotoproductos de las pirimidinas del ADN, del tipo de
dimeros de pirimidina-ciclobutano y pirimidina (6-4) pirimidona. Estos

fotoproductos se producen por la unidon covalente de pirimidinas
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adyacentes, y se suelen producir en zonas en las que hay residuos de
pirimidina consecutivos, que son las zonas preferidas de la mutacidn

(Schuch, 2010).

Estudios previos sugieren que los fotoproductos de dipirimidina
son los principales implicados en la citotoxicidad y mutagénesis en las
lesiones del ADN inducidas por UV (Grebneva, 2006). Los rayos UVA
requieren dosis 1000 veces mayor para inducir dafio bioldgico
(Woollons, 1999). La radiacion UVA induce la generacién de dimeros de
tipo ciclobutano que contienen timina, produce menores cantidades de
purinas y pirimidinas oxidadas y provoca roturas aisladas en las hebras

del ADN (Douki, 2003).

La radiacién ultravioleta produce una impronta caracteristica
cuando interactia con el ADN, que permanece en el tumor aun décadas
después, como se ha demostrado en bacterias (Miller, 1985). Un
fotoproducto 6-4 dimero de tipo ciclobutano puede conducir a una
mutaciéon de dos formas diferentes. Al copiar la lesién durante la
replicacion del ADN, la ADN-polimerasa puede interpretar la citosina
danada como una timina e insertar una adenina como complementaria.
En la etapa siguiente de la replicacién, la polimerasa inserta de manera
correcta una timina como complementaria a dicha adenina, obteniendo

como resultado una sustitucién C->T. A pesar de que el dimero
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pirimidina de tipo ciclobutano TT es el fotoproducto mas frecuente y
mejor conocido, las timinas no son mutagénicas dado que el gen XPV
codifica una polimerasa especial (Polymerase n (Pol eta)) que agrega
adeninas complementarias a un dimero de tipo ciclobutano conformado

por timinas (Ling, 2003).

Una alternativa es que surja una mutacion porque los dimeros de
tipo ciclobutano aceleran la desaminacidon de sus citosinas a uracilo, lo
gue conduce a una sustitucion C->T, produciéndose en este caso
errores de la polimerasa n (Yu, 2001). En cualquiera de los casos, las
mutaciones C->T solo ocurren cuando una citosina se ubica junto a una
timina o a otra citosina, ya que los fotoproductos UV mds importantes
ligan pirimidinas adyacentes. Si la mutacidn se da en dos citosinas
adyacentes, el resultado sera CC->TT. Este patron distintivo de
mutacion C->T en que la C yace junto a otra pirimidina, incluida CC>TT,
es caracteristico de la radiacién ultravioleta, y se denomina mutacion

distintiva por RUV.

La complicaciéon mas grave de la exposicion crénica a la radiacién
ultravioleta solar corresponde al cancer cutdneo que, usualmente,
empieza por lesiones precancerosas de larga evolucion, denominadas
gueratosis actinicas en la piel o queilitis actinica en el labio; son lesiones

engrosadas, erosivas, escamosas, ligeramente infiltradas y que, si se
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dejan a su evolucién, pueden malignizar. Los cdnceres cutaneos
procedentes de los queratinocitos con el carcinoma basocelular, de
larga evolucidon y que no suele originar metastasis y el carcinoma
espinocelular, de evolucion mas rapida y comportamientos mas
agresivo. No obstante, los tumores de mayor gravedad son los

procedentes de los melanocitos, los melanomas.
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Modelos animales de fotoenvejecimiento y
fotocarcinogénesis.

Con el objetivo de reproducir experimentalmente los efectos de
las radiaciones ultravioleta y ensayar tratamientos preventivos frente a
las mismas, han sido desarrollados en los ultimos afios diferentes
modelos animales, principalmente sobre ratones hairless (Sharma.

2011).

El primer intento de estudiar el dafo inducido por la radiacion UV
en tejido conectivo en un modelo animal data de 1964, cuando Sams y
colaboradores provocaron elastosis en la piel de la zona dorsal del
tronco afeitado de un ratén. Realizaron su experimento con cinco
grupos de 20 animales albinos cada uno pertenecientes a la cepa ICR,
sobre los que ensayaron los efectos de la radiacidon ultravioleta sola,
producida por una ldmpara Hanovia de cuarzo caliente a una distancia
de 50 cm cinco sesiones por semana o en combinacidn con el aceite de
crotén. Este aceite contiene una de las pocas proteinas vegetales
toxicas conocidas: la crotina, la cual a su vez consiste en una mezcla de
crotonalina y crotonglobulina, albuminoides téxicos con propiedades
antigénicas semejantes a las de las toxinas bacterianas. Las biopsias de
las muestras tomadas a los animales determinaron que la elastosis
comenzé alrededor de los foliculos pilosos. También se desarrollé mas

rapidamente en el grupo tratado con aceite de crotéon en combinacidn
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con la RUV que en los animales que recibieron sélo radiacién

ultravioleta (Sams, 1964).

Desafortunadamente, las dosis de UV necesaria para danar el
tejido conectivo del ratén, supera la necesaria para producirla en los
seres humanos. De igual forma, la creencia de que los ratones con pelo
no son un modelo adecuado para las respuesta humana a la radiacion
UV estd basada en que los tumores inducidos por UV fueron
fibrosarcomas en lugar de los carcinomas de células escamosas que se
observan en humanos expuestos cronicamente a estas radiaciones

(Grady, 1941).

En 1960, cuando Winkelmann y colaboradores informaron que
tanto en el ratén sin pelo, como en humanos, se desarrollé carcinoma
de células escamosas después de la exposicidn crénica a la UV, este
animal se convirtid rapidamente en el modelo de eleccién para el
estudio de la carcinogénesis por RUV. En este estudio, ratones fueron
expuestos diariamente a radiacion ultravioleta durante siete meses. Se
utilizé una fuente de luz ultravioleta de 85 vatios (bombilla H85-C3),
colocada a 30 centimetros de los ratones que se irradiaron durante 35
minutos al dia. Cuando se desarrollaron los tumores, algunos de ellos
fueron extirpados para el examen histoldgico, al resto se les permitio

desarrollarse hasta la muerte del animal o hasta que la superficie
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cutanea estuvo comprometida. Los tumores se desarrollaron en los
cuatro ratones utilizados, de forma difusa en la superficie dorsal
incluyendo la cabeza, el cuello y el dorso. En todos los casos hubo
multiples lugares de origen y se observaron tumores multiples. A las
cuatro o cinco semanas muchos de los tumores se convirtieron en
masas nodulares de 1 a 2 cm. de didmetro con ulceracién central.
También se observaron lesiones cutdaneas papilomatosas, que
rapidamente formaron costras hemorragicas. En ninglin caso se
produjeron en orejas, ojos, o el dorso de las patas, asi como en las
superficies que no habian sido irradiadas por la luz ultravioleta

(Winkelmann, 1960).

Una vez instaurado el modelo, se comenzaron a estudiar
diferentes sustancias y tratamientos con el objetivo de impedir o inhibir
el dafio en la piel de los animales. Asi, Snyder y May (1975) estudiaron el
efecto preventivo de un protector solar (acido paraaminobenzoico)
contra la carcinogénesis cutdnea, y observaron que los ratones hairless
irradiados sin proteccion desarrollaron elastosis (Snyder, 1975). El
primer estudio disefiado especificamente para producir elastosis en un
ratén sin pelo fue en 1980. Berger y colaboradores, utilizaron ratones
desnudos (Ng/-) cepa albina, que normalmente tienen bien desarrollada

la red de fibras elasticas (Berger, 1980). Este efecto, también se observa
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en el ratdn SKH1. Estos ultimos ratones se crian en condiciones SPF, con
el resultado de que desarrollan mas facilmente inflamaciéon al ser

expuestos a la radiacion UVB y a los irritantes topicos.

El ratdn hairless fue utilizado por primera vez para estudiar los
diversos aspectos histologicos producidos por fotoenvejecimiento por
Kligman en el afio 1982 (Kligman, 1982). Estos ratones presentan una

mutacion en el gen Hr.

El gen Hr codifica un corepresor transcripcional altamente
expresado en la piel de mamiferos. En el ratdon, se han identificado
alelos recesivos de este gen, lo que da como resultado la ausencia de
pelo en animales homozigotos. Las mutaciones en el ortélogo humano,

también se han asociado con alopecia congénita.

Aunque se han desarrollado una gran variedad de cepas sin pelo,
los ratones outbred SKH1 son los mas utilizados en la investigacion
dermatoldgica. Estos ratones albinos e inmunocompetentes, permiten
la facil manipulacion de la piel, la aplicacion de agentes tépicos y la
observacion de la respuesta cutdanea a la exposicion a RUV. La
cicatrizacién de heridas, la respuesta fotobioldgica aguda y la
carcinogénesis cutdnea se han estudiado ampliamente en ratones SKH1.

Ademas, los tumores inducidos en estos ratones se asemejan, tanto
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morfolégica y molecularmente a los tumores malignos humanos

inducidos por RUV (Benavides, 2009).

Incialmente, en estos ratones, el pelo se desarrolla normalmente.
A partir de dia 13-14, se produce una rapida y completa pérdida del
pelo, al principio en los parpados, prosiguiendo en sentido caudal. A las
tres semanas de vida, los animales han perdido completamente el pelo,
exceptuando algunas vibrisas. La piel de los ratones SKH1 es rugosa,
rugosidad que aumenta con la edad. Las uiias son largas y retorcidas. La
epidermis de los dos sexos es similar en espesor, pero la dermis es mas
gruesa y la hipodermis mas delgada en el macho que en la hembra

(Oberyszyn, 2008).

Los ratones hairless son animales adecuados para el estudio de
los efectos agudos producidos por RUV, evitando los efectos asociados
al afeitado o a la depilacién quimica. La dosis minima de eritema (MED)
es la dosis menor de RUV que causa inflamacion cutanea perceptible. En
ratones SKH1 la MED para fuentes de luz UV empleadas cominmente es
de 2.240 J/m?* (Wilgus, 2000). Los SKH1 desarrollan una reaccién tipica
de quemadura solar, caracterizada por edema, eritema e inflamacion
(Clydesdale, 2001). El pico de la respuesta postirradiacion se produce a
las 48 horas. Los aumentos de flujo sanguineo y de la permeabilidad

vascular, y la expresion alterada de las moléculas de adhesion,
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promueven el reclutamiento de células inflamatorias, particularmente
neutréfilos 'y monocitos. Los neutréfilos activados producen
mieloperoxidasa, que cataliza la produccion de ROS. Los monocitos y
macroéfagos tisulares fagocitan el tejido dafado. Las células
inflamatorias secretan factores quimiotacticos y de crecimiento que
promueven un mayor reclutamiento de células inflamatorias y la
reparacion de los tejidos. De esta forma, la piel sin pelo del SKH1 es
adecuada para el estudio de compuestos de aplicacidon tdpica que

alteran la respuesta inflamatoria inducida por RUV (Wilgus, 2003).

Asimismo, el ratén SKH1 se ha utilizado ampliamente para
estudiar el mecanismo, la prevencién y tratamiento de las alteraciones
de la piel relacionadas con la edad. Los cambios inducidos por la
radiacién UV en la dermis de ratones SKH1 incluyen alteraciones de las
fibras elasticas, la degradacion del coldageno y glicosaminoglicanos,
aumento asociado con alteracion de la actividad de las metaloproteasas
de la matriz. Expuestos cronicamente a la radiacion UV, los ratones
SKH1 desarrollan arrugas, que aparecen como importantes pliegues
horizontales en el dorso. Estas difieren de las arrugas en el hombre que
surgen después de sélo unas pocas semanas de la exposicidon a la
radiacion UV y por estar asociada a anomalias de la epidermis en lugar

de cambios dérmicos (Sharma, 2011).
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En nuestro estudio hemos elegido el ratdn SKH1 atendiendo a sus
caracteristicas, tales como facilidad de manejo y mantenimiento, por su
docilidad e inmunocompetencia, a la vez que por presentar una piel

muy sensible a los efectos de la RUV, por ser albinos y sin pelo.
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Fotoproteccion. Antioxidantes y radicales libres.

La fotoproteccion corresponde a las medidas encaminadas a

evitar los efectos nocivos de la RUV. Se distinguen dos tipos:

Natural: La que proporciona el propio organismo como
respuesta defensiva a la RUV. La mas importante es la formacion de
melanina o bronceado. Ofrece poca proteccidn, en torno a un FPS de 4.
También el aumento del grosor de la capa cdérnea, que asimismo
proporciona poca proteccion, alrededor de un FPS de 2, ya que es un
efecto a corto plazo, pues a largo plazo se adelgaza la epidermis por
efecto del fotoenvejecimiento. Las mas efectivas son permanecer a la
sombra (puede reducir la incidencia de la radiacién ultravioleta entre 50
y 95%), el uso de ropa especifica (que se comercializa etiquetada con
FPS), de sombreros de ala ancha y de gafas de sol que blogueen las

RUV.

Fotoprotectores: Se clasifican en fisicos, quimicos y agentes

antioxidantes.

Los protectores solares fisicos son compuestos de aplicaciéon

tépica que reflejan o dispersan la radiacién UV.
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En la actualidad, se utilizan principalmente dos compuestos: el
dioxido de titanio (TiO2) y 6xido de zinc (ZnO), que, ofrecen ventajas
con respecto a los quimicos. Ambos principios activos son productos
fotoestables y producen un efecto protector solar. Presentan ademas
tasas bajas de potencial alergénico y de sensibilizacién. EI ZnO extiende
la proteccién a los rayos UVA (hasta 380 nm) (Pinnell, 2000), aunque la
proteccion RUV del ZnO es baja en comparaciéon con otros filtros

guimicos.

Los quimicos absorben la radiacién a través de sus estructuras de
anillos aromaticos conjugados. Tras la exposicion RUV, los electrones de
estos compuestos se activan y se hacen inestables. Con el tiempo, los
electrones vuelven a su estado estable y liberan la energia en forma de

calor (Bech-Thomsen, 1992).

Los agentes antioxidantes, son compuestos de aplicacion tépica
o consumo oral que tratan de evitar los efectos nocivos de la RUV

producidos a través de la formacion de radicales libres.

Los protectores solares se han convertido, de modo casi
exclusivo, en la forma de proteccion utilizada por el ser humano,
cuando participa en actividades al aire libre (Cokkinides, 2006), a pesar

de que buscar la sombra y usar ropa protectora proporcionan mejor
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proteccion. Sin embargo, su uso rutinario ha demostrado reducir el
cancer de piel y retardar el proceso de fotoenvejecimiento. Los
protectores solares son eficaces para disminuir el nUmero de queratosis
actinica y los cdnceres de células escamosas (CCS) (Green, 1999). En
cuanto a los carcinomas de células basales (CCB), el beneficio del uso de
fotoprotectores no es concluyente. No se ha demostrado una reduccién
estadisticamente significativa de CCBs con el uso rutinario de
protectores solares. Sin embargo, hay una tendencia general que
muestra una disminucién en la incidencia de CCB (Van der Pools, 2006).
En cuanto al papel protector frente al melanoma, existe controversia,
centrada principalmente sobre si usar protector solar puede conducir a
una mayor incidencia de melanoma. Algunos estudios epidemiolégicos
muestran accidén preventiva, mientras que otros muestran mayor
incidencia del melanoma. Un meta-analisis concluyé que el uso los
protectores solares es seguro, y que el uso de los mismos no aumenta el

riesgo de desarrollar melanoma (Dennis, 2003).

La proteccidn contra la radiacion UVA también se ha evaluado en
el modelo experimental de fotoenvejecimiento. Usando protectores
solares de amplio espectro, Kligman y Zheng, irradiaron ratones sin pelo
con longitudes de onda larga de alta intensidad de UVA durante 32

semanas, con una dosis acumulativas de 8000 J/cm? (Kligman, 1995). Un
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protector solar que absorbe bien en la longitud de onda larga UVA fue
altamente protector contra el fotoenvejecimiento inducido por
longitudes de onda mayores de 340 nm. Harrison et al informaron que
la adicidon de un filtro UVA al 2 % a un protector solar SPF-2 de UVB,
proporcionaba proteccién contra dafio histoldgico producido a las 16
semanas de radiacién solar con estimulacién suberitemal (Harrison,
1991). El protector solar sin el filtro de rayos UVA no fue efectivo. Este
estudio sugiere que incluso la exposicidon casual a corto plazo, puede
requerir proteccion de bajo SPF de amplio espectro y no solo proteccion

UVB.
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Antioxidantes y radicales libres

Los compuestos polifendlicos constituyen uno de los grupos mas
numerosos y ampliamente distribuidos en el reino vegetal, con una lista
de mas de 8000 estructuras que sigue en continuo crecimiento
(Benavente Garcia, 2008). Existen numerosas clasificaciones, pero
normalmente se agrupan segun el numero de anillos fendlicos que
contienen y en funcién de cdmo se unen entre si. Se distinguen dos
grandes grupos de moléculas, flavonoides y no flavonoides, siendo el

primero el mas numeroso.

Los polifenoles son metabolitos secundarios de plantas y estan
generalmente involucrados en la defensa contra la radiacion ultravioleta
o la agresidon por patdgenos (Beckman, 2000). En los alimentos, los
polifenoles pueden contribuir a darles sabor amargo, astringencia,
color, olor y estabilidad a la oxidacidn. Hacia el final del siglo XX, los
estudios epidemioldgicos y meta-analisis asociados sugieren que el
consumo a largo plazo de dietas ricas en polifenoles ofrecen cierta
proteccion contra el desarrollo de canceres, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, osteoporosis y enfermedades

neurodegenerativas (Graft, 2005).
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Son compuestos naturales encontrados en la mayoria de las
frutas, verduras y cereales. Frutas tales como uvas, manzanas, peras,
cerezas y otras bayas contienen hasta 200-300 mg de polifenoles por
cada 100 gramos de peso fresco. Los productos fabricados con estas
frutas, también contienen polifenoles en cantidades importantes. Por
ejemplo, un vaso de vino tinto, una taza de té o un café contienen
aproximadamente 100 mg de polifenoles. Los cereales, las legumbres y
el chocolate también contribuyen a la ingesta polifendlica (Scalbert,

2005).
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Clases de polifenoles

Acidos Fendlicos

Flavonoides

Antocianinas

Catequinas o)
flavanoles

Flavonas

Flavonoles

Flavononas
Isoflavonas

Lignanos

Proantocianidinas

Procianidinas

Estilbenos

Taninos

Origen y descripcion

Los acidos fendlicos son moléculas simples, como el acido cafeico y el
acido cumdrico. Los acidos fendlicos forman un grupo diverso que incluye
acidos ampliamente distribuidos como el hidroxibenzoico y el
hidroxicinamico. Compuestos hidroxicinamicos (p-cumdrico, 4cido
cafeico, 4cido ferulico) se encuentran con mayor frecuencia como ésteres
simples de 4acidos hidroxicarboxilicos o glucosa, mientras que los
compuestos del acido hidroxibenzoico (p-hidroxibenzoico, acido galico,
acido elagico) estdn presentes principalmente como formas de
glucdsidos. El acido eldgico se encuentra en las granadas. El café es
particularmente rico en acidos fendlicos ligados, tales como el acido
cafeico, acido ferulico y el acido p-cumarico. Los acidos fendlicos
encontrados en los ardandanos son el dcido gélico, acido p-
hidroxibenzoico, acido cafeico, acido p-cumadrico y 4cido vanilico

Los flavonoides son una subclase de polifenoles y estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza. La estructura polifendlica de los flavonoides
y taninos les hace muy sensibles a las enzimas oxidativas

Las antocianinas y antocianidinas son un gran grupo de pigmentos
solubles en agua que se encuentran en un gran numero de frutas,
verduras y flores, las uvas en particular, el extracto de semilla de uva, y
las bayas. Bayas de arandano y otros tienen una alta concentracidn de
antocianinas.

Se encuentran principalmente en las hojas de té. Las hojas de té y
semillas de uva tiene el mondmero flavan-3-oles catequina, epicatequina,
galocatequina, epigalocatequina, epicatechingallate y el galato de
epigalocatequina-3

La Apigenina, luteolina. La manzanilla tiene una buena cantidad de
Apigenina

Los flavonoides se encuentran en altas concentraciones en las cebollas,
manzanas, vino tinto, el brécoli, el té y Ginkgo Biloba. Los mas comunes
son los flavonoides quercetina, kaempferol y miricetina. Los flavonoides
incluyen también fisetina, isoquercitrin y el hyperoside

Hesperidina y naringina son flavanonas

La genisteina y la daidzeina se encuentran en la soja

Los lignanos se encuentran en los frutos secos y cereales integrales. La
linaza tiene un alto contenido de lignanos

Estos se encuentran en las uvas, vino tinto, y corteza de pino. Pycnogenol
es un extracto de corteza de pino. Extracto de semilla de uva proporciona
una fuente concentrada de polifenoles, muchos de los cuales son las
proantocianidinas. El vino tinto es rico en proantocianidinas polifenoles,
complejos. Las proantocianidinas comparten propiedades comunes con
otros polifenoles, en particular, su capacidad de reduccién y la capacidad
de quelar iones metalicos

Catequinas oligoméricas se encuentran en altas concentraciones en el
vino tinto, las uvas y las semillas de uva, el cacao, ardndanos, las
manzanas y en suplementos como el Pycnogenol. Las manzanas
contienen muchos tipos de polifenoles, y los componentes principales
son las procianidinas oligoméricas

El resveratrol se encuentra en la piel de las uvas de color oscuro

Los taninos se encuentran en el vino tinto, el té, y las nueces. Son
moléculas grandes. Muchos flavonoides también se presentan en forma
de moléculas de gran tamafo (taninos). Estos incluyen los taninos
condensados (proantocianidinas), taninos derivados y taninos
hidrolizables.
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Flavonoides

Existen diversos estudios que demuestran los beneficios
aportados por las dietas ricas en vegetales. Distintos autores han
confirmado que la ingesta abundante de frutas y verduras reduce el
riesgo de padecer, desde enfermedades inflamatorias (Ghiringhelli,
2012) a varios tipos de cancer (gdastrico, de eséfago, de prdstata, etc.)
(Buck-Gu, 2009). Aunque hay numerosas moléculas implicadas en estos
efectos saludables, probablemente el grupo mas importante sea el de

los flavonoides (Afaq, 2011).
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En mamiferos, estas moléculas tienen diversas acciones: son
antioxidantes tanto directos, como indirectos; antiinflamatorios;
antitumorales, afectando a todas las etapas de la carcinogénesis;
fotoprotectores; protegen el sistema cardiovascular y nervioso
(Benavente Garcia, 2008). Muchos de los efectos son mediados por su
capacidad de regular distintas enzimas o rutas de senalizacién; asi,
modulan el metabolismo del acido araquiddnico, la cascada de las
quinasas activadas por mitégenos (MAPK), las rutas de la protein
quinasa (PK) C y de PKB/Akt, o el factor de transcripcidn factor nuclear

(NF)-kB (Del Rio, 2010).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos caracterizados por
una estructura que consta de dos anillos de benceno unidos por una
cadena de tres atomos de carbono formando un heterociclo oxigenado
(C6-C3-C6). El gran numero de estos compuestos surge de las diversas
combinaciones de multiples metoxilo hidroxilo, y O-glucdsido
sustituyentes de grupo sobre la base benzo-pirona (C6-C3-C6) bdsica
benzo-y-pirona (Ce-C3-Cs) (Benavente-Garcia, 1997). Los flavonoides se
clasifican en seis clases principales, segun la conexién entre los anillos B
y C, el estado de oxidacién y los grupos funcionales del anillo C:
flavanoles, flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonoles y antocianidinas

(Nichols, 2010).
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Fig. II-5. Estructura quimica de flavonol, (+)-catequina (6); flavanona,
naringenina (7); flavona, Apigenina (8); isoflavona, genisteina (9);
flavonol, quercetina (10); y antocianina y cianidina (5) (Welch, 2008).
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Propiedades saludables de los flavonoides

Diversos estudios han encontrado asociacion entre el consumo
total de flavonoides, de algunos subgrupos o de flavonoides individuales
y el riesgo de sufrir distintas enfermedades crénicas. Probablemente
sea la relacion inversa entre el consumo de flavonoides y el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares la mejor establecida. Asi, el
consumo de flavonoides, especialmente de flavonoles, ha demostrado
reducir el riesgo de mortalidad y morbilidad por este tipo de patologias

(Grassi, 2009).

Otros autores han encontrado evidencias de los efectos
protectores de la ingesta de flavonoides en la dieta frente al cancer,
aunque estos resultados son todavia controvertidos. Garcia-Closas y
colaboradores (1999) demostraron una asociacién inversa entre el
consumo total de flavonoides, de quercetina o de kaempferol, y el
riesgo de padecer cancer de estdbmago, mientras que en otro estudio, la
ingesta de catequinas se asocié con menor incidencia de cancer rectal y
del tracto digestivo alto (Arts, 2001). Las dietas ricas en quercetina o
miricetina han demostrado proteger frente al cancer de pulmén y de
prostata, respectivamente, en hombres, y en ese mismo estudio, se
encontré una tendencia a un menor riesgo de cancer de mama en

mujeres con alta ingesta de quercetina (Knekt, 2002). Varios trabajos
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han encontrado que el consumo de isoflavonas previene el desarrollo
de distintos canceres, especialmente los relacionados con hormonas
(Adlercreutz, 1995; Scalbert, 2005; Gates, 2009) mientras que los
flavonoles y las flavonas, y mas concretamente, la Apigenina, protegen
frente al cancer de ovarios (Gates, 2007) y de mama (Patel, 2007). Sin
embargo, otros estudios no encuentran ninguna relacién entre el

consumo de dietas ricas en estos compuestos y el cancer (Wang, 2009).

Ademads existen numerosos trabajos experimentales, tanto in
vitro como in vivo, sobre los efectos de los flavonoides, que han
demostrado ejercer numerosos efectos biolégicos como eliminadores
de radicales libres, antioxidantes, antimutagénicos, radio vy
fotoprotectores, antiinflamatorios, antivirales; disminuyen los niveles
plasmaticos de colesterol LDL, inhiben la agregacidon plaquetaria,
reducen la proliferacion celular, bloguean el ciclo celular, inducen
apoptosis, disminuyen el estrés oxidativo, aumentan la eficacia de
enzimas detoxificantes, estimulan el sistema inmune y ademas, resultan

poco toxicos (Patel, 2007; Benavente Garcia, 2008; Alcaraz, 2009).

En nuestro estudio hemos utilizado los siguientes compuestos

fendlicos:

77



78

Antonio Cano Gomez. Antecedentes.

Apigenina

La Apigenina (4’, 5, 7
trihidroxiflavona) es  una
flavona abundante en
vegetales como el apio vy
perejil, en las flores de la
manzanilla (Matricaria
chamomilla) y presente en
numerosas plantas aromaticas
como la menta, la mejorana, el orégano, el tomillo, la salvia o el romero.
También se encuentra en pequefas cantidades en otros alimentos
como las alcachofas, el vino tinto, la miel, las lechugas, el zumo de
pomelo, los chiles, la cebolla roja, el nabo o el té verde (Manach, 2004;

Usda, 2007).

Durante siglos, la Apigenina ha sido utilizada en la medicina
tradicional y alternativa a través de plantas ricas en esta flavona. Asi, la
flor de la pasion se ha empleado para tratar el asma, el insomnio, la
enfermedad de Parkinson, la neuralgia o el herpes zdster. La manzanilla,
en distintas formulaciones, se ha usado para calmar la gastritis y la
indigestién, o para reducir la inflamacion cutdanea y otros problemas

dermatoldgicos (Patel, 2007).
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La Apigenina deriva de la flavanona naringenina mediante la
formacién de un doble enlace en el anillo C de la estructura flavonoide.
A pesar de su similar estructura, naringenina y Apigenina elicitan
actividades bioldgicas significativamente diferentes (Vargo, 2006).
Apigenina, no asi naringenina, induce apoptosis en varias lineas
celulares cancerosas (Choi, 2009) y tiene una potente actividad
antiinflamatoria inhibiendo la ruta que desencadena la activacién de

NF- k B (Nicholas, 2007).

Efecto antioxidante de la Apigenina

En el organismo, las especies reactivas de oxigeno (ROS; radicales

hidroxilo y peroxilo, oxigeno singlete, perdxido de hidrégeno) y de
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nitrégeno (RNS; NO, NO:) son generadas constantemente. El anidn
superodxido (O2), el radical hidroxilo (.OH) y el peroxilo (R-00.) se forman
secuencialmente a partir del oxigeno. Este mecanismo puede ser
desencadenado por numerosos factores, entre ellos la radiacion solar

(Benavente-Garcia, 2002; Alcaraz, 2009).

Las ROS oxidan distintas biomoléculas, entre ellas el DNA, las
proteinas o los lipidos de membrana. En condiciones normales, las
especies reactivas son rapidamente inactivadas por antioxidantes y
enzimas, que mantienen un equilibrio; pero este equilibrio puede verse
desbordado por la sintesis masiva de radicales libres en respuesta a

distintos estimulos (Benavente-Garcia, 2002; Yaar, 2007).

Ademas, algunos estudios han demostrado la capacidad de
ciertos flavonoides de inhibir la actividad de la xantina oxidasa, enzima
productora de radicales libres de oxigeno, disminuyendo de esta forma
el dafo oxidativo (Garcia Lafuente, 2009). Por otra parte, la capacidad
antioxidante de los flavonoides podria influir directamente en la
expresion y modulacion de algunos genes. Varios polifenoles han
demostrado activar al factor de transcripcion relacionado con NF-E2 p45
(Nrf) 2, permitiendo asi la transcripcion de genes inducidos por
xenobidticos y antioxidantes, cuya expresiéon es un mecanismo muy

importante de proteccién frente al estrés oxidativo (Crozier, 2009).
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Apigenina y cancer

Los efectos de la Apigenina se han demostrado en diferentes
tipos de canceres como el de mama (Choi, 2009), prostata (Shukla,
2005), pulmodn (Li, 2007) y hematoldgicos (Budhraja, 2012). Los estudios
han revelado que la Apigenina inhibe el crecimiento celular del cancer
de pancreas in vitro mediante la induccidon de la detencidn del ciclo
celular (Uijiki, 2006) e induce la apoptosis a través de diferentes vias de
transduccidon de sefalizacion celular, incluyendo el factor nuclear kB
(NF-kB) (Helbig, 2003), p53 (Zheng, 2005), y PI3K/Akt (Way, 2004). La
Apigenina también se ha utilizado para inhibir la activaciéon
transcripcional de factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) a
través del factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) y el sitio de unién para

reducir especificamente la expresién de HIF-1a (Li, 2007).
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Acido Carndsico

El acido Carndsico (CA), que se encuentra principalmente en
Rosmarinus officinalis, es un diterpeno fendlico. Este compuesto es

conocido como un antioxidante y su actividad in vitro es mas alta que la

de los antioxidantes sintéticos mas utilizados, tales como BHT y BHA
(Richheimer, 1996). La potente actividad antioxidante de CA, in vitro,
estd asociada con su capacidad para eliminar los radicales libres

(Auroma, 1992).

Rosmarinus officinalis, la especia mas popular de la familia
Lamiaceae, es una fuente rica en 4cido Carndsico (AC) y carnosol (COH).

Se ha informado que el AC tiene diferentes actividades farmacoldgicas,
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tales como la inhibicion de

la proliferacion de las

células de leucemia

promielocitica humana

HL-60 y U937 (Danilenko,

2003) asi como

propiedades

antiinflamatorias, al

reducir la expresion de

moléculas de adhesién inducida por citoquinas, bloquear la adherencia
de los monocitos a las células endoteliales, (Yu, 2009) y evitar la
migracion de células musculares lisas adrticas humanas mediante la
supresion de la expresion de MMP (Yu, 2008). También se ha
demostrado la accion antitumoral de la AC en tres lineas humanas de
cancer de colon con diferentes antecedentes genéticos: Caco-2 (p53m),
LoVo (p53wt) y HT29 (p53wt). Se encontré que el CA reduce la
viabilidad celular mediante la induccién de la apoptosis en la linea
celular Caco-2, e inhibe la capacidad de la migracién de células,
probablemente debido a la inhibicidon de la actividad de la proteasas
uPA y MMP-9. Ademas, CA inhibe la COX-2, de mRNA vy los niveles de

proteinas (Barni, 2012).
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El 4cido Rosmarinico (1-carboxi-2-(2,4-dihidroxifenil) éster etilico

del acido trans-cafeico, se
encuentra comunmente en
especies del Boraginaceae vy la
Nepetoideae subfamilia de la
Lamiaceae, sobre todo,
Rosmarinus officinalis L. (Del

Bafio, 2003).

El acido Rosmarinico

(AR) posee diversas actividades

bioldgicas: antiviral, antibacteriana, antiinflamatorias y antioxidante. La
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presencia de AR en plantas medicinales, hierbas y especias tiene efectos
beneficiosos y saludables. En las plantas, AR se supone que contribuye a
la defensa de las mismas. Extractos de plantas que contienen AR tienen
un excelente potencial como antioxidantes para la preservacién de
alimentos (Frankel, 1996). El efecto farmacoldgico del AR ha sido
demostrado actuando a través de la inhibiciéon de varios procesos
inflamatorios dependientes del complemento. Por lo tanto, tiene un
gran potencial como agente terapéutico y en el control de las
enfermedades de la activacién del complemento (Peake, 1991).
También se sabe que tiene efectos tales como la captacion de radicales

libres de oxigeno (Nuytinck, 1986) y la inhibicién de la elastasa.

Estudios mds recientes confirman que ésteres del acido cafeico
tales como AR muestran alta actividad especifica antioxidante, retardo
del agotamiento de la vitamina E, disminuciéon de la produccion de
lisofosfaditilcolina y previenen la oxidacién de LDL, compatible con su
actividad anti-inflamatoria y el papel anti-ateroesclerética en
condiciones fisiopatoldgicas (Cartron, 2001). AR también inhibe Ia
proliferacion celular inducida por citoquinas (Makino, 2000) vy
suprimime la sinovitis en un modelo murino de artritis inflamatoria
inducida por colageno (Youn, 2003). Asimismo, la adicién de extracto de

Prunella vulgaris y su principal componente, dcido Rosmarinico, redujo
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la produccién de ROS y la disminucion de IL-6 libre en cultivos de células

HaCaT expuestos a radiacion UVB (Vostalova, 2010).
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III. Objetivos

12, Desarrollar un modelo de fotoenvejecimiento y
fotocarcinogénesis mediante exposicion crénica a RUV en

ratones desnudos SKH1.

22, Estudiar los efectos quimiopreventivos de los flavonoides
Apigenina, y los acidos Carndsico y Rosmarinico afiadidos sobre

el modelo anterior a través de estudio clinico patolégico.

32, Determinar la tasa de proliferacion celular de los tumores
desarrollados por los animales, mediante la inmunotincién con el

marcador PCNA
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[V. Material y métodos

Animales

Fig. IV-1. Raton SKH1 hembra

Los animales utilizados fueron ratones SKH-1/CRL, hembras. Son
animales eutimicos e inmunocompetentes procedentes, del Servicio de

Animales de Laboratorio (SAl; n2 REGA ES300305440012) de la
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Universidad de Murcia, nacidas el dia 15 de diciembre de 2009, por lo
que a la fecha del inicio del tratamiento (16/01/2010), tenian 33 dias de

vida. El peso de los animales se muestra a continuacion:

Grup(? N Minimo Maximo | Media Desv. tip.
experimental

Grupo | (Control) 10 17,90 20,60 19,19 0,88
Grupo Il (CAR) 10 18,00 21,90 19,72 1,09
Grupo Il (AK) 10 18,09 22,00 20,00 1,00
Grupo IV (ROS) 10 19,00 21,50 20,00 1,10

Los animales fueron mantenidos y utilizados siguiendo las
disposiciones del REAL DECRETO 1201/2005 de 10 de octubre sobre la
proteccidn de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos. Eran pesados semanalmente, con el fin de ajustar la cantidad
de compuestos polifendlicos a ensayar y conseguir la concentracion

efectiva en plasma.

Ademads establecimos un protocolo de supervisién del bienestar
de los animales, siguiendo las Guidelines for the welfare and use of
animals in cancer research (Workman, 2010), donde se observaban y

valoraban los siguientes pardmetros:
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1. El no comer ni beber durante un periodo de 24 a 48 h, dando
como resultado emaciacion o deshidratacion.

2. Pérdida consistente o rapida de peso corporal que alcanzaba el
20 % en cualquier momento o el 15% si se mantenia durante 72 horas,
en comparacion con el peso antes del tratamiento de ratones adultos o
los controles no tratados.

3. Hipotermia persistente.

4. Sangrado o descarga mucopurulenta de cualquier orificio.

5. Respiracion trabajosa, sobre todo si se acompafiaba de secrecion
nasal y/o cianosis.

6. Ganglios linfaticos o bazo agrandados.

7. Paralisis de las extremidades posteriores o debilidad.

8. Anemia manifestada por sintomas tales como mucosas palidas o
medidas hematoldgicas.

9. Distensidén abdominal importante o ascitis que superara el 10%
del peso corporal de los controles no tratados de la misma edad.

10. Incontinencia o diarrea durante un periodo de 48 h.

11. Tumores que interfirieran en la locomocién o causaran

vocalizaciones o comportamiento anormales.

Se establecid como criterio de punto final, la presentacion de

cualquiera de los sintomas descritos anteriormente.
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Ldmpara

El modelo de lampara utilizado para la irradiadiacion UVA de los
animales fue Philips Type HB 554/01/A con 8 tubos Philips Performance
S 100W, que emite en un espectro de 220 a 425 nm y un pico maximo

de 364 nm (69.1 W/m? UVA y 1,6 W/m? UVB). (Nielsen, 2008)
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Compuestos polifendlicos

Utilizamos los siguientes compuestos:
B Acido Carndsico (CyoH,504).
r Apigenina pOtéSica (C15H1005).

B Acido Rosmarinico (C;gH1¢0s).

Fueron proporcionados por Furfural Espaiol, S.A. (Murcia). El
extracto concentrado de 4acido Carndsico (80% de pureza HPLC) se
disolvia en etanol absoluto; asi mismo la Apigenina se disolvié en agua;
ambos se afladieron a una molienda de pellets de la dieta estandar que
se utiliza para la alimentacidon de roedores en el SAL de la Universidad
de Murcia. Posteriormente se preparaba en una amasadora eléctrica y
se formaban los pellets, que eran secados en estufa a 80 ° C durante 24
horas. El acido Rosmarinico, procedente de extracto de melisa se

disolvié en agua y se afiadié al agua de bebida.
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Métodos

Los animales fueron divididos en 4 grupos de 10 ratonas cada
uno:
e Grupo | (control). Alimentacién dieta estandar + RUV.
100

e Grupo Il. Adicidn a la dieta estandar de acido Carnésico + RUV.

e Grupo lll. Adicién a la dieta estandar de Apigenina potdsica +
RUV.

e Grupo IV. Adicién a la dieta estandar de acido Rosmarinico +
RUV.

Los tres agentes fueron administrados a la dosis de 1

mg/animal/dia.

Procedimiento experimental.

Los animales permanecieron en su alojamiento habitual
(miniaisladores de metacrilato con espacio para pienso y botella de
agua, colocados en rack con presién positiva) con agua y comida ad
libitum durante 10 dias, transcurridos los cuales fueron sometidos a

irradiacion.
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Para las sesiones de exposicion a la radiacién UVA, eran
colocados en jaulas de PVC con separadores individuales para cada
ratén y una cubierta de celosia metalica. A continuacion eran situados
bajo la ldmpara de luz UV, a una distancia foco/animal de 20 cm. Las
sesiones de irradiacion se realizaron tres veces por semana durante 60
minutos mientras durd el experimento, que hicieron un total de 80
sesiones. La energia suministrada por sesién fue de 21,1 J/cm?, por lo
que al final del ensayo, la energia total proporcionada a cada animal fue

de 1.688 J/cm?.
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102

Andlisis macroscdpico.

Los animales fueron pesados semanalmente, y durante esta
sesion se observaba con detalle su piel, buscando cambios en los tejidos

qgue indicaran la presencia de lesiones.

Para el andlisis de los resultados, determinamos tres variables en
cada uno de los cuatro grupos experimentales:
1. Semana en la que al menos la mitad de los animales del
grupo presentaron la primera lesion (DT 50).
2. Area total lesionada.
3. Tamafo medio de las lesiones.

4. Incidencia de lesiones nopldsicas malignas.

Para la primera variable, utilizamos las anotaciones que se habian
realizado con periodicidad semanal, a la vez que eran pesados los
animales, determinando la presencia o ausencia de lesién, cuando se

observaba macroscdpicamente abultamiento en la piel del ratén; a
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continuacion se fotografiaba con camara Canon EOS 500D y con el
software mencionado anteriormente se realizaba la medicion.
Establecimos el criterio para la determinacion de la presencia de lesion,
el que esta tuviera las siguientes medidas: area mayor o iguala 1 mm?y

perimetro mayor o igual 3,5 mm.

Para la cuantificacion de la segunda y tercera de las variables, con
el objetivo de medir el area de la piel del lomo ocupada por lesiones
macroscopicas (sin hacer distincion de su morfologia), tras la ultima
sesion de radiacion UV, realizamos fotografias digitales en color a todos
los animales (camara Canon EOS 500D), colocandolos junto a un papel
milimetrado. Utilizamos una aplicaciéon del programa de analisis de
imagen Leica Qwin, dibujando una mascara binaria de las areas de

lesion, que posteriormente se midieron individualmente.
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Fig. IV-5. Animal fotografiado junto a papel milimetrado.



Antonio Cano Gémez: Material y métodos.

Método anatomopatoldgico.

Tras acabar los experimentos, los animales fueron sacrificados
mediante exanguinacion total por puncion cardiaca, previamente
anestesiados con Isofluorano, realizando la necropsia. Extirpamos la piel
del lomo, asi como visceras (pulmones, higado y rifiones). Todas las
muestras cutaneas y viscerales fueron fijadas en formol neutro
tamponado al 10 %, al menos durante 48 horas y posteriormente
incluidas en parafina por el método habitual, para ser seccionadas a 5 n

tenidas con H.E.
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Las muestras tefidas con HE fueron observadas y valoradas por
dos patélogos experimentados con microscopio Leica 0000, con el
objeto de detectar las caracteristicas propias de los carcinomas de
células escamosas o de células basales, anotando la presencia o

ausencia de las citadas lesiones.
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Fig IV-7. Microtomo y microscopio
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Método inmunohistoquimico.

Las muestras se remitieron al Servei d’experimentacién animal
del Parc Cientific de Barcelona, con el fin de realizar el estudio
inmunohistoquimico. Como control positivo se utilizé piel de ratones de

la misma cepa no irradiados.

Técnica inmunohistoquimica

Para la realizacion de la técnica se utilizd6 una muestra de cada

animal.

Después de desparafinar y bloquear la peroxidasa endégena con
agua oxigenada al 3% durante 30 minutos, se desenmascaré el antigeno
de las muestras con tampon citrato (Panreac) a pH=6 en microondas a
potencia 1 durante 10 minutos, y se dejaron enfriar durante 20 minutos
a temperatura ambiente. Inmediatamente se lavaron con PBS y se
incubaron los tejidos con suero normal de cabra (Millipore) al 10 %
durante 1h a temperatura ambiente. Después se incubaron las
secciones con el anticuerpo primario monoclonal contra PCNA (Dako) a
diluciéon 1:200 durante toda la noche a 4°C. Entonces, se lavaron e
incubaron con el anticuerpo secundario Goat anti-mouse biotinado
(Dako) durante 1h a temperatura ambiente, y finalmente se incubaron

con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Cultek) a dilucién 1:100
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durante 1h mas a temperatura ambiente. El revelado de la
inmunotincién se hizo con diaminobenzidina (Sigma-Aldrich) durante

3,5 minutos, y las muestras contrastaron con Hematoxilina de Mayers.

Evaluacion e interpretacion de los resultados

Todas las preparaciones fueron escaneadas para ser estudiadas
mediante analisis de imagen (Servicio de Analisis de Imagen del SAl de
la UMU). En la interpretacién de los patrones de inmunotincién con
PCNA, se considerd positiva la tincion nuclear. Para obtener el grado de
proliferacion, se valoré el nUmero de células fuertemente positivas en 3
campos con magnificacion de 40x de las areas con mayor intensidad de
tincion o “hot spots” del frente de invasién tumoral en el caso de los
carcinomas invasores y de las capas basales en el caso de los carcinomas

in-situ.
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Método estadistico

Se realiz6 en colaboracion con la Catedra de Bioestadistica de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia, utilizando el

software ANOVA SPSS® v19.0 (SPSS® Inc., Chicago, USA) mediante el

gue efectuamos los siguientes procedimientos estadisticos:

En primer lugar realizamos un analisis exploratorio con el fin de

contrastar las hipdtesis de normalidad y homocedasticidad.

En cuanto a la hipdtesis de normalidad, calculamos el contraste
estadistico Shapiro Wilk (indicado para muestras n<30). Como prueba
de homegenidad de varizanzas, utilizamos el contraste estadistico de

Levene.

Para el analisis descriptivo de las variables observadas y para
medir la distribucion de las frecuencias entre los grupos, se han
calculado los pardmetros caracteristicos: media, desviacion tipica,

mediana y los valores maximos y minimos.

En segundo lugar, para determinar el grado de asociacidon
estadistica entre las variables de estudio, se realizd el andlisis de
varianza de un factor, complementado con el contraste de igualdad de

pares de medias, con el método de la minima diferencia significativa y
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con la correcciéon de Bonferroni, junto con el t-student previa
conversion a logaritmo en la variable area lesionada. Consideramos

como estadisticamente significativo los valores p 0.05.
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V. Resultados

Estudio macroscopico. Caracteristicas clinico
macroscopicas 115

Piel normal

Fig V-1. Raton SKH1 sin exposicion a RUV
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Fig V-2. Detalle de la piel del lomo de los ratones sin exposicion a RUV.
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A lo largo del experimento todos los animales sometidos a la
exposicion de las radiaciones ultravioleta presentaron multiples
lesiones, diferenciandose entre los animales de los diferentes grupos
por el tiempo de presentacion, extension, intensidad, etc. cuyas

caracteristicas mas relevantes consistian en:

Eritema

Estaba caracterizado por zonas extensas de enrojecimiento que
afectaban al lomo y a la porcién posterior de la cabeza y el cuello, de
distribucién difusa. Se presentaba a partir de la primera sesidon de
exposicion a las radiaciones UV, y en el transcurso del experimento se
hacia permanente, mostrando un patrén reticulado, variando |Ia
coloracién a rojo-violacea. En las ultimas fases del estudio mostraba

aspecto telangiectasico.
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Fig V-3. Eritema citdneo.

Fig V-4. Piel del lomo afectada por eritema. Sesion 20.
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Patron geométrico cutdaneo

El patron geométrico caracteristico de la piel, en estos animales,

se iba haciendo de modo similar, mas ostensible con el aumento del

119
numero de exposiciones a las radiaciones.

Fig V-5. Acusado patron geométrico en la zona dorsal de raton SKH1 del grupo
control.
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Arrugas

A partir de la 42-62 semana de la exposicion se iban haciendo
patentes las arrugas cutaneas, que en principio eran longitudinales y se
presentaban a lo largo de todo el dorso; conforme avanzaba el nimero
de exposiciones se hacian mas irregulares acompafiandose de areas
cutdneas de engrosamiento irregular. También se disponian de forma

radial alrededor de las lesiones ulceradas y tumorales.
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Engrosamiento nodular cutaneo

Era un fendmeno de presentacidon progresiva, de forma que a
partir de las 50-60 sesiones eran de observacidn constante y difusa en el ETTH

dorso de los animales controles.

Fig V-7. Patron nodular cutdneo
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Lesiones eritemato-escamosas

Caracterizadas por la presencia de lesiones escamosas situadas
sobre las zonas de eritema, que al principio eran de aspecto
puntiforme, y que progresivamente se iban haciendo mas extensas e
incluso confluian en placas irregulares; con frecuencia el centro era de
aspecto erosivo y bordes sobreelevados ,estando recubiertas por

costras fibrino-hemorragicas.
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Lesiones ulceradas

Generalmente de bordes irregulares, a veces engrosados, de

lenta evolucidn, unas veces en el seno de las dreas eritematosas y en

123
otras areas se disponian de forma individualizada.
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Lesiones nodulares vegetantes

Se solian presentar a partir de 60 sesiones con mayor frecuencia

y generalmente multiples. La mayoria de ellas se encontraban en
124 - : . :

relacidon con las zonas de engrosamiento queratdsico mientras que en

otras ocasiones se presentaban de forma aislada. Las de mayor volumen

se solian ulcerar e incluso presentar areas deprimidas centrales de

aspecto crateriforme con costras queratédsicas
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Fig V-11. Lesiones nodulares vegetantes.
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Lesiones quisticas

Con alguna frecuencia y en algunos animales se observaban

126 lesiones quisticas de aspecto fluctuante, de didmetro variable.

Fig V-12. . Lesiones nodular-quisticas en zonas inguinales y axilares de un animal
perteneciente al grupo lll.
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Estudio microscopico

Epidermis normal

127

Fig V-13. Piel de caracteristicas normales, constituida por 4 a 8
capas de queratinocitos y capa cornea dermo papilar con
numerosas glandulas sebdceas y foliculos atréfico-quisticos. (HE.
125 X).
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Epidermis de los animales tratados con RUV

En general presentaba los siguientes fendmenos

Atrofia:

De distinto grado, y generalmente en areas alternando con otras
en que la epidermis mostraba espesor normal o incluso con zonas de
acantosis irregular. Se caracterizaba por disminucion del espesor de la
epidermis debido al aplanamiento de los queratinocitos asi como a la

disminucion en el nUmero de capas.
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Hiperplasia de células basales

Fendmeno frecuentemente observado en las areas cutaneas
proximas a las zonas con otras alteraciones (displasia, carcinoma, etc.)
aunque a veces se observaban como focos aislados. Estaban
constituidos por la presencia de varias hileras (entre 3 y 8) de
gueratinocitos basales, de morfologia poligonal con nucleos
voluminosos y citoplasmascitoplasmas escasos.Los ejes mayores de los
ndcleos se situaban perpendicularmente a la membrana basal
epidérmica.Los nucléolos eran voluminosos y en ocasiones se observaba

alguna figura de mitosis
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Acantosis acompaiada de papilomatosis

Caracterizada por engrosamiento irregular de la epidermis con
mayor o menor grado de papilomatosis. Era el fendmeno que
caracterizaba a la mayor parte de la piel de las dreas mas expuestas a la
radiacion (lomo, dorso de la cabeza y cuello, etc.) y mostraba una gran
heterogeneidad, con areas de un gran espesor (15 a 20 capas celulares)
y otras de 8 a 10 capas, asi como frecuente pleomorfismo celular y

nuclear.



Antonio Cano Gomez. Resultados.

Hiperqueratosis

Constituidas por varias hileras de células totalmente

queratinizadas y anucleadas con patrén denso en hojaldre
131

Fig V-17. Hiperqueratosis.
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Paraqueratosis. Hipergranulosis

Presencia de nucleos en las células queratinizadas de los estratos

132 epidérmicos mas superficiales.

Disqueratosis

Caracterizada por la queratinizacién de queratinocitos de forma
individualizada, preferentemente de los del estrato espinoso de

Malpighio

Fig V-18. Disqueratosis.
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Displasia
Lesiones muy frecuentemente observadas, tanto de forma
aislada como acompafadas de dreas cutdneas que mostraban 133

frecuentes fendmenos descritos previamente, asi como en la vecindad

de las lesiones neoplasicas malignas.

Respecto al grado de intensidad, predominaban las de grado |,

siendo las menos frecuentes las de grado lll.
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En dichas zonas predominaban las alteraciones de la polaridad
celular, asi como el intenso pleomorfismo celular y nuclear, fendmenos
de disqueratosis frecuentes y mitosis atipicas, afectando al tercio

134

inferior del epitelio, a la mitad o mas de dos tercios de la misma,

respectivamente.
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Fig V-20. Displasia
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Carcinoma in situ

Caracterizado por la presencia de alteraciones celulares descritas
en el grupo anterior, que afectaban a todo el espesor epidérmico, de
modo que no podian distinguirse los estratos epidérmicos normales
(basal, espinoso y cérneo). No obstante, la membrana basal en todas

estas zonas se mantenia integra
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Fig V-21. Carcinoma in situ
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Carcinoma microinvasor

En el que ademas del componente epidérmico de caracteristicas
similares a las del carcinoma “in situ” antes descrito, se caracterizaba
porque en diversas zonas existian cordones epiteliales irregulares con
atipias celulares marcadas que infiltran sobrepasando la membrana
basal e infiltrando la dermis papilar, en la que se observan pequeinos

focos epiteliales aislados de similar morfologia.
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Carcinoma de células escamosas

Las lesiones epiteliales malignas eran muy frecuentes y al
contrario que en la patologia humana, en este modelo de
carcinogénesis cutanea experimental, no se podia discriminar entre el

carcinoma de células basales y el epidermoide o espinocelular.

En general, correspondian a carcinomas de células escamosas,
poligonales, con nucleos voluminosos y moderado pleomodrfismo, con
nucléolos muy voluminosos, que semejan estrechamente a los
qgueratinocitos del estrato mucoso de Malpighio. También eran
frecuentes los fendmenos de queratinizacién celular individual o
disqueratosis asi como la presencia de globos cérneos. Las mitosis eran
frecuentes, mientras que eran escasas las mitosis monstruosas. Las
células se disponen en cordones amplios e irregulares, que desde la
epidermis infiltran la dermis subyacente y con frecuencia el musculo

esquelético subyacente
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Fig V-24. Carcinoma de células escamosas.

Fig V-23. Detalle de carcinoma de células escamosas (HE, 150 X).
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En la dermis era una observacién constante la expansion de la
dermis papilar por aumento tanto de los capilares sanguineos como de

la sustancia intercelular.

En la dermis reticular destacan los fendmenos de

desorganizaciéon de la estructura general como de la disposicion del
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entramado de las fibras colagenas y elasticas, distinguiéndose tres

grados de disposicion:

I En el que predominan las fibras mal organizadas dispuestas
142 e .

preferentemente de forma individualizadas;

Il. En el que las fibras con estas caracteristicas alternaban con zonas

en que se disponian en acumulos irregulares y compactos de elastina,

ligeramente basdfilos; y

. En el que observamos un predominio marcado de los acumulos

compactos de elastina.

Asimismo observamos con frecuencia areas irregulares de
fibrosis con multiples focos de infiltrados de linfocitos y células

plasmaticas.
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Evolucion de las lesiones.

Macroscépicamente

Grupo | (control): Los primeros signos observados en los
animales tratados exclusivamente con RUV, correspondid con la
presentacion de eritema difuso, predominantemente en toda la zona
del lomo, cabeza y orejas, que se presentaba desde la primera sesion y
gue durante las primeras 3 o0 4 semanas era de caracter pasajero, pues
desaparecia entre 30 y 60 minutos tras acabar la exposicion a las
radiaciones. A partir de la 52 semana se hacia permanente y mostraba

un aspecto reticular telangiectasico caracteristico.

A partir de ese periodo (5 o 6 semanas) toda esa zona cutdnea
mostraba engrosamiento irregular de aspecto granular difuso que se
acompanaba con frecuencia de superficie escamosa y un marcado

patrén geométrico de la piel.

A continuacion, se presentaron las arrugas cutaneas que eran
prominentes a partir de la sexta semana; en principio eran de
disposicion longitudinal en el dorso de los animales, alternado con otras
zonas cutdneas de engrosamiento irregular. Estas lesiones se mantenian

durante todo el experimento.
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A partir de 50 sesiones, toda la superficie cutanéa del dorso se
caracterizaba por la presencia de areas con engrosamietno cutaneo
irregular de aspecto queratdsico, que frecuentemente se mostraban
firmes al tacto, e incluso con fijacidn a los tejidos subyacentes. A partir
de este periodo, dichas lesiones se hacian erosivas, y estaban cubiertas
por costras fibrindgenas escamosas que tendian a confluir en placas de
limites irregulares. Las de mayor volumen se cubrian de costras
hemorragicas, con bordes sobreelevados y estaban fijados a planos

profundos generalmente.

A partir de 60 sesiones, era muy frecuente la presencia de
lesiones tumorales nodulares, generalmente multiples con rdapida
tendencia a la ulceracion. Con menos frecuencia las lesiones tumorales
adoptaban un aspecto verrucoso o papiloforme.

#* En la semana 60, al menos la mitad de los animales del
grupo (n=10), presentaba la primera lesién (DT50=60), objetivada segun
los criterios que establecimos anteriormente.

% Asimismo, la superficie media ocupada por lesidnes, fue
de 190,429 mm?’.

: 2 De la misma forma, el tamafio medio de las lesidnes en

este grupo correspondié a 62,649 mm?Z.
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Microscopicamente:

Durante las primeras semanas casi las uUnicas observaciones
microscopicas correspondian con ensanchamiento de la dermis papilar
por aumento de la red capilar que se caracterizaba por la presencia de
numerosos vasos capilares dilatados y congestivos acompafado de
frecuente edema intersticial. Conforme aumentaba el numero de
exposiciones a la RUV, los vasos sanguineos presentaban aspecto

telangiectadico y tortuoso.

A partir de 15-20 sesiones (5-6 semanas) destacaban las
alteraciones epiteliales, caracterizadas por hiperplasia de las celulas de
la hilera basal en zonas irregulares de la epidermis, de modo que en
esas areas la epidermis estaba aumentada de espesor debida a la
presencia de varias capas de células basales, de morfologia poligonal
con escasos citoplasmas y nucleos voluminosos y perpendiculares a la

basal.

En este momento se presentaban los fendmenos de acantosis

con papilomatosis frecuente, con o sin paraqueratosis.

A partir de 50-60 sesiones (20 semanas, eran muy frecuentes los

fendmenos de disqueratosis o queratinizacion celular individual e
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irregular, asi como de distintos focos de displasia. Alternando con ellas

existian areas con predominio de atrofia epitelial.

A partir de 65-70 sesiones (25 semanas) destacaban las lesiones
neopldsicas bajo la forma de carcinoma “in situ” microinvasor e

invasores.

Las lesiones neopldsicas correspondian a carcinomas de células
escamosas, generalmente de moderado a bien diferenciados, siendo
excepcionales los totalmente indiferenciado o anaplasicos. No
observamos neoplasias superponibles a los carcinomas basocelulares o
basaliomas ni de otros tipos de células que se observan en humanos:

células de Merkel, melanocitos, etc.

En la dermis, ademds de las alteraciones vasculares antes
descritas, destacaban a partir de las 18-20 sesiones (6-7 semanas)
coincidiendo con la presentacion clinica de las arrugas cutdneas, la
presencia de fragmentacion de las fibras colagenas y los fendmenos de
elastosis descrita, asi como presencia de focos de infiltrados

linfoplasmocitarios.

En la dermis subyacente a las lesiones neopldsicas era constante
la presencia de fendmenos de elastosis en acumulos densos, asi como

los infiltrados linfoplasmocitarios difusos.
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Al finalizar el experimento (80 sesiones) el 100 % de los animales

de este grupo (n=10), habian desarrollado lesiones neoplasicas.
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Grupo Il (adicion a la dieta de acido Carndsico): La
evolucién de la piel de los animales durante las primeras 50 sesiones

fue, en gran medida, similar al resto de los grupos.
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Fig V-26. Eritema en la zona dorsal de dos animales del grupo |l
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A partir de la sesidon 50, de la misma forma que en los animales
del grupo Control, comenzaron a aparecer lesiones de aspecto
gueratosico, si bien en menor numero y dimensiones, llegando a
observar dos animales, que aunque presentaban las caracteristicas de la
piel fotoenvejecida, no presentaban las lesiones mencionadas

anteriormente.
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Al final del tratamiento (sesidn 80) todos presentaron lesiones de
tipo queratésico, aunque en menor nimero y dimensiones que los

animales del grupo control.

150

En este grupo la DT50 no la establecimos hasta la semana 70. Por
otra parte, el drea media lesionada fue de 71,577 mm? mientras que el
tamafio medio de las lesiones fue extraordinariamente bajo: 10,906

2
mm .
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Microscopicamente, también observamos fendmenos similares

a los del grupo anterior (Control):

151

Fig V-29. Atrofia e hiperplasia de células basales en ratonas del grupo Il.
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Fig V-30. Paraqueratosis y acantosis en animales
del grupo Il

Fig V-31. Disqueratosis y displasia en ratones del grupo II.
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Fig V-32. Carcinoma microinvasor en grupo ll.
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Al finalizar el experimento, la incidencia de lesiones neoplasicas

fue del 60 % del total de los animales.

154



Antonio Cano Gomez. Resultados.

Grupo Il (adicion a la dieta de Apigenina potasica): Los
animales de este grupo siguieron la misma evolucion de los del grupo I,
excepto uno de ellos, sobre el que surgieron dos lesiones nodulares de

155
aspecto quistico de 1 y 3 cm de diametro mayor respectivamente,

fluctuantes y color pardo oscuro, situadas en la regidn axilar e inguinal

respectivamente.

Fig V-33. Patron geométrico cutaneo y arrugas en animales del grupo Il



Antonio Cano Gomez. Resultados.

El resto de animales presentaban en la seccidon central del lomo,
una superficie cutanea con amplias y extensas lesiones eritematosas
acompanadas de otras de aspecto queratdsico y un diametro de entre 3

156 .
y 8 mm, recubiertas por costra escamosa.
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Las lesiones de mayor volumen presentaban erosiones con costra
hemorragica y alguna de ellas se encontraba infiltrada, asi como

extensas areas ulceradas
157

La DT50 de este grupo fue de 52 semanas. El drea media
lesionada fue de 104,717 mm’y el tamafio medio de la lesién quedd

establecido en 36,313 mm?.
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Microscépicamente, observamos lesiones de caracteristicas

similares a los grupos | y Il.
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Fig V-37. Arrugas.

Fig V-36. Hiperplasia de células basales y acantosis en ratones del grupo Ill.
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Fig V-38. Hiperqueratosis y disqueratosis en ratones grupo lll.
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Fig V-39. Displasia, carcinomas microinvasor y de células escamosas en
animales grupo Ill.
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La incidencia de lesiones neoplasicas al finalizar el experimento

(80 semanas) fue del 90 %.

161



162

Antonio Cano Gomez. Resultados.

Grupo IV (adicion a la dieta de acido Rosmarinico): De
forma analoga a los otros dos grupos, la evolucion de las lesiones fue la
descrita anteriormente, aunque hasta la sesion 50 la piel del dorso
presentaba un menor numero de arrugas. Es de destacar que en este
grupo el aspecto general de la piel era mas saludable que los otros tres

grupos.
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A partir de este momento, comenzaron a aparecer lesiones de
tipo verrucoso, de didmetro inferior a 0,5 mm, que, en contraste con los
grupos anteriores, evolucionaron mas despacio, no apareciendo

163
lesiones erosivas hasta la sesidon n2 65 en dos animales.
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En la sesidn 75, las lesiones erosivas eran generalizadas en todos

los animales, aunque de menor tamafio que los grupos precedentes.
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Fig V-42. Lesiones ulceradas y nodulares vegetantes en ratones del grupo IV
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Fig V-43. Lesiones quisticas en raton del grupo IV.
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La DT50 correspondid a la semana 60. La media de la superficie
lesionada en los animales de este grupo fue de 132,100 mm?’ y el

tamafio medio de la lesion fue de 44,594 mm?.
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Microscopicamente observamos:
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Fig V-44. . Hiperplasia y acantosis en animales grupo IV.



Antonio Cano Gomez. Resultados.

168

Fig V-45. Paraqueratosis y disqueratosis en grupo IV.
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Fig V-46. Displasia y carcinoma "in situ" en animales del grupo IV.
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Fig V-47. Carcinomas microinvasor y de células escamosas en animales grupo IV.
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En este grupo, la inhibicidn de lesiones neoplasicas fue del 40 %,

es decir que 6 de los 10 animales presentaron lesiones neoplasicas.
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Comparaciones intergrupos.

Evolucion del peso de los animales por grupos:

El peso de los animales evoluciond segun la grafica adjunta, no
encontrando diferencias, tanto entre los distintos grupos
experimentales como en comparacidon con los animales de la colonia
establecida en el Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad

de Murcia.

Grdfico V-1. Evolucion del peso de los animales.
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Este pardmetro lo definimos como la mediana de la variable

“semana de presentacion de la primera lesion” y se correspondia con la

semana del experimento en la que al menos la mitad de los animales

del grupo manifestaban al menos 1 lesidn lesion. Observamos un

retraso en la presentacién de lesiones en el grupo de animales tratados

con acido Carndsico.

Grupo | Grupo |l Grupo Grupo IV
(4cido e (cido

(Control) . (Apigenina) Rosmarinico)
Animaln? | Semana |Animaln? | Semana |Animaln? | Semana |Animaln? | Semana
1 60 1 50 1 50 1 65
2 50 2 70 2 50 2 53
3 50 3 70 3 53 3 60
4 65 4 70 4 50 4 60
5 53 5 70 5 50 5 60
6 53 6 50 6 50 6 59
7 60 7 70 7 65 7 70
8 68 8 70 8 65 8 70
9 70 9 50 9 65 9 57
10 68 10 70 10 63 10 62
Mediana Mediana Mediana Mediana
(DT50) 60 (DT50) 70 (DT50) 51,5 (DT50) 60

Tabla V-1. Semana del experimento en la que se observd la 19 lesion.
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Grdfico V-2. DT50 en para los distintos grupos

Tabla V-2. Nivel de significancia para la DT50.
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Area de las lesiones cutdneas que presentaba cada animal:

175

Grupo | (Control) Grupo I,I (.a’cido Grupo Il (Apigenina) Grupo IV’(a’_cido
Carngsico) Rosmarinico)
Animal n® Ies/i-\orr?:da Animal n® Ies?gﬁgda Animal n® Ies?c:r?:da Animal n® Ies/i-\c:::da
1 162,084 1 53,891 1 245,883 1 206,077
2 581,634 2 56,811 2 109,275 2 109,275
3 256,149 3 133,927 3 206,077 3 206,077
4 162,286 4 43,952 4 112,518 4 112,518
5 242,979 5 14,176 5 142,594 5 142,594
6 185,458 6 184,450 6 88,847 6 88,847
7 160,401 7 62,146 7 27,715 7 27,715
3 45,672 8 57,512 3 15,743 3 15,743
9 19,297 9 88,710 9 56,684 9 206,077
10 88,334 10 20,192 10 41,834 10 206,080
Total N 10 Total 10 Total N 10 Total N 10
Media 190,429 Media 71,577 Media 104,717 Media 132,100
El,s:“" 157,518 :,:SV' 52,108 3:"' 76,068 3:5"' 73,945
Minimo 19,297 Minimo 14,176 Minimo 15,743 Minimo 15,743
Maximo 581,634 Maximo 184,450 Maximo 245,883 Maximo 206,080

Tabla V-3. Resumen de casos para "area lesionada”
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M Grupo Control
M Grupo Il (Apigenina)

M Grupo Il (acido carnésico)

176

190,429

Grdfico V-3. Areas de lesién en los diferentes grupos.

104,717

M Grupo IV (acido rosmarinico)

ANOVA (Area lesionada)

F

Sig.

Inter-grupos
Intra-grupos
Total

2,612

0,066

Tabla V-4. Anova para la variable drea lesionada.




Antonio Cano Gomez. Resultados.

Grupo Experimental Error tipico Sig.
Control Carnésico 44,034944 ,063
Apigenina 44,034944 ,357
Rosmarinico 44,034944 1,000
Carndsico Control 44,034944 ,063
Apigenina 44,034944 1,000
Rosmarinico 44,034944 1,000
Apigenina Control 44,034944 ,357
Carndsico 44,034944 1,000
Rosmarinico 44,034944 1,000
Rosmarinico Control 44,034944 1,000
Carndsico 44,034944 1,000
Apigenina 44,034944 1,000
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.07. |

Tabla V-5. Comparaciones multiples para “drea lesionada” (correccion
de Bonferroni)

No hemos encontrado d.e.s. al 0,05. Sin embargo, si la habia con

una significacion del 0,07, es decir con una segurida del 93 %.

Justificamos el hecho de tomar alfa = 0,07 porque con n=10, se

produce falta de potencia estadistica.
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Tamaiio de las lesiones.

Grupo Il (acido Grupo llI Grupo IV (&cido
. Grupo | (control) - N N

Tamarfio Tamafio Tamario Tamario
Animal n°® g‘eeigg Animal n® Lneelcgg Animal n°® Qeeff,{g Animal n°® ?eegg
lesiones lesiones lesiones lesiones
1 40,521 1 13,473 1 49,177 1 51,519
2 145,409 2 5,681 2 109,275 2 109,275
3 128,075 3 14,881 3 51,519 3 51,519
4 40,572 4 7,325 4 56,259 4 56,259
5 80,993 5 7,088 5 35,649 5 35,649
6 92,729 6 26,350 6 44,424 6 44,424
7 53,467 7 6,215 7 2,310 7 2,310
8 11,418 8 8,216 8 2,249 8 2,249
9 3,859 9 14,785 9 6,298 9 51,519
10 29,445 10 5,048 10 5,976 10 41,216
Total N 10 | Total N 10 | Total N 10 | Total N 10
Media 62,649 Media 10,906 Media 36,313 Media 44,594
Desv. 47,861 Desv. 6,618 Desv. 33,866 Desv. 30,067

tip. tip. tip. tip.
Minimo 3,859 Minimo 5,048 Minimo 2,249 Minimo 2,249
Maximo 145,409 Maximo 26,350 Maximo 109,275 Maximo 109,275

- . 2 . .
Tabla V-6. Tamaino medio en mm* de las lesiones en los animales

de los cuatro grupos experimentales.




10,906

Grdfico V-4. Comparacion para los distintos grupos en la media de la

Antonio Cano Gomez. Resultados.

H Grupo | (control)

M Grupo |l (acido carnésico)

H Grupo lll (apigenina)

M Grupo IV (4cido
rosmarinico)

variable “tamano de las lesiones”.

ANOVA (tamafio medio de las lesiones)

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 13864,401 3 4621,467 4,215 0,012
Intra-grupos 39468,010 36 1096,334
Total 53332,410 39

Tabla V-7. Tabla de anova para la variable “tamafio medio de las
lesiones”
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Control Carndsico 0,008
TSO Apigenina ,503
Rosmarinico 1,000
Carnosico Control 0,008
Apigenina ,569
Rosmarinico ,174
Apigenina Control ,503
Carndsico ,569
Rosmarinico 1,000
Rosmarinico  Control 1,000
Carndsico ,174
Apigenina 1,000
* La diferencia de medias es significativa al
nivel 0.05

Tabla V-8. Comparaciones entre grupos para la variable “tamafio de la
lesion” (correccion de Bonferroni).
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Incidencia de lesiones neopldsicas.

Con lesion : . .
. Sin lesion neoplasica
Grupo experimental Frecuencia  Porcentaje Frecuencia  Porcentaje
Grupo | (control) (n=10) 10 100,00
Grupo Il (acido Carndsico) (n=10) 6 60,00 4 40,00
Grupo Il (Apigenina) (n=10) 9 90,00 1 10,00
Grupo |V (acido Rosmarinico (n=10)) 6 60,00 4 40,00
Tabla V-9. Frecuencia y porcentajes de la manifestacion de lesiones
neopldsicas.
B Grupo | (control) B Grupo Il (acido carndsico)
 Grupo Il (apigenina) B Grupo IV (4cido rosmarinico)
100,00 040 30,00 60,00

Grdfico V-5. Porcentajes de animales en los que se obsevo “lesiones
neopldsicas malignas”.
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Tabla V-10. Nivel de significancia entre los distintos grupos
experimentales para la variable “incidencia de lesiones neopldsicas”.
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Estudio inmunohistoquimico.

Tanto en los tumores de los animales del grupo control como en
los de los tratados, se encontré una inmunotincidén positiva para el
marcador PCNA, el cual es un fiel indice de proliferacion celular en
cualquier tejido. La tincién fue mayor en el grupo control que en los
grupos tratados, con diferencias estadisticamente significativas con el
acido Rosmarinico. En la siguiente tabla se muestran los resultados de la
cuantificacién de la inmunotincion con PCNA de los tumores

desarrollados:

Grupo PCNA p-valor
Grupo I(Control) 529,33 + 102,623
Grupo |l (acido Carnésico) 489,25+100,108 p=0,100
Grupo lll (Apigenina) 457,93+93 p=0,176
Grupo IV (acido Rosmarinico) 324,67 £ 11,015 p <0,001

Tabla V-11. Cuantificacion de la inmunotincion con PCNA
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Piel normal (sana):

La epidermis muestra un espesor homogéneo, constituido por
dos o tres capas de queratinocitos, discreta hiperqueratosis
ortoqueratoética y los infundibulos foliculares dilatados con frecuente
formacion de pequefas cavidades quisticas en la dermis subyacente.
Muestra, en general, positividad frente a PCNA en las células de la hilera
basal de la epidermis asi como en los foliculos pilosos y glandulas

sebaceas (++++).
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Hiperplasia epidérmica; (hiperplasia de células Basales,
acantosis, etc.)

Las células positivas a PCNA se observan localizadas tanto a nivel
del estrato basal como en las capas inferiores del estrato espinoso de

Malpighio, foliculos pilosos y glandulas sebaceas.

Fig V-49. Hiperplasia epidérmica.
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Displasia.
Las células positivas a PCNA, como en las muestras anteriores, se
localizan tanto en la capa basal como en los estratos superiores,
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correspondiendo la mayor positividad a las células atipicas.
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Carcinoma “in situ”.

Las células positivas a PCNA muestran cardcteristicas
superponibles a las de la lesién descrita en el apartado anterior, aunque
se disponen en todo el espesor de la epidermis, incluso a nivel del

estrato corneo.
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Carcinoma microinvasor.

A diferencia de la lesion anterior, las células positivas para PCNA,
afectan tambien a la dermis, generalmente dispuestas de forma

188 e ~
individual o en pequefos grupos.

Fig V-52. Carcinoma microinvasor.
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Carcinoma invasor.

Las células positivas se distribuyen en cordones y nidos

irregulares de forma difusa por la dermis papilar y reticular.
189

Fig V-53. Carcinoma invasor.
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Tumores exofiticos.
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Fig V-54. Tumores exofiticos
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VI. Discusidn

La piel humana sufre, como los restantes organos, los cambios
del denominado envejecimiento intrinseco o cronoldgico caracterizado
por reduccidon del: turnover celular, espesor, proteccion mecanica,
respuesta inmune, termorregulacion, percepcion sensorial, produccion
del sudor, del sebo y de la vascularizacion (Stidel, 2005). Estos cambios
cursan con atrofia generalizada con escasas alteraciones estructurales
hasta los 50 anos, seguido por un deterioro lento. Ademas también
puede sufrir las alteraciones del denominado fotoenvejecimiento o
dermatoheliosis, consistentes en la superposicién sobre las anteriores
del dafo solar, de ahi que se considere como un envejecimiento
patoldgico, caracterizado por cambios mas precoces, extensos e
intensos, y de mayor gravedad, puesto que incluyen Ia

fotocarcinogénesis (Stdel, 2005).

La exposicidn crénica a la luz solar y su RUV inicia un aluvién de
respuestas moleculares y celulares que terminan con un trastorno
dindmico rdpido (McCallion, 1993). Los efectos de la luz solar sobre la
piel son profundos, y se estima que representa hasta un 90% del

envejecimiento visible de la piel, en particular en los individuos sin la
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proteccion natural que origina la melanina sintetizada por los

melanocitos cutdneos (Stdel, 2005).

Ademas, la radiacion UV provoca en la dermis una reaccidn
molecular en cadena, que en ultima instancia da como resultado
trastornos del metabolismo, con aumento, tanto en la dermis como en
la epidermis, de metaloproteinasas de la matriz que estimulan la
produccién de colagenasa, gelatinasa y estromelisina-1 de los
fibroblastos y queratinocitos. El resultado es una desorganizacién del
colageno y de la elastina, asi como de otros componentes de la matriz
extracelular dérmica. La exposicion repetida a la energia solar hace que
la reparaciéon de la matriz dérmica, sea cada vez mds deficiente, con un
efecto acumulado sobre la estructura y organizacion de su base de
colageno, de modo que cuando la piel esta sometida a ciclos repetidos
de exposicién a la RUV, se hacen visibles a simple vista en forma de

flacidez de la piel y la formacidn de arrugas (Kang, 2003).

Asimismo, la radiacidon UV actua indirectamente sobre el dafio de
la piel al interferir en el proceso de reparacion del ADN y por la
interferencia con componentes del sistema inmune (especificamente
células T y las células de Langerhans) que actuan para erradicar las
células transformadas (Gilchrest, 1996). Se ha demostrado

recientemente que la radiacién UV también puede actuar evitando que
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ocurra la apoptosis en las células expuestas al sol, con lo que
potencialmente pueden promover el desarrollo celular indefinido y por
tanto tumores cutdneos (Ismail, 2011). Por lo que la radiacidon UV es un
carcinégeno completo, ya que por una parte es capaz de iniciar el
cancer a través de mutaciéon del ADN y por otra, promover el
crecimiento del mismo a través de los procesos carcinogénicos

inherentes a la exposicion a la RUV acumulativa. Por este motivo, la
Agencia de Investigacion del cancer de la OMS, incluyd a las
radiaciones ultravioletas en el grupo 1 de agentes carcindgenos

(Landrigan, 2011).

Es indudable que el fotoenvejecimiento cutdneo supone un
auténtico fendmeno sociosanitario, ya que es uno de los procesos
patolégicos mds frecuentes en la clinica, de modo que actualmente
constituye uno de los problemas dermatoldgicos de mayor interés,
junto a las graves implicaciones econdmicas que comporta (Kawada,

2011).

Por otra parte, el extenso periodo de latencia y la larga y lenta
evolucidon del proceso de fotoenvejecimiento, junto a los problemas
éticos que conlleva someter al ser humano a los procesos que implica,

hace imposible el desarrollo de estos estudios en humanos.
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De ahi el enorme interés que tiene el desarrollo de modelos

experimentales de fotoenvejecimiento en animales.

En este sentido, Kehinde y colaboradores (2013) realizaron una
revision sobre el uso de animales de experimentaciéon en el estudio de
las enfermedades concluyendo que, histéricamente, los animales se han
utilizado en una amplia gama de la investigacidon cientifica que ha
demostrado ser beneficiosa para la humanidad, sobre todo en relacién
con el avance del conocimiento cientifico, el desarrollo de
medicamentos, la formacién en técnicas quirdrgicas, la seguridad de los
productos quimicos y, de forma especial ademas para el desarrollo

seguro de las vacunas (Kehinde, 2013).

Como modelos animales de fotoenvejecimiento, han sido
utilizadas numerosas especies, tanto con pelo como desnudos; las mas
frecuentemente usadas corresponden a minipigs (Kligman, 1982),
cobayas (Kreuzmann, 1990) e incluso peces (pez cebra...) (Kurita, 2004).
Sin embargo, los ratones han sido el modelo animal mas utilizado segun
la bibliografia: C57BI/6j, Balb/c, CBA, Swiss (Becker, 2010; Benavides,
2009)y fundamentalmente los desnudos: HR-1, SKH1, etc (Sharma,

2011).
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El primer intento de estudiar los dafios inducidos por la RUV en
un modelo animal tuvo lugar en 1960, cuando Winkelmann desarrollé
un carcinoma de células escamosas en ratones después de la exposicidon
cronica a RUV  (Winkelmann, 1960). Posteriormente, Sams y
colaboradores (1964) disenaron un experimento para producir elastosis
en la zona dorsal afeitada de un ratdn con pelo (Sams, 1964). A partir de
este momento, el ratdn pasé rapidamente a ser el modelo de eleccion
para el estudio de la la carcinogénesis inducida por RUV. Actualmente,
el ratén desnudo albino SKH1 y la variedad pigmentada SKH2, son los
mas utilizados en los estudios de bronceado (Warren , 1986),
fotoenvejecimiento (Kligman, 1982), y fotocarcinogénesis (Kligman,

1980).

El primer estudio disenado especificamente para producir
elastosis en un ratén sin pelo se desarroll6 en 1980 cuando Berger,
utilizé un raton desnudo de una cepa albina (Ng /), que normalmente

tiene una red de fibras eldsticas bien desarrollada (Berger, 1980).

Kligman y colaboradores (1982), irradiaron grupos de ratones
SKH-1 y SKH-2 fundamentalmente con RUV B, durante 30 semanas y
tres sesiones semanales, en los que practicamente se vieron afectadas
todas las estructuras de la piel. En la epidermis se produjo hiperplasia.

Las fibras eldsticas que normalmente son escasas y engrosadas,
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degeneraron, produciéndose una extensa elastosis. La tincion del
colageno disminuyd, debido a la destruccién del colageno maduro. Los
glicosaminoglicanos (GAG) se incrementaron en gran medida en la
dermis papilar. Estos resultados establecieron al ratdon hairless como
modelo relevante para el estudio del fotoenvejecimiento humano.
Asimismo no se encontraron diferencias notables entre las cepas albinas
y pigmentadas, con la excepcion de la proliferacion melanocitica y

aumento de la melanogénesis en el ratdn SKH2 (Kligman, 1982).

Para  desarrollar nuestro modelo experimental de
fotoenvejemiento, elegimos el ratdn SKH1. Corresponde a un ratén sin
pelo y sin pigmentaciéon meldnica, que es mas sensible a la accion de la
RUV, lo que facilita la produccidn de lesiones, acortando el periodo de
latencia. Estos animales procedian de Charles River Laboratoires, New
York y se aclimataron facilmente al Servicio de Animales de Laboratorio

de la Universidad de Murcia, donde se establecio la colonia.

El primer objetivo que nos planteamos en nuestro trabajo,
consistio en el desarrollo de un modelo de fotoenvejecimiento
mediante la exposicidn crénica a RUV de los animales, que disefiamos
basandonos en los resultados previos de algunos trabajos de nuestro
grupo (Cano, 2010; Gil, 2014). Los animales fueron colocados en jaulas

de PVC con separadores individuales para cada ratén y una cubierta de
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celosia metdlica; a continuacidn fueron situados bajo la lampara de luz
UV, a una distancia foco/animal de 20 cm (las sesiones de irradiacion se
realizaron tres veces por semana durante 60 minutos mientras durd el
experimento, que hicieron un total de 80 sesiones. La energia absorbida
por sesion fue de 21,1 J/cm?, por lo que al final de las 80 sesiones, la
energia total recibida por cada animal fue de 1.688 J/cmz),
demostrando caracteristicas similares a las producidas por los efectos

de la RUV sobre la piel humana fotoenvejecida.

Los efectos de la RUV sobre la piel humana, han sido

esquematizados por Lim, 2011:
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A su vez, en la patogenia de estas lesiones se han implicado tres
mecanismos fundamentalmente, debido a las alteraciones que
provocan las RUV a su paso a través de los tejidos:

202 .
a) Trastornos vasculares, que provocan un mecanismo
inflamatorio.
b) Degradacion de las proteinas estructurales con alteracion

de la arquitectura dérmica.

¢) Produccidn de fotoproductos con alteracidon gendmica.
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l

Y
\ 4
Vasodilatacién Proliferacién Fotoproductos
celular ADN
Infiltracidn

(inflamacioén)

Degradacioén
proteinas
estructurales

(coldgeno, elastina...) Mutaciones

(p53)

Fig VI-1. Mecanismos de la patogenia del fotoenvejecimiento y
carcinogénesis (Gil, 2014)
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a) Trastornos vasculares dérmicos: La degradacion del acido
araquidonico de las membranas celulares de los queratinocitos
epidérmicos conduce a la formacion de diversos productos, que actuan
como mediadores quimicos de la inflamacidn (prostaglandinas,
interleuquinas, cininas, citoquinas, etc.). Estos son los responsables de
los cambios vasculares mediante la regulacion de la expresion de
moléculas de adhesion en el endotelio vascular y de la migracion de
celulas sanguineas a la dermis (Svobodova, 2006). Los neutréfilos
activados producen mieloperoxidasa, que cataliza la produccién de ROS.
Los monocitos y macrdéfagos tisulares fagocitan el tejido dafiado. Las
células inflamatorias secretan factores quimiotacticos y factores de
crecimiento que promueven un mayor reclutamiento de células
inflamatorias y la reparacion de los tejidos (Wilgus, 2003).

b) Degradacion de las proteinas estructurales con alteracion
de la arquitectura dérmica: Las especies reactivas de oxigeno inducidas
por RUV (ROS) se han implicado en el fotoenvejecimiento y la
fotocarcinogénesis. Ademas de causar cambios genéticos permanentes
que implican protooncogenes y genes supresores de tumores, las ROS
activan las vias de transduccion de sefiales citoplasmaticas que estan

relacionados con la diferenciacion de crecimiento, senescencia, la
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transformacion y la degradacion del tejido (proteinas dérmicas como el

colageno, elastina...) (Scharffetter-Kochanek, 1997).

De esta forma, la RUV provoca elastosis actinica, también
llamada elastosis solar, término que hace referencia a los cambios
degenerativos predominantemente histopatolégicos que se producen
en la piel dafiada por el sol, que se manifiestan clinicamente por una
coloracion amarillenta, engrosamiento y arrugas prominentes de la piel
(Nurnberger, 1978). El material elastdtico observado en la elastosis
actinica tiene su origen en las fibras eldsticas que han sido degradadas
por la inflamacién crénica. Alternativamente, puede ser nuevo tejido
eldstico que se sintetiza por los fibroblastos dafiados por el sol (Lavker,

1988).

En la dermis papilar y reticular superior, el tejido elastico muestra
mayor cantidad de sustancia fundamental amorfa e hiperplasia de fibras
elasticas, que ha sido definida como elastosis grado | y Il. A
continuacion, las fibras elasticas se vuelven hipertrdéficas, ramificadas y
enredadas, y tienden a agregarse en masas densas (elastosis grado lll).
La proporcién de tejido eldstico/colageno se incrementa y es
proporcional a la gravedad del dafio actinico. En las lesiones mas graves,
los cambios elastéticos, incluyendo la degeneracion basoéfila y masas

amorfas, son facilmente visibles. El material elastético degenerado de

205



206

Antonio Cano Gomez. Discusion.

las lesiones tempranas esta principalmente compuesto por fibras de
eldstina, proteinas microfibrilares y fibronectina (Bernstein, 1995).
Ademas, esta presente un aumento en el ARN mensajero para elastinay
fibrilina en los fibroblastos de la piel fotodanada, un hallazgo que es
consistente con la fase regenerativa que ocurre en las lesiones
tempranas (Eric, 2002).

c¢) Dafno gendmico. El dafio en el ADN inducido por RUV, en
forma de dimeros de pirimidina ciclobutano, es conocido como un importante

iniciador molecular para la supresién de la respuesta inmune y la iniciacién de

la carcinogénesis inducida por RUV.

Por otra parte, la citocina inmunorreguladora IL-12 también ha
demostrado su eficacia en la reparaciéon del fotodafio del ADN de las
células de la piel inducido por RUV (Schwarz, 2002). Dependiendo de la
gravedad del dafio producido en el ADN, los queratinocitos pueden
progresar ya sea a la apoptosis o a vias de reparacion del ADN. Si el
dano del ADN es irreparable, el ciclo celular es detenido y el
qgueratinocito se transforma en una célula de quemadura solar, que es
un indicador morfolégico temprano de la apoptosis de las células

epidérmicas (Ziegler, 1994).

En nuestro modelo, las primeras alteraciones desarrolladas tras

la exposicion a RUV consistid en la presentacion de eritema,
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caracterizado por zonas extensas de enrojecimiento que afectaban al
lomo y a la porcidn posterior de la cabeza y el cuello. En principio era
reversible, ya que se presentaba a partir de la primera sesién de
exposicion a las radiaciones UV y desaparecia a los diez minutos de
acabada la sesién. Sin embargo, durante el transcurso del experimento
se hacia permanente, mostrando un patrén reticulado y variando la
coloracién a rojo-violacea. En las ultimas fases del estudio mostraba
aspecto telangiectasico. Autores como Finsen (1899), Partington (1954),
Logan (1963) y Diffey (1987) han descrito la formacién del citado
fendmeno. El significado patoldgico ha sido establecido en que la
primera respuesta a la irracién UV es la inflamatoria, consistente en una
vasodilatacion de los vasos sanguineos cutaneos, que da como

resultado el eritema.

Tras las primeras exposiciones, la producciéon de eritema era
bifasica con un eritema inmediato inicial observado antes de Ia
finalizacion de la exposicidon, seguido por una reaccién mas aguda, por
lo general de mayor magnitud, que se presentaba a partir de la primera
hora, y alcanzaba su pico maximo a las 24-48 h. El enrojecimiento que
se produce en esta etapa es debido a un aumento en la vasodilatacién
(Logan, 1963). Estudios posteriores, utilizando instrumentos mas

sensibles, que median la reflectancia, demostraron que la
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vasodilatacion perceptible visualmente, precedia al eritema (Diffey,

1987).

El grado de eritema observado después de tratamiento con luz
UV aumenta proporcionalmente con la dosis hasta por lo menos 15
MED, dependiendo del tipo de piel. Con dosis mas altas, se observan
ampollas y otras lesiones graves. La respuesta de eritema también se ve
influida por factores ambientales, como el calor, el viento, o la humedad

(Owens, 1974)

Los ratones SKH1 desarrollan una reacciéon de quemadura solar
tipica, que se caracteriza por edema, eritema e inflamacién. Los
aumentos en el flujo sanguineo y la permeabilidad vascular asi como las
alteraciones en la expresion de moléculas de adhesién vascular
promueven la proliferacion de células inflamatorias: neutréfilos vy
monocitos. Los neutrofilos activados producen mieloperoxidasa, que
cataliza la produccion de ROS. Monocitos y macréfagos fagocitan el
tejido dafiado. Las células inflamatorias segregan factores
guimiotdcticos y de crecimiento que promueven la multiplicacidon de
células inflamatorias y la reparacion de tejidos (Rivas, 1994; Clydesdale,

2001).
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Para determinar el efecto sobre el fotoenvejecimiento de varias
fracciones del espectro solar, Kligman y col. (1982) expusieron ratones
SKH-1 a radiaciones UVA y UVB. Los cambios inducidos por los rayos
UVB eran similares a los observados en el estudio anterior, pero en
menor grado, debido a la menor dosis de radiaciéon (2 MEDs por
exposicion) (Kligman, 1995). La dosis eritema-minima es la menor dosis
de radiacion UV que causa la inflamacién cutanea perceptible. En
ratones SKH1, la MED generalmente empleado para las fuentes de
radiacion de luz ultravioleta es de aproximadamente 0.224 J/cm?

(Wilgus, 2000).

Por otra parte, el dafio oxidativo mediado por ROS implica a un
gran numero de moléculas bioldgicas, ya que causa modificacién del
ADN, peroxidacion de lipidos y secrecion de citocinas inflamatorias. Para
hacer frente a los efectos nocivos del estrés oxidativo, la piel de los
mamiferos estd equipada con mecanismos de defensa antioxidante.
Estos evitan la lesidn oxidativa de las estructuras de lipidos y proteinas,
qgue contribuyen a la integridad de la barrera, que es esencial para la
condicidon de una piel sana. Esto sugiere que el entorno celular redox
juega un papel fundamental en la homeostasis de la piel y que las
enfermedades de la piel podrian ser el resultado de un desequilibrio

entre prooxidantes y antioxidantes.
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El sistema antioxidante de la piel consiste en una red enzimatica
(glutation peroxidasa, catalasa y superdxido dismutasa) y no enzimatica
(a-tocoferol, ubiquinona, B-caroteno, ascorbato y glutatién). Los
antioxidantes enddgenos, a-tocoferol y B-caroteno, que aparecen
concentrados en las membranas y que funcionan como protectores
contra la peroxidacion lipidica, interactuan preferentemente con los
radicales peroxilo lipidicos libres. Los perdxidos de lipidos y sus
productos de degradacion, como malonaldehido y 4-hidroxi-2-nonenal,
pueden afectar directa o indirectamente a la homeostasis celular y de

los 6rganos.

lgualmente, se observaban otros cambios adaptativos después
de la exposicion a la luz UV. Estos incluyen aumento de la
vascularizacién (Soffen, 1961), engrosamiento de la piel y de la

melanogénesis (bronceado) (Rosario, 1979).

El engrosamiento de la piel se debe tanto a la hiperplasia de la
epidermis como al aumento del grosor del estrato cérneo (Pearse,
1987). Los efectos de la hiperplasia de una sola exposicion sobre la piel
del ratéon pueden durar hasta dos semanas (Ouhtit, 2000). Estos
cambios resultan en una reduccion global de la funcion de barrera de la

piel (Mortensen, 2013).
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En nuestro estudio, todos los animales mostraron este fendmeno
a partir de 50 sesiones, en toda la superficie cutdanea del dorso,
caracterizado por la presencia de areas con engrosamiento cutaneo
irregular de aspecto queratdsico, que frecuentemente se mostraban
firmes al tacto, e incluso con fijacion a los tejidos subyacentes.
Frecuentemente era observado en las dreas cutdneas préximas a las
zonas con otras alteraciones (displasia, carcinoma, etc..) aunque a veces
se observaban como focos aislados. Asimismo microscopicamente
observamos acantosis acompanada de papilomatosis, caracterizada por
engrosamiento irregular de la epidermis con mayor o menor grado de
papilomatosis. Mostraba una gran heterogeneidad, con areas de un
gran espesor (15 a 20 capas celulares) y otras de 8 a 10 capas, asi como

frecuente pleomorfismo celular y nuclear.

No obstante, al revisar la bibliografia, existe disparidad, aunque
existe acuerdo general de que el espesor de la capa cérnea no cambia
con la edad. En un estudio que compara los efectos del envejecimiento
intrinseco y extrinseco, el examen histopatoldgico de 83 biopsias de piel
expuesta al sol vs piel protegida en voluntarios sanos de 6 a 84 anos
reveld que el espesor de la epidermis es constante con el paso del
tiempo, tanto en las zonas expuestas, como protegidas del sol, siendo

mayor en las zonas expuestas al sol (El Dommiati, 2002). En un estudio
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diferente, la capa espinosa de una arruga se demostré que era mas
delgada en la base que en los flancos (Contet-Audonneau, 1999),
ademas, segun este estudio, los granulos de queratohialina presentes

en la base de las arrugas eran menores que en los flancos de la misma.

Distintos investigadores han descrito que las arrugas se pueden
formar como resultado de la inconsistencia de la unién entre la dermis y
la epidermis, debido a la degradacién de las fibrillas de anclaje (Craven,
1997). Otro estudio mas reciente mostré pérdidas mas marcadas de
colageno VIl en la base de la arruga (como sucede con el colageno IV en

el mismo estudio) (Contet-Audonneau, 1999).

En la piel joven, el colageno | comprende el 80% y el colageno llI
comprende alrededor de 15% del total de coldgeno de la piel; en la piel
de los ancianos, la relacién entre el tipo | y el tipo Il disminuye, debido
a una pérdida apreciable de colageno tipo | (Oikarinen, 1990). Ademas,
el contenido de colageno total por unidad de area de superficie de la
piel disminuye aproximadamente un 1% por afio (Shuster, 1975). En la
piel irradiada, los niveles de coldgeno se reducen en un 59% (Fisher,
1997); esta reduccion fue utilizada para clasificar el grado de dafio
producido por el sol (Griffiths, 1993). Aunque el colageno | es el mas
importante y abundante en la piel, los efectos del envejecimiento en la

dermis humana se observan en otros tipos de coldgeno.
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En nuestro modelo también observamos la presencia de arrugas
cutaneas (lesiones que se corresponden con el apartado b: degradacion
de las proteinas estructurales con alteracion de la arquitectura
dérmica). Se hacian patentes a partir de la 102 o 112 semana vy, en
especial, a partir de la 122 semana; en principio eran de disposicion
longitudinal, localizandose en toda la superficie dorsal de los animales, y
alternaban con otras zonas cutaneas de engrosamiento irregular. Estas
lesiones se mantenian durante todo el experimento y se acompainaban
de engrosamiento nodular difuso y progresivo. En las zonas con lesiones
neoplasicas, las arrugas se disponian de forma radial respecto a las

neoplasias.

En relacion con este tema, una de las mayores alteraciones de la
piel fotoenvejecida corresponde a la deposicion de grandes cantidades
de material elastico anormal, que se denomina elastosis solar
(Bernstein, 1995). En diversos estudios, desde el primero de Kligman
realizado en 1982 en el mimos modelo animal que el utilizado en
nuestro estudio, se ha demostrado que la elastosis solar esta
acompanada por un aumento de elastina y fibrilina ARNm vy la
regulacién positiva de la actividad del promotor de la elastina (Eric,
2002). En nuestro estudio, destacaba en la dermis el engrosamiento

marcado, tanto de la zona papilar, por el aumento y la disposicidon
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tortuosa de los capilares sanguineos y de la red capilar subpapilar, como
de la reticular, destacando los fendmenos de desorganizacion de la
estructura general asi como la disposicion del entramado de las fibras
colagenas y elasticas. En este sentido se podian distinguir tres grados de
alteracion de dicha disposicion: Grado |, en el que predominaban las
fibras mal organizadas, dispuestas preferentemente de forma
individualizada; Grado Il, en el que las fibras con estas caracteristicas
alternaban con zonas que se disponian en cumulos irregulares y
compactos de elastina, ligeramente basofilos; y el Grado Ill, en el que
observabamos el predominio marcado de los cumulos compactos de

elastina.

Por otra parte, en nuestro estudio, a partir de la 362 semana,
eran muy frecuentes las lesiones eritemato-escamosas, que se
disponian usualmente en placas irregulares, con el centro de aspecto
erosivo y bordes sobreelevados y recubiertas por costras fibrino-
hemorrdagicas. A partir de 50 sesiones, toda la superficie cutanea del
dorso mostraba areas con engrosamiento cutaneo irregular de aspecto
queratdsico, firmes al tacto, e incluso con fijaciébn a los tejidos
subyacentes. De la misma forma, eran también muy frecuentes las

lesiones ulceradas.
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Microscopicamente destacaban en estas zonas las areas de
atrofia epitelial que alternaban con otras de engrosamiento en las que
se observaban hiperplasia de células basales, acantosis con o sin
papilomatosis, con frecuente pleomorfismo celular y nuclear, asi como
fendomenos de hiperqueratosis y paraqueratosis, disqueratosis y

diversos grados de displasia.

A partir de 60 sesiones, eran constantes las lesiones tumorales
nodulares, generalmente en multiples zonas. La mayoria de ellas en
relacidon con las areas de engrosamiento queratdsico y muchas de ellas
ulceradas. Con menos frecuencia, las lesiones tumorales adoptaban un
aspecto verrucoso, con la porciéon central deprimida de aspecto
crateriforme recubierto de costra queratdsica, semejando clinicamente

al queratoacantoma.

Microscépicamente correspondian a multiples dareas de
carcinoma “in situ”, con algunos focos de carcinoma microinvasor o
bien a carcinomas de células escamosas. Las lesiones epiteliales
malignas eran muy frecuentes y al contrario que en la patologia
humana, en este modelo de carcinogénesis cutdnea experimental, no
observamos lesiones similares al carcinoma de células basales,
correspondiendo la mayoria al carcinoma epidermoide o espinocelular.

En algunas ocasiones, la morfologia era totalmente superponible a la
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del queratoacantoma, aunque en los casos de nuestro estudio
mostraban claramente signos de invasiéon dérmica. Como era ldgico,

tampoco se desarrollaron melanomas.

Todos los animales del grupo control desarrollaron carcinomas
de células escamosas, lo que pone de manifiesto la efectividad del

modelo.

Estos fendmenos (que estadn relacionados con el apartado c, del
mecanismo patogénico descrito al principio de este apartado), se han
referido por diversos autores como consecuencia del daino originado
porla RUV sobre el el ADN que puede dar lugar a alteraciones
gendémicas. Estas varian desde mutaciones puntuales a dislocaciones
cromosémicas. Una consecuencia importante de la exposicion a RUV de
la piel es el daiio en las células de la epidermis. Esto se hace evidente a
las 2 horas después de la exposicion. El primer indicador de dafio es una
alteracion celular que da lugar a la formacion de células disqueratoésicas
(Hwang, 2011). Asimismo se han observado cambios similares en las
células de Langerhans, que son mds sensibles al daifo inducido por RUV
que los queratinocitos, tanto para las longitudes de onda UVA como
UVB. Los cambios degenerativos en las células de Lagerhans y en los
qgueratinocitos incluyen ruptura mitocondrial, condensacién del

citoplasmay la aparicion de nucleos picnéticos (Maverakis, 2010).
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Los canceres de piel no melanoma tienen una mayor incidencia
qgue los melanomas y afortunadamente son mucho mas faciles de tratar
y presentan mejor prondstico. Las dos formas principales, carcinomas
de células basales y los carcinomas de células escamosas, se originan en
los queratinocitos epidérmicos. La gran mayoria de los canceres
derivados de los queratinocitos, en humanos, se desarrollan en las areas
de la piel mas expuestas a los rayos UV, como la cara y los brazos. Existe
evidencia epidemioldgica y molecular que relaciona todas las formas de
cancer de piel con la exposicion UV, y se estima que la radiacién UV es
causante de casi el 65% de los melanomas y el 90% de los canceres de

piel no melanoma (Pleasance, 2010).

Estas mutaciones proporcionan una herramienta para deducir de
manera retrospectiva, a partir de las mutaciones halladas en tumores, el
carcinégeno original. Casi todas las mutaciones por RUV B y C creadas
de forma experimental se localizan en pirimidinas adyacentes y
alrededor de dos tercios son mutaciones distintivas (Brash, 1991). El
tercio restante también son generadas por las radiaciones ultravioletas
pero probablemente surjan a partir de la produccién fotosensible de
ROS. Dado que hay muchos carcindgenos que generan esta lesion
oxidativa, no puede identificarse si la fuente de las mutaciones fueron

los rayos UVB, los UVA, o la fosforilacién oxidativa intracelular. La RUV-
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A, induce levemente la aparicion de mutaciones distintivas por RUV-B a
través de la fotosensibilizacion, pero genera mutaciones similares a las
oxidativas en intercambios T>G. Estos intercambios se observan
raramente con las UVB u otros carcindgenos, por lo que se ha propuesto

gue esta sea la consecuencia de la UVA (Halliday, 2005).

Como resultado, el aumento de la peroxidacién de lipidos de
membrana puede evocar la respuesta inflamatoria inmune y activar la
expresion génica y proliferacidon celular, o iniciar la apoptosis. Por lo
tanto, existe una estrecha relacion entre la produccion de ROS,
deterioro de defensa antioxidante, dano de la membrana y procesos

patolégicos inflamatorios o degenerativos.

La evidencia acumulada sugiere que las ROS participan en todas
las etapas del desarrollo del cdncer (Marnett, 2000). Debido a los
posibles efectos perjudiciales de las ROS, las células utilizan diversos
mecanismos para modular los niveles intracelulares y extracelulares de
estos compuestos. La defensa antioxidante enzimdtica de la piel incluye
dismutasa cobre-cinc superdxido (CuZnSOD), manganeso SOD (MnSOD)
y catalasa. SOD convierte los aniones superdxido en perdxido de
hidrogeno mientras que la catalasa degrada el perdxido hidréogeno en
agua. La actividad de estas enzimas, que mantienen el equilibrio redox

dentro de las células, se ha demostrado que estd modulada por la
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radiacion UVB y UVA en células de la piel tanto in vitro (Leccia, 2001)

como in vivo en modelos murinos (Okada, 1994).

Sander y colaboradores (2003), demostraron que el estrés
oxidativo puede jugar diferentes papeles en la patogenia tanto del
melanoma como del cancer de piel no melanoma. Es probable que en
los canceres de piel no melanoma, exista una disminucién de la defensa
antioxidante, causada por la exposiciéon a radiacion UV crénica, que

contribuya a la aparicion de mutaciones y a la carcinogénesis.
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El segundo objetivo que nos planteamos en nuestro trabajo,
consistid en intentar conocer los efectos de los compuestos ensayados
(acido Carnésico, Apigenina potasica y dcido Rosmarinico) sobre nuestro
modelo de fotoenvejecimiento cutaneo desarrollado en el primer

objetivo, es decir, su posible papel como fotoprotectores.

Durante los ultimos afos, la humanidad ha tomado conciencia
del peligro de la radiacion solar, por lo que ha tratado de evitarla. La
experiencia habia demostrado que el estar mucho tiempo expuesto al
sol danaba y envejecia prematuramente la piel, ademas de broncearla
excesivamente. De ahi que entre la poblacion del hemisferio norte, la
piel blanca constituyese, durante los ultimos veinticinco siglos un
componente esencial de la belleza, hasta que en el primer tercio del
siglo XX, comienza a cambiar esta creencia y a considerar al bronceado
como un factor cosmético importante, marcador de belleza e incluso

saludable (Vicente, 1999).

Por otro lado, durante las ultimas décadas, la exposicion solar ha
sufrido un aumento considerable, sobre todo la de tipo intermitente o
recreativo que explica en gran parte el aumento descrito de Ia
incidencia del cancer cutaneo. De ahi el enorme interés de la
fotoproteccién. De una forma ideal, la fotoproteccién debe prevenir los

efectos adversos, tanto agudos como crdnicos, de la exposicién crénica
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al sol y sus principales objetivos deben ser retrasar el

fotoenvejecimiento e impedir el cdncer cutaneo.

Los protectores o filtros solares son sustancias que aplicadas
sobre la piel o de forma sitémica, atentan la accién perjudicial de los
rayos solares. Estas sustancias aparecieron durante los afios cuarenta
para la proteccion solar de los marines norteamericanos que combatian
en el pacifico, durante la segunda guerra mundial. Desde entonces su
aplicacion se ha ido popularizando de tal manera que su uso es casi

universal y en franco aumento.

La familia Lamiaceae es una importante fuente de especies de
plantas que contienen grandes cantidades de acidos fendlicos, por lo

que es considerada una fuente de antioxidantes naturales.

Rosmarinus officinalis L. es una planta distribuida por todo el
mundo y tiene muchos compuestos con actividad antioxidante, en su
mayoria polifenoles. Los antioxidantes mas importantes componentes
en esta especie vegetal son acido Carndsico, acido cafeico y sus
derivados tales como el acido Rosmarinico (AR), que tiene una potente
actividad antioxidante (estos dos acidos han sido utilizados en nuestro

estudio).
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De esta forma, extractos de hojas de romero fueron propuestos
como importantes factores dietéticos humanos y han sido investigados
como potenciales agentes terapéuticos contra varias enfermedades
(Petiwala, 2013; Johnson; 2011; Ngo, 2011). Se han descrito multiples
actividades bioldgicas para el dacido Rosmarinico, tales como,
antiinflamatorio, antimutangénico y antitumoral (Osakabe, 2004) y

antiviral (Astani, 2012)

En nuestro trabajo, hemos utilizado tres compuestos
polifendlicos con accidn antioxidante. El acido Carnosico es el diterpeno
antioxidante mas abundante presente en las hojas de romero. Es un
antioxidante lipofilico que neutraliza el oxigeno singlete, radicales
hidroxilo y radicales peroxilo lipidicos, evitando asi la peroxidacion de
los lipidos y la alteracién de las membranas biolégicas (Aruoma, 1992;
Haraguchi, 1995.). Su actividad para la eliminacién de radicales libres,
sigue un mecanismo andlogo a la de otros antioxidantes tales como a-
tocoferol y es causada por la presencia de dos grupos O-fendlicos
hidroxilo que se encuentran en C11 y C12 de su molécula (Richheimer,
1999). El acido Carnésico (AC), es capaz de actuar como regulador
negativo de la inflamacién. Existe evidencia de que el AC tiene diversas
actividades farmacoldégicas, tales como la inhibicion de la proliferaciéon

de las células de leucemia promielocitica humana HL - 60 y U937
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(Danilenko, 2003). Ademas, AC ha demostrado que tiene propiedades
antiinflamatorias, reduce la expresion de moléculas de adhesion
inducida por citoquinas, bloguea la adhesién de los monocitos a las
células endoteliales, y previene la migracion de células de musculo liso
adrticas humanas mediante la supresidon la expresion de MMPs (Yu

2009).

La Apigenina es un flavonoide comun que se encuentran en una
gran cantidad de frutas y verduras, como el perejil, cebolla, brotes de
trigo, manzanilla, condimentos, té vy naranja (Ross, 2002).
Quimicamente corresponde a la férmula 4’, 5, 7,-trihidroxiflavona,
(C15H4100s5). Esta ha cobrado gran interés, debido a sus beneficios para la
salud y su capacidad para inhibir el desarrollo de diferentes tipos de
cancer (de piel, prostata, colon, de mama y de tiroides) (Chen, 2007).
También posee propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Rezai-
Zaded, 2008). Ademas, existen estudios que ponen de relieve su
capacidad para inhibir la actividad de las MMP y de la expresién de COX-
2 en fibroblastos y queratinocitos dérmicos en piel irradiada con RUV

(Sim, 2007).

El acido Rosmarinico (AR), es un compuesto polifendlico soluble

en agua, que reduce el nivel de ROS intracelulares, la expresién del
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VEGF H,0,-dependiente y la liberacion de IL-8. Estas actividades estan

relacionadas con el potencial antiangiogénico del AR (Huang, 2006).

En nuestro trabajo, la evolucién temporal de las lesiones
cutdneas de los animales de todos los grupos, durante las primeras 50
sesiones, fue superponible y se caracterizaba por eritema vy
engrosamiento cutdneo irregular, con reforzamiento del patrén

geométrico de la piel y multiples arrugas longitudinales en el dorso.

No obstante, a partir de la sesidon n? 50, los animales de los
grupos | (Control), Il (acido Carndsico) y Il (Apigenina) exhibieron
lesiones similares, mientras que los del grupo IV (dcido Rosmarinico) lo
hicieron mas tarde (sesidon 53). A partir de este momento, las lesiones
evolucionaron de forma similar en todos los grupos, transformandose
en eritemato-escamosas, aumentando progresivamente en numero vy
extension, y confluyendo en placas irregulares erosivas de bordes

sobreelevados, tapizadas por costras fibrino-hemorragicas.

En este sentido, observamos cierto retraso en la presentacion de
las lesiones (DT50, semana en la que al menos la mitad de los animales
presentaba lesiones) en los animales tratados con acido Carndsico
(grupo Il) aunque sin diferencias estaditicamente significativas (d.e.s.)

respecto a los controles (Grupo 1), mientras que los de los grupos



Antonio Cano Gémez. Discusion.

Apigenina (grupo 1) y Acido Rosmarinico (grupo V) fueron

superponibles a las del control.

Sin embargo, al comparar los valores expresados en mm? para el
area total lesionada en cada grupo, existian d.e.s. entre todos los grupos
tratados y el control: Grupo | (Control): 190.43, Grupo II: 71.58, Grupo

[ll: 104.72, Grupo IV: 132.10.

Observamos como el grupo tratado con dacido Carndsico

mostraba los mejores resultados.

En cuanto al tamano medio de cada lesion, también observamos
una reduccién significativa en todos los grupos tratados. Frente a los
62.62 mm?” observados en el grupo Control, destacan los 10.91 mm?
presentados por el Grupo Il (acido Carnésico), siendo en los otros dos

grupos: 36.31y 44.59 (Apigenina y dcido Rosmarinico respectivamente).

Respecto a las lesiones microscoépicas, la incidencia de lesiones
neoplasicas fue del 60 % en los grupos Il y IV, tratados con los acidos
Carnésico y rosmarininico, mientras que en el grupo tratado con
Apigenina fue del 90 %, superponible a los del grupo Control, que
mostré una incidencia del 100%. Es decir que el tratamiento con AC y
AR provocé inhibicién de la fotocarcinogénesis, con una reduccién del

40 % en la incidencia de lesiones neoplasicas respecto al control (d.e.s).
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Nuestro tercer objetivo consistio en el estudio de la proliferacién
celular en los tumores desarrollados. El antigeno nuclear de
proliferacién celular (PCNA) es una molécula de 36-KDa que funciona
como molécula accesoria de la ADN polimerasa y que se requiere en el
proceso de sintesis del ADN en la fase S del ciclo celular. El PCNA se
asocia fuertemente con regiones donde esta ocurriendo sintesis de ADN
y se correlaciona con otros marcadores de proliferacién celular como
Ki67 y mitosis, expresandose en células que se encuentran en
proliferacion activa (Kelman, 1997). Se ha encontrado que la reaccion
inmunohistoquimica con este marcador es util en la prediccion de
agresividad en algunos tumores con una tasa de proliferacién alta (Ben-

lhzak, 2002).

El indice de proliferacidon celular utilizando PCNA se ha descrito
como un factor prondstico independiente de sobrevida (Niezabitowski,
1999), ya que su expresion se encuentra incrementada en lesiones de
mayor grado de malignidad tanto en el cancer cutdneo no-melanoma
como en el melanoma (Ruksha, 2007). Nosotros observamos una mayor
expresion de PCNA en los tumores desarrollados por los animales del
grupo control que en los de los grupos tratados, destacando la menor
tasa de proliferacion de los tumores del grupo tratado con acido

Rosmarinico. Este agente, ademds de inhibir el proceso de
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fotocarcinogénesis en los animales de nuestro modelo, ha provocado
una menor tasa de proliferacion de los tumores desarrollados, por lo
gue consideramos a éstos, de menor agresividad y mejor prondstico
gue los del grupo control. No hemos encontrado en la bibliografia
consultada, trabajos en los que se estudie el efecto del acido
Rosmarinico sobre la proliferacion celular de tumores con PCNA, pero
Makino y cols. (2002) encontraron que la administracién oral de acido
Rosmarinico (100 mg/kg/dia) en ratas en un modelo de
glomerulonefritis mesangial, reducia el nimero de células PCNA

positivas en el mesangio (Makino, 2002).

Por tales motivos, concluimos que los tres compuestos
polifendlicos han demostrado efectos fotoprotectores en nuestro

estudio.

En la bibliografia consultada hemos encontrado diferentes
trabajos que evaluan los efectos fotoprotectores de distintos
polifenoles sobre ratones SKH1 sometidos a radiacion ultravioleta. Asi
con respecto al acido Carndsico y sus metabolitos (principalmente
carnosol), existe evidencia sobre el efecto anticancerigeno (Barni, 2012),
antiinflamatorio (Johnson, 2011) y como potente captador de ROS
(Danilenko, 2003). De la misma forma, la Apigenina, ha demostrado

efectos antioxidantes (Choi, 2009) y anticancerigenos (Zheng, 2005). El
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acido Rosmarinico se ha utilizado como inihibidor de la inflamacion

(Osakabe, 2004) y como quimiprotector frente al cancer (Patel, 2007).
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VII. Resumen

La exposicion a la radiacion solar provoca dafos sobre la piel, que
incluyen: eritema, quemaduras, inmunosupresion, etc; y a largo plazo
fotoenvejecimiento (término acufiado por Kligman en 1982) y cancer de
piel. De ahi que estas patologias sean en gran parte prevenibles al evitar

la exposicidn excesiva al sol y con la utilizacion de fotoprotectores.

Los objetivos de nuestro estudio, correspondieron al desarrollo
de un modelo de fotoenvejecimiento en ratones SKH1, que fuera
reproducible y fiable, para posteriormente estudiar los posibles efectos

fotoprotectores de algunos compuestos polifendlicos.

Para su realizacion utilizamos 40 ratonas SKH1/CRL, que fueron
espuestas a radiacion ultravioleta (98.6 % RUV-A y 1.4 RUV-B), 60
minutos por sesidn, tres veces a la semana, durante 80 sesiones, con un
total de 1.688 J/cm® de energia recibida por animal. Las ratonas se
dividieron en cuatro grupos (n = 10). El primero (Control) sdélo recibié
RUV y a los tres restantes, ademas de RUV, se afiadid a la dieta, acido
Carnésico (Grupo Il), Apigenina (Grupo lll) y acido Rosmarinico (Grupo

IV), a la dosis de 1 mg /animal/dia.

En nuestro estudio todos los animales expuestos a las RUV

presentaron las alteraciones caracteristicas del fotoenvejecimiento y
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fotocarcinogénesis cutanea (entre 65 y 80 sesiones), por lo que lo
consideramos que el modelo experimental desarrollado es idéneo para
el estudio de esta patologia. No obstante hemos encontrado diferencias
entre los animales de los distintos grupos experimentales en cuanto al
tiempo de presentacion de las lesiones, su extensidn, e intensidad,
fundamentalmente en las 4 variables estudiadas, (DT 50: semana en la
qgue al menos la mitad de los animales del grupo mostraban lesién), area
total lesionada, tamaino medio de las lesidnes, e incidencia microscépica

de lesiones neopldsicas malignas).

Clinicamente en los animales pertenecientes al Grupo IV (acido
Rosmarinico), destacaba que la piel del dorso presentaba menor
numero de arrugas y un aspecto general mas saludable que los de los

otros grupos hasta la sesién 50.

En cuanto a la semana en la que al menos la mitad de los
animales del Grupo presentaban lesiéon (DT 50), solo observamos
retraso en los animales del Grupo Il (Acido Carndsico) que presentaban
una DT50 = 70, mientras que en los de los Grupos | ( Control ) y Grupo
IV (acido Rosmarinico) era idéntica : 60 (DT50=60), y en el Grupo llI

tratado con Apigenina era de 52.
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En la media del area total lesionada observamos una reduccion
que era mayor en los Grupos Il (Acido Carndsico) con 71.58 seguido del
Grupo Ill (Apigenina) con 104.72 y del Grupo IV (Acido Rosmarinico) con
132.10, respecto al Grupo I(Control): 190.43. De modo similar, tambien
observamos esa reduccion respecto al tamaifio medio de las lesidnes,
que era: Grupo II: 10.91, Grupo Il :36.31, Grupo IV : 44.59 y Grupo I:

62.65.

En cuanto a la incidencia microscépica de las lesiones neoplasicas
malignas, en los Grupos Il (Acido Carnésico) y IV (Acido Rosmarinico) se
presentaron en 6 animales, mientras que en el Il (Apigenina) ocurrian

casi en todos los animales (9) y en todos los del Grupo | (Control).

De estos resultados parece deducirse que tanto el Aacido
Carndsico como el Rosmarinico poseen propiedades fotoprotectoras y

anticarcinogénicas, probablemente debidas a su actividad antioxidante.
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VIII. Conclusiones

1.

La exposicion crénica a la RUV (80 sesiones) desarrolld en
todos los animales del grupo control, todo el espectro
lesional caracteristico del fotoenvejecimiento y la

fotocarcinogénesis cutaneos.

Solo los animales del Grupo Il (dcido Carndsico), mostraron
retraso en la presentacion de lesiones (DT50 respecto al

grupo | (Control): 70 vs 60.

Los Grupos Il (acido Carnésico), lll (Apigenina) y IV (acido
Rosmarinico) presentaron una media menor de las areas
lesionadas y del tamafio medio de las lesiones que los del

Grupo Control (l).

La expresion del marcador de proliferacion celular PCNA, fue
menor en los tumores de los animales tratados que en los del
gurpo | (Control), existiendo diferencias significativas con el

acido Rosmarinico.
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