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l. INTRODUCCION







|. Introduccion

El envejecimiento es definido por la OMS como un proceso bio-
I6gico, es decir natural, que ademas, es inevitable, universal, irrever-
sible y heterogéneo, y estda caracterizado por los cambios
estructurales, funcionales, psicolégicos y sociales que sufre el orga-

nismo con el transcurso del tiempo.

Actualmente se acepta que, aunque el origen de dichos cambios es
multifactorial (factores endégenos y exdgenos), los mecanismos inti-
mos de produccién de los cambios estan intimamente relacionados
con el dano oxidativo a nivel celular y tisular de los distintos 6rganos

y aparatos.

La piel, con el transcurso de la edad, como el resto de los 6rga-
nos, sufre esos cambios, que se conocen como envejecimiento cro-
noldgico, intrinseco o fisiologico; pero ademas, es el Gnico érgano
del organismo que puede padecer también otros cambios originados
directamente por la exposicion a la radiacion ultravioleta solar, cam-
bios que se anaden a los anteriores y que suelen ser mas intensos y
graves. Estos cambios se engloban bajo el término de fotoenvejeci-
miento o envejecimiento cutaneo patoldgico, que esta caracterizado
por un envejecimiento cutaneo mas extenso, de aparicién mas precoz
y sobre todo, de mayor gravedad, pues engloba la fotocarcinogénesis

o presentacion de canceres cutaneos.
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Estos hechos han supuesto un doble reto para la ciencia y en
concreto para la investigacion; por una parte, en relacién con el de-
sarrollo de diversos modelos experimentales de fotoenvejecimiento
y fotocarcinogénesis, fundamentalmente inducidos en ratones tras la
exposicidén crénica a la radiacion ultravioleta, con el fin de ir cono-
ciendo de forma progresiva y detallada los mecanismos y cambios im-
plicados en dicho fenémeno; y por otra, en el desarrollo de productos

o sistemas de fotoproteccion.

En este sentido, durante los ultimos anos ha ocurrido un
enorme desarrollo de nuevos protectores solares de naturaleza qui-
mica y de nuevas formulaciones de los de naturaleza fisica, pero qui-
zas lo mas novedoso corresponda al gran esfuerzo investigador en
relacion con los de naturaleza biolégica y el ensayo de distintas sus-

tancias de origen natural.

En nuestro trabajo, nos planteamos el desarrollo de un modelo
experimental de fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis cutaneos
en ratones desnudos SHK1, mediante la exposicidon crénica a radia-
ciones ultravioleta, con el fin de conocer los efectos del aceite de la

crisalida del gusano de la seda como posible agente fotoprotector.
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[Il. Antecedentes

A.PIEL

a. Historia

Desde la Antigliedad, el hombre ha cuidado su piel. En los pue-
blos primitivos, la cosmética tenia un caracter magico en Chinay la India
era de caracter religioso; de las dinastias egipcias datan los primeros re-
medios cosméticos asociados a la medicina: recetas de unguentos, acei-

tes, tabletas de arcilla e incluso férmulas para las arrugas.

En Greciay Roma la cosmética alcanzé un gran auge, se desarro-
[16 un verdadero ritual de cuidados; se perfumaban, incorporando la
practica del bafo y de los masajes y utilizaban gran cantidad de cos-
méticos para embellecerse y evitar la desecacion cutanea, lo que indica
laimportancia que siempre ha tenido el mantenimiento de la piel en el
canon de belleza.

Pero ademas del aspecto estético, el estudio de la piel siempre ha
interesado desde el punto de vista médico. Para el mundo griego y romano
(que ya conocian la diseccion del cuerpo humano), la piel correspondia a
una membrana amorfa formada a partir de los humores exhalados por el
calor interno del cuerpo y su color se debia al efecto del sol sobre algin
humor interno. Esta creencia se mantuvo durante la Edad Media e incluso
en el Renacimiento (Vicente, 1999). De modo que, aunque la Dermatologia
como especialidad es relativamente joven, el estudio de la histologia y de

las enfermedades de la piel es tan antiguo como la medicina.
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b. La piel como sustrato fisioldgico

Es necesario un conocimiento profundo de la fisiologia de la
piel, que permita comprender los procesos y mecanismos responsa-

bles de las patologias y alteraciones cutaneas.

Se ha escrito mucho acerca de la importancia de la piel y sus mul-
tiples funciones. Actualmente se considera que la piel es el drgano mas
extenso del cuerpo humano, lo recubre en su totalidad y actia como
barrera, protegiéndonos del medio externo, pero al mismo tiempo co-
municandonos con él. En una persona de 170 cm de alturay 70 kg de
peso, ocupa aproximadamente 2 m’y su peso aproximado es de 10 kg.
Su espesor varia entre los 0,5 mm (en los parpados) a los 4 mm (en el
talon). (Avci, 2003).

La piel juega un papel vital como barrera, pues aisla al organismo
del medio exterior, pero al mismo tiempo, lo conecta con él. Es, por de-
finicion, una barrera de regulacién del medio interno; controla la tem-
peratura corporal y el equilibrio hidroelectrolitico, protege al organismo
y mantiene integras sus estructuras, al tiempo que actia como meca-
nismo de comunicacién con el medio. Es también la barrera mas im-
portante frente a la atmdsfera exterior, potencialmente hostil y de
modo especial, frente a las radiaciones solares que, aunque imprescin-
dibles para el mantenimiento y desarrollo de la vida, pueden ser, al
mismo tiempo, fuente de importantes alteraciones. Estas se han ido co-
nociendo de un modo progresivo, sobre todo a la exposicidn solar per-
sistente, que favorece la presentacién de cambios degenerativos como
el fotoenvejecimiento, cuya maxima representacion es el cancer cuta-
neo. (Vicente, 1999)

Las funciones de la piel son indispensables para mantener la ho-
meostasis y por tanto, vitales para la propia supervivencia del individuo.
Ademas de la proteccion, entre ellas encontramos la intervencion en

procesos como la regulacion de temperatura, la sintesis de hormonas
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[Il. Antecedentes

y sustancias quimicas y la excrecion de sales y agua. Por otro lado, en la
piel se encuentran receptores sensitivos pertenecientes al complejo en-

tramado sensorial.

En resumen, éstas son las funciones cutaneas que hacen de la

piel uno de los 6rganos mas importantes:

FUNCIONES CUTANEAS

Funcién Mecanismo Accion Situacién defectuosa
Inmunidad Prevenir infecciones | Infecciones, enfermedades
natural, fungicas, autoinmunes, neoplasias

. adaptada bacterianas, viricas, | cutaneas
Inmunitaria
enfermedades
autocinmunes,
neoplasias
Estrato Prevenirla Infecciones bacterianas de
corneo, infeccion, absorcion | repeticion, absorcion de

Barrera epidermis, y deshidratacidn, sustancias quimicas,

melanina filtrar la radiacion deshidratacion, cancer
ultravioleta cutaneo.
Fibroblastos Curacion de heridas | Ulceras cutaneas, queloides,
y ulceras cutaneas, neoplasias cutdneas
Reparadora reparar el dafio
celular por
ultravioleta
Circulacién Nutritiva y Infarto, insuficiencia venosa,
hematicay regulacion de la vasculitis, vasculopatia,

Vascular e .

linfatica temperatura, linfedema
drenaje linfatico
Fibras Conduccién de Hiper e hiposensibilidad,
. nerviosas estimulos nerviosos, | prurito, hiperhidrosis,

Comunicacion iy . L
aferentes y secrecion de sindromes neurolégicos,
eferentes citocinas contral de la temperatura
Visual, olfativa | Pigmentacion, fotoenvejecimiento, vitiligo,

Atencién distribucion del alopecia, halitosis,

pelo, sudoracidén brombhidrosis
Secretora
Excretora

Il Tabla 1. Funciones cutdneas
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¢. Morfologia de la piel

La piel consta de tres estratos diferenciados, que de fuera a den-
tro son: la epidermis (capa superficial sin irrigaciéon sanguinea), la der-
mis (capa irrigada de tejido conectivo) y la hipodermis (capa interna de
tejido adiposo y conectivo). De ella también dependen los anexos cu-
taneos: glandulas sebaceas y sudoriparas, unas y pelo.

Fibra muscular ——

Bl Figura 1. Histologia de la piel (Pons, 2004)

1. Epidermis

Esla zona mas externa y en contacto con el exterior. Tiene un es-
pesor no superior a los 0,2 mm y es un epitelio poliestratificado cuyas
células superficiales se cornifican. De la epidermis surgen los foliculos
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[Il. Antecedentes

pilosebaceos, las glandulas sudoriparas y las ufas.

La epidermis consta de cuatro tipos celulares: queratinocitos,
melanocitos, células fagociticas de Langerhans y células de Merkel
(Serna, 2007).

La epidermis esta constituida por las siguientes capas:

1. Estrato basal o germinativo

2. Estrato mucoso de Malpighio o Estrato Espinoso
3. Estrato granuloso

4. Estrato lucido

5. Estrato cérneo

Los queratinocitos son las células epidérmicas mas numerosas,
que recubren la membrana basal, donde se distribuyen a modo de em-
palizaday se fijan a la ldamina ltcida por unas estructuras glicoprotéicas
llamadas hemidesmosomas. Van germinando desde el estrato basal
de la epidermis y ascendiendo, formando los estratos espinoso, gra-
nuloso, lucido (solamente en palmas y plantas) y cérneo. Conforme va
ascendiendo, va aumentando su contenido en queratina hasta que la
célula se aplana, muere y finalmente se desprende. Este ciclo o tiempo
de transito epidérmico dura unos 30 dias. El estrato cdrneo es una ba-
rrera importante para impedir la pérdida de agua transcutanea. Su baja
proporcidon de agua, asi como los lipidos, proteinas y su adecuada
ordenacién, hacen de él una barrera semipermeable muy selectiva,

capaz de sufrir traumas fisicos y agresiones quimicas y energéticas.
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Bl Figura 2. Morfologia y distribucion
de los queratocitos (Pons, 2004)

Los melanocitos, son células de origen neuroectodérmico, que
se localizan en la capa basal de la epidermis y de los foliculos pilosos.
Son menos numerosos que los queratinocitos. Responden a estimulos
inductores a través de unos receptores especificos de su membrana,
iniciando entonces la sintesis de pigmentos melanicos. El estimulo al-
canza el nucleoy comienza un proceso, al final del cual, los premelano-
somas se convierten en melanosomas, que son capaces de acumular
pigmentos melanicos. En este proceso interviene la enzima tirosinasa,
que se activa cuando se une a una cuproproteina y recibe el estimulo
necesario. La radiacién UV-B desencadena la liberacion de la“hormona
estimulante de melanocitos”. Las melaninas, sobre todo la eumelanina)

son capaces de fijar la radiacion ultravioleta y secuestrar radicales libres.
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Il Figura 3. Melanocito (Pons, 2004)

1 estimulo inductor de la respuesta meldnica; 2: receptor especifico; 3: nucleo; 4: reticulo endoplasmatico
rugoso; 5: aparato de Golgi; 6: vesiculas conteniendo una trama protéica; 7: vesiculas cargadas de tirosinasa.
I, 11, 111, IV: melanosomas de nivel I, II, IlI, IV

Las células de Langerhans, se encuentran a nivel del estrato es-
pinoso. Son células que tienen un papel decisivo en el sistema inmu-
noldgico cutaneo. En concreto, intervienen en reacciones inmunolo-

gicas de tipo alérgico.

Entre la epidermis y la dermis, se encuentra la membrana basal,
que es una compleja matriz extracelular formada por dos laminas, 14-
cida y densa, que deben su nombre, respectivamente, a la mayor o

menor facilidad con la que dejan pasar los electrones.
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Bl Figura 4. Célula de Langerhans (Pons, 2004)

A: contorno dendritico; B: nucleo lobulado; C: reticulo endoplasmatico; D: aparato de Golgi;E: mitocondria;
F: grénulos de Birbeck.

2. Dermis / tejido conjuntivo

La dermis tiene un grosor 10 veces mayor que el de la epidermis
y constituye el sostén de la epidermis. Esta constituida por tejido con-
juntivo formado por la sustancia fundamental o intercelular, fibras de
coldgeno y elastina, entre las que se encuentran los fibroblastos, vasos
sanguineos, linfaticos y nervios. La sustancia fundamental estd com-
puesta por glucosaminoglicanos, acido hialurénico, condroitinsulfato
y dermatansulfato, que embeben gran cantidad de agua formando un
gel. A diferencia de la epidermis, contiene menor nimero de células
residentes, y éstas son mayoritariamente los fibroblastos, mastocitos
(células cebadas) y células fagociticas (macréfagos, histiocitos).
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Histolégicamente se divide en dos capas, papilar y reticular. La
dermis papilar es la capa mas superficial, limita superiormente con la
epidermis y rodea a los anexos cutaneos. Esta compuesta por tejido co-
nectivo laxo, fibras de colageno tipo lll y asas capilares. Es la zona de
mayor celularidad, donde tienen lugar a mayoria de los procesos me-
tabolicos de la piel. La dermis reticular es la capa mas profunda, esta
formada por haces de fibras de coldageno mas gruesos que los de la der-
mis papilar, que sirven de soporte para los anejos cutaneos: tejido co-
nectivo denso, fibras de colageno tipo |, fibras elasticas y macréfagos.
Limita inferiormente con el tejido celular subcutaneo, denominado
también hipodermis o paniculo adiposo y en su porcién inferior se ob-

serva una capa de musculo liso, lamado musculo piloerector.

3. Hipodermis

Situada debajo de la dermis, es un tejido conjuntivo especia-
lizado, que contiene grandes masas de adipocitos. Puede alcanzar
un grosor variable, sobre todo en algunas zonas concretas, como el
abdomen y las caderas, ya que interviene en el almacenamiento y

movilizacidn de lipidos para cubrir las necesidades energéticas.

Estd compuesta por tejido conjuntivo laxo y adiposo, que
es el que le proporciona la capacidad de regulacion térmica y de
movimiento. Esta constituida por ligamentos, nervios, grasa y vasos

sanguineos y linfaticos.
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4. Anejos cutaneos

41,
42.
43.
44.

4.5.

Componentes Glandulares
Pelo

Unas

Vascularizacién Cutanea

Inervacién cutanea

4.1. Componentes glandulares

4.1.1. Gldndulas sudoriparas ecrinas

« Selocalizan en la dermis

- Tienen aspecto tubular

+ Desembocan a través de una abertura o un poro situado

en el estrato cérneo

« Tienen una funcién termorreguladora importante
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[Il. Antecedentes

Epidermis — Conducto halicaidal

Conducto démica lineal

Dermis —|
Conducto dérmico enrmoflado

Anile glandular

l Figura 5. Glandula
sudoripara ecrina
(Pons, 2004)

4.1.2. Gldndulas sudoriparas apocrinas

« También son tubulares
« Desembocan en el conducto de un foliculo piloso

El sudor es inodoro siendo la flora saprofita la responsable

del mal olor corporal.

v /]
p Glandula sebacea

] w
‘ﬁ Conducto lineal

Foliculo

* ___ Clandula apocrina
(poreidn secretoria)

e 0
o,

l Figura 5. Glandula
sudoripara apocrina
(Pons, 2004)
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4.1.3 Gldndulas sebdceas

+ Presentes en todo el tejido cutaneo

+ Coincidente con las zonas cutaneas de las que emergen

cabellos o vello

« Lasecrecion sebacea sufre cambios importantes cualitativos

y cuantitativos a lo largo de la vida

Il Figura 4. Célula de Langerhans (Pons, 2004)

A: Foliculo piloso: 1. Glandula sebécea; 2. Lébulos; 3. Conductos sebdceos de los [dbulos; 4. Conducto sebiceo
de la gldndula; 5. Abertura de secrecion en el foliculo. B: Estructura de la pared del poro de secrecion: 1. Cor-
neocitos con vacuolas lipidicas; 2. Células granulosas. C: Células del lébulo sebaceo: 1. Células basales prolife-
rantes; 2. Células sebaceas en proceso de diferenciacion; 3. Células sebdceas con pequerias vacuolas lipidicas;
4. Células sebdceas con grandes vacuolas lipidicas.
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4.2. Pelos

Cada pelo esta formado por una masa de células queratinizadas,
compacta y cementada, producida por el foliculo piloso, que es una in-
troduccién de la epidermis dentro de la dermis. Cada foliculo posee
aporte sanguineo y nervioso importante y se comporta de forma dife-
rente a las restantes estructuras epidérmicas, ya que realiza su actividad
cumpliendo unos ciclos, que son los ciclos de crecimiento capilar:

- Fase de crecimiento: anagénica
- Fase deinvolucion: catagénica

- Fase de reposo: telogénica

El periodo para que un foliculo finalice el ciclo completo, puede
ser muy variable, pero oscila entre los 3 y 7 anos para un cabello del

cuero cabelludo.

sk
AEER
—E T
(T LA
pLe a7

Glandula

sebacea Lamina basal

Meédula .
Corteza g‘éﬁtﬁ;‘o
Cuticula del pelo

Y -
g

%‘— Vaina epitelial externa
— Membrana

Papila =% f] .
dérmpilca (i3 Bulbo piloso

Il Figura 8. Estructura de un foliculo pilosebdceo
terminal (Pons, 2004)

Epidermis: A: estrato cdrneo; B: granulosa; C: glandula sebdcea; D: dermis; E: musculo
erector; T: tallo (corteza); M: médula. H: hipodermis y vasos.
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4.3. Unas

La una es una estructura de queratina dura, que se diferencia de
la epidermis en que no sufre descamacién y con el cabello, en que no

sufre el crecimiento ciclico.

Por la composicién quimica, con escasos lipidos (0,6% en peso,
que contrastan con el 10% presentes en el estrato corneo), la permea-
bilidad acuosa de la una es muy elevada, ya que es 10 veces superior a

la que posee el estrato corneo.

—4
_.a-""'ff
3
-\-\__\_\-\-\-“-
i =

Bl Figura 9. Uiia (Pons, 2004)

A: Hueso. B: Lamina de la uia: a. Capa dorsal; b. Capa intermedia; c. Capa ventral. C Lecho epidérmico.
D: Repliegue cutdneo ungueal: 1. Cara dorsal; 2. Cara ventral; 3. Cuticula. E: Matrix proliferante; 4. Lunula.
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4.4, Vascularizacion cutanea

La actividad metabolica el tejido cutaneo es muy intensa y necesita
un correcto aporte sanguineo, de ahi que exista una compleja irrigacion
vascular. El tejido cutaneo de un adulto tiene una superficie de casi 2 m?

y se encuentra perfectamente vascularizado a nivel del tejido conjuntivo.

4.5. Inervacion cutanea

El tejido nervioso desarrolla su funcién en el tejido cutdneo de
forma altamente especializada. Asi, las numerosas estructuras especiali-
zadas presentes en la piel, son capaces de actuar ante estimulos concretos
del medio externo y originar una respuesta del organismo ante él.
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B. EL SOLY SUS EFECTOS SOBRE LA PIEL

Desde que el hombre aparecioé sobre la tierra, tuvo conciencia
de la gran importancia del Sol en su entorno, y al sentirse atraido por
esta "gran bola de fuego', lo reverencié en distintas formas. Desde los
tiempos mas remotos, se consideraba al Sol como fuente de vida o Dios
principal, es lo que algunos antropélogos han denominado Teologia
Solar. Antiguo Egipto, Mesopotamia, Grecia, Roma, Persia, India, China
y las civilizaciones Precolombinas ofrecieron culto al Sol simbolizandolo
en diferentes divinidades que ponian de manifesto su importancia vi-
vificadora. El farabn Amenhotep IV (1379 — 1372 a.C.) instauré un culto
monoteista al Sol, apartando a todos los demas dioses existentes en
aquel momento. Como consecuencia de ello, cambié su nombre y se

llamé a si mismo Akhenaton (el que sirve a Aton, el Sol).

Otro ejemplo de esa teocracia solar corresponde al dios Mitra de
los persas (Sol invicto), que fue incorporado por los romanos y del que
podemos encontrar templos o mitrarios en numerosos lugares, sobre
todo en Roma. La religién mitraica fue el principal competidor del Cris-
tianismo en los primeros tiempos. Los griegos tenian dos divinidades
que representaban al sol, Helios y Apolo, éste ultimo, padre de Escula-
pio, dios de la Medicina. También hay ejemplos de ritos de la adoraciéon

al sol entre los incas, los aztecas y los bramanes de la India (Abad, 1999).

La humanidad le debe al sol la luz, la energia, el calor, en defini-

tiva, la vida: sin él no tendria lugar la fotosintesis de la que dependen
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las plantas y los humanos no podrian, por ejemplo, fijar el calcio en los
huesos o sintetizar la vitamina D en la piel. El sol esta presente conti-
nuamente en nuestro entorno: rige las horas, los dias, las estaciones... e

incluso influye en nuestro estado de dnimo.

Sin embargo, con los beneficios del sol también se conocieron
rapidamente sus inconvenientes (Miiller, 1997). Asi, los egipcios se pro-
tegian del sol con un cucurucho colocado sobre la cabeza que contenia
sebo y mirra y que, al fundirse por el calor, se derramaba por la cabeza

y por el cuerpo, protegiendo a la piel.

Los hipocraticos consideraban la helioterapia como un remedio
para consolidar las fracturas (es decir como un precursor de la vitamina
D), pero también era util para tratar otros males como la hidropesia, la
cidtica, la elefantiasis, el asma y otros males del rifién o del utero. Du-
rante la Edad Media, Avicena fue un defensor de las propiedades
curativas del Sol y de los banos en general. Existe una innumerable
lista de remedios para las quemaduras solares, a base de aceites, sebo,
mirra, heliotropo, vinagre, etc. Estos serian los primeros filtros solares

de proteccion.

Con respecto al color de la piel, actualmente se asocia el bron-
ceado con un estado de salud y bienestar social que no coincide con
los canones de belleza de siglos atras. La pigmentacion cutanea, segun
Nordlund (1998), tiene una gran variedad de funciones en los sistemas
biolégicos, que van desde las protectoras a cosméticas, incluso sociales
en la especie humana, al tiempo que sirven de camuflaje para otras es-

pecies como os reptiles, aves y peces.

Durante los ultimos 25 siglos, la piel blanca ha sido simbolo de be-
lleza entre las poblaciones del hemisferio norte. Ya en la Biblia hay multi-

ples referencias en este sentido y hasta el siglo XVI los conocimientos del
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color de la piel se basaban en los mitos del mundo antiguo (Vicente, 1999).

Los mitos del mundo antiguo condicionaron el conocimiento
que se tenia sobre el color de la piel y existian dos teorias: la raza negra
se explicaba por el efecto del calor y el sol en sus paises, aunque tam-
bién habia otra teoria que basaba la tez blanca en un origen divino,
como descendientes de Noé segun el Génesis.

Dichas teorias fueron cuestionadas a partir del descubrimiento
de América, cuando observaron individuos de color cobrizo; fue a partir
del siglo XVI, cuando se lograron nuevos métodos de diseccion de la
piel. En 1543, Vesalio logré separar la piel en dos capas mediante que-
maduras, aunque fue Jean Riolan quien consiguio realizar un estudio
exhaustivo de la piel negra: mediante abrasion de la piel con una sus-
tancia quimica, obtuvo dos capas al originar una ampolla cuyo techo
(cuticula), estaba pigmentado, mientras que la base (cutis) estaba blan-
quecina. Este hecho reforzé la idea de que el sol era la causa mds im-

portante de la coloracién cutanea (Vicente, 1999).

Pero fue a partir de 1840, cuando el microscopio permitié cono-
cer la estructura celular y las funciones de la piel y de la pigmentacion
cutanea (Holubar, 1998).
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a. Radiacion Solar

La radiacién solar llega a la tierra en forma de emisiones electro-
magnéticas. El espectro solar esta formado por radiaciones de distinta
longitud de onda, cuya energia es inversamente proporcional a su lon-
gitud de onda. (Sdnchez-Saldanha, 2002)
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Bl Figura 10. Espectro de la radiacion solar (A. Rohde, 2007)

La radiacion ultravioleta comprende aproximadamente el 5-10%
de toda la energia del espectro solar, la luz visible el 50% y la infrarroja
cerca del 40%. Estos porcentajes, sin embargo, varian de acuerdo con
la presencia de una serie de factores como la latitud, la altitud, la capa
de nubes, la polucién, la concentracién de la capa de ozono, la estacion
del anoy el angulo del cénit solar, que varia segun las horas del dia.
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Il Figura 11. Espectro de emision solar (Montero, 2008)

Las radiaciones UV que llegan a la superficie terrestre suponen
un 7% del total de radiaciones. De ellas, un 6,7% son UVA y un 0,3%
UVB. La radiacion UVC es absorbida en su totalidad por la capa de

ozono. (Montero, 2008)

Las radiaciones UV se subdividen en:

+ UVA (320-400 nm), que a su vez se divide en:
- UVA | (340-400 nm).
- UVA 1l (320-340 nm).

+ UVB (290-320 nm).

+ UVC (100-290 nm)
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La siguiente tabla, resume las caracteristicas de las distintas

radiaciones que compone el espectro solar (Honeyman, 2002):

. Longitud de Onda Energia
Radiacion B )
nm Kcal /Einstein
. 10.000
Infra rojo Lejano (10 micrometros) 2.86
Cercano 1.000 (1 mcm) 28.60
Rojo 700 40.8
o Anaranjado 620 46.1
Luz Visible ' —F e 530 493
Azul 470 60.8
Uv-Al 340-400 68.1-89.4
) UV-A 2 320-340 £8.1-89.4
Ultravioleta
Uv-B 290-320 89.4-102.1
uv-C <290 >102.1

Bl Tabla 2. Caracteristicas de las radiaciones del espectro solar.
(Montero, 2008)

El limite entre las diferentes partes del espectro ultravioleta ha

sido determinado de la siguiente forma:

« Ellimite inferior de la radiacién UV a 200 nm corresponde

al limite de la accion ionizante sobre las moléculas.

« Ellimite entre UVCy UVB se situa segun el limite de su
presencia en la radiacion solar a nivel de la superficie

terrestre.

- El limite entre UVB y UVA se corresponde al limite de

absorcion de los dcidos nucleicos.

- Ellimite entre UVA y visible corresponde a la iniciacion de
las reacciones fotoquimicas en la retina ocular con la

vision de los colores.
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« Lasdiferentes bandas de la radiacion visible se correspon-

den a los distintos colores del espectro. (Montero, 2008)

Dentro de la radiacion ultravioleta, las distintas bandas de emi-

sion tienen caracteristicas y efectos distintos (Montero, 2008):

- Banda UV-A (320-400 nm): Se denomina también region de onda larga
o cercana a la infrarroja. Tiene bajo poder eritematégeno, pero al
mismo tiempo, posee mayor capacidad de penetracion en la piel, pu-
diendo llegar hasta la dermis. Es la responsable de la pigmentacion
directa de la piel, ya que actua oxidando la melanina, produciendo la
reaccion de bronceado inmediato y tardio de la piel, con o sin eritema.
Asimismo, se le atribuye el fotoenvejecimiento, la fotosensibilidad cu-
tanea y lainmunosupresion. La franja UVA | es menos eritematdgena
y melandgena que la franja UVA Il. Esta ultima tiene efectos similares
a laradiacion UVB con respecto a la induccion de reaccidon de quema-
dura solar, pigmentacién y proliferacion de melanocitos. Esta banda
se encuentra, asimismo, en fuentes de luz artificial como las lamparas
de vapor de mercurio y los fluorescentes. Estos ultimos se utilizan para
fototerapia y fotoquimioterapia y tienen la capacidad de atravesar los

cristales.

- Banda UV-B (290-320 nm): La banda UVB es conocida también como
radiaciéon de quemadura solar. A dosis moderadas estimula la forma-
ciéon de vitamina D, pero también causa eritema solar y desencadena
la verdadera pigmentacién de la piel con formacién de melanina o me-
lanogénesis. Origina engrosamiento del estrato corneo, disminucion
de la capacidad del sistema inmunoldgico y cancer cutaneo. A nivel
ocular produce irritacion de la conjuntiva y la cérnea. Esta presente en
fuentes artificiales de luz como las ldmparas de vapor de mercurio. Es

filtrada por el cristal, pero no por el cristal de cuarzo ni el agua.
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- Banda UV-C (700-290 nm): son las de menor longitud de onda. La
banda UVC se denomina también radiacion germicida. Estan presen-
tes sélo a gran altitud, pues afortunadamente son absorbidas por la
capa de ozono, ya que tienen poder germicida y son letales para todos
los seres vivos. Es eritematdgena, mutagena y carcinogénica en ani-
males de experimentacion. Pero al ser absorbida totalmente por la
capa de ozono y filtrada por el oxigeno no llega a la superficie terres-
tre. Sin embargo, se produce artificialmente y se encuentra en las ldam-
paras de xendny las de vapor de mercurio. Por su poder germicida se
utiliza en la esterilizacion bacteriana del aire. El personal que esta en
contacto con esta longitud de onda debe usar gafas de proteccion
porque produce irritacion de la conjuntiva y la cornea. Provoca eritema
visible en la piel después de 6 horas, y el bronceado que produce es

suave. Estas radiaciones son bloqueadas por el cristal de las ventanas.

100 nm longitud de onda
Rayos INC
De onda corta
generalmente nam “c
no penetran

la capa de
ozono

290 nm longitud de onda &

Rayos UVB @"#
Ondas mas largas

llegana la
superficie cutdnea
Puede causar un
bronceado superfi-
cial, quemado y signos
de envejecimiento
320 nm longitud de onda

Rayos UVB
RAYOSUV ~  aoid
YSUSEFECTOS ™
EN NUESTRA PIEL

La longitud de onda de los rayos ultravicletas es medida en nanometros (o billones de metros) se abrevia nm

Rayos yyp

400 nm longitud de onda

Il Figura 12. Efectos de los Rayos Ultravioleta sobre la piel humana
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Los infrarrojos son las radiaciones del espectro solar responsa-
bles del efecto caldrico del Sol, que ademas aumentan la capacidad eri-

tematica de los UV.

La luz solar produce dano cutdneo porque las radiaciones ul-
travioletas (UV) son absorbidas por el ADN, ARN, proteinas, lipidos
de las membranas y organelas celulares presentes en la epidermis y
dermis, incluyendo el sistema vascular. Estos efectos de las radiacio-
nes solares son acumulativos y dosis-dependiente, que estaran en
relacion con la duracién, frecuencia y calidad e intensidad de la ra-
diacién y conducen, como efecto inmediato, a la liberacion de me-
diadores inflamatorios como la histamina, prostaglandinas vy
citocinas que causan la inflamacién y como efecto tardio cancer de
piel (Sdnchez-Saldana, 2002).

Los UVB causan mutaciones en los oncogenes y genes supreso-
res de tumores que llevan al cancer de piel: carcinomas basocelulares y
espinocelulares; los UVA originan dano en el ADN mediante una reac-
cion de fotosensibilidad que produce alteraciones cromosémicas, lo
que daria lugar a citotoxicidad y carcinogénesis que actualmente se
consideran la causa mas importante de la presentacién del melanoma,
como ha sido demostrado en modelos animales y cultivo de células cu-

taneas humanas (Camacho, 2001).

La piel y los o0jos son los 6rganos que estan expuestos de modo
principal alas radiaciones. Existen diversos factores que participan en
la captacién de dichas radiaciones, pues al llegar a la piel, dicha radia-
cién puede sufrir 4 procesos 6pticos (fig. 13):

1. Reflexion directa y epidérmica.
2. Dispersion en los diferentes tejidos y células de la piel.

3. Transmision directa.
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4. Absorcion: Solo la radiacion absorbida es capaz de iniciar
cambios fotoquimicos que culminen en respuestas

fotobioldgicas.

Radiaci6n incidente Reflexién
directa
Reflexién
epidérmica Estrato c6meo
(10-20 micras
) “ o 0 10 0 A uﬂ ol o -
Absorcién || 0 0
: . afj0 0 Epidermis
epidérmica 0 40-;1]50 mlclras
0of Ao . T
Dispersion
o .
Capilar
ey e s

Il Figura 13. Captacion de la radiacién solar por la piel
(Honeyman, 2002)
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A su vez, cada radiacién tiene un nivel de penetracién diferente

en su contacto con la piel humana (fig. 14):

Estrato comeo
Epidermis
Dermis papilar

Dermis medio

Dermis profundo

Celular
subcutaneo

Il Figura 13. Nivel de penetracion de las radiaciones solares
(Honeyman, 2002)

La raza humana, a lo largo de la evolucién ha ido desarrollando
diferentes mecanismos para adaptarse al medio ambiente. Asi la piel
cuenta con complejos sistemas fisiologicos de proteccion entre los

que destacan:

1. Melanogénesis: es el proceso de sintesis y distribucion de las mela-
ninas (eumelanina y feomelanina) responsables del color de la piel y
del cabello. Este proceso esta regulado por diferentes factores como
la radiacién UV, estimulos hormonales y factores hereditarios. La eu-
melanina es un filtro activo contra la radiaciéon UV, pero no asi la feo-

melanina, caracteristica de los pelirrojos, que no es fotoprotectora.
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2. Hiperqueratosis: consiste en un engrosamiento de la epidermis
que se produce como respuesta retardada de la epidermis ante
la agresidn solar. Ademas esta accion protectora se completa con
la de los lipidos de superficie y el 4cido urocanico presente en la

secrecion sudoral, que actua como filtro fisioldgico.

3. Proteccidn contra radicales libres: el organismo cuenta con di-
ferentes mecanismos de proteccidn contra estas moléculas que
son capaces de iniciar reacciones fotoquimicas y producir dete-
rioro celular. Estos son: sistemas enzimaticos, sistemas de repa-
racion de DNA y sustancias captadoras de radicales libres como

vitaminas u oligoelementos.

4, Secrecion de sudor, que contiene acido urocanico, con probadas

caracteristicas fotoprotectoras.

La gran variedad individual de la especie humana es la respon-
sable de que no todos respondamos de igual forma ante la agresién
solar, ya que los mecanismos intrinsecos de proteccion no son idénticos.
El dermatélogo norteamericano Fitzpatrick (1975), definio seis fototi-
pos cutaneos (Tabla 3), que hoy son universalmente admitidos (Ho-

neyman, 2002).

Diversos factores genéticos son los responsables de que no
todas las personas compartan los mismos riesgos de padecer cancer
de piel y las diferentes alteraciones agudas y crénicas producidas por
las radiaciones solares. Es decir, que cada individuo respondera de una
manera diferente ante las reacciones biolégicas (eritema, quemadura
solar, pigmentacién, etc.) dependiendo de factores propios, como el
tipo de piel y el color de la misma; y sera independiente de la cantidad

de energia emitida por la luz solar o fuentes artificiales (Montero, 2004).
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Grupos de
Fototipo  Quemaduras Bronceado Color Piel individuos,
etnias
I Siempre No Muy blanca Pec_:os_c;s,
pelirrojos, celtas
I Muy facilmente Minimo Blanca | Nordico europeo
y centroeuropeo
" Facilmente Gradual Lig. morena Cat?ello
rubio/moreno
v Ocasionalmente Si Morena | Latinos
vV Rarament Inten rapid Muy moren Arabes,
aramente ensa y rapido Uy morena asiaticos, indios
Vi Nunca Maximo Negra Negros

Bl Tabla 3. Clasificacion de los fototipos segtin Thomas
Fitzpatrick, 1975 (Harvard Medical School)

La utilidad de clasificar a los individuos en estos seis fototipos,
permite la estimacion del riesgo relativo de desarrollo de alteraciones

agudas y crénicas por efecto de la exposicion a la radiacién UV.

Montero (2008), resume las principales caracteristicas de los dis-

tintos fototipos del siguiente modo:

+ Los fototipos Iy Il corresponden a personas que en general
presentan piel clara, con cabellos rubios o pelirrojos, ojos de
color azul o avellana, con pecas (efélides) o sin ellas. Este
grupo es considerado “melanocitocomprometido”. Por sus
caracteristicas, deben utilizar fotoproteccién y evitar expo-
siciones solares intensas desde edad muy tempranay a lo

largo de toda la vida.

+ Los fototipos llly IV también pertenecen al grupo de poblacién
blanca o son muy ligeramente pigmentados. Son considerados
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“melanocitocompetentes”; es decir, que gracias a la pigmen-

tacion constitucional o adquirida (bronceado) presentan una

proteccion adecuada frente a los efectos perjudiciales de la ra-

diacién solar en situaciones de irradiacién normal, pero su sus-

ceptibilidad al dafio agudoy crénico dependera de los habitos

de exposicion solar y la latitud geogréfica donde vivan.

- LosfototiposVy VI generan un denso filtro protector de me-

lanina al exponerse a las radiaciones UV. Son “melanocito-

competentes” y los cambios de fotoenvejecimiento se

manifiestan a partir de los 40-50 afios de edad.

La tabla 4 completa las caracteristicas de los fototipos cutaneos

y los clasifica en funcién de su reactividad a la radiacion solar:

. Color - Riesgo de
Fototipo Sensibili- Quemadura Fotoenve- =
Cutaneo natura_l dad a RUV Solar Blroli skl jecimiento cancer de

de la piel piel
Intenso.
Blanca Muy Se quema S
| . ; o Nunca inicio Alto
palida sensible con facilidad temprano
Muy Se quema . Intgnjso,
Il Blanca sensible moderada- Minimo inicio Alto
mente temprano
Bastante Se quema Moderado
i Blanca sensible | minimamente Moderado a intenso Moderado
Beige,
leve Se quema .
v pigmenta- Moderada | - mente | Moderado | Moderado Bajo
cidn
Intenso Lento,
v mr‘gg':';gga Minima Rari‘;ﬁzase marrén gradual Minimo
q OSCUro poco
Morena Nun Intenso Lento,
Vi oscura o Poco uug;;e marrén gradual Sin riesgo
negra q 0SCUro-negro minimo
Bl Tabla 4. Clasificacion de los Fototipos de piel y reactividad a

la radiacion solar (Montero, 2008)
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La pigmentacion cutanea, se debe a los melanocitos. Estos son muy
escasos, se calcula que entre 1.000 y 2.000 melanocitos por m/m? de piel,
lo que supone alrededor del 10% de las células epiteliales. Su masa total,
que constituye el denominado sistema pigmentario melanico, pesa alre-
dedor de 1,5 gramos pero estan enormemente especializados, puesto que
son los responsables ultimos de la pigmentacién de la piel, pelo y ojos
(Quevedo, 1987).

El nimero de melanocitos es el mismo en todas las razas, lo que
varia es la capacidad de sintetizar melanina y de transportarla a los quera-
tinocitos adyacentes. El color de la piel va a depender, en su mayor parte,
de la cantidad de melanina y su composiciéon quimica (eumelanina, feo-
melanina, etc) y ésta a su vez, de un fendmeno de adaptacion a las diferen-

tes intensidades de las radiaciones ultravioleta ambientales (Vicente, 1999).

Por otro lado, la sensibilidad individual a la radiacién UV se de-
termina con la dosis eritematdgena minima (DEM, MED en inglés), que
se define como la cantidad minima de radiacion capaz de inducir eri-
tema en la piel de la persona estudiada. La exposicién a radiaciones
(flujo, dosis) se mide en julios o milijulios por centimetro cuadrado
(J/cm?). (Montero, 2004).

Para determinar en cada caso si la respuesta es normal, es necesario
conocer cudl es la dosis minima necesaria en condiciones normales para
los diferentes fototipos de piel y asi poder comparar (Tabla 6). Este método

también se emplea para evaluar la eficacia de los protectores solares.

Existe una reserva bioldgica protectora individual frente al Sol,
la cual disminuye a la mitad por exposiciones solares en la infancia y
adolescencia. Esta reserva representa una adaptacion individual deter-
minada genéticamente para defenderse de las radiaciones solares, en

especial de las radiaciones UV.
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F°t°t:gl° Sl UVA (320-400 nm) | UVE (290-320 nm)
g MED (mJicm2) MED (J/cm2)
20-30 20-30
T 3045 2535
m 4055 30-55
v 50-80 45-60
v 70-100 60-80
Vi > 100 80-200

Tabla 5. Respuesta eritematosa segtn el fototipo

cutdneo (Montero, 2008)

b. Efectos de la radiacion ultravioleta sobre el organismo

Las radiaciones UV originan efectos beneficiosos y perjudiciales
cuando inciden sobre el organismo. Entre los beneficiosos encontra-
mos la mejoria en problemas dermatolégicos, como el acné y la psoria-

sis y también el proceso fotoquimico de la sintesis de vitamina D.

Los efectos perjudiciales, dependen de numerosos factores in-
dividuales y ambientales, pero los mas importantes son los siguientes
(Montero, 2008):

1. Efectos agudos (quemadura solar, bronceado).

2. Efectos crénicos (fotoenvejecimiento o dermatoheliosis,
desarrollo de lesiones premalignas o malignas).

3. Alteraciones inmunitarias (inmunosupresion cutanea y

sistémica).

4. Dano fotoquimico ocular (cataratas, degeneracién macular).
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5. Reacciones de fototoxicidad, fotoalergia, brotes de
urticaria, desencadenamiento o agravamiento de

enfermedades.

Para que las reacciones fotobioldgicas se produzcan es necesaria
la absorcion de los rayos UV por moléculas especificas llamadas croméfo-
ros. En la piel se encuentran como croméforos el ADN, ARN, melanina, li-
pidos y proteinas que absorben diferentes longitudes de onda especificas
y que posteriormente se liberaran, produciéndose reacciones fotoquimi-
cas a través de un dano directo o un dafo oxidativo indirecto. Este dafo
celular da lugar a la liberaciéon de citocinas y mediadores inflamatorios,
que modulan el comportamiento de una serie de tipos celulares (quera-
tinocitos, células de Langerhans, fibroblastos, etc.) y que participaran en

los cambios observados por accion de las radiaciones UV (Montero, 2008).

1. Efectos agudos: eritema — quemadura solar

La quemadura solar es la respuesta cutanea aguda mas evidente
y conocida por exposicién a las radiaciones UV. Se acompafa de rubor,
calor, dolor y tumefaccién y se manifiesta principalmente en individuos
de fototipos | a lll. El mecanismo no esta bien establecido; no se conoce
con precisién cudles son los cromoforos responsables, pero la hipotesis
del dafo directo de los UVB y UVA de onda corta sobre el ADN se su-
maria al dano oxidativo indirecto secundario a las reacciones enddge-

nas de fotosensibilidad.

2. Efectos agudos: bronceado

La pigmentacion inmediata o bronceado inmediato se presenta
pocos minutos después de la exposicidn y se caracteriza por ser de un
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color mas grisaceo que el bronceado tardio. Esta pigmentacién tiende
a desvanecerse en minutos; pero si la exposicidn es continua y prolon-
gada, puede durar varios dias y se combina con el bronceado tardio.
Este bronceado seria consecuencia de longitudes de onda comprendi-
das entre los 320 y 450 nm, que corresponderian a UVB de onda larga,
UVAy luz visible. Los cambios histolégicos observados involucran la oxi-
dacion de la melanina existente y la redistribucién de los melanosomas
melanociticos, desde una posicién perinuclear al interior de las dendri-
tas periféricas y luego, al citoplasma de los queratinocitos, con una dis-

posicidn en casquete a nivel perinuclear.

La pigmentacién o bronceado tardio se hace visible 72 horas
después de la exposicion a UVB, y perdura durante dias o semanas. En
los individuos de piel clara, los UVB inducen mas eritema que bron-
ceado, a diferencia de los UVA. Se asocia con aumento en la actividad y

numero de los melanocitos.

La idea de que los rayos UVA ejercen un efecto protector con res-
pecto a los rayos UVB es errdnea, ya que existe evidencia de que el uso
de una onda larga de UVA, en dosis que provoca una pigmentacién in-
mediata, aumenta el efecto eritematdégeno de la radiacién de onda
corta y media (UVB y UVA) por suma o potenciacion. Este efecto recibe
el nombre de fotointensificacion. Se piensa que este fendmeno, al in-
crementar la quemadura solar, favorece los efectos perjudiciales de las

radiaciones UV, incluyendo la fotocarcinogénesis.

3. Efectos cronicos: fotoenvejecimiento
Los efectos a largo plazo de la exposicion repetida a la luz ultra-

violeta son los factores ambientales que contribuyen al envejecimiento

extrinseco o fotoenvejecimiento. El fotoenvejecimiento es un proceso
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degenerativo multisistémico ,que afecta a la piel y el sistema de ayuda
de la piel. Es un proceso acumulativo y depende principalmente del
grado de exposicion al Soly pigmento de la piel. La epidermis y la dermis
son afectados por los rayos UVB, pero la dermis también se ve afectada
en gran medida por los rayos UVA. Se ha pensado durante mucho
tiempo que la mayoria de las lesiones foto-inducidas en el hombre eran
debidas a los rayos UVB, ahora se sabe que los rayos UVA juegan un
papel fundamental en el fotoenvejecimiento. El fotoenvejecimiento
afecta alas zonas expuestas al sol y se caracteriza clinicamente por arru-
gas finas y profundas, asperezas, sequedad, laxitud, teleangiectasias, pér-
dida de resistencia a la traccién y cambios en la pigmentacion
(Sjerobabski, 2008).

4. Efectos crénicos: fotocarcinogénesis

No se conoce con exactitud qué mecanismo es el encargado de
la actividad tumoral. Se cree que existe un conjunto de factores extrin-
secos (RUV) e intrinsecos de envejecimiento fisioldgico que modifican
la capacidad reparadora del ADN celular. La radiacion UVB tiene la ca-
pacidad de dafar proteinas, acidos nucleicos, etc., por lo que altera la
capacidad reparadora del ADN a través de mutaciones de los genes que
participan en los procesos de reparacion celular; y, junto a la disminu-
cion de un 20-50% de las células de Langerhans, se pierde la capacidad
de detectar y destruir células alteradas, permitiendo la progresion de

procesos tumorales.

El uso de un fotoprotector de amplio espectro es capaz de pro-
teger de la fotoinmunosupresion, evitando que la radiacién UV daine

las células especializadas o células de Langerhans (Figura 15).
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Il Figura 15. Influencia del empleo de un fotoprotector
(FPS: 90) en el mantenimiento del nimero de células de
Langerhans en piel humana irradiada con luz UV, in vivo.

Se ha observado que el 40% de la citotoxicidad solar corres-

ponde a los UVB solamente, y que el 60% se debe a la accidon conjunta

de UVAy UVB, junto a otros factores carcindbgenos. La accion de los UVA

sobre el ADN se produce a través de productos intermedios reactivos

al oxigeno: ROS (reactive oxygen species). Las longitudes de onda de

hasta 315 nm causan danos en el ADN que son facilmente reparables;

las lesiones por longitudes de onda mayores a 345 nm son dificiles de

reparar correctamente; y las longitudes de onda de entre 315y 345 nm

combinan ambos procesos. Numerosos estudios han demostrado que

los rayos UVA, son responsables de los procesos de fotoenvejecimiento

y ademas, tienen la capacidad de afectar genéticamente el ADN celular.
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5. Alteraciones inmunolégicas

Se ha observado que las radiaciones UV disminuyen el nimero
de células de Langerhans; debido a esto, los macréfagos migrarian a la
epidermisy cumplirian la funcién de célula presentadora de antigenos
transitoria e inducirian células T supresoras. Estas, junto a otros procesos
inmunoldégicos, inhibirian las células Th-1, y esta disminucién reforzaria
la actividad de las células Th-2.

6. Daino fotoquimico ocular

La radiacién luminica puede producir efectos indeseables en nu-
merosas estructuras oculares (Figura 4). Dentro de las mas sensibles
destacan el cristalino y la retina. Dichos efectos pueden ser agudos
(queratitis, conjuntivitis) o crénicos (alteraciones sobre el cristalino y la

retina).

c. Radiacion Ultravioleta A vs B

La puvaterapia, es decir, el uso de la combinacién de psoralenos
orales mas radiacion ultravioleta A (PUVA) se introdujo en 1974 para el
tratamiento de muchas enfermedades cutaneas, pero en especial para
el tratamiento de la psoriasis extensa y de los linfomas cutaneos de cé-
lulas T. La pigmentacién observada en los sujetos sometidos a esta tera-
pia motivo la aparicién de centros de bronceado con radiacion UVA, para

personas sin ninguna afeccién cutanea, sélo con finalidad cosmética. En
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las ultimas décadas, las [dmparas UVA parecian la respuesta para aque-
llos segmentos de poblacion que deseaban un bronceado rapido. Si
bien en estos centros de bronceado UVA se insistia desde el principio
en que no era nocivo para la piel, el paso de los aios, la experiencia y
los estudios practicados permiten poner en duda esta afirmacion (To-
rras, 2004). Segun Camacho (2007), hoy es ampliamente conocido que
con tan sélo dos semanas de exposicion a UVA artificiales, se producen
las mismas alteraciones moleculares que en las personas con exposi-
ciones frecuentes al sol, que indefectiblemente llevaran al desarrollo
del cancer de piel (Whitmore, 2001) e incluso melanomas (Wang, 2001;
Scherschun, 2007). No hay "bronceado artificial seguro" puesto que, aun-
que las ldmparas estuvieran intactas y no produjeran UV.B, 30 minutos
de exposicién a UV.A artificiales equivalen a todo un dia expuestos al

Sol de la playa, segun Hanke (2000).

Pero existen ademas otras razones para la proteccion frente a los
UV-A que son, segun Camacho (2007):

« Lacantidad de UVA que alcanza la capa basal epidérmica
y la dermis es 20 veces mayor que la de UVB, ya que no

se filtra por la capa de ozono de la estratosfera.
« Los UVA no se modifican por las condiciones ambientales.

- Como tienen mayor longitud de onda penetran mas

profundamente en la piel.

« No se bloquean, como los UV-B, por el cristal de las
ventanas. Todo ello lleva a la seguridad de que los UV-A
juegan un papel importante en el fotoenvejecimiento y

fotocarcinogénesis
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Se ha considerado que la radiacién UVB es la Unica responsable
del eritema por radiacién ultravioleta (RUV). La radiacion UVA también lo
puede producir, pero se requiere una dosis de 500 a 1.000 veces superior.
El eritema provocado por UVA es inmediato y maximo al final de la expo-

sicion; sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual se forma.

Para las radiaciones UVB y UVC, la forma de la accién espectro
hace pensar que el ADN es el croméforo mayor. Por tanto, el dafio del
ADN puede coincidir con el eritema. La radiacion UVA penetra mas pro-
fundamente que la radiacién UVB, por lo que los cambios histolégicos
del eritema por UVA tienen lugar sobre todo en la dermis. La formacion
de“sunburn cells” es menos importante en el eritema por UVA que en
el eritema por UVBy los cambios en la dermis consisten en un infiltrado

perivascular mixto a veces con extravasacion de eritrocitos.

Bl Figura 16. Radiacion UV-Ay B sobre la tierra

62



[Il. Antecedentes

Ademads del eritema, que aparece en un 22% de los pacientes,
segun algunos estudios, la radiacion UVA procedente de los solariums
puede producir otros efectos agudos como son prurito (27%), seque-
dad de la piel (15%) y nduseas (en un 4% de los casos). Ademas, muchas
de las medicaciones que se toman habitualmente pueden producir re-
acciones fototoxicas y fotoalérgicas. La mayoria de las reacciones foto-
toxicas se activan en la banda UVA. También la radiacion UVA puede
exacerbar enfermedades fotosensibles como el lupus eritematoso sis-
témico, la erupcién polimorfa luminica (en un 10% de los casos), porfiria
y rosacea y finalmente puede inducir la apariciéon de pseudoporfiria, la

erupcién polimorfa luminica y elastélisis en la dermis media.

La fotoproteccion adquirida tras repetidas exposiciones a la ra-
diacién UVB es debida a los cambios morfoldgicos que desarrolla la epi-
dermis, caracterizados por una moderada hiperplasia epidérmica,
hiperpigmentacion de la capa basal que puede migrar a la epidermis,
engrosamiento del estrato cérneo y presencia de una gran niumero de
sunburn cells. Por el contrario, la proteccion producida por la radiacién
UVA se limita a una pigmentacion de la capa basal que unas veces es
uniforme, otras irregular y discontinua, y en ocasiones, adopta un pa-
trén lentiginoso. Es posible que esta pigmentacion no uniforme sea uno
de los motivos por los que la proteccién que proporciona la radiacion
UVA sea bajay, desde luego, mucho menor que la radiacién UVB. Se ha
comprobado que después de una exposicion a la radiacién UVA, si in-
mediatamente o al cabo de 3 horas se hace una exposicién a la radia-

cién UVB, no hay proteccion de la piel frente a la radiacion UVB.

La radiacion UVB es de 3 a 4 veces mas eficaz que la radiacién UVA
para producir cancer de piel. La cantidad de radiacion UVA en la luz solar
es de una a 2 veces mayor que la radiaciéon UVB. Asi pues, se desconoce el
papel de la radiacion UVA en la produccion de tumores. Se sabe que la ra-

diaciéon UVA sola a grandes dosis puede inducir la aparicién de tumores
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en animales de laboratorio y es posible que, cuando se combina con la ra-

diacién UVB, pueda haber un efecto aditivo o aumentativo (Torras, 2004).

Por todo esto, se puede concluir que el bronceado con RUVA es
nocivo para la piel, ya que tiene unos efectos dafiinos variables en fun-
cion del fototipo de la persona, del tipo de lamparas utilizadas, de la
dosis y del ritmo de las sesiones, asi como del nimero de sesiones acu-
muladas. El gobierno espanol regulé su utilizacién por los Centros de
bronceado humanos, mediante el R.D. 1002 / 2002. Posteriormente la
Agencia de Investigacién del cancer de la OMS, las incluyé en el grupo

1 de agentes carcinégenos (Lancet Oncol. 2009 (8):751-2).

La tabla 6 (Thomas, 2013) muestra las principales diferencias

entre la radiacion ultravioleta Ay B:

Comparaciones

UVA ( 320 - 400nm)

UVB [ 290 - 320nm)

Niveles

Los niveles son constantes
durante el ano

Los niveles varia y se
incrementan durante el afo,
al mediodia y en el ecuador.

Penetracion

FPenetra en la dermis inferior

La mayoria sclo penetra en
la epidermis

Niveles a traveés del
cristal

Fenetra el cristal

No penetra el cristal

Otros

Efectos sobre la piel
Nivel carcinogénesis

El 95% de la RUV es UVA

UWVA (Dafic acumulativo)

Fuede ser causa importante de
melanoma

Factor de proteccién solar
(FPS) mide el blogueo de
UvB

Mas cancerigeno que UVA

Cambios en la piel

- Broncean la piel (usados es
estudios de bronceado)

- Las arrugas,

hiperpigmentacion y otros

efectos de envejecimiento

observados en la piel

En el 85% guemadura solar

Efectos sistémicos

Inmunosupresion

Produccién de Vitamina D

Otros efectos

- reacciones fototdxicas a
medicamentos y productos
quimicos

- Responsable de muchos

fotodermatosis
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C.ENVEJECIMIENTO CUTANEO

Los seres humanos se hallan sometidos a un ciclo vital que afecta
alainmensa mayoria de los individuos. A lo largo del mismo se diferen-
cian la gestacion, el nacimiento, el desarrollo, la madurezy la senilidad,
que finalizara con la muerte del individuo. Este ciclo vital es una realidad
ineludible, en el cual el proceso de senilidad afecta a todo el organismo
humano, con aparicién de diversas enfermedades degenerativas, e in-
cluye la alteracion del metabolismo del tejido cutaneo, donde se ma-
nifiestan diversos problemas estéticos, una parte de los cuales son

consecuencia de patologias dermatoldgicas.

Para muchas personas, la prolongacién de la vida supone la apa-
ricion en su piel de sefales del envejecimiento cada vez mas inestéticas.
La busqueda de elementos que impidan o retrasen la aparicion de estas
senales es una constante en nuestra sociedad, y lo ha sido a lo largo de
la historia (Pons, 2008).

Como el resto del organismo, la piel sufre envejecimiento con el
paso del tiempo, el denominado envejecimiento cronolégico o intrin-
seco, pero a diferencia de otros 6rganos también puede sufrir un enve-
jecimiento extrinseco o fotoenvejecimiento. Este fotoenvejecimiento
esta ocasionado por la exposicion solar y es de presentacion mas precoz
que el anterior, asi como de mayor gravedad puesto que es el respon-

sable principal del cancer cutaneo.
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Al final de la vida, la piel serd un reflejo del particular proceso de

envejecimiento y sus causas.

N Signos —
esmma Ue envejecimiento —

Enfermedades Envejecimiento
del tejido conectivo endocrino u hormonal

Il Figura 17. Factores que contribuyen a la aparicion
de los signos de envejecimiento (Pons, 2008)

a. Envejecimiento cronolégico o intrinseco

El envejecimiento cronoldgico o intrinseco es el que ocurre con
el paso de los afnos en aquellas zonas que no han sido expuestas a la
agresion ambiental. La piel envejecida que se ha protegido contra el
Sol es delgada y menos elastica, pero, por lo demas, casi no presenta
manchas y es muy suave. En realidad, este envejecimiento es un con-
junto de cambios clinicos, histolégicos y fisiolégicos, consecuencia del
paso del tiempo que afecta al recambio celular epidérmico, aclaramiento

de varias sustancias de la dermis, grosor y celularidad de la propia dermis,
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termorregulacidn, cicatrizacion, respuesta inmunoldgica, percepciéon
sensorial, produccion de las glandulas sebaceas y sudoriparas y sintesis
de vitamina D. En general, en el envejecimiento cronolégico o intrinseco
se produce una alteracion del metabolismo que se manifiesta por des-
censo de los procesos anabdlicos e incremento de las actividades res-

ponsables del catabolismo (Blanco, 2010).

Existen diferentes teorias que permiten explicar este proceso del
envejecimiento. Actualmente, junto a las teorias genéticas de acorta-
miento de los telémeros, la “Teoria de la intoxicacién por sustancias in-
trinsecas” es una de las que mejor explica este proceso ineluctable. El
acumulo de sustancias téxicas generadas por reacciones internas de
nuestro organismo da lugar a alteraciones en el funcionamiento de los
tejidos. Dentro de este tipo de reacciones enddgenas, la glicacion y la
oxidacion son las que mas repercuten en el desarrollo y la amplificacion
del envejecimiento del organismo y, en consecuencia, en el proceso del

envejecimiento cutaneo (Prieto, 2010).

A nivel de la piel, las consecuencias de la glicacién son multiples.
La formacion de los AGEs (Advanced Glycation End Products: Productos
Finales de Glicacion Avanzada) y la generacion de especies reactivas de-
letéreas para el entorno celular y extracelular, da lugar a la alteracion
cualitativa de los tejidos dérmicos y la pérdida de funcionalidad de las
fibras elasticas, fundamentalmente del coldgeno y la elastina (Suji, 2004).

Como consecuencia, la piel pierde firmeza, elasticidad y movili-
dad del tejido de sostén dérmico, cuya consecuencia, a nivel superficial,
es que aparecen y se agravan los signos clinicos del envejecimiento.
Dado que la piel carece de la capacidad necesaria para contrarrestar los
efectos de la contraccion muscular, desaparecen las propiedades bio-
mecanicas y resultado de ello es que las arrugas se acentiian y se mar-
cany se pierde la tonicidad de los tejidos (Pageon, 2005)
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La formacién de radicales libres estda ampliamente aceptada
como uno de los procesos que incide en el envejecimiento de la piel. El
estrés oxidativo producido por los ROS (Reactive Oxygen Species: Es-
pecies Reactivas de Oxigeno) y otros radicales libres ataca los compo-
nentes vitales de las células, alterando las membranas celulares, las

proteinas metabdlicas e incluso en ADN celular (Uribarri, 2007).

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas con un nu-
mero impar de electrones que se generan fundamentalmente a partir
de oxigeno; pueden danfar diversas estructuras celulares, tales como
ADN, proteinas y membranas celulares. Ademas, los radicales libres pue-
den conducir a la inflamacién, que parece desempenar un papel adi-

cional en envejecimiento de la piel.

La formacién de radicales libres en nuestro organismo es cons-
tante y ligada a nuestra razén de existir, ya que el oxigeno es necesario
para la vida. El cuerpo posee mecanismos endégenos de defensa, tales
como enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa) y moléculas antioxidantes no enzimaticos (vitamina E, vi-
tamina C, glutatién, ubiquinona) que lo protege de los radicales libres
mediante la reduccion y neutralizacion de los mismos. Algunos de estos
mecanismos de defensa antioxidante pueden ser inhibidos por la ra-

diacioén ultravioleta (UV).

No obstante, su formacion excesiva depende de factores exter-
nos como el estrés, la fatiga, el ejercicio fisico intenso, el tabaco, el al-
cohol, la contaminacion atmosférica y las radiaciones solares. Los
sistemas de defensa antioxidantes se ven desbordados, por lo que el
estrés oxidativo fragiliza el sistema inmunitario, deteriora las estructuras
celulares y conduce a la muerte celular, con lo que la piel pierde su ca-
pacidad de regeneracién y el proceso de envejecimiento se instalay se
amplifica (Prieto, 2010).
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Los efectos daninos de estas especies oxidativas son inducidos,
internamente durante el metabolismo normal y externamente, a través
de estrés oxidativo. La produccion de los radicales libres se incrementa
con la edad, al tiempo que los mecanismos de defensa intrinseca que
lo contrarrestan, disminuyen. Este desequilibrio conduce a la lesion pro-
gresiva de las estructuras celulares y por lo tanto, da como resultado un
envejecimiento acelerado.

En el envejecimiento cronolégico de las zonas no expuestas a la
agresion solar, el aspecto mas destacado se centra en la evidente atrofia
cutanea que afecta al tejido conjuntivo dérmico, empobrecido por el
descenso de la sintesis de las macromoléculas y por la pérdida de las
papilas dérmicas, y a la epidermis, adelgazada por su reducida capaci-
dad de proliferacion celular y por el descenso de la sintesis de querati-
nas y melaninas debido al escaso aporte nutricio y sanguineo que

reciben sus células.

. FRAGILIDAD CAPILAR
+ n.” de capilares
¥ su grosor % PIEL BLANCA
4 CONTROL DE

1 secrecion sudor ————» TERMORREGULACION

1 mitosis celular RALENTIZACION L FRAGILIDAD DE LA PIELY
r?p?.:e """""""" " DELRECAMBIO CELULAR > L DELARESPUESTA
sanguineo 4 sintesis de ADN A AGRESIONES

Aplanamiento de la unién dermoepidérmica » ADELGAZAMIENTO
y de las crestas interpapilares DE LA PIEL

ARRUGAS
———— | matriz extracelular (
4 capacidad de

retencion de agua

| secrecion , Alteracion del » T pérdid - —
r per Iaa
sebacea manto hidrolipidico de agua XEROSIS PRURITO

Bl Figura 18. Renovacion celular epidérmica durante el
envejecimiento cutdneo (Pons, 2008)
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A nivel hipodérmico se reduce el espesor del paniculo adiposo y
disminuye la vascularizacion, lo que comporta cierto grado de flacidez

cutdnea.

A nivel dérmico las alteraciones son muy diversas. La renovacion
celular de los fibroblastos decrece y simultdaneamente disminuye su ca-
pacidad de sintesis. En consecuencia también se reduce el recambio de
las macromoléculas que forman la matriz extracelular conjuntiva. Entre
otros aspectos, se altera la polimerizacion de los glucosaminoglicanos,

lo cual supone una pérdida de sus propiedades viscoelasticas.

En cuanto a las estructuras que componen la dermis, el colageno
representa el 80% del peso seco de la piel del adulto y gracias a su gran
fuerza tensil, impide que la piel se rasgue por el estiramiento. Los 8 tipos
de colageno estan compuestos por cadenas polipeptidicas. El colageno
mas abundante en la piel es el tipo | (Unico detectado en el hueso). El
siguiente en orden de frecuencia es el Il y el IV es el principal compo-
nente estructural de las membranas basales y responsable de su esta-
bilidad mecdanica. Los cambios que se producen en el colageno y su
déficit se consideran las razones principales del envejecimiento cuta-
neo, por lo que se ha utilizado como marcador. Su cantidad y calidad

esta relacionada directamente con el grosor de la piel.

Parece ser que la glicosilaciéon del colageno puede estar impli-
cada en la formacion de enlaces transversales del mismo, dependiendo
de la edad. Con el paso del tiempo, existe una disminucién de la sintesis
de colageno y de enzimas implicadas en el procesamiento postraduc-
cional del colageno en la piel. Lo que varia no es la estructura del cola-
geno, de hecho la de un anciano no difiere mucho de la una persona
joven, sino la cantidad. Ademas, la malla se puede ver alterada por el
efecto de las agresiones mecanicas que se producen a lo largo de la
vida. Al envejecer, el colageno aumenta su estabilidad, pero disminuye
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el espesor de la piel por reduccién de células, como los fibroblastos, que

son imprescindibles para la formacién del colageno.

El envejecimiento también produce una alteracion en la elastina,
que es la proteina elastica que representa el 5% de la dermis superior,
lo que es la causa de las arrugas de la piel.

La zona papilar de la dermis altera su morfologia, ya que dismi-
nuye de forma muy acusada el nimero de papilas, su profundidad y la
vascularizaciéon. En consecuencia la union dermoepidérmica se con-
vierte en un plano, lo que da lugar a una excesiva movilidad de la epi-
dermis, que coincide con un importante descenso del aporte nutricio

y respiratorio que precisan las células epidérmicas.

A nivel de la epidermis este doble déficit provoca cambios im-
portantes: se frena el “turn over” de las células basales (queratinocitos
y melanocitos); los melanocitos pierden su capacidad de sintesis de
melanina; las células de Langerhans reducen su funciéon inmunitaria
(disminuye la actividad ATPasa en los procesos dendriticos); en el es-
trato granuloso disminuye el niumero de granulos de queratohialina
y el nUmero de cuerpos lamelares, responsables respectivamente de
las proteinas y los lipidos funcionales que requieren las células del
estrato cérneo; los corneocitos pierden en parte su funcién de ba-
rreray a la vez, sufren cierto grado de deshidratacion y alteracion de
la cohesion intercelular. Como consecuencia, se produce descama-
cion perceptible y pérdida de la capacidad tampén de la superficie

cutanea.

Estas disfunciones también dependen de la disminucién de la
actividad glandular sebacea. Simultdneamente, se atrofia el foliculo pi-
loso provocando disminucion del grosor de los pelos y del vello, que

ademas estan menos pigmentados (Pons, 1995).
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Con la edad, se produce un adelgazamiento gradual de la piel y
la atrofia. A partir de los 30 anos, se inicia este proceso, que se intensifica
entre los 40 y los 50, coincidiendo con la menopausia en las mujeres.
En las zonas expuestas a una mayor radiacion solar, los cambios son
mas marcados, pues el envejecimiento intrinseco se une al fotoenveje-

cimiento o envejecimiento extrinseco.

Estas alteraciones del envejecimiento pueden convertirse en pa-
toldgicas, ya que se ocasiona un agotamiento de la inmunovigilancia,
que favorece la anormal respuesta inmunolégica. Mas del 60% de las
personas con edad superior a los 65 afos tienen una dermatosis que

requiere tratamiento médico.

La tabla 7 (Glogau, 2009) resume los mecanismos y efectos del

envejecimiento cutaneo:

ENVEJECIMIENTO CUTANEO

Nivel Mecanismo Efecto
{1 flacidez cutanea

|| el espesor del paniculo adiposo

Hipodérmico | y disminuye su vascularizacion

se altera la polimerizacion de
los glucosaminoglicanos,

| propiedades viscoelasticas.
excesiva movilidad de la
epidermis

|| aporte nutricio y

|| renovacién celular fibroblastos

Dérmico y su capacidad de sintesis.

| numero de papilas, su

Zona Papilar profundidad y su vascularizacién

de la Dermis . . .
respiratorio de células
epidérmicas

| turn-over células basales Descamacion
|| capacidad sintesis melanina |} capacidad tampon
|} inmunitaria C. Langerhans superficie cutanea.

Epidermis | proteinas y lipidos funcionales | | glandulas sebaceas

corneocitos pierden parte funcion | || grosor y pigmentacién
barrera pelos y vello
Alipia
Atrofia foliculo piloso
Il Tabla 7. Envejecimiento cutdneo (Glogau, 2009)
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a. Fotoenvejecimiento

El término “fotoenvejecimiento” hace referencia a la superposi-
cion del dafno actinico al proceso normal del envejecimiento cutaneo.
Es una de las secuelas crénicas de la exposicion a las radicaciones ultra-
violetas y se caracteriza por sequedad de la piel con aparicién de arru-
gas profundas, surcos cada vez mas acentuados, pérdida de elasticidad,
pigmentacion moteada y telangiectasias, que representan cambios es-
tructurales profundos de la dermis. Se ha especulado que, quizas hasta
el 80% de los cambios inducidos en la piel por las radiaciones UV, ocu-
rren durante los 20 primeros anos de vida, a excepcién de aquellas per-
sonas que por su profesién o estilo de vida, sufren una exposicion
intensa durante la vida adulta (Vicente, 1999). El fotoenvejecimiento
(mas que el proceso de envejecimiento intrinseco normal) puede re-
presentar el 90% de los problemas cosméticos de la piel asociados con
la edad (Guercio-Hauer, 1994).

Las causas del fotoenvejecimiento o fotodafio son multifactoria-
les. La incidencia del fotodafio depende de la edad, el sexo, el fototipo
de la piel, el color de la piel y la ubicacion geografica. En general, las
pieles mas claras y menos pigmentadas presentan mayor riesgo de fo-
toenvejecimiento y de otros problemas de piel inducidos por el sol, in-
cluido el cancer de piel. El fotodafo se observa mas a menudo en
individuos con piel blanca, especialmente los fototipos de piel 1y Il (per-
sonas con piel clara que se queman facilmente y se broncean con difi-
cultad). Estudios como el de Maddin (2000) demuestran que la
incidencia de fotoenvejecimiento en las poblaciones europeas y nor-
teamericanas con tipos de piel I, Il y lll de la clasificacion de Fitzpatrick
es aproximadamente del 80% al 90% (Samuel, 2005).
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———— Inmunosupresion actinica ——— T PROCESOS INFECCIOS0S

/ N \ Alteraciones en

Reacciones de las unidades ————» MANCHAS CUTANEAS
fotoalergia y melanoepidérmicas

fotosensibilidad
l \ T RIESGO DE TUMORES
Y CANCERES CUTANEDS
Reaccion
inflamatoria

T mitosis celular
T sintesis de ADN

proliferacion celular ARRUGAS

! PROFUNDAS PIEL ENGROSADA

T migracion celular
F lastosis senil
. I Hiperqueratosis
Aceleracion de actinica
la diferenciacion
celular

ALTERACION DEL RECAMBIO CELULAR

—

apoptosis celular T necrosis celular

Bl Figura 19. Envejecimiento actinico (Pons, 2008)

La agresion de la radiacion ultravioleta a la piel altera el metabo-
lismo cutaneo a través de diferentes vias bioquimicas, incrementando
los procesos oxidativos y la liberacion de especies reactivas de oxigeno
(radicales libres). La reduccién simultanea de los diferentes mecanismos
antioxidantes que posee la piel incrementa la elastosis, que normal-
mente se denomina actinica. Pero no todos los dafios coinciden con los
déficits que se producen durante el envejecimiento intrinseco. Los
acontecimientos diferenciales mas significativos se relacionan con un
incremento de la capacidad proliferativa de los queratinocitos, que da
lugar a largo plazo a una hiperqueratosis actinica que incrementa exa-

geradamente el grosor del estrato cérneo.
La energia ultravioleta produce ademas, danos en el ADN (ge-

neralmente mitocondrial) y disminuye los diversos mecanismos quimi-

cos y enzimaticos capaces de propiciar su rapida reparacion.
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Los mecanismos por los que se produce el fotoenvejecimiento
estan relacionados con los efectos que produce la radiacién ultravioleta
a su paso por los tejidos: la irradiacion ultravioleta activa el factor de
crecimiento y receptores de citoquinas sobre los queratinocitos y las
células dérmicas, lo que genera la transduccion de senal a través de la
activacion de las vias de MAP-quinasa. Estas vias de senalizacion con-
vergen en el nucleo de las células para inducir c-Jun, para formar com-
plejos activados del factor de transcripcién AP-1. En la dermis y la
epidermis, AP-1 induce la expresién de metaloproteinasas de la matriz
de colagenasa, gelatinasa de 92 kDa y estromelisina, que degradan el
colagenoy otras proteinas que comprenden la matriz dérmica extrace-
lular. Se planted la hipétesis de que la degradacion dérmica es sequida
por la reparacién que, como toda reparacion de heridas, es imperfecta.
La reparacion imperfecta produce un déficit en la integridad estructural
de la dermis, una cicatriz solar. La degradacion dérmica sequida de esta
reparacion imperfecta, se repite con cada exposicion intermitente a la
radiacion ultravioleta, lo que lleva a la acumulacion de la energia solar
en las cicatrices y en ultima instancia, en un fotoenvejecimiento visible.
Se ha descrito que el acido retinoico trans actua para inhibir la induc-
cion de la proteina de c-Jun por la irradiacién ultravioleta, impidiendo
con ello el aumento de metaloproteinasas de la matrizy la consiguiente
dano dérmico (Fisher, 1998).

La piel fotoenvejecida muestra alteraciones en el componente
celular y la matriz extracelular con la acumulacion de elastina desorga-
nizada y su fibrilina, componente microfibrilar, en la dermis profunda,
junto con una pérdida grave de colagenos intersticiales, las principales
proteinas estructurales del tejido conectivo dérmico. Los agentes pa-
tdgenos responsables de estos cambios son especies reactivas del oxi-
geno (ROS) generadas por la RUV, que agotan y dafan los sistemas de

defensa antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos de la piel. Ademas
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de causar cambios genéticos permanentes, las especies ROS activan las
vias de transduccion de sefales en los fibroblastos residentes que estan
relacionados con el crecimiento, la diferenciacién, la senescencia y la
degradacion del tejido conectivo. Una disminucion en la carga total de
ROS por los filtros solares eficientes u otros agentes de proteccion,
puede representar estrategias prometedoras para prevenir o al menos
minimizar el fotoenvejecimiento inducido por ROS (Wlaschek, 2001).

Il Figura 20. Fotoenvejecimiento en la piel humana
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Por todo lo anteriormente expuesto, se podria afirmar que en per-
sonas predispuestas y de piel muy blanca, el riesgo de cancer cutaneo
es importante. El envejecimiento actinico ademas es responsable de que
las arrugas sean mas profundas, las manchas cutaneas de tipo melanico
mas frecuentes y diversas, la sequedad mas pronunciada, la inmunosu-
presién mas acusaday los cambios en el cabello (en especial alteraciones
de la cuticula y de la pigmentacién) mas visibles. (Pons, 1995).

El fotoenvejecimiento se produce por un conjunto de cambios
a distintos niveles (Glogau, 2009):

1. Clinicos
2. Funcionales
3. Histologicos

4. Patoldégicos

1. Clinicos

Segun la edad, aparecen distintos cambios:

- De 30 a 50 afnos, se considera un fotoenvejecimiento
moderado, con arrugas finas y paralelas, sobre todo en
las comisuras de los labios y ojos, Iéntigos incipientes,
queratosis actinicas no palpables, no visibles y alopecia

temporal y occipital.
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De 50 a 60 anos, suele existir un fotoenvejecimiento
importante, con arrugas estables en la frente, de
expresion, peribucales y periorbitarias. También se
intensifica el patrén geométrico y aparecen discromias,
manchas lentiginosis, sequedad y descamacion,

telangiestasias, queratosis visibles y canicie.

En los mayores de 60 aios, se trata ya de un
envejecimiento severo, con arrugas en la totalidad de la
caray partes descubiertas, gran profundidad de los
surcos cutaneos, piel engrosada, irregular, granulosa 'y
nodular. El color es amarillento-grisaceo con léntigos e
hipocromias. Presenta lagos sanguineos (hematomas), asi
como queratosis que pueden transformarse en
carcinomas. Normalmente hay crecimiento del pelo en
las cejas, fosas nasales y conducto auditivo y las uias se
alteran, siendo mas fragiles, con estrias, de color

amarillento o grisaceo.

2. Funcionales

Entre los cambios funcionales, el mas destacado es la disminu-
cion del recambio celular, lo que se denomina senescencia. Como con-
secuencia, la piel cumple sus misiones con menos eficacia: se altera la
funcion barrera del la piel, con disminucién de la eliminacién de los pro-
ductos de degradacién, la percepcion sensorial, la proteccién mecanica,
la secrecidn de sudor, sebo y vitamina D, los niveles hormonales y la
elasticidad y flexibilidad. Por el contrario, aumenta la fragilidad (abra-
siones, ampollas) y el riesgo de infecciones. La piel fotoenvejecida oca-

siona los retrasos en la curacién de heridas y tiene alterados los
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mecanismos de reparacién de DNA, respuesta inmunolégica y termo-

rregulacion.

3. Cambios Histopatoldgicos

En la Epidermis, encontramos un grosor variable (acantosis, atro-
fia). La epidermis adquiere un aspecto suelto, debido a que la densidad
de las papilas dérmicas disminuye y con ello su funcion de anclaje. La
capacidad de multiplicacion de las células basales disminuye y asi se ra-
lentiza el proceso de renovacion celular epidérmico. El estrato corneo es
estable, aunque aumenta el volumen de los corneocitos. Presenta pleo-
morfismo de los queratinocitos y atipia nuclear ocasional. Disminuyen
también los melanocitos (un 10% cada 10 afos a partir de los 30), asi
como las células de Langerhans (20-50%) y existe un aplanamiento de
la unién dermo-epidémica (50% papilas), con abrasiones y ampollas.

En la Dermis hay una disminucion del espesor (de hasta el 20%) y
también de la elasticidad,por lo que se adelgaza. La red de fibras de cola-
geno localizada en la dermis disminuye, el colageno se dispone en acimulos
compactos de forma irregular con grandes espacios entre los mismos. A lo
largo de la evolucion del fotoenvejecimiento, la cantidad de elastina dérmica
disminuye en gran medida en la superficie dérmicay en la profundidad de
la dermis se encuentra en acimulos gruesos, desordenados y poco elasticos.

Todo ello conduce a que la piel tenga mas tendencia a arrugarse.

Las glandulas sudoriparas tienden a desaparecer o a volverse
inactivas y con ello se afecta la capacidad cutanea de la termorregula-
cion. Las glandulas sebaceas y las glandulas apocrinas disminuyen su
capacidad de produccion, los poros aumentan de tamano y el pelo
cambia de vello a pelo terminal en dreas no deseadas ,lo que confiere

a la piel una apariencia mas gruesa.
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A nivel Hipodérmico, existe un proceso de atrofia que disminuye
sus funciones de reserva caldrica y termorregulacién y también facilita
la aparicién de arrugas. La atrofia de la hipodermis no es generalizada,

aparece mas en cara, manos y pies.

Todo lo anterior conlleva la apariciéon de arrugas inducidas por
la disminucion de las papilas dérmicas, la alteracion de las fibras de elas-
tina de la dermis y la pérdida de la funcion de sostén y relleno de la hi-
podermis. La pérdida de la almohadilla hipodérmica, la disminucién de
la elasticidad y la ruptura de la unién dermoepidérmica, junto con la
disminucién de la masa muscular contribuye a la pérdida de firmeza
que, favorecida por la fuerza de la gravedad o la fuerza de la mimica,

hace que se marquen las arrugas (Restrepo, 2010)

4. Cambios Patologicos

Suelen ocurrir con cierta frecuencia:

Prurito

« Asteatosis

+ Eccema

« Penfigoide

« Herpes zoster

« Queratosis seborreica

« Queratosis actinica

- Carcinomas basocelulary espinocelular

+ Léntigo maligno / Léntigo maligno melanoma
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D. FOTOPROTECCION

Aunque esté claro que la mejor proteccion solar es evitar el sol,
eso no quiere decir que no se pueda tomar el sol, sino que debemos
fotoprotegernos. Hoy existe un convencimiento de que hay que prote-
gerse del exceso de radiaciones solares, ya que éstas provocan lesiones
precancerosas y cancer de piel, especialmente en personas de edad
media y ancianos que tienen una piel claray que han vivido y trabajado
en climas soleados. Pero no hay que olvidar que la "dermatoheliosis" se
produce también en personas jovenes que se exponen caprichosa-
mente a la luz solar, sin preparacién, o a fuentes de luz ultravioleta ar-
tificial buscando un bronceado rapido, generalmente mujeres jévenes
(Camacho, 20017).

Durante las ultimas décadas, la exposicion solar ha sufrido un
aumento considerable, sobre todo la intermitente o de tipo recreativo.
La exposicion crénica de la piel a las radiaciones ultravioleta provoca
una inflamacién crénica secundaria al paso de éstas a través de los te-
jidos, que a su vez origina estrés oxidativo. Este estrés genera una serie
de cambios genéticos (dimeros de pirimidina, mutacion de protoonco-
genes, etc.) que condicionan la degeneracion de distintas estructuras

cutaneas e inmunosupresion (Gémez, 2007).

Cuando la radiacién solar incide sobre la piel, ésta pone en mar-
cha todos estos mecanismos para reparar la agresion sufrida. Sin
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embargo, exposiciones prolongadas o en condiciones extremas, hacen
que estos mecanismos se sobrepasen, siendo entonces necesaria la fo-

toproteccion externa.

La fotoproteccion externa esta centrada en el uso de FOTOPRO-
TECTORES, sustancias en cuya composicién incluyen filtros solares que,
usados tépicamente, cumplen la mision de prevenir los danos actinicos
causados por la radiacion solar. Es de senalar que, en contra de la opi-
nién popular, los fotoprotectores permiten el proceso natural del bron-

ceado, evitando sus riesgos y secuelas.

Antes de entrar en detalle con los fotoprotectores, es preciso re-

cordar los principios generales de la fotoproteccion:

+ Absorcion y disminucidn de la transmisiéon de UV: Se re-
aliza en el estrato corneo, mediante el uso de sustancias
quimicas absorbentes de UV.B (290-320 nm) y UV.A (320-
400 nm).

+ Aumento de la dispersion de UV: Se produce en el es-
trato corneo y la epidermis, mediante el uso tépico de
particulas micronizadas de diéxido de titanio, 6xido de

zinc o melanina.

- Inactivacién de los radicales libres y formas reactivas de
oxigeno (singlet, anién superdéxido, radical hidréxilo...): Se
producen en las células viables de la epidermis y dermis. Son
inhibidos por antioxidantes y supresores de radicales libres.
Al contrario de lo que sucede con los anteriores, este tipo de

fotoproteccion es de efectividad variable.
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« Bloqueo fisico de los UV: Se produce en la superficie cutanea
y se realiza mediante sombirillas, sombreros y vestidos de nilon,

poliéster y algodon, con efectividad de buena a excelente.

Existen diferentes tipos de fotoprotectores en funcién del tipo

de filtro y su mecanismo de accién (Montero, 2008):

1. Filtros Quimicos

Los filtros solares mas usados son los filtros quimicos u organi-
cos. Son sustancias quimicas de sintesis que actian como cromoéforos
absorbiendo la energia transportada por un foton incidente; posterior-
mente, las moléculas vuelven a su estado inicial, liberando el exceso

de energia en forma de calor imperceptible, radiacion fluorescente o

Filtros solares quimicos

El fikkro
absorke
la luz LY uv

pITER

Il Figura 21. Efecto filtro quimico
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transformacién quimica en un isémero o fotoproducto potencialmente
reactivo. El nimero de filtros solares disponibles depende de la legisla-
cién en cada pais. En Estados Unidos, la introduccién de un filtro solar
requiere la aprobacién de la Food and Drug Administration (FDA), como
si fuera un medicamento. La reglamentacion de la Unién Europea de-
termina la lista de sustancias autorizadas con su concentracién maxima
A diferencia de las pantallas fisicas, cada filtro quimico tiene un espectro
de absorcién determinado. Los filtros que absorben predominante-
mente UVB son los que se utilizan con mayor frecuencia: PABA, octo-
crylene, homosalate, 4-methylbenzylidene, camphor, ethylhexyl
methoxycinnamate, phenylbenzimidazole sulfonic acid, etc. El espectro
de absorcién de otros filtros, que actualmente se emplean en combi-
nacion con los anteriores y que los estan sustituyendo progresivamente
en el mercado, incluye tanto los UVB como los UVA (con un pico de ab-
sorcidn en este rango): benzophenone-3, butylmethoxydibenzoyl met-
hane, terephthalydene dicamphor sulfonic acid, drometrizole
trisiloxane, bis-ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl triazine (Tinosorb®
S), methylene bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenol (Tinosorb® M),
entre otros. No existen filtros que absorban exclusivamente UVA.de alta
energia (longitud de onda corta) con excitacién a un estado de energia
superior. Al retornar al estado basal, la energia liberada es de menor
magnitud (longitud de onda mas larga) e inocua.

2. Filtros Fisicos

Las pantallas fisicas son polvos inorganicos inertes formados por
pequenas particulas de 180-190 nm de didmetro, compuestas por dio-
xido de titanio, 6xido de zinc, 6xido de hierro, 6xido de magnesio, mica
o talco. Actuan reflejando todas las radiaciones solares con indepen-
dencia de su longitud de onda. Estas pantallas minerales se utilizan cada

vez con mayor frecuencia, puesto que no generan energia ni fotoalergia
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Filtros solares fisicos

El filtre
fislen reflaja
la luz UV uv

Bl Figura 22. Efecto de filtro fisico

por contacto. Sin embargo, presentan el inconveniente de formar una
mascara blanca, especialmente inestética a concentraciones superiores
al 5%. Si se disminuye la concentracion, el aspecto cosmético mejora,
pero a costa de una disminucién en el coeficiente de proteccion. Con
el fin de optimizar el empleo de pantallas solares, se ha reducido el ta-
mano de las particulas. La reflexion de la luz visible es menor en las for-
mas micronizadas o ultrafinas, en las que el didametro de las particulas
varia entre 20y 50 nm, lo que les confiere un aspecto mas transparente,
mejorando asimismo sus propiedades cosméticas. En la actualidad, el
dioxido de titanio microfino se formula en forma de rutilo recubierto
con 6xido de aluminio, zirconio o silice, lo que le confiere menor ten-
dencia a la formacién de microagregados, que disminuyen el efecto
fotoprotector; por otra parte, puede combinarse con otros filtros fisi-
cos o quimicos, lo que aumenta tanto el FPS como el espectro de la
fotoproteccién (Montero, 2008). Son eficaces tanto para UV como IR.
(Sdnchez-Saldaha, 2002).
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3. Filtros Bioldgicos

Los filtros bioldgicos son sustancias que penetran mas alla de la
superficie y refuerzan a las células para que se defiendan mejor de la
radiacién. Tienen actividad antioxidante y, aplicadas topicamente, dis-
minuyen el estrés oxidativo inducido por la radiacion ultravioleta. Po-
tencian, por lo tanto, la proteccidon conferida por los filtros solares
convencionales, y disminuyen el consiguiente dafio celular que podria
ser origen de fotoenvejecimiento y cancer de piel. Entre estos filtros
biolégicos se encuentran sustancias que, como diversas vitaminas, pre-
sentan actividad antioxidante directa. Sin embargo, también existen
otras sustancias que ejercen esta actividad antioxidante a través de su
capacidad quelante del hierro (diferentes flavonoides) y sustancias que
aumentan la actividad de las enzimas antioxidantes de la piel (algunos
oligoelementos). Estos filtros han demostrado su eficacia frente a los
efectos de los rayos ultravioleta, pues son antioxidantes que evitan la
formacion de radicales libres y, por lo tanto, potencian el subsistema
inmunolégico cutdneo. Se estan utilizando cada vez con mas profusién,
siendo las vitaminas A y E las mas utilizadas en forma de palmitato o

acetato, asi como la vitamina C en sus diferentes variedades.

Administrados sistémicamente, los filtros bioldgicos tienen la
ventaja de proporcionar una proteccion basal beneficiosa y perma-
nente, que actua independientemente del uso de la fotoproteccién t6-
pica. Afectan a la piel por completo y constituyen una reserva
antioxidante que protege a medida que la fotoexposiciéon va agotando
los antioxidantes naturales de la piel. Ademas evitan los problemas in-
herentes a la fotoproteccion tépica, como la aplicaciéon insuficiente de
producto, poco respeto a los tiempos de reaplicacion o la influencia del
roce, agua o sudor. Pero en ningun caso sustituyen a los fotoprotectores
topicos, sino que los complementan. Por ejemplo, la ingesta de beta-

carotenos, debe ir unida al uso de fotoprotectores tépicos.
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4, Filtros Organominerales

Son el futuro de la“fotoproteccion total”. Se trata de filtros capa-
ces de actuar tanto por absorcion como por reflexién e incluso, por una
combinacion de ambos: dispersion o scattering. Son filtros quimicos
pero insolubles, con lo que asi adquieren a la vez las ventajas de los qui-
micos (cosmeticidad) y de los fisicos (seguridad), siendo ademas de
gran capacidad filtrante en el UVA. Por ejemplo, derivados del benzo-
triazol (Tinosorb® M).

FPS = MED con__ proteccion

MED _sin_ proteccion

De la combinacién de estos tipos de filtros se puede obtener un
fotoprotector cuya capacidad protectora viene determinada por el Fac-
tor de Proteccidon Solar (FPS). La actual definicién del factor de protec-
cion solar, en la que estan basados la totalidad de los métodos de
evaluacion hoy conocidos, se fundamenta en los trabajos de Schulze
(Montero, 2008). En 1956, definié el FPS como la ratio entre la minima
dosis eritematica (MED) de la piel protegida con el producto y sin él a
las 24 horas de la irradiacion (Schulze, 1956).

El FPS es un indice que nos da idea del tiempo que podremos
permanecer expuestos al sol sin riesgo de quemadura. Cuanto mayor
sea el FPS, mas alta sera la proteccion frente al Sol. Por ejemplo y de-
pendiendo de su tipo de piel, si un individuo es capaz de permanecer
el primer dia de exposicion 20 minutos bajo el sol sin quemarse (dosis
minima eritematica, MED), la eleccion de un fotoprotector factor-8 le

proporcionaria una proteccion 8 veces superior.
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Actualmente, y en base a los nuevos conocimientos, algunos au-
tores prefieren utilizar el término factor de proteccién eritematico en
vez de factor de proteccion solar, debido a que en el calculo y determi-
nacién del FPS sélo se considera la respuesta eritematica (es decir, la
respuesta al UVB) a las 24 horas (Pons, 1995).

Los protectores solares no evitan el dafno solar, ya que se ha de-
mostrado que las dosis suberitematosas de RUV causan una variedad
de cambios moleculares (incluyendo dafios en el ADN ) en estas células.
Lo que si que es claro, es que el espectro de la radiaciéon UV que llega a
las células viables se ve alterado por el protector solar aplicado tépica-
mente. Aunque no puede haber ninguna duda acerca de la eficacia de
los protectores solares para la prevencion del eritema, se plantea la
cuestion de los posibles efectos acumulativos de dosis suberitematosas
crénicas y el aumento de la exposicion de las células de la piel para las
longitudes de onda mas largas de RUV. El reto principal de los protec-
tores solares tiene que ver con su capacidad de proteger las células de
la piel contra los efectos de la radiacion UVA. Estos efectos UVA pueden
ser los danos directos (oxidaciones de bases) o los efectos sobre el sis-
tema inmunolégico de la piel, sin embargo, no existe un método acep-
tado de manera uniforme para la evaluacion de la proteccién UVA
(Gasparro, 2010).

Los recientes avances tecnolégicos han producido una nueva
generacién de filtros solares UVA estables de espectro completo, que
usados con regularidad pueden reducir el riesgo de fotoenvejecimiento

y cancer cutaneo (Thomas, 2013):

« Avobenzona es probablemente el fotoprotector con el mas
amplio y eficaz espectro UVA. Sin embargo, por si mismo es

inestable cuando se expone a la luz solar. Por consiguiente,
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varias empresas diferentes desarrollaron sistemas para esta-
bilizarlo. Una combinacion de dietil 2,6 - naftalato, avoben-
zona y oxibenzona se ha formulado bajo el nombre

Helioplex ™ (de Neutrogena ® / Johnson & Johnson).

« Otro ejemplo es ecamsule Mexoryl SX™, L'Oreal ), un deri-
vado de bencilideno, que tiene un pico de absorcién en el

espectro de los rayos UVA a 345 nm .
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Il Figura 23. Espectro de avobenzona de la proteccion en
comparacion con pantallas fisicas (Thomas, 2013)

Para la eleccién el fotoprotector mas adecuado se deben tener

en cuenta varios factores:
1. Factores individuales: Fototipo cutaneo (Fitzpatrick), edad, si-

tuaciones especiales (embarazo, patologias, tratamientos farma-

colégicos, antecedentes familiares con melanoma).
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2. Factores medioambientales: horario, latitud, altitud, climatolo-

gia, reflexién.

3. Factores dependientes del producto: formulaciéon galénica.

1. Factores Individuales

Entre los factores individuales, el mas importante es el Fototipo, en
funcion del cual se determina el FPS solar (Fitpatrick, 1975). Recordamos
que laraza humana se divide en seis grupos, de caracteristicas similares

en su respuesta a la radiacion solar.

| Fototipos cutaneos

; - . Proteccion
Fototipo Caracteristicas Reaccion ante RUV necesaria
Piel clara, ojos azules, Intensas quemaduras, no se | Ultraproteccién
Fototipo | pecas. Sin sol piel blanco- | pigmentan nunca =15
lechosa.
Piel clara pelo rubio, ojos | Se queman facilmente, Ultra-Maxima
Fototipo Il azules y pecas. Sin sol pigmentan ligeramente (15-8)
piel blanca.
Fototi Razas caucasicas. Piel Se queman moderadamente | Maxima - Extra
ototipo Il ;
blanca no expuesta al sol | y se pigmentan. (6-8)
Piel blanca o ligeramente | Se queman moderada © Extra -
amarroanada (razas minimamente. Se pigmentan Moderada
Fototipo IV | mediterraneas y con facilidad. (4-6)
orientales). Habitualmente
MOorenos.
Amerindios, indostanicos | Se queman raras veces y se Moderada -
Fototipo V hispanos. Piel amarronada | pigmentan con facilidad e Minima (2-4)
intensamente.
. Razas negras No se queman nunca. Se Minima - No (2-
Fototipo VI ; pigmer?tan intensamente. 0) (
Il Tabla 8. Fototipos cutdneos
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Ademas del fototipo cutdneo existen otros factores individuales

que se deben considerar:

+ Edad: se deberd extremar la precaucion en nifios, ya que su ca-
racteristica principal es la inmadurez de sus funciones cutaneas
gue pueden originar con frecuencia procesos de insolacion y
deshidratacion. Por tanto, necesitaran reforzar la fotoproteccion

externa.

« Embarazo: se deberan aumentar la proteccion para evitar las al-

teraciones pigmentarias de la piel.

« Pacientes en tratamiento farmacoldgico: para evitar posibles re-
acciones de fotosensibilizacion es necesario reforzar la protec-

cion cuando estos pacientes se expongan al sol.

« Algunas patologias que empeoran con el sol: varices, cicatrices,

rosacea, etc.

« Individuos con antecedentes familiares de melanoma.

2. Factores medioambientales

No es lo mismo tomar el sol en la playa que en la montana, a las
11 h.olas 15 h. o en invierno o verano. Los factores que se deben tener

en cuenta son:

2.1 Horario: la radiacion es mas intensa en la franja horaria de 12-15h.
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2.2 Latitud: en el ecuador los rayos inciden sobre la Tierra de forma
perpendicular, luego la radiacién sera mas intensa a medida que

nos acercamos a los polos.

2.3 Altitud: a mayor altitud mayor intensidad de radiacion.

2.4 Estacion del ano: en verano estamos mas cerca del sol que en in-

vierno, por tanto la radiacion serd mayor.

2.5 Climatologia: las nubes dejan pasar el 90 % de la radiacion UV
pero no IR. Por tanto, aunque desaparece el efecto calérico (no
"notamos el sol") hay que seguir las normas basicas de la foto-
proteccion, aun en dias nublados.

2.6 Reflexion: el agua, la nieve y la arena reflejan la radiacion solar
por lo que en estas condiciones, ademas de la radiaciéon que nos
llega de forma directa del sol habra que sumar la reflejada.

3.- Factores dependientes del producto

Ademas de los factores dependientes del producto y de la forma
galénica que se recomendaran segun el tipo de piel (crema, locién, gel,
gel-crema, stick, spray, Dry-oil, espuma, compacto) influiran otros as-
pectos como su inocuidad, estabilidad, resistencia y accion prolongada
(Water-resistant, Waterproof y Sweatproof). Pero sobre todo, lo que es
mas importante es elegir aquel fotoprotector que asegure una buena

absorcién de las radiaciones nocivas a las que se vaya a exponer.

La proteccidn proporcionada por la proteccién solar se relaciona
con la cantidad de producto aplicado, asi como la correcta selecciéon

del fotoprotector. La mayoria de las personas se aplican sélo el 25-50%
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de la cantidad correcta de protector solar necesario, lo que significa que
no tienen el nivel de SPF ni la proteccion indicada en la etiqueta. La apli-
caciéon de una cantidad adecuada de protector solar es, con mucho, el
factor mas importante que influye en su eficacia (Thomas, 2013).

El factor de proteccion solar de los filtros solares es examinado
usando un espesor de 2 mg/cm?, pero las investigaciones muestran que
la proteccion solar en condiciones naturales se aplica de manera insu-
ficiente con cantidades aproximadas de 0,39 a 1,0 mg/cm?, lo que dis-
minuye considerablemente el factor de proteccion. Se ha demostrado
que una nueva aplicacion temprana o el uso de muy alto FPS (70-100)
pueden compensar en parte la discrepancia entre la cantidad de pro-
tector solar aplicado durante la pruebay en la realidad y que la aplica-
cion de la proteccion solar puede ser mejorada por la educacion de los

consumidores (Petersen, 2013)

A modo de resumen, es necesaria una proteccion frente a la radia-
Cién solar, pues tanto a corto como a largo plazo y con exposiciones mas
0 menos prolongadas, se pueden producir dafnos irreversibles. El sol tiene
un efecto acumulativo y la piel tiene memoria y no olvida los dafos que
ha sufrido, de ahi que sea tan importante la educacién sobre fotoprotec-
cién desde edades tempranas. Sera necesario elegir el fotoprotector mas
adecuado segun los diferentes factores indicados, aplicar la cantidad ne-

cesaria y s6lo entonces se podra disfrutar del sol sin peligro.
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E. SUSTANCIAS CON PROPIEDADES
ANTIENVEJECIMIENTO

A lo largo de la historia, se han buscado “férmulas” que ayudaran
aretrasar o mejorar laimportancia de los problemas estéticos que ocu-

rren durante el proceso del envejecimiento.

Se puede actuar a nivel tépico aplicando sustancias activas an-
tiglicantes y antioxidantes que consigan disminuir de forma significa-
tiva el acimulo de sustancias toxicas, para devolver la funcionalidad a
la piel y contribuir a romper y frenar el tan temido proceso del enveje-

cimiento cutaneo (Prieto, 2010).

En 1950, Harman fue el primero en proponer la“Teoria del enve-
jecimiento celular inducido por radicales libres”. Desde entonces, el de-
sarrollo de productos farmacéuticos que los contienen, principalmente
enfocados hacia el tratamiento del envejecimiento cutaneo, ha tenido
un cre cimiento acelerado. Existe, sin embargo, un nimero considerable
de estudios que proporcionan evidencia de sus beneficios, tales como

capacidad fotoprotectora y anticarcinogénica (Ramos, 2010)

Actualmente, los principales activos empleados en las férmulas
antienvejecimiento son los siguientes (Pons, 2008):
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- Antioxidantes y secuestradores de radicales libres
« Quelantes de iones ferrosos

- Regeneradores y reparadores

- Enzimasy antienzimas

 Protectores inmunoldgicos

« Activos antiglicosilacion

+ Aceites esenciales

- Hidratantes y fotoprotectores

En el mercado existen distintos elementos antienvejecimiento.
Hoy dia, en las formulaciones cosméticas, los esfuerzos deben dirigirse

a laincorporacion de moléculas reductoras o antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias que pueden proteger del estrés
oxidativo endégeno y exdgeno al eliminar los radicales libres. Existen an-
tioxidantes tépicos disponibles en productos para la piel que estan desti-
nados a prevenir los signos clinicos del fotoenvejecimiento. La mezcla de
antioxidantes de vitamina C, vitamina E, Pycnogenol y aceite de onagra
inhibe significativamente la formacién de arrugas por UVB crénica, a través
de una inhibicion significativa de la actividad de metaloproteinasas de la
matriz extracelular (MMP) y aumento de la sintesis de colageno (Cho, 2007)

Ademas, el uso de antioxidantes puede ser particularmente
bueno para mejorar los signos del envejecimiento producido por UVA,
el cual se cree que esta inducido en gran parte por los procesos oxida-
tivos. Se ha demostrado que la aplicacion topica de antioxidantes au-
menta la dosis minima de UVA requerida para provocar aumento de la
pigmentacién y disminuye la seriedad de las fotodermatosis inducida
por UVA (Allemann, 2009)
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Segun el mecanismo de accién de los radicales libres, se podria
pensar que la aplicacion topica de antioxidantes pueden neutralizar al-
gunos de estos radicales libres resultantes y en consecuencia disminuir
o prevenir los signos del envejecimiento de la piel. En la actualidad, se
comercializan los antioxidantes topicos para prevenir dafno en la piel
inducido por UV y el envejecimiento, asi como para tratar las arrugas y
eritema debido a la inflamacion.

La formulacién de estas férmulas antioxidantes se basa princi-
palmente en la utilizacion del bloqueador del primer radical de oxigeno
superéxido dismutasa (SOD), que se forma en el tejido cutaneo y actua
sobre el radical superdxido, convirtiéndolo en peroxido de hidrogeno
y oxigeno molecular. Este bloqueador puede encontrarse en forma pura
(se incorpora entre el 0,1y 0,5% en las formulas cosméticas) y encap-
sulado en liposomas (se utiliza entre el 5 y el 10%). También es frecuente
la utilizacién de una coenzima de la cadena respiratoria, la ubiquinona
coenzima Q10, cuya aplicacion topica produce un potente efecto an-
tieritematégeno capaz de reducir la formacion de radicales libres. Para
ciertos formuladores parece ser mucho mas interesante la incorpora-
cion a las féormulas cosméticas de ingredientes que posean una activi-
dad antielastasa y antihialuronidasa (en el caso de este ultimo, se utiliza
el extracto de vid y el extracto de mimosa tenuiflora a dosis compren-
didas entre 3 y 5%). Hay trabajos relativamente recientes en los que se
considera la posibilidad de utilizar, por via tépica, endonucleasas me-
diante liposomas cargados con esta enzima, cuya funcién es reparar los
danos que la radiacion solar provoca en el ADN de las células cutaneas

irradiadas.

En cualquier caso, la formulacién de los antioxidantes adminis-

trados tépicamente deben cumplir dos requisitos:
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+ El producto debe ser estable, ya que los antioxidantes pueden

oxidarse e inactivarse antes de llegar al 6rgano diana.

« Deben ser adecuadamente absorbidos por la piel, llegar a su te-
jido objetivo en la forma activa y permanecer alli el tiempo sufi-

ciente como para ejercer los efectos deseados.

Esimportante tener en cuenta también los productos o molécu-
las con propiedades antioxidantes que pueden ser utilizadas como in-
gredientes cosméticos antienvejecimiento. El grupo mas importante
corresponde al formado por los antioxidantes fenélicos, como son el x-
tocoferol o vitamina E y sus derivados, como acetato de tocoferol, ni-
cotinato de tocoferol, acetil salicilato de tocoferol, dioleil tocoferil metil
silanol, tocoferil ascorbil fosfato, liposomas cargados con x-tocoferol y
acido urico. De igual forma, cabe destacar la importancia antioxidante
de diversos flavonoides extraidos del mundo vegetal, como son la ru-
tina, miricetina, kaempferol y quercetina, entre otros. También se pue-
den citar, dentro de este grupo, extractos vegetales, como Mimosa
tenuiflora, Silybum marinum, Medulat prele, Medulat auberpine y final-
mente, la vitamina C y sus derivados, como el palmitato de ascorbilo,
linoleato de ascorbilo, acido ascérbico oxietilenado, que son obtenidos

para una mejor estabilidad de la mencionada vitamina C.

La vitamina A y sus derivados son esenciales para el desarrollo,
crecimiento y mantenimiento del tejido epitelial. Ayudan a mantener
las condiciones normales de la piel y tienden a normalizar la sequedad
cutanea. Ademas, parece que ingredientes de origen marino pueden
mejorar el relieve cutaneo o reducir la profundidad de las arrugas, como
es el caso de un complejo formado por extracto de pescado + extracto
de mejillon + extracto de microalgas (Spirulina, Chlorella, Scenedes-
mus). Otros compuestos importantes a tener en cuenta en las for-

mulaciones antienvejecimiento son los quelantes, como el acido
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etilendiamino tetra acético (EDTA), que secuestran los iones de hierro

y cobre y, por tanto, bloquean la reaccién oxidativa.

Son muchos los antioxidantes que se han utilizado durante si-
glos en las culturas antiguas y modernas para las diversas enfermeda-
des. Ademas de su actividad antioxidante, la mayoria de ellos poseen
numerosas propiedades biolégicas, como efecto anticancerigeno y an-
tiinflamatorio. A continuacion se citan los antioxidantes que mas fre-
cuentemente comercializados en formulaciones cosméticas, centran-

donos en sus actividades antioxidantes (Allemann, 2009)

Vitamina E

La Vitamina E (tocoferol) es un antioxidante soluble en lipidos
que se encuentra presente en la piel y se encuentra en diversos alimen-
tos, tales como vegetales, semillas y carne. Hay 8 isoformas activas que
se agrupan en tocoferoles y tocotrienoles.

Bl Figura 24. Estructura quimica de la Vitamina E
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De los cuatro tocoferoles (a, 3, y, 6), el a-tocoferol (AT) tiene la
mayor actividad. En animales, la aplicacion topica de un tocoferol ha
demostrado que ejerce efectos fotoprotectores mediante la reduccion
del numero de células de quemaduras solares, la reduccién del dano
inducido por ultravioleta B (UVB) y la inhibicion de la fotocarcinogene-
sis. En los seres humanos, el tocoferol al 5% - 8 % en crema que se aplica
a la cara mejora los signos de fotoenvejecimiento cuando se compara
con placebo. (Yaar, 2007). En ratones sin pelo HR-1, la administracion
de tocotrienol oral (T3) suprime los cambios inducidos por UVB en el
espesor de la piel, la expresién proteica de COX- 2, y la hiperplasia. Estos
resultados sugieren que T3 tiene uso potencial para proteger contra la
inflamacién de la piel inducido por UVB (Shibata, 2010).

Ademas, la aplicacién de vitamina E (5%) a la piel humana, 24
horas antes del tratamiento bajo oclusion hermética a la luz UV, ha de-
mostrado inhibir la metaloelastasa de los macréfagos humanos, un
miembro de la familia de las metaloproteinasas de matriz implicadas
en la degradacién de la elastina. Estudios mas recientes sugieren que
la aplicacién combinada de varios antioxidantes puede aumentar su
potencia cuando se compara con un solo antioxidante, y por consi-
guiente, puede proporcionar fotoproteccion superior, como se ha de-
mostrado para la combinacion de vitaminas E y C. La aplicacién topica
de vitamina E se ha asociado con varios efectos secundarios cutaneos,

incluyendo la dermatitis de contacto.

Coenzima Q10

La Coenzima Q10 (CoQ10), o ubiquinona, es un antioxidante so-

luble en grasa que se encuentra en todas las células humanas como un
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componente de la cadena respiratoria, asi como en los alimentos, como
pescados y mariscos. Hasta el 95% de las necesidades energéticas del
organismo parecen ser proporcionado por la CoQ10. Estudios in vitro
mostraron que el CoQ10 suprimié la expresién de colagenasa tras la ex-
posicioén a la radiacion de ultravioleta A (UVA). En la piel humana hay
pocos estudios sobre el efecto tépico de CoQ10. Sin embargo, la CoQ10
es un antioxidante muy popular topico incluido en varios productos
cosméticos. No se han descrito hasta la fecha efectos secundarios a la

aplicacién tépica de CoQ10. (Allemann, 2009)

H.C

HC g = ’

O CH, &40

Bl Figura 25. Estructura quimica de la Coenzima Q10

Idebenona

El andlogo sintético de la coenzima Q10 se llama idebenona, que
ha demostrado ser mas fuerte que la CoQ10 y otros conocidos antioxi-
dantes (McDaniel, 2005). En los seres humanos, un estudio de formula-
cién tépica que contienen idebenona demostro efectos positivos sobre
la piel danada por la luz (es decir, reduccion en aspereza de la piel, se-

quedad, reduccién de arrugas, etc.). Sin embargo, los efectos sobre las
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arrugas fueron mas probable debido a la irritacion de la piel o a la hi-
dratacion. Hay otro estudio de dermatitis de contacto atribuido a la
idebenona al 0,5% en crema. Sin embargo, los autores han visto mu-
chos pacientes que desarrollaron dermatitis de contacto por productos

del cuidado de la piel que contienen idebenona (Allemann, 2009).

Il Figura 26. Estructura quimica de la Idebenona

Licopeno

El licopeno, es un carotenoide que se encuentra en las frutas
rojas y en algunos vegetales y de hecho, es el responsable de su color
rojo. Presente bajo la membrana lipidica y la cubierta de la piel, no es
simplemente un pigmento, sino un poderoso antioxidante, que neu-
traliza los radicales libres, especialmente los derivados de oxigeno, re-
duce la peroxidacién lipidica, y evita el eritema causado por la
radiacion UV en la piel. El licopeno puede reducir el efecto perjudicial
que la RUV tiene sobre la piel y aumentar la proteccion a corto plazo
(quemaduras solares) y los efectos acumulativos de la exposicién al sol
(Goswami, 2013).
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Sus efectos quimiopreventivos contra tumores foto-inducidos
se han demostrado en modelos con ratones. A pesar de los pocos datos
clinicos disponibles, el licopeno se incluye en varios productos de cui-
dado de la piel (Allemann, 2009).

Il Figura 27. El tomate es una fuente natural de licopeno

Se ha demostrado que su consumo diario tiene un importante

efecto adyuvante para contrarrestar el fotoenvejecimiento de la piel
(Costa, 2012).

Il Figura 28. Estructura quimica del licopeno
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Vitamina C

En los seres humanos, la vitamina C (dcido ascérbico) puede ob-
tenerse Unicamente a partir de los alimentos, tales como frutas citricas.
La luz del sol y la contaminacién ambiental pueden agotar la vitamina
C presente en la epidermis y dado que la vitamina C es un potente an-
tioxidante, mejorar sus niveles en la piel parece razonable. La vitamina

C existe predominantemente en su forma reducida, el 4cido ascérbico.

Bl Figura 31. Fuente natural de Vitamina C

Su forma oxidada, dehidro-L-acido ascérbico se puede encontrar
en cantidades de trazas y puede volver de nuevo a acido ascorbico. Sin
embargo, si el anillo de lactona se abre irreversiblemente, se forma
acido dicetogulénico, que ya no estd activa. Esto sucede cuando los pre-
parados de vitamina C se oxidan, que quedan sin efecto e inservibles.
Por esta razon, las formulaciones de vitamina C debe mantenerse en
envases resistentes a la luz y herméticamente cerrados, para evitar la

exposicion a los rayos UV o al aire.
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Bl Figura 29. Estructura quimica del licopeno Semilla de Uva

La accion de la vitamina C tépica como fotoprotector se ha es-
tudiado tanto in vitro como in vivo, lo que demuestra sus efectos en la
prevencion de los danos del sol mediante la reduccién de células de
quemaduras solares y la disminucion de eritema por UVA y UVB. La adi-
cion de vitamina C tépica a cualquier protector solar UVA o UVB ha de-
mostrado mejorar la proteccién contra el sol cuando se compara con
la proteccion solar individualizada (Allemann, 2009).

Peroxidacion de
lipidos y
macromoléculas

Py

[

Bl Figura 31. Fuente natural de Vitamina C
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Ademas, la adicidn de vitamina C tépica a productos para des-
pués del sol (aftersun) ha demostrado que es util para secuestrar las
especies oxidativas inducida por la radiacion ultravioleta. El ascorbato
se requiere para la sintesis del colageno y la adicién de acido ascor-
bico aumenta la produccién de colageno en los fibroblastos de la piel
humana. Al mismo tiempo se puede reducir la produccién de elastina
por un mecanismo desconocido. Diversos estudios en humanos han
demostrado una mejora en la apariencia de las arrugas después de la
aplicacion topica de vitamina C (Allemann, 2009). Sin embargo, son
necesa- rios mas ensayos clinicos para desentraiar todos los efectos
de la vitamina C en la piel y el envejecimiento. Los preparados de vi-
tamina C son utiles en la prevencion o disminucion de los efectos per-
judiciales de la radiacion UV, aunque algunos pacientes experimentan
molestias minimas (escozor e irritacién leve) a partir de la aplicacién
tépica (Allemann, 2009).

Té Verde

El té verde es una bebida muy popular, asi como un antioxidante,
que se extrae de la planta Camellia sinensis. Existen 4 catequinas poli-
fendlicas principales, de los cuales, la 3-galato epigalocatequina (EGCG)
es la mas abundante y biolégicamente activa. Los polifenoles del té
verde (GTP) no solo poseen actividad antioxidante, sino que también
actuan como agentes anti-inflamatorios y anticancerigenos (Wang,
1991). GTP se puede administrar bien por via oral o tépica. Con diversos
estudios in vitro e in vivo, el té verde es probablemente el antioxidante
mas estudiado (Afac, 2006).
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Il Figura 31. Fuente natural de Vitamina C

En aplicacion tépica in vivo, los GTP ha demostrado que supri-
men la quimio y fotocarcinogénesis en ratones y que contribuyen a
evitar el dano oxidativo inducido por RUV y la induccion de la matriz
de las metaloproteinasas. En la piel humana, los GTP reducen el eri-
tema inducido por UV, el nimero de células de quemaduras solares,
la inmunosupresién, y dafio del ADN. A pesar de los pocos datos que
existen sobre su aplicacion en seres humanos, existen numerosos pro-
ductos de venta libre que contienen té verde, y el uso de ellos cada
manana para la fotoproteccion en combinaciéon con un filtro solar
tiene sentido. Como con la mayoria de los antioxidantes, no existen
ensayos clinicos controlados y la concentracion de fenoles en los di-
ferentes productos no estd estandarizada. Existen en el mercado dis-
tintos tipos de formulaciones cosméticas segun su forma farmacéutica

0 galénica.
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Silimarina

La silimarina, derivado de la planta de cardo mariano, Silybum ma-
rianum, es un flavonoide polifenélico natural. Su componente principal
silibina (silibinina), se considera que es la mas activa biolégicamente con
potentes propiedades antioxidantes. Estudios in vivo han demostrado
efectos fotoprotectores con silibina aplicado tépicamente antes o inme-
diatamente después de la radiacion UV. Asi, hay pruebas razonables para

incluir el compuesto en protectores solares. (Allemann, 2009)

HO O

OH O
OH

Il Figura 33. Estructura quimica de la Silimarina

CoffeeBerry ©

CoffeeBerry ® (FutureCeuticals VDF) es el nombre propio para un an-
tioxidante extraido de la fruta de la planta de café arabica Coffea. Se ha de-
mostrado que es un antioxidante mas fuerte que el té verde, extracto de
granada, vitaminas Cy E.41 Contiene polifenoles, que son bien conocidos
por sus propiedades antioxidante. En 2007, fue lanzado un producto que

contiene polifenoles CoffeeBerry ® 1% (Revaléskin ™, Laboratorios Stiefel).
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Bl Figura 34. Fuente natural de CoffeeBerry °®

La compainia afirma que su uso durante un periodo de 6 sema-
nas puede resultar en una mejora significativa de la hiperpigmentacion,
lineas finas, arrugas y aspecto general. Ademads, no ha habido informes
deirritaciéon en los pacientes con piel sensible. Sin embargo, son nece-
sarios estudios aleatorios y controlados en humanos para evaluar los
efectos antioxidantes de los preparados tépicos que contienen extracto
de CoffeeBerry ® (Allemann, 2009).

Resveratrol

El resveratrol es un compuesto antioxidante polifendlico fitoale-
xina que se encuentra en las uvas, nueces, frutas y vino tinto, entre otros.
Estudios in vitro e in vivo han demostrado que, cuando se aplica tépi-
camente, el resveratrol protege contra el dano cutaneo e inhibe el es-
trés oxidativo mediados por UVB. No obstante, no existe demostracion
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cientifica de sus efectos sobre la piel humana y el fotoenvejecimiento,
aunque se incluye en algunos productos que dicen tener beneficios an-

tienvejecimiento (Afac, 2006).

OH

HO
OH

B Figura 35. Estructura quimica del Resveratrol

Semillas de uva

Las semillas de uva se extraen de Vitis vinifera y son ricas en
proantocianidinas, que pertenecen a la familia de los flavonoides. Las
proantocianidinas son potentes antioxidantes, con fuerte inhibidor de

la actividad de radicales libres, mas incluso que las vitaminas Cy E.

Mittal, et al. (2003), sugirieron un posible mecanismo antioxi-
dante de la fotoproteccién de las proantocianidinas de semillas de uva
(SGP) que han demostrado su capacidad de inhibir la deplecion de los
componentes antioxidantes que induce la radiacién de UVB. La aplica-
cion topica de extracto de semilla de uva parece mejorar el factor de
proteccion solar en humanos si se incluye en formulaciones tépicas cos-

méticas para antienvejecimiento.
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Bl Figura 36. Semilla de Uva

Granada

Los extractos de granada se pueden conseguir de varias partes
de la fruta Punica granatum, tales como el zumo, las semillas, y la cas-
cara. En particular, los componentes fenélicos tienen potente actividad
antioxidante. La aplicacion tépica del extracto de cascara in vivo, de-
mostré su capacidad de restaurar las actividades enzimaticas de la ca-
talasa, peroxidasa y superéxido dismutasa. In vitro, el extracto de fruta
ha demostrado mejorar el dano mediado por UVA y proteger contra los
efectos adversos de la radiacién UVB. El extracto de granada esta dis-
ponible en diversos productos de cuidado de la piel (Afac, 2006). Se ha
demostrado que su incorporacién a férmulas fotoprotectoras mejora
el dafo de las quemaduras solares frente a los grupos patrén (Goswami,
2013). Existen estudios que demuestran los efectos protectores de la
granada contra el dano celular inducido por UVAy UVBy el uso poten-
cial de los polifenoles de la granada en aplicaciones tépicas (Pacheco-
Palencia, 2008)
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B Figura 37. Granada

Genisteina

La genisteina es una isoflavona derivada de la soja con capacidad
para inhibir el dafio oxidativo de ADN inducido por RUV. La genisteina,
ya sea aplicada por via topica o suplementado por via oral, ha demos-
trado proteger eficazmente la piel humana contra el fotodano inducido
en la piel por RUVB. Se incluye en diversos productos como cremas hi-
dratantes faciales, protectores solares y otras formulaciones de cuidado

de piel que pretenden proveer efectos anti-envejecimiento (Afac, 2006).

HO o

OH o]
OH
5,7-Dihydroxy-3-(4-hydroxy-phenyl)-chromen-4-one
(genistein, isoflavone)

Il Figura 38. Estructura quimica de la Genisteina

112



[Il. Antecedentes

Pycnogenol

El Pycnogenol® es el nombre registrado de un extracto estanda-
rizado extraido de la corteza del Pino maritimo francés (Pinus pinaster).
El uso terapéutico del extracto de la corteza de pino ya fue descrito en
el Siglo 1V, y usado desde Hipdcrates en la medicina para enfermedades

inflamatorias y cicatrizacion de heridas.

Il Figura 37. Pinus pinaster es fuente natural de Pycnogenol

Posee una accion anti radicales libres muy potente, fruto de su
composicién en la que mas de un 65% de sus componentes son polife-
noles y procianidinas, pertenecientes a la familia de los flavonoides.
Entre sus acidos fendlicos, destacan los derivados del 4cido benzoico
(acido vainillico, acido gdlico...), acido cinamico, acido paracumarico,
acido cafeico y derivados tanto del acido cafeico como el ferulico. El

mayor componente del Pycnogenol® son las catequinas (Prieto, 2010).
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La aplicacién tépica de pycnogenol al 0,05%-0,2% demostré re-
duccion de la reaccion de quemadura solar inflamatoria en ratones. El
potencial de pycnogenol para proporcionar fotoproteccién para los
seres humanos ha sido investigado en administracién oral, demostrando
que se necesitaba un nivel de radiacién RUV significativamente elevado

para alcanzar un minimo de la dosis eritematosa (Allemann, 2009)

Niacinamida

Niacinamida, o nicotinamida, es la amida biolégicamente activa
de la vitamina B3. Ademas de su actividad antioxidante, también ha de-
mostrado que presenta actividad anti-inflamatoria, despigmentante y
propiedades immunomoduladoras. El uso de niacinamida se ha demos-
trado que mejora la textura y el tono de la piel y reduce las lineas finas,
arrugas, e hiperpigmentacion. La niacinamida tépica se tolera bieny se

pueden encontrar en varios productos de cuidado de la piel.

O
|
C —— NH;
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Py s
N

Bl Figura 40. Formula Niacidamida
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Aloe vera

Las hojas de Aloe vera y A. barbadensis son el origen de gel de
aloe vera. El gel de aloe vera se utiliza ampliamente en cosmética para
hidratacién y revitalizacion. Bloquea los rayos UVA 'y UVB y contribuye
a mantener y equilibrar la humedad natural la piel. La bradiquiinasa es
la enzima en el aloe que detiene las quemaduras de sol al estimular la
intervencion del sistema inmune. Acemannan que es el D- isémero de
mucopolisacarido, inicia la fase de reparacion y el aumento de la pro-
duccién de fibroblastos y el colageno. Los extractos de Aloe y aloina de
la planta suelen tener picos espectrofotométricos a aproximadamente
297 nmy por lo tanto, puede actuar como un filtro solar para la piel asi
como el pelo (Goswami, 2013).

Con respecto a la formulacidn, existen en el mercado distintos
tipos segun su forma farmacéutica o galénica.

Bl Figura41. Aloe Vera
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Emulsiones

Las emulsiones son las formulas cosméticas mas adecuadas para
los productos antienvejecimiento. Dado que la piel senil es casi siempre
alipidica, puede ser adecuado realizar férmulas que posean la fase ex-
terna grasa, pero para evitar su adherencia se ha seleccionado como
férmula base una emulsion de fase externa silicona, cuya elaboracion
puede realizarse en frio y que puede contener o no glicerina.La selec-
cion de ingredientes es una tarea complicada, ya que la oferta es muy
amplia. A titulo orientativo, se considera importante la presencia de un
filtro solar y un antioxidante en la fase oleosa, y de un secuestrador de
radicales libres y un extracto acuoso de actividad regeneradora en la

fase acuosa.

Geles

Los geles han perdido algo de aceptacién, aunque su posible for-
mulacién en frio facilita la estabilidad de la férmula. Se ha seleccionado
como férmula base un gel realizado con un polimero acrilico que incor-
pora un tensioactivo y un hidrocarburo, para ofrecer el aspecto de una

emulsion.

Para seleccionar los ingredientes se puede recurrir a un lipoami-
noacido adecuado para secuestrar radicales libres e impedir la peroxi-
dacién de los lipidos cutaneos y la oxidacion de las proteinas cutaneas,

filtro solar y liposomas.
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Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas por las plantas, que dan el aroma caracteristico a algu-
nas flores, arboles, frutos, hierbas, especias, semillas y a ciertos extractos

de origen animal (almizcle, civeta, ambar gris).

Un aceite esencial esta constituido por cientos de sustancias
distintas. Generalmente los componentes mayoritarios son hidrocar-
buros terpénicos (sin aroma o con poco aroma) y los minoritarios son
los responsables del aroma caracteristico del aceite esencial y quedan
englobados en distintas familias quimicas. Estos son: hidrocarburos
terpénicos (terpenos y terpenoides) aldehidos (aldehido benzoico,
aldehido cindmico, butanol, propanol), acidos (acético, palmitico), al-
coholes (linalol, geraniol, mentol); fenoles (anetol, eugenol), ésteres
(acetato de linalilo, acetato de geranilo), cetonas (tuyona) y otros com-
ponentes (como éteres, derivados nitrogenados, sulfuros, tioéteres,

tioestéres).

En menor concentracién se encuentra un nimero no muy alto
de sustancias quimicas volatiles, que son las responsables principales
del aroma global del aceite esencial. Por ultimo, tenemos gran cantidad
de sustancias a muy baja concentracidon que presentan la caracteristica

de “redondear” el aroma global.

Otros componentes del aceite esencial no estan relacionados
con su aroma (ceras, acidos...), pero si pueden tener su importancia
para determinadas aplicaciones y pueden actuar como conservantes,
antibidticos o fijadores del aroma en el aceite esencial. Se trata de pro-
ductos quimicos intensamente aromaticos, no grasos (por lo que no se

enrancian), volatiles por naturaleza (se evaporan rapidamente) y livianos
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(poco densos). Son insolubles en agua, levemente solubles en vinagre
y solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Se oxidan por
exposicion al aire. Se han extraido mas de 150 tipos, cada uno con su
aroma propio y “virtudes curativas Unicas”. Proceden de plantas tan co-
munes como el perejil y tan exquisitas como el jazmin. Para que den lo
mejor de si, deben proceder de ingredientes naturales brutos y quedar
lo mas puro posible.

En nuestro estudio, hemos utilizado dos aceites esenciales, el
aceite de almendras dulces y el aceite de crisalida del gusano de seda.

Bl Figura 42. Aceite esencial
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1. Aceite de almendras dulces

El almendro es un arbol de la familia de las Rosaceas (Prumus Dul-
cis). Tiene su origen en las regiones de Asia Central, donde es cultivado
desde hace siglos.

Il Figura 43. Almendro en flor

Hay almendras dulces y amargas: las dulces son las que presen-
tan mayores beneficios para el organismo, son nutritivas y de sabor
agradable, y contienen gran cantidad de aceite fijo, goma y mucilago
(azucar) y ademas no presentan toxicidad, a diferencia de la variedad
de almendras amargas.
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Il Figura 44. Flor del almendro

El aceite de almendras dulces se usa en cosmética como aceite
refinado, aunque puede obtenerse también con la técnica de prensado
en frio. La diferencia es que en el proceso de refinado pierde la intensi-
dad del aroma, que si se presenta en el prensado en frio; ésta es la razéon
por la que se prefiere el uso del primero en el dmbito de la cosmética.
Sin embargo, la ventaja del aceite de almendras dulces prensado en

frio, es que conserva todas sus propiedades.

Los beneficios de su uso son los siguientes:

- Suaviza todo tipo de piel, incluyendo pieles secas y escamosas.
Por sus propiedades emolientes, suavizantes e hidratantes, se

usa mucho en la industria cosmética.

« Esligeroy con un nivel de viscosidad adecuado para los masajes,

[pOr e€so se usa en spas.
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+ Se utiliza en aromatoterapia como aceite portador de otros acei-

tes esenciales.
« Proporciona brillo y suavidad a los cabellos estropeados.

- Tiene propiedades antiinflamatorias y se utiliza mezclado con

aceites vegetales para despejar la mucosidad de los tejidos.

« Posee efecto laxante, util para dolencias del sistema digestivo.

Bl Figura 45. Aceite de Almendras dulces

El andlisis cromatoldgico sefiala como acidos grasos predomi-
nantes el 4cido oleico con una fracciéon del 60%, el 4cido linoleico con
una fraccion del 20% y el acido palmitico con una fraccion del 4%. Por
su origen natural y vegetal,presenta una estupenda compatibilidad con
la piel y una escasa posibilidad de reaccién. Por esta razon, es ideal para

reparar y enriquecer el manto hidrolipidico de la epidermis.
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2. Aceite de crisalida del gusano de la seda (bombix mori).

|'..- i
| B

" 5

——
r-..._-
-
r

Il Figura 46. Aceite de crisdlida de gusano de
la seda

2.1. Origen

El gusano de seda también es conocido como la larva de la polilla
de la seda doméstica comun. Natural de China, esta especie fue intro-
ducida en Europa y Asia occidental en el siglo VI d.C. En la actualidad

ya no existe en estado silvestre y se cria con fines econémicos.

Existen distintas variedades y la mas importante produce tres
generaciones al ano. El color de la polilla adulta surgida del gusano de
seda es amarillo o blanco amarillento. Tiene el cuerpo grueso y peludo
y una envergadura de 3,8 cm. La polilla adulta tiene piezas bucales rudi-
mentarias y no come nada durante su breve fase de madurez. La hembra
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deposita unos 300-400 huevos azulados en cada puesta, que se adhie-
ren a la superficie plana por medio de una sustancia gomosa segregada
por la propia hembra. Tras la puesta, la hembra muere y el macho poco

después.

A los 10 dias las larvas salen del huevo. Miden unos 0,6 cm de
longitud y alcanzan los 7,5 cm cuando llegan a la madurez y también
un color gris amarillento o gris oscuro. Se alimentan de hojas de morera
blanca, lechuga o de naranjo de Luisiana. Las que son alimentadas con

hojas de morera son las que producen seda de mayor calidad.

Bl Figura 47. Xxxxxxxxx

A las seis semanas de salir del huevo, el gusano de seda comun
deja de comer y empieza a tejer su capullo. Teje una unica fibra que
forma el capullo, cuya longitud va de 300 a 1.500 metros. Una vez tejido,

el gusano de seda atraviesa una fase de pupa de unas dos semanas de
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duracién. Si se le permite llegar a término, emerge en forma de polilla
adulta. Sin embargo, al salir la polilla del capullo, lo desgarra, de forma
que lo inutiliza para su uso comercial. Esta es la razon por la que en la
produccion comercial de la seda, sélo se permite que salgan del capullo
el nimero de polillas necesarias para perpetuar la especie. Al resto, se

les da muerte mediante calor, por hornos o hirviéndolos.
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Bl Figura 48. Ciclo del Gusano de Seda

La sericicultura a partir de los gusanos de seda Bombyx se ex-
tendid a través de China, convirtiendo la seda en un articulo muy apre-

ciado, también en otros paises.
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Bl Figura 49. Origenes de la sericultura

En el ano 139 a.C. se abrié la mayor ruta mundial de comercio,
que abarcaba desde el este de China hasta el mar Mediterraneo y du-
rante miles de afnos, largas caravanas de asnos o camellos recorrieron
los caminos comerciando con Oriente, la India y Arabia. Por esta “Ruta
de la Seda” llegaban las especias y la seda de China. En el afio 300 d.C.
el secreto de la produccién de seda se habia transmitido por los mer-
caderes alaIndiay a Japdn, extendiéndose después por Asia, pero du-

rante tres milenios China exporté este tejido precioso con exclusividad.

En la Edad Media comenzo a extenderse el uso de la seda en la
Europa occidental, mientras que en China se convirtié en un don pre-
ciadoy los campesinos no tuvieron derecho a utilizarla hasta la dinastia
Qing (1644-1911). A Europa llegaron huevos de los gusanos de seda Y
semillas de moreras y se inici6 su produccion que, después, se extendid
a los Estados Unidos. En el siglo XVIII, Inglaterra lideraba la produccion
europea, gracias a las innovaciones en su industria textil, entre ellas con-
tar con mejores telares de seda, telares mecanicos y con el estampado
con rodillos. El proceso de industrializacién alcanzé su cuspide en el
siglo XIX. Entre 1855 y 1865, una epidemia, la enfermedad de Pébrine,

causada por un pequeio parasito, provocé grandes estragos en la in-
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dustria y fue el gran cientifico Louis Pasteur quien descubrié que se
podia prevenir a través de un simple examen microscépico de las poli-

[las adultas.

La Reta do lo Sede
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Bl Figura 50. Ruta de la seda

Aunque otras alternativas favorecieron su decline, la produccion
de seda hoy en dia es una combinacién entre técnicas antiguas y mo-
dernas y sus caracteristicas Unicas estan sirviendo para reactivar su in-
vestigacién y uso industrial en aplicaciones biotecnolégicas. China
vuelve a ser el principal productor de seda natural mientras que en
América es Brasil quien ocupa el lugar preponderante. http://cienciay-
salud.laverdad.es/6_3_48.html

La seda, es segregada por las glandulas sericigenas del gusano

de seda (Bombyx mori L.), que la utiliza para elaborar el capullo, una es-

tructura cerrada de proteccién en la que realiza la metamorfosis de
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larva a adulto. Antes de que el gusano de seda pase del estado de oruga
al de crisalida o ninfa, segrega alrededor de si mismo un capullo oval
de unos 2,5 cm de largo, que consiste en un hilo de seda, que es conti-
nuo y puede medir hasta 1.500 metros.

Silk cocoons Protein components of silk

Bl Figura 51. Componentes estructurales de la Seda (So-

Este hilo se compone de dos proteinas: una de ellas es la
fibroina, que es una proteina polimérica y lineal, que alterna dominios
amorfos y otros de lamina beta. Constituye el 70% del peso del capullo.
La otra proteina es la sericina, hidrosoluble y de estructura globular,
que mantiene unidos los filamentos de fibroina (Cenis, 2008).

La proteina fibroina consta de capas de l[aminas beta antipara-
lelas. Su estructura primaria se compone principalmente de la secuen-
cia de acido amino recurrente (Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala). La proporcion
grande de glicina y alanina hace posible el embalaje hermético de las
hojas, lo que contribuye a la estructura rigida de seda, que no se puede
estirar (resistencia a la traccion).
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Bl Figura 52. Fibra de sea formada por dos filamentos
de fibroina unidos por sericina

La fibroina se dispone en tres estructuras llamadas sedal, Il y lll. La
seda | es la forma natural de la fibroina, tal como es emitida desde las
glandulas de seda de Bombyx mori. La seda Il es la disposicion de las mo-
léculas fibroina de seda hilada, que tiene una mayor resistencia y se utiliza
a menudo en diversas aplicaciones comerciales. La seda lll es una estruc-
tura recién descubierta de fibroina. Se forma principalmente en solucio-

nes de fibroina en una interfaz (de aire y agua, de agua y aceite, etc.).

Bl Figura 53. 53 Estructura de la Fibroina
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La seda es mucho mas resistente que un cable de acero de simi-
lar grosor y muchisimo mas elastica. Se dice que un cable de seda del
grosor de un lapiz seria capaz de detener a un Boeing 747 en pleno
vuelo. La combinacién de rigidez y resistencia hacen que el material sea
aplicable en varias areas, incluyendo la biomedicina y la fabricacion tex-
til. Ademas, presenta caracteristicas que la hacen muy interesante como
biomaterial (Cenis, 2008):

a) Es un material de naturaleza proteica, altamente biocompati-
ble. No se verifica rechazo ni respuesta inflamatoria en los tejidos
donde se injerta. El rechazo ocasional que se ha reportado con
algunas suturas, se atribuye a la contaminacion de la fibroina con

sericina.

b) Presenta una gran resistencia mecdanica a traccion, junto a una

gran flexibilidad.

¢) Es biodegradable, pero a un ritmo mas lento que en otros bio-
materiales organicos, lo que permite una mejor consolidacién
de los tejidos. En dos afnos se reabsorbe totalmente y no se en-

cuentran rastros de la misma en los tejidos.

d) Puede elaborarse en diferentes configuraciones, segun las ne-
cesidades: geles, films, matrices porosas 3D, microfibras y mi-

croesferas.

e) Su produccion es sencilla y sostenible. La cria del gusano de
seda es sencillay de bajo coste, si se dispone de morerasy la ela-
boracién de los materiales se hace predominantemente en

medio acuoso con técnicas relativamente simples. ’

f) Presenta la interesante propiedad de tener una superficie al-
tamente reactiva. Su superficie presenta grupos carboxilo termi-
nal a los que se pueden unir de forma covalente péptidos tales
como el motivo RGD (8), hormonas, tales como la PTH (8), y
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factores de crecimiento, tales como la BMP-2 (bone morphoge-
netic protein-2) (4, 5, 7). Estas proteinas favorecen, de forma muy
significativa, tanto la adhesién como el desarrollo de los cultivos
celulares implantados sobre la matriz.

La Sericina es un albuminoide proteico, insoluble en agua fria,
que recubre los dos filamentos sencillos de fibroina de la seda cruda.
Se descomponen facilmente en varios aminodacidos (como todas las
proteinas), siendo los mas importantes la alanina, la tirosina, la glicocola

y la leucina. La férmula empirica dada por Grover es la de C15H25N506.

La sericina es normalmente desechada en el proceso textil, aun-
que tiene diversas aplicaciones en medicina y sobre todo en cosmética.
La sericina es especialmente rica en serina, un aminodcido capaz de re-
tener el agua y de regular el grado de hidratacion de la piel y del cabello.
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F. MODELOS EXPERIMENTALES DE
FOTOENVEJECIMIENTO

Existen numerosas evidencias epidemioldgicas y clinicas que re-
lacionan las radiaciones ultravioleta solares con el fotoenvejecimiento
cutaneo o dermatoheliosis como ha sido denominado también por
Oppel (2004). A su paso a través de los tejidos, estas radiaciones pueden
originar estrés oxidativo, que seria el responsable de las alteraciones ti-
sulares que tendran lugar tanto en la epidermis como en la dermis, pues
van a afectar a las membranas celulares y a las de los organulos, asi
como a la sintesis de aminodcidos (Lavker, 1995) y a lainmunosupresion
(Wlaschek, 2001; Nishigori, 2004).

Asimismo, pueden provocar la dimerizacién de las bases pirimi-
dinicas del ADN (Ananthaswamy, 1998) generando mutaciones. Estas
alteraciones constituyen la base patogénica del espectro de las lesiones
que caracterizan al denominado fotoenvejecimiento y a la fotocarcino-
génesis cutaneos (Matsumura, 2002; Gomez, 2007)

Aunque tanto por motivos metodoldgicos como por motivos éti-
cos, es imposible demostrar que la RUV, especialmente la RUVB, es
capaz de ocasionar cancer cutaneo en el ser humano, hay suficientes
datos clinicos, epidemiolégicos y modelos experimentales en animales
para poder afirmar que la RUV es la causa mas importante de la presen-

cia de cancer cutaneo no-melanoma en la raza blanca (Borrego, 2008).
La exposicién cronica a las radiaciones solares provoca también

el envejecimiento patoldgico de la piel (fotoenvejecimiento) y es uno
de los principales factores etioldgicos implicados en el desarrollo del
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cancer cutaneo. Debido a la gran similitud de las lesiones desarrolladas
por los animales, con las que tienen lugar en la piel humana tras la ex-
posicidn crénica a las radiaciones ultravioleta, consideramos estos mo-
delos experimentales, idoneos para el estudio del fotoenvejecimiento
y la fotocarcinogénesis, asi como para el ensayo de sustancias antioxi-

dantes y fotoprotectoras (Cano, 2010).

Existe numerosos estudios en la bibliografia sobre modelos ex-
perimentales en diferentes animales: miniature pigs (Kligman, 1982), co-
bayas (Kreuzmann, 1990), ratas (Nakamura, 1968), raton Swiss (pelo
blanco), ratén hairless (HR-1, SKH1, SKH2 y CBA) e incluso peces (xip-
hophorus, medaka y oez cebra) (Kurita, 2004). A continuacion se incluye
un resumen cronoldgico de los estudios mas relevantes encontrados
en la bibliografia, que confirman la validez de los modelos animales

experimentales para el estudio del fotoenvejecimiento:

La mayoria de los experimentos utiliza roedores (Rodentia), por-
que poseen las caracteristicas necesarias para los estudios de envejeci-
miento de la piel. Los ratones y ratas, en particular, son un buen modelo
para muchas enfermedades humanas, incluyendo los desérdenes de la
piel (Flores, 2010).

En 1960, Winkelmann y colaboradores informaron acerca de
unos ratones sin pelo que, como los humanos, desarrollaron carcino-
mas de células escamosas como resultado de la exposicion crénica ala
RUV. A partir de entonces, el ratéon sin pelo se convirtié en el animal de

eleccion para los estudios de carcinogénesis por RUV.
En el primer intento para observar los dafios del tejido conectivo

por efecto de la radiacién ultravioleta se utilizaron los ratones Dublin
Imprinting Control Region (ICR) Albino Random Bred. Sam et al. (7964)

132



[Il. Antecedentes

afeitaron los lomos de los ratones y los sometieron a una exposicion a
largo plazo con UV, siendo los primeros en describir la proliferacién de
elastosis. Este estudio no diferenciaba entre la radiacion UVA y UVB,
pero sirvio para recrear el efecto de la exposicion al sol de los humanos,
algo que tampoco habia logrado otro modelo animal, como los que uti-
lizaban cobayas. Sin embargo, el estudio usé dosis de radiacion ultra-
violeta que excedia la normalmente experimentada por los humanos,
por lo que se creyd que los tumores desarrollados por los ratones eran
diferentes de los producidos en el hombre. Por tal motivo, concluyeron
que el ratén albino no era el modelo mas apropiado para la elastosis y
volvieron al estudio con ratdn sin pelo. Debido a esto y a un informe de
Winkelmann (7960), en el cual se discutia sobre otro experimento que
produjo en ratones sin pelo los mismos tumores que los observados en
humanos, se eligio el ratén sin pelo, Hairless mouse, como el animal

de eleccién para estos modelos experimentales (Flores, 2010).

En otro estudio, disefiado fundamentalmente para evaluar los
efectos de un protector solar, Snyder y May (7975) observaron que el
ratén sin pelo y sin proteccion desarrollo elastosis. No obstante, el pri-
mer estudio disenado especificamente para inducir elastosis en un
ratén sin pelo fue realizado en 1980 por Berger. Estos investigadores
utilizaron ratones albinos desnudos (NGI), un animal que normalmente
tiene poco desarrollada la red de fibras elasticas y los foliculos pilosos,

gue no son completamente activos (Kligman, 1991).

Desde entonces, numerosos experimentos han producido elas-

tosis a partir de la exposicion a la radiacion ultravioleta.
Para evaluar la capacidad de los protectores solares sobre el

dafno actinico del tejido conectivo, fueron irradiados grupos de ratones
sin pelo con [amparas solares Westinghouse FS20, tres veces por se-
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mana durante 30 semanas (Kligman, 1982). Cada exposicidn, constituida
principalmente por los rayos UV-B y los menos energéticos UVA, fue de
aproximadamente 6 dosis de eritema minima en humanos. Un grupo
de animales recibio sélo la irradiacion. Los otros 2 grupos se trataron,
antes de la irradiacion, con protectores solares de factores de protec-
cion solar bajo o alto (SPF 2 y SPF 15, respectivamente). Las biopsias de
piel se tomaron a intervalos de 10 semanas y se tifieron con diversas
tinciones histoquimicas para revelar cambios en la dermis. Los animales
irradiados no protegidos mostraron un gran aumento de fibras de reti-
culina, fibras elasticas, mucopolisacaridos neutros y acidos y la produc-
cion de melanina. El SPF 15 impidio los danos actinicos, mientras que
el protector solar SPF 2 fue menos eficaz. Estos efectos fueron corrobo-
rados por microscopia electrénica. Un hallazgo histolégico sorpren-
dente fue la capacidad de reparacion de la dermis en el periodo

posterior a la irradiacion.

Johnston (7984) expuso a los ratones sin pelo a radiacién UVA 'y
UVB para valorar los efectos de la exposicion. Los cambios en el tejido
conectivo fueron monitorizados mediante el ensayo de hidroxiprolina
y desmosina como una indicacion de las concentraciones de colageno
y de elastina, respectivamente. Las actividades de la prolil-hidroxilasa
y coldgeno glucosil-transferasa, enzimas que participan en la biosintesis
de colageno, también se ensayaron. La concentracion de elastina se in-
crementd significativamente en los ratones tratados con RUVA o RUVB.
La concentracién de coldgeno no se vio afectada por los tratamientos,
pero la actividad de la prolil hidroxilasa, que refleja la capacidad sinté-
tica de colageno, se redujo en los ratones tratados con RUVA, mientras
que la actividad glucosil-transferasa coldgeno se mantuvo sin cambios.
La irradiacion de la prolil-hidroxilasa humana purificada con RUVA in
vitro originé disminucién de la actividad enzimatica a dosis mas altas,

mientras que la RUVB no tuvo ningun efecto. Los resultados indican que
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los cambios definitivos en la bioquimica de los tejidos conectivos dér-

micos pueden ser inducidas por la exposicion de los ratones a la RUV.

Otro modelo correspondid al ratén sin pelo ligeramente pig-
mentado (Oslo/BOM cepa endogamica) que fue utilizado por Poulsen
en 1984 para estudiar la elastosis con diferentes combinaciones de UV-B
y UV-A. Se obsevé ausencia de elastosis significativa cuando se aplicaba
exclusivamente RUV-A durante 3 6 6 meses, mientras que cuando se apli-
caba solo la RUV-B, se desarrollaba una elastosis moderada después de 3
meses. Por otra parte, la exposicion secuencial a la radiacion RUVB y una
gran dosis de RUVA produjo una elastosis severa y una dosis moderada
de RUVA, administrada simultaneamente con RUVB, produjo una ligera

reduccién del grado de elastosis frente a los RUVB individualizada.

Los miniature pig (cerdos miniatura) fueron utilizados también
como modelo animal para el estudio del fotoenvejecimiento (Fourtar-
nier, 1989). Los animales se expusieron tres veces por semana durante
un periodo de 14 meses con dosis suberitogénicas de rayos UVB y UVA.
Mostraron engrosamiento del estrato cérneo, aumento de las fibras
elasticas y de los glicosaminoglicanos en la dermis superior, aumento
de la laxitud con mayor extensibilidad, aumento de la densidad de los
vasos y disposicion mas desordenada de haces de colageno, con pe-
guenas alteraciones en la bioquimica del colageno. Estos cambios son
similares a los de la piel humana fotoenvejecida, aunque mas leves en
grado, atribuible a la baja dosis total de radiacion ultravioleta, lo que

valida el modelo experimental animal.

En la actualidad, los ratones sin pelo mas utilizados en modelos
de fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis son los SKH-1 (albino) y
SKH-2 (ligeramente pigmentada). Criados originalmente en Skin and

Cancer Hospital of Temple University Health Sciences Center en Filadel-
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fia, las colonias de ratones son ahora mantenidos en los laboratorios y
establecimientos comerciales en todo el mundo. El SKH-1, es el mas am-

pliamente utilizado (Kligman, 1982).

El ratén de laboratorio, como se ha mencionado, se ha conver-
tido en el mamifero de eleccidn para el estudio de la mayoria de siste-
mas bioldgicos y patoldgicos. Esta eleccidn se basa fundamentalmente
en su pequeno tamano, la facilidad de mantenimiento, alta fecundidad,
bajo coste y otras consideraciones logisticas; ademas, estas considera-
ciones han sido superadas por la gran cantidad de datos genéticos dis-
ponibles en esta especie y los numerosos métodos que se han desa-

rrollado para manipular el genoma del raton.

La mutacion del ratdn que personifica un defecto en el ciclo del
cabello es el sin pelo (HR) del ratdn y sus alelos rinoceronte (hrrh). Estos
ratones tienen un alelo mutado en el gen “sin pelo” (hr), hairless gene,
que se encuentra en la posicion 70 Mb del cromosoma 14 (Benavides,
2009) Los restos foliculares también se convierten en quistes dérmicos
profundos que pueden romperse causando granulomas a cuerpo ex-

trano y la cicatrizaciéon (Sundberg, 2001).

La radiacion UV produce cambios en estos ratones, que son com-
parables a los de la piel humanay por tanto, son muy relevantes. El es-
pectro de accion de la respuesta aguda a la RUV en el ratén sin pelo es
comparable a la del eritema solar en los seres humanos y los cursos de
tiempo para ambas respuestas son similares (Cole, 2010). Ademas, el
dano producido en el tejido conectivo, también es analogo al sufrido
por el hombre (Kligman, 1982).

Schwartz (71988) establecié un modelo experimental en el que
irradiaron ratones sin pelo tres veces a la semana, durante 10 semanas,
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con RUVA y RUVB, estudiando la piel con técnicas inmunohistoquimicas
y bioquimicas. La inmunofluorescencia indirecta se realizé con anticuer-
pos dirigidos contra la elastina, proteinas microfibrilar y fibronectina,
observandose aumento de la fluorescencia en la piel actinica dafada.
Los componentes de las fibras elasticas, elastina y proteinas microfibri-
lar, fueron aislados y cuantificados. La piel de control contenia aproxi-
madamente 0,1 % de componentes de fibras elasticas de peso en seco,
mientras que la piel actinica dafado contenia 0,2 % de peso en seco.
Estos datos coinciden con las observaciones anteriores de la hiperplasia
de fibras elasticas en los ratones irradiados RUV. Ademas, la piel irra-
diada contenia 1,12 mg de fibronectina extraida por gramo de peso en
humedo, en comparacion con 0,59 mg en la piel del control, asi como
mayores cantidades de acido hialurénico y sulfato de condroitina (con-
tenido de acido urénico). Esos estudios corroboran la validez de la RUV

sobre ratones sin pelo como modelo de fotoenvejecimiento dérmico.

Hirose (71988) describio las fibras elasticas normales de un ratén
hairless y su degeneracion progresiva con el aumento de la exposicion
a la radiacién ultravioleta. El estudio establece las diferencias y simili-
tudes de las fibras elasticas animales y humanas. Asimismo, se ha de-
mostrado ampliamente que este ratdn sin pelo es un modelo relevante
para el estudio sistematico del fotoenvejecimiento (Kligman, 1989). Al
igual que en los seres humanos, con la radiacion ultravioleta crénica,
estos ratones desarrollan hiperplasia de fibras elasticas, seguida de elas-
tosis y degradacion de la ultraestructura. El colageno esta dafado y su
metabolismo se altera, mientras que los bajos niveles de proteoglicanos
y glicosaminoglicanos aumentan de forma importante en situacion
basal. Con este modelo, Kligman describio los efectos sobre el tejido
conectivo dérmico de RUVB (290-320 nm) y RUVA (320 a 400 nm), asi
como la combinacién de los dos. También se evaluaron los efectos de

los protectores solares, encontrando que un porcentaje significativo de
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dano solar se reparé cuando acababa la irradiacién ultravioleta. Por de-
bajo de la epidermis, en una zona de elastosis, se observaba una banda
de nueva dermis. Ademas, la mejora de la reparacién se logré con todas
las formas tépicas del 4cido trans-retinoico en un tiempo y modo dosis-

dependiente.

Schwartz (7989) demuestra en la piel de ratones, mediante téc-
nicas inmunohistoquimicas y bioquimicas que la exposicién crénica
de la piel a la luz del sol ocasiona un grave dafo tisular en la dermis,
que se caracteriza por la degeneracion baséfila del coldgeno y la acu-

mulacion de material derivado de la elastosis.

También en 1989, Bissett desarroll6 los protocolos y métodos
para el uso del ratén sin pelo (SKH: HR-1) como modelo animal para
evaluar agentes fotoprotectores contra el dafo solar crénico. Desarrolla
papilomas y carcinomas en respuesta a la exposicion a la radiacion ul-
travioleta cronica (RUV) y, por lo tanto, es una herramienta valiosa para

la evaluacion de agentes potenciales contra el cancer.

Por otra parte, existen estudios que demuestran que los polife-
noles del té verde (GTP) poseen actividad antigenotoxica significativa
y estan provistos de una proteccion contra hidrocarburos policiclicos
aromaticos relacionados con la induccion de tumores de piel en rato-
nes.Wang (7997) evalu6 el efecto de la alimentacion oral y la aplicacion
topica de GTP en la carcinogénesis por ultravioleta B (RUVB) en hembras

de ratones SKH-1 sin pelo.

Moloney (7992) definié los cambios cuantitativos y cualitativos
en el colageno y la elastina dérmica que se producen en respuesta a la
radiacion ultravioleta crénica (RUV). Para ello, utilizé6 un modelo expe-

rimental con ratones SKH-1, ratones sin pelo, que fueron irradiados con
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dosis suberitematosa de UVB, tres veces a la semana, durante un ma-
ximo de 20 semanas. El engrosamiento dérmico fue evidente después
de 10 semanas de irradiacion, asi como cambios en la elastina dérmica
y el contenido de coladgeno; sin embargo, la formacién de arrugas pre-
cedié a dichos cambios, por lo que este estudio no pudo establecer una
relacién causal entre la formacién de arrugas y cambios en el contenido

de proteinas dérmicas estructurales en SKH-1 ratones sin pelo.

Existen diversas publicaciones del equipo de investigacion lide-
rado por Schwartz (1995), que han utilizado el ratén sin pelo SKH-1 para
diferentes estudios: en anteriores, se habia demostrado que el trata-
miento con tretinoina tépica en ratones sin pelo fotoenvejecidos era
util para estimular la formacién de una zona subepidérmica de nuevo
tejido conectivo caracterizado por la sintesis de coldageno mejorada. En
1995, se publico este estudio sobre ratones sin pelo (SKH-1), que seirra-
diaron tres veces por semana, durante 10 semanas, con dosis gradual-
mente crecientes de radiacion ultravioleta (hasta 4,5 dosis minima de
eritema por la exposicién) por bombillas Westinghouse FS-40. Se divi-
dieron en diferentes grupos segun el tratamiento recibido 5 veces a la
semana, durante otras 10 semanas: tretinoina al 0,05%, etanol, vehiculo
de glicol de propileno. Los controles incluyeron ratones sacrificados
después de 10 semanas de tratamiento ultravioleta y los animales no
tratados fueron emparejados por edad. La distribucién de la elastina 'y
fibronectina se examind por microscopia de inmunofluorescencia, que
revel¢ fibrillas finas. En la zona subepidérmica, en el grupo tratado con
tretinoina, un ensayo de inmunounién ranura-blot cuantitativo mostré
que la tretinoina indujo una cantidad tres veces mayor de tropoelastina
en comparacion con los controles. El contenido de elastina insoluble
(niveles desmosina) fue similar en todos los grupos. El contenido de fi-
bronectina se aumento por la radiacion ultravioleta y el tratamiento con

tretinoina indujo el mayor aumento. En contraste, la cantidad de glico-
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saminoglicanos, aunque aumentd por la radiacién UVB, se redujo me-

diante el tratamiento tretinoina.

Bernstein (71995) investigd en una linea de ratéon transgénico que
expresa el promotor de elastina humana, ligada a un gen acetil- trans-
ferasa de cloranfenicol, los efectos de la radiacion ultravioleta Ay ultra-
violeta B sobre la actividad del promotor de elastina humana in vivo e
in vitro. La irradiacion de ratones con una sola dosis de ultravioleta B
(491,4 mJ/cm2 ) ocasiond un aumento de hasta 8,5 veces en la actividad
del promotor, mientras que un aumento mas modesto de 1,8 veces se
midié con ultravioleta A (38,2 J/cm?). Ademas, los estudios in vitro re-
velaron a largo plazo un aumento en la actividad del promotor de la
elastina, en respuesta a la radiacion ultravioleta B (55 mJ/cm?), mientras
que no se observod ningln cambio en la respuesta a la radiacion ultra-
violeta A (2,2 J/cm?). Estos resultados confirman el papel de la radiacién
ultravioleta B en la activacién del promotor de elastina en el fotoenve-

jecimiento.

Takema (7996) describié un modelo experimental sobre hembras
de ratones albinos sin pelo, que fueron irradiados cronicamente con
dosis suberitématdgenas de la radiacion RUVB. El colageno se extrajo
de la piel dorsal de los ratones y fue fraccionado en (NSC), fracciones
solubles en acido (ASC) e insoluble neutros sal soluble (ISC). En cada
grupo, se encontré una disminucién exponencial relacionada con la
edad en el contenido y la proporcién de colageno soluble en acido. El
contenidoy las proporciones de ASC de ratones irradiados fueron siem-
pre significativamente mas bajos que los de los animales de control. Se
observaron ligeras disminuciones relacionadas con la edad en el con-
tenido (por peso fresco de los tejidos) de NSC, ISC y el colageno total
en el grupo control. Una disminucion dramatica en la ASC se produjo
casi de forma concomitante con la formacion de arrugas en los ratones

140



[Il. Antecedentes

irradiados. La disminucion de colageno de la piel soluble en acido en
ratones irradiados puede desempenar un papel en la formacién de arru-

gas en la piel dorsal del raton sin pelo.

Chaqgour (71996) investigo el efecto del acido trans-retinoico (t-
RA) sobre el coldgenoy la expresion génica de colagenasa en la piel de
ratén sin pelo, demostrando que puede reparar algo del dafo tisular
causado por la exposicion crénica de la piel a la radiacion UV, conclu-
yendo de que el t-RA tépico ejerce efectos directos y/o indirectos en la
expresion de genes de colageno, en la piel de ratones sin pelo irradia-

dos y noirradiados.

Estudios bioquimicos y moleculares posteriores han revelado
que la activacion de la expresion del gen elastina, con aumento de la
actividad transcripcional de otros genes de la matriz extracelular, es un
evento temprano en el fotoenvejecimiento. Partiendo de esta premisa,
Uitto (1997) desarrollé una linea de investigacién con ratones transgé-
nicos, que expresan el promotor de la elastina humana, ligado a un gen
reportero de la cloranfenicol acetiltransferasa, de una manera regulada
por el desarrollo y especifica de tejido. La exposicion de la piel de estos
animales a la RUV, especialmente UVB, resulté en la mejora de la acti-

vacion del promotor de elastina.

La formacion de arrugas causadas por fotoenvejecimiento im-
plica claramente cambios de los componentes de la matriz extracelular
y las propiedades mecanicas de la piel. Fujimura (2000), desarrollé un
modelo experimental con ratones sin pelo (HR/ICR), en el que se anali-
zaba la formacién de arrugas tras la aplicacién tépica de 1q, 25-dihidro-
xivitamina D3. El elemento de elasticidad de la piel se mantuvo sin
cambios, pero el elemento de viscosidad aumenté significativamente.
Histolégicamente, la epidermis se volvié muy gruesa, pero no se obser-

varon cambios notables en la dermis. Los cambios en las propiedades

141



mecanicas de la piel después del tratamiento con 1q, 25-dihidroxivita-
mina tienen lugar a través de la variacion fisica de la epidermis, espe-
cialmente los cambios de elementos de viscosidad. Se sugiere que las
propiedades visco-elasticas de la epidermis también son atribuibles a

la morfologia, asi como las propiedades mecanicas de la piel.

Por otro lado, se han estudiado los efectos del envejecimiento in-
trinseco de la piel en ratones CBA (Bhattacharyya, 2004). Estos ratones
muestran modificaciones histolégicas de la piel, relacionadas con la edad,
que son diferentes de otras especies de roedores. En este estudio, se se-
leccionaron ratones CBA de 3 grupos de edad (jévenes, adultos jévenes
y viejos) para investigar el estado histolégico y morfométrico de la piel
en funcion de la edad, como paso previo a los estudios ultraestructurales

y posteriores manipulaciones experimentales y farmacéuticas.

En los ultimos anos se estan desarrollando varios modelos ani-
males, principalmente de ratones hairless y Swiss (Kambayashi, 2001;
Mitani, 2004; Reeve, 2005; Gémez, 2010), con el objetivo de reproducir
experimentalmente los efectos de las radiaciones ultravioleta y ensayar

tratamientos preventivos frente a las mismas.

ChoYy cols. (2007) examinaron el efecto de la administracién oral
de la mezcla antioxidante de vitamina C, vitamina E, Pycnogenol y
aceite de onagra en la formacioén de arrugas inducidas por UVB. Ade-
mas, se investigd el posible mecanismo molecular de fotoproteccion
contra los rayos UVB a través de la inhibicion de la actividad de MMP -
coladgeno degradantes o mediante el aumento de la sintesis de proco-
lageno en la piel dorsal de raton. Para ello, a hembras de ratones sin
pelo SKH - 1 se administro por via oral la mezcla de antioxidante (grupo
de prueba) o vehiculo (grupo de control) durante 10 semanas, la irra-
diacion UVB tres veces a la semana. La intensidad de la irradiacion se
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incrementé gradualmente entre 30 y 180 mJ/cm?. Microtopografia y la
evaluacién histoldgica de las pieles dorsales se efectud a cabo al final
de 10 semanas para evaluar la formacién de arrugas, asi como andlisis
de transferencia Western y la EMSA para investigar los cambios en el
equilibrio de la sintesis de colageno y la degradacion del colageno. Esta
mezcla antioxidante reduce significativamente la formacion de arrugas
inducida por UVB, acompanado de una reduccién significativa del es-
pesor de la epidermis, y la hiperplasia inducida por UVB, acantosis, y hi-
perqueratosis. Esta mezcla antioxidante previno de manera significativa
las expresiones inducida por UVB, de las MMP, proteina activada por mi-
togeno (MAP) quinasa y la activacion de la proteina activadora (AP)-1,
factor de transcripcidon, ademas de una mayor expresién de procola-

geno de tipo | y factor de crecimiento transformante - 32 ( TGF - 2).

Estos modelos descritos utilizaron ratones, normalmente sin
pelo, Hairless para el estudio de los efectos de la irradiacion crénica con
radiacion ultravioleta, con lesiones cutaneas similares a las humanas en
el fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis (Kambayashi, 2001; Mitani,
2004; Reeve, 2005). Asimismo existen referencias bibliograficas de rato-
nes Swiss (Gomez, 2007) y SKH1/CRL (Kolappaswamy, 2009).

Por otra parte, también existen publicaciones sobre otras lineas
con pelo como el ratén Balb/c, depilando la zona del dorso que se ex-
pondra a la irradiacién UV (Concepcidn, 2004). Este estudio permite
definir, sobre la base de los resultados alcanzados, especialmente
desde el punto de vista histopatoldgico, las caracteristicas antifotoen-
vejecimiento de diferentes cremas. Se muestran y comparan cortes
de piel de ratdn, en situacion experimental, con empleo de un gel de
origen natural derivado del extracto de la planta Mangifera indica, de
la cual se habian descrito previamente sus propiedades antioxidantes

y protectoras.
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Asimismo, en el trabajo de Gomez (2007), se establecié un mo-
delo experimental de fotoenvejecimiento cutaneo en los animales de
los grupos expuestos a radiacién UVA. En ambos grupos aparecieron
areas de displasia epitelial de alto grado en todos los animales y ade-
mas, en el grupo irradiado y tratado con el promotor tumoral se desa-
rrollaron varios carcinomas en la mitad de los animales (fotocarcino-
génesis), a pesar de la menor duracién del tratamiento. Estos hechos
confirman la importancia de la exposicidn cronica a las radiaciones UVA
en el origen del fotoenvejecimiento cutdneo, puesto que han originado
todo el espectro de signos clinicos e histopatologicos descritos previa-
mente por diversos autores (Bernstein, 1996; Reeve, 2005), consistente
en: 1) eritema y telangiectasias superponibles a las lesiones agudas ob-
servadas en humanos tras la exposicion prolongada al sol (Diffey, 1998);
2) multiples areas de engrosamiento cutaneo, que corresponderian a
las lesiones de presentacién subaguda en humanosy 3) aparicion pro-
gresiva de arrugas profundas y de lesiones similares a las queratosis ac-
tinicas, que semejarian a las lesiones por exposicidon crénica en

humanos (Ananthaswamy, 1998).

En el modelo experimental establecido por Cano en 2010 (“Mo-
delo de fotocarcinogénesis cutanea en ratones SKH-1 por radiacién ul-
travioleta”) se comprobé el efecto patoldégico de la exposicién crénica a
las radiaciones ultravioleta, puesto que todos los animales tratados de-
sarrollaron arrugas longitudinales profundas, engrosamientos, queratosis
y telangiectasias, asi como displasia de diferente grado, carcinomas «in
situ» y carcinomas invasores. Estos resultados coinciden con los obteni-
dos por otros autores en los ultimos anos, en estudios similares realizados
sobre ratones Swiss y hairless. Debido a la gran similitud de las lesiones
desarrolladas por los animales de forma experimental, con las que tienen
lugar en la piel humana tras la exposicidn cronica a las radiaciones ultra-

violeta (signos del fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis), conside-
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ramos el modelo establecido sobre ratones desnudos SKH-1, idéneo para
el estudio de estas patologias, asi como para el ensayo de sustancias an-

tioxidantes y fotoprotectoras frente a las mismas (Cano, 2010)

También hemos encontrado referencias de otro protocolo expe-
rimental desarrollado, en el cual se irradiaron lotes de animales (ratas
hairless) de forma aguda, crénica o bien tratados con filtros solares (Mu-
lero, 2005) y se determinaron parametros bioquimicos reflejo de los ra-
dicales libres tanto en sangre como en epidermis. Asimismo, se examind
el dafno producido sobre el material genético y el nimero y capacidad
funcional de las células inmunitarias de la piel (células de Langerhans),
con varias conclusiones: la RUV determina pérdida de la inmunidad cu-
taneay alteraciones indicativas de desequilibrio oxidativo. Estos cambios
se producen a partir de dosis equivalentes a la dosis eritemdgena mi-
nimay también por dosis suberitemdgenas y repetidas de RUV, asimila-
bles a las que recibe una persona sometida a exposiciones moderadas
al sol. El numero de células de Langerhans de la epidermis se correla-
ciona con diversos parametros sanguineos y epidérmicos relacionados
con el estrés oxidativo. El hecho de que la actividad de la glutation pe-
roxidasa y la concentracion de glutation reducido eritrocitarios sean pre-
dictores del niumero de células de Langerhans, sugiere la posibilidad de
que dichos parametros constituyan una alternativa valida para evaluar
indirectamente la capacidad inmunitaria cutanea. La determinacién del
factor de proteccién solar, basado exclusivamente en la capacidad de
prevencién del eritema, no ofrece las garantias necesarias para una fo-
toproteccién segura frente a la RUV. Es necesario adoptar nuevos crite-
rios de fotoproteccion, basados en indicadores mas sensibles y precoces
que el eritema. Puesto que muchos de los efectos de la RUV derivan del
estrés oxidativo, es muy recomendable desarrollar nuevas férmulas fo-
toprotectoras que incluyan principios activos capaces de restaurar el

equilibrio oxidativo y de neutralizar los efectos de los radicales libres.
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1. Objetivos

1. Establecer un modelo de fotoenvejecimiento cutaneo en

ratones SKH-1, mediante la exposicidon crénica a Radiacion
Ultravioleta.

2. Estudiar los efectos de los aceites de almendras dulces y de

la crisalida del gusano de la seda, sobre el citado modelo de
fotoenvejecimiento.

3. Determinar el comportamiento biolégico y la capacidad de
invasion de los tumores desarrollados, mediante técnicas in-
munohistoquimicas (marcador de proliferacién celular

PCNA, metaloproteinasa-9 e inhibidor de metaloproteinasas
TIMP-1).
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IV. Material y métodos

A. MATERIAL

a. Animales

Hemos utilizado 60 ratones SKH1/CRL, hembras de cuatro
semanas de edad al principio del experimento. Los animales procedian
del Servicio de Animales de Laboratorio (SAl, n® REGAES 300305440012)
de la Universidad de Murcia. Los ratones pertenecen a la cepa

SKH1/CRL; son ratones eutimicos e inmunocompetentes.

Todos los animales han sido mantenidos en habitacién con foto-
periodo luz-oscuridad 12-12 horas y aporte de comida y bebida “ad li-
bitum”. Han sido tratados segun las normas de la Unién Europea sobre
la proteccién de animales utilizados en experimentacion (2010 /63 /
UE). Asimismo, el Comité de Bioética de la Universidad de Murcia ha
aprobado todos los experimentos.

Il Figura 54.
Raton
SKH1/CRL
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Los ratones se dividieron en tres grupos:
« Grupo | Control (n=21): Irradiados con radiacion ultravioleta
(RUV).
« Grupo Il (h=18): RUV + aceite de almendras dulces.

+ Grupo Il (n=21): RUV + aceite de la crisdlida del gusano de la

seda.
Ne Ratones Irradiados
Grupo ) RUV Agente
Grupo | (Control) 21 Si Ninguno = Control
Grupolll 18 Si Aceite Almendras Dulces
Grupo |l 21 Si Aceite de la crisalida
del gusano de seda

Bl Tabla 9. Distribucion de los grupos y tratamiento
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b. Lampara

Para la irradiacion de los animales se ha utilizado una ldmpara
Philips Type HB 554/01/A con 8 tubos Philips ISOLDE 100 W-R35. Esta
ldampara emite en un espectro de 220-425 nm y un pico maximo de 364
nm (98,6% UVA 'y 1,4% UVB).

9\\\\.\95

Bl Figura 55.Ldmpara Philips Type HB 554/01/A

Figura 56. Interior de la lampara,
donde se observan los 8 tubos
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¢. Compuestos

Los agentes ensayados en nuestro modelo experimental, aceite
de almendras dulces y aceite de crisalida del gusano de la seda, han
sido proporcionados amablemente por el Laboratorio PRONAMED (Pro-
ductos Naturales del Mediterraneo, S.L), de Murcia.

Figura 57. Gusano de seda

1. Aceite de almendras dulces

1.1. Composicion:

* Distribucién de acidos grasos:

- Saturados: (6-11%): de cadena inferior a C16:0 (<0,1%), C16:0
palmitico (4-9%), C17:0 margarico (<0,2%), C18:0 estearico
(<0,3%), C20:0 araquiddnico (<0,2%), C22:0 gadoléico (<0,2%).
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« Monoinsaturados: (omega-9) (63-87%) C16:1 palmitoleico
(<0,6%), C18:1 oleico (62-86%), C20:1 eicosanoico (<0,3%) y
C22:1 erucico (<0,1%).

- Poliinsaturados: (10-30%) omega-6: C18:2 linoleico (10-
30%); omega-3: C18:3 alfa-linoleico (<0,5%).

* Punto de solidificacion: en torno a -18°C

* Densidad relativa (20°C); 0,91-0,92 (g/ml).

* Acidez (mg KOH/qg) aceite virgen: maximo 2,0; aceite refinado: maximo 0,5.

* indice de peréxidos (max. meq 02/Kg); aceite virgen: maximo 15,0;
aceite refinado: méaximo 5,0.

* Insaponificable: 0,5% - 0,7%.

* Otros componentes: tocoferoles (como alfa-tocoferol; vitamina E 0-
30 mg/100 mg) y otros esteroles (sobre todo beta-sitosterol 73-87%),
glucosidos, oleina, minerales, vitaminas Ay By proteinas.

* Aspecto: liquido amarillento.

* Solubilidad: insoluble en agua.

2. Aceite de crisalida del gusano de la seda (bombix mori).

2.1. Componentes

El aceite de crisalida es un extracto graso y como tal, sus princi-
pales componentes son los acidos grasos, saturados e insaturados, de

los que destacan:
- acido linoleico (55,4%)
« acido palmitico  (18,4%)
- acido oléico (18%)

« acido esteédrico (8,2%)
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Ademas contiene aminoacidos (288 mg/100 g) como la treonina,
valina, acido glutamico, fenilalanina, serina, alanina y lisina, y oligoele-
mentos como fésforo (232 ppm), zinc (207 ppm), sodio (79 ppm), potasio
(375 ppm), magnesio (3 ppm), calcio (12 ppm). También vitaminas Ay D.

2.2. Extraccion con acetato de etilo:

El extracto de la crisalida del gusano de seda se obtiene me-

diante extraccién con acetato de etilo, con el siguiente procedimiento:

1. En un recipiente cerrado, se deja macerar la crisalida en acetato

de etilo a temperatura ambiente durante 24-48 horas.
2. Se realiza un filtrado para eliminar restos.
3. El producto filtrado se destila para eliminar el disolvente.

4. El resto purificado que queda en el depdsito del destilador se
mantiene unos 8 dias en autoclave Machatan con vacio, a unos
40°C aproximadamente, para que no quede ningun resto de di-
solvente. Se obtiene una pasta cérea que se disuelve en aceite de
almendras en distintas proporciones en el momento de su utili-
zacion. Esta forma de extraccidon esta destinada sobre todo a su

uso disuelto en aceite de almendras.

2.3 Férmula:

Aceite de almendras dulces 36,45%

Vaselina liquida / parafina liquida 30,00%

Miristato de ispopropilo 15,00%
Aceite del gusano de lasedaal 20%  8,00%
Estol 1527 5,00%
Vitamina F 5,00%
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Alfa-bisabobol 0,30%
Vitamina E 0,25%

2.4. Estudio de la estabilidad térmica del aceite de crisdlida de la seda:

El indice de estabilidad del aceite se define como el punto de
cambio maximo de la tasa de oxidacién. En el caso del aceite de crisa-
lida, el punto terminal se determiné a los 222 °C para la muestra sin an-
tioxidante y a 239°C en el caso de la muestra con vitamina E. Por tanto,
el antioxidante provee al aceite de 17 grados mas de estabilidad cuando

se somete a un aumento de temperatura.

Ademas, durante el calentamiento del aceite de crisalida, se ha
demostrado que éste sufre una variacién positiva de 8,24% + 1% de
promedio en su densidad. El indice de refraccién por su parte, presenta
una variacion de 0,0155 + 0,005 unidades, siendo estos valores de in-
cremento en el caso del aceite con vitamina D, similares dentro del error

evaluado.

En cuanto a los parametros de acidez y peréxidos, el aceite de cri-
salida solo o con antioxidante, es estable tras el calentamiento. Esto nos
indica su estabilidad a la hidrdlisis y a la peroxidacion lipidica hasta los
200 °C por el periodo de 2 horas de calentamiento. El analisis de acidos
grasos por cromatografia de gases - espectrometria de masas es un in-
dicador fundamental para demostrar que los 4cidos grasos no sufren va-

riacion significativa durante el calentamiento en todos los casos + 1%.

En el caso del aceite de crisdlida, la adiccion de vitamina E como
antioxidante si tiene su influencia en la estabilidad térmica. La muestra
con vitamina E incrementa desde los 222 °C a los 239 °C, demostrando
asi que el antioxidante provee al aceite de mayor estabilidad al some-

terlo a un aumento de temperatura.
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B. METODOS

a. Procedimiento experimental

Los animales se dispusieron en jaulas de metacrilato transpa-
rente de 40x30 cm, con cubierta metdlica de rejas y con espacio para

alimento y agua.

La irradiacién UVA se ha realizado 3 veces por semana, con una
duracién de 60 minutos por sesion, durante un total de 80 sesiones. Para
ello, se situaba a los animales en jaulas de PVC con separadores indivi-
duales para cada ratén y una cubierta de celosia metalica y se colocaban
bajo la ldmpara de luz ultravioleta a una distancia foco/piel de 20 cm.

PRAEE—
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Bl Figura 58.Jaulas donde se disponian los animales durante las
sesiones
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La energia absorbida por sesion fue de 21,1 J/cm?, por lo que
al final de las 80 sesiones, la energia total absorbida por cada animal
fue de 1.688 J/cm?.

La aplicacion topica de los aceites de almendras dulces y de cri-
salida del gusano de la seda se realizé inmediatamente antes de la ex-
posicion a las radiaciones, pincelando la piel del dorso de todos los

animales irradiados,con un pincel de uso cosmético.

b. Estudio macroscépico

Durante cada aplicacién tépica de los agentes, se observaba con
detenimiento la piel del lomo de los animales en busca de cambios ti-

sulares macroscopicos.

Ademas, siguiendo el procedimiento utilizado por Feng (2006),
registramos el tiempo en semanas en el que el 50% de los animales de

cada grupo habia desarrollado tumores.

Al finalizar el experimento, realizamos fotografias digitales de los
animales junto a papel milimetrado, que fueron estudiadas mediante

analisis de imagen.

Tras realizar un calibrado morfolégico, dibujamos manualmente
una linea para obtener la medida en milimetros, del diametro mayor de

las lesiones.
¢. Método anatomopatoldégico

Tras el proceso experimental, se procedié a la eutanasia de
todos los animales del estudio mediante exanguinacién total por pun-

cion cardiaca, previamente anestesiados con isofluorano. A continua-

cioén se realizé la necropsia extirpando la piel del lomo, asi como las
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visceras (pulmones, rinones e higado). Las muestras recogidas fueron fi-
jadas en formal neutro tamponado al 10%, al menos durante 48 horas,
e incluidas en parafina por el método habitual:

Bl Figura 59. Incluidor automatic DiaPath

De los bloques de parafina se realizaron secciones histolégicas
de 3 p que fueron tenidas con Hematoxilina-eosina (H&E) y Ver Hoeff-
Van Hienson
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Bl Figura 60. Microtomo Thermo HM 355S

El estudio microscépico y microfotografico se realizé con un microsco-
pio LEICA DM 4000 B.Wetzlar. Alemania:

Figura 61. Microscopio Leica DM 4000B
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ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Fue realizado en el Servicio de Anatomia Patolégica del Hos-

pital Universitario Reina Sofia de Murcia.

Realizamos el estudio inmunohistoquimico de las pieles en
todos los animales tratados y control con los siguientes anticuerpos:
Anti-PCNA, Anti-MMP-9, Anti-TIMP y Anti-CD3/CD20. Los reactivos pro-
cedian de la casa comercial Daki (Dako Diagnésticos, S.A., Barcelona,
Espana). Para la realizacién de la inmunotinciéon se procedié de la si-

guiente forma:

Después de desparafinar y bloquear la peroxidasa enddégena con
agua oxigenada al 3% durante 30 minutos, se desenmascaré el anti-
geno de las muestras con tampdn citrato (Panreac) a pH=6 en microon-
das, a potencia 1 durante 10 minutos, y se dejaron enfriar durante 20
minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después, se lavaron
con PBSy 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 monoclonal primario correspondiente a di-
lucion 1:200 (PCNA y CD20) 6 1:400 (CD3, MMP-9 y TIMP) durante toda
la noche a 4°C. Entonces, se lavaron e incubaron con el anticuerpo se-
cundario Goat anti-mouse biotinado (Dako), durante 1h a t2 ambiente,
y finalmente se incubaron con el complejo avidina-biotina- peroxidasa
(Cultek) a dilucion 1:100 durante 1 h mas a t2 ambiente. El relevado
de la inmunotincién se hizo con diaminobenzidina (Sigma-Aldrich)
durante 3,5 minutos y las muestras se contrastaron con Hematoxilina

de Mayers.

El estudio semicuantitativo de la expresion de los diferentes an-
ticuerpos se realizé mediante la visualizacion de las preparaciones his-
tolégicas con el equipo Leica SCN40OF, por dos observadores
experimentados, blindados a los resultados del estudio. Se determiné
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laintensidad del marcaje de cada anticuerpo en el estroma, vasos, glan-
dulas sebdceas y epitelio, otorgando la puntuacién 0 cuando no existia
marcaje, 1 cuando la intensidad de éste era leve, 2 cuando era mode-

rado y 3 cuando era severo.

Bl Figura 62. Proteina PCNA
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Evaluacion e interpretacion de los resultados

En las muestras tefidas con H.E., se ha evaluado la presencia de
hiperplasia, displasia (I, Il y lll), carcinoma in situ y carcinoma invasor,
para posteriormente, semicuantificar la cantidad de la inmunotincién
dependiendo de la lesién observada. La semicuantificacién se ha hecho
a ciegas por triplicado utilizando un microscopio éptico Axioscope
(Zeiss) acoplado a una cdmara Axiocam MRc5 (Zeiss), haciendo una eva-
luacion subjetiva utilizando una escala de 0 (ausencia) a 3 (maxima in-

tensidad observada).

Bl Figura 63. Microscopio optico Axioscope (Zeiss) acoplado a
una camara Axiocam MRc5 (Zeiss)

Analisis de imagen

Para el andlisis de los resultados, determinamos tres variables en

cada uno de los cuatro grupos experimentales:
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1. El nimero de lesiones que presentaba cada animal.
2. El tamano medio de la lesion.

3. Semana de aparicién de la primera lesién.

Para la cuantificacién de la primera y segunda de las variables, con
el objetivo de medir el area de la piel del lomo ocupada por lesiones ma-
croscopicas (sin hacer distinciéon de su morfologia), tras la ultima sesion
de radiacién UV, realizamos fotografias digitales en color a todos los ani-
males (cdmara Canon EOS 500D), colocandolos junto a un papel milime-
trado. Utilizamos una aplicacion del programa de analisis de imagen Leica
Qwin, dibujando una mascara binaria de las areas de lesion, que poste-
riormente se midieron individualmente.

Para la tercera utilizamos las anotaciones que se habian realizado
con periodicidad semanal, a la vez que eran pesados los animales, de-
terminando la presencia o ausencia de lesion, cuando se observaba ma-
croscopicamente abultamiento en la piel del ratdn; a continuacidn se
fotografiaba con cdmara Canon EOS 500D y con el software mencio-
nado anteriormente se realizaba la medicion. Establecimos como el cri-
terio para la determinacién de la presencia de lesidn, el que ésta tuviera
las siguientes medidas: area mayor o igual a T mm?y perimetro mayor

oigual 3,5 mm.

d. Método Estadistico

Serealizd en colaboracidon con la Catedra de Bioestadistica de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad de Murcia, a través del software
ANOVA SPSS®v12.0 (SPSS® Inc, Chicago, USA) mediante el que efectua-

mos los siguientes procedimientos estadisticos:
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Para el analisis descriptivo de las variables observadas y para medir
la distribucién de las frecuencias entre los grupos, se han calculado los
parametros caracteristicos: media, desviacion tipica y los valores maxi-

MOos y minimos.

En segundo lugar para determinar el grado de asociacién estadis-
tica entre las variables en estudio, se realizé el analisis de varianza de
una via, complementando con el contraste de igualdad de pares de me-
dias, con el método de la minima diferencia significativa y con la correc-
cién de Bonferroni, junto con el t-student previa conversion a logaritmo
neperiano en el las areas de lesion. Consideramos como estadistica-

mente significativos los valores de p iguales o inferiores a 0,05.
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V. Resultados

\ g Il Figura 65. Ratén SKH-1
sano no sometido a
—_

radiacion ultravioleta

Todos los animales sometidos a la exposicién de las radiaciones
ultravioleta presentaron a lo largo del experimento multiples lesiones;
no obstante, existian diferencias entre las lesiones de los animales de
los diferentes grupos, en relacién con el tiempo de presentacion de las

mismas, su extension, intensidad, etc.

La presentacion de los resultados la realizaremos desde los tres en-

foques analizados: macroscépico, microscépico e inmunohistoquimico.
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A.ESTUDIO MACROSCOPICO

a. Grupo | - Control (RUV)

Los primeros cambios observados en los animales expuestos ex-
clusivamente a la radiacién ultravioleta (RUV) correspondieron a la pre-
sentacion de eritema difuso, con predominio en toda la zona del dorso:
lomo, cabeza y orejas. Se presentaba desde la primera sesién y era pa-
sajero durante las tres o cuatro primeras semanas, ya que desaparecia
entre treinta y sesenta minutos después de acabar la exposicion a la ra-

diacioén.

Il Figura 66. Grupo I: Control RUV. Eritema difuso
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A partir de la quinta semana, el eritema se hacia permanente, mos-
traba una coloracién rojo violacea de aspecto reticular o telangiectasico

caracteristico.

Bl Figura 67. Grupo I: Eritema con aspecto reticular

Bl Figura 68. Grupo I: Engrosamiento irregular
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A partir de las 25 sesiones (72 - 82 semanas), se observaba engro-
samiento cutdneo irregular, de aspecto granular difuso que se acompa-
naba con frecuencia de superficie escamosa y un marcado patrén

geométrico de la piel.

Figura 69. Grupo I: Arrugas cutdneas

A partir de la décima o undécima semana, en especial a partir de
la decimosegunda, aparecian arrugas cutaneas. En principio eran de
disposicion longitudinal, localizdndose 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
acompanhnaban de engrosamiento nodular difuso y progresivo. En las
zonas con lesiones neoplasicas, las arrugas se disponian de forma radial

a los tumores.
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Bl Figura 70. Grupo I: Arrugas cutdneas

En semanas posteriores, aparecieron las lesiones eritemato-esca-
mosas, caracterizadas por la presencia de lesiones escamosas situadas
sobre las zonas de eritema, que al principio eran de aspecto puntiforme
y progresivamente se iban haciendo mas extensas e incluso confluian
en placas irregulares; con frecuencia el centro era de aspecto erosivo y
bordes sobreelevados y se recubrian por costras fibrino-hemorrégicas.

Bl Figura 71. Grupo I: Lesiones eritemato-escamosas
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A partir de 50 sesiones, toda la superficie cutdnea del dorso se ca-
racterizaba por la presencia de dreas con engrosamiento cutaneo irregular
de aspecto queratdsico, que frecuentemente se mostraban firmes al tacto,
e incluso con fijacién a los tejidos subyacentes. A partir de este periodo,
dichas lesiones se hacian erosivas, y estaban cubiertas por costras fibrino-
genas escamosas, que tendian a confluir en placas de limites irregulares.
Las de mayor volumen se cubrian de costras hemorragicas, con bordes
sobreelevados y que generalmente, estaban fijados a planos profundos.

Figura 72. Grupo I: Lesiones erosivas

Las lesiones ulceradas fueron también muy frecuentes a partir de este
periodo. Generalmente mostraban bordes irregulares, que en algunas zonas
estaban engrosados; se disponian en el seno de las areas eritematosas o de
forma individualizada.
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Bl Figura 73. Grupo I: Lesiones queratésicas con arrugas longitudinales

Bl Figura 74. Grupo I: Lesiones queratosicas nodulares erosionadas

177



Bl Figura 75. Grupo I: Lesiones queratésicas nodulares

Bl Figura 76. Grupo I: Lesiones queratésicas y erosivas,
centralmente ulceradas
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V. Resultados

A partir de 60 sesiones, era constante la presencia de lesiones tu-
morales nodulares, generalmente multiples. La mayoria de ellas se en-
contraban en relacion con las zonas de engrosamiento queratésico,
mientras que en otras areas se disponian de forma aislada. Muchas de
ellas se encontraban ulceradas. Con menos frecuencia, las lesiones tu-
morales adoptaban un aspecto verrucoso o papilomatoso, con la por-
cion central deprimida de aspecto crateriforme recubierto de costra

queratosica.

Bl Figura 77. Grupo I: Lesiones erosivas con amplia ulceracion
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Bl Figura 78. Grupo I: Lesion ulcerada de borde sobreelevado

Bl Figura 79.Grupo I: Lesiones nodulares
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V. Resultados

Figura 80. Grupo I: Lesiones ulceradas

Bl Figura 81. Grupo I: Miltiples lesiones nodulares erosivas
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Bl Figura 82. Grupo I: Lesion tumoral con crdter queratésico
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V. Resultados

b. Grupo Il (RUV + Aceite de almendras dulces)

La evolucién de las lesiones cutaneas de los animales de este
grupo fueron muy similares a las del Grupo | (RUV), durante las primeras
50 sesiones. Se caracterizaron por la apariciéon de eritema difuso por el
dorso de los animales, de las mismas caracteristicas del grupo anterior.

Bl Figura 83. Grupo ll: RUV + Aceite Almendras Dulces. Eritema
difuso

A continuacién, mostraron engrosamiento cutaneo irregular con
reforzamiento del patron geométrico de la piel, asi como multiples arru-

gas longitudinales a lo largo del dorso.
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Bl Figura 84. Grupo ll: Arrugas longitudinales

Hacia las doce semanas se presentaron multiples lesiones eritemato
-escamosas, con aumento progresivo del nimero y tamafo y con ten-
dencia a confluir en placas irregulares, mas o menos extensas. Los de
mayor tamano mostraron centros erosivos y bordes sobreelevados y
estaban tapizados por costras fibrino-hemorragicas.

Figura 85.
Grupo ll:
Lesiones
querato-
sicasy
erosivas,
central-
mente
ulceradas

184



V. Resultados

A partir de cincuenta sesiones, de modo similar al grupo anterior,
se presentaron lesiones de aspecto nodular y queratésico, de superficie
erosiva, de mayor diametro y con tendencia a la ulceracién en las sesiones
siguientes. A partir de sesenta sesiones, casi todas estaban ulceradas y
mostraban bordes sobreelevados con arrugas prominentes, irradiando
hacia la periferia. En casi todos los animales se observaron grandes lesio-

nes nodulares de centro deprimido y con aspecto de crater queratdsico.

Bl Figura 86. Grupo lI: Lesiones nodulares erosivas

Bl Figura 87.Grupo ll: Lesiones nodulares erosivas
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Bl Figura 88. Grupo ll: Lesiones ulceradas

Bl Figura 89.Grupo ll: Lesion tumoral con crdter central queratosico

El area total ocupada por lesiones en estos animales fue de
176,48 mm?, con una incidencia tumoral del 85-100%. X animales no
desarrollaron carcinomas.
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V. Resultados

¢. Grupo lll (RUV + Aceite de crisalida del gusano de la seda)

Las lesiones cutdneas evolucionaron de forma similar a la de los
grupos anteriores aunque con mayor lentitud, de forma que se hacian
patentes alrededor de dos o tres semanas mas tarde que en los grupos
anteriores. Asimismo, alcanzaban didmetros menores y afectaban a

areas cutaneas menos extensas.

El eritema difuso se presenté en la primera semana, como en los
otros dos grupos.

Figura 90. Grupo lI: Eritema difuso

Las arrugas se presentaron cuatro semanas mas tarde que en los
grupos |y Il, a partir de la 402.
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Bl Figura 91.Grupo ll: Arrugas longitudinales

Las lesiones eritemato-erosivas patentes no se observaron antes
de las 65 sesiones. En dos animales no se presentaron lesiones de estas

caracteristicas.

Bl Figura 92. Grupo lI: Lesiones eritemato-escamosas
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V. Resultados

Bl Figura 93. Grupo ll: Lesiones eritemato-escamosas

Las lesiones queratdsicas, las ulceradas y las neoformaciones
nodulares no eran patentes antes de las 70 sesiones.

Bl Figura 94 Grupo ll: Lesiones nodulares
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Il Figura 95. Grupo ll: Lesiones eritemato-escamosas

Asi, el drea ocupada por lesiones en la piel de estos animales fue
de 115,67 mm?, con una desviacién estandar de 34,65, mientras que
la incidencia tumoral observada en este grupo fue de 70-80%.;falta esto

en el control

El contaje de nucleos positivos para PCNA fue de x+x'%.
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d. Resultados comparativos entre grupos

V. Resultados

1. Areas de las lesiones cutaneas que presentaba cada animal:

GRUPO | - Control

GRUPO Il

GRUPO 1lI

191

(RUV) (RUV + Almendras (RUV + Aceite de
dulces) crisalida de gusano
de seda)
Raténne | Area(mm?) | Raténne Area (mm’) Raténne | Area (mm?)
1 210,10 1 191,10 1 160,30
2 180,40 2 198,30 2 88,15
3 241,33 3 200,50 3 103,25
4 200,20 4 123,10 4 184,70
5 190,10 5 194,40 5 110,15
6 185,23 6 98,50 6 140,10
7 204,10 7 210,50 7 83,60
8 215,60 8 186,60 8 133,45
9 200,50 9 201,30 9 66,40
10 287,21 10 194,30 10 93,80
11 99,43 11 93,20 11 123,35
12 195,10 12 219,15 12 84,15
13 300,10 13 198,30 13 110,40
14 88,75 14 94,15 14 192,30
15 98,00 15 277,42 15 80,30
16 299,10 16 192,40 16 94,50
17 180,15 17 203,60 17 152,60
18 98,13 18 99,80 18 132,40
19 261,15 19 86,50
20 192,00 20 110,23
21 180,40 21 98,43
Il Tabla 10. Areas de las lesiones cutdneas de cada ratén



GRUPO |

(Control)

Media superficie mm®

195,58

GRUPO Il (RUV +
Almendras

dulces)

176,48

GRUPO Il (RUV +
Aceite de crisalida
de gusano de

seda)

115,67

Desviacidn estandar

62,32

51,89

34,65

Il Tabla 11. Media y desviacion estdndar de la superficie de las
lesiones de cada grupo

300,00

250,00

200,00

150,00 -

100,00 -

50,00 -

Grupo |

Grupo Il

HGrupo!l ™ Grupoll ™ Grupolll

Grupo Il

Bl Figura 96. Areas de lesion en los diferentes grupos
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V. Resultados

2. Tiempo de presentacion de las alteraciones macroscépicas en

semanas:

. ‘s GRUPO I GRUPOQ Il
TlemPo de presentalcn.on de las GRUPO | (RUV + (RUV + Aceite
lesiones macroscopicas en Control .
semanas (RUV) Almendras Crisalida
dulces) Seda)
Eritema difuso pasajero 1 1 1
Erite mla as‘pjecto reticular o 15 15 21
telangiectasico
Engrosamiento irregular 25 25 31
Arrugas cutaneas (longitudinales
& (long 36 36 40
y Radiales)
Lesiones eritemato-escamosas 36 36 45
Lesiones queratodsicas nodulares 50 50 56
Lesiones erosivas 50 50 56
Lesiones ulceradas 50 50 56
Lesiones tumorales 60 60 66

Il Tabla 12. Tiempo de presentacion (en semanas) de las lesiones
macroscopicas

193



Como se observa en la tabla y en el grafico siguiente, en el grupo
I (control) y Il (aceite de almendras dulces), las lesiones se presentaban
de modo similar, mientras que en el grupo tratado con el aceite de cri-
salida del gusano de seda, se presentaban de forma mas tardia:

B Grupe | * Grupo Il ® Grapo Il

3

L

£

2

&

13
e
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c

e
Ermema
apecta
ehculy o
TNl o
Rl
Arrugm
utane
L ertemato
euamaias
L]
L erosNm
I wibt o i

otema it o
g b

L gueratowm

ingrolamaent

Bl Figura 97. Semanas de aparicion de manifestaciones
macroscopicas

194



B. ESTUDIO MICROSCOPICO

V. Resultados

Destacaban las areas de atrofia que alternaban con otras de en-

grosamiento epitelial. Las de atrofia eran de distinto grado caracteri-

zandose por la disminuciéon del espesor de la epidermis debida al

aplanamiento de los queratinocitos, asi como al menor nimero de

capas de la epidermis.
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Bl Figura9s.

Sin embargo, en otras zonas, predominaba la hiperplasia de cé-

lulas basales. Este fendmeno era mas frecuentemente observado en las

zonas cutaneas proximas a otras que mostraban distintas alteraciones

como displasia, carcinoma, etc.. aunque a veces se disponian como focos

aislados. Estaban constituidos por varias hileras (entre 3 y 10) de quera-

tinocitos basales, de morfologia poligonal con nucleos voluminosos y
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citoplasmas escasos. Los ejes mayores de los nucleos se disponian per-
pendicularmente a la membrana basal epidérmica. Los nucleolos eran

voluminosos y en ocasiones se observaban algunas mitosis.

Bl Figura99.

Figura 100. Acantosis / papilomatosis
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V. Resultados

Estaban caracterizadas por engrosamiento irregular de la epi-
dermis con mayor o menor grado de papilomatosis. Era el fenémeno
que caracterizaba a la mayor parte de la piel de las dreas mas expues-
tas a la radiacién (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.

Bl Figura101.
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Figura 102.
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V. Resultados

Hiperqueratosis / Hipergranulosis

Consistente en el engrosamiento de la epidermis caracterizado
por varias hileras de células totalmente queratinizadas y anucleadas

con patrén denso o en hojaldre revistiendo la superficie epidérmica.

En algunas zonas se observaban ademas, numerosos granulos

de queratohialina en los citoplasmas de algunos de los queratinocitos.

Bl Figura 103. Hiperqueratosis / Hipergranulosis
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Paraqueratosis.

Caracterizada por la presencia de nucleos en las células total-
mente queratinizadas del estrato epidérmico mas superficial (estrato
corneo).

Bl Figura 104. Paraqueratosis
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V. Resultados

Disqueratosis

Caracterizada por la queratinizacién de las células epidérmicas de
forma individualizada, preferentemente a nivel de los del estrato espi-
noso de Malpighio.

Bl Figura 105. Disqueratosis
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Displasia

Estas lesiones eran encontradas con frecuencia, tanto de forma
aislada como junto a los fenédmenos descritos previamente, asi como
en la vecindad de las lesiones neoplasicas malignas.

En dichas zonas predominaban las alteraciones de la polaridad
celular, asi como el intenso pleomorfismo celular y nuclear, fenémenos
de disqueratosis frecuentes y mitosis atipicas, afectando al tercio infe-
rior de la epidermis, a la mitad o mas de dos tercios de la misma (grados
LILIN, respectivamente). No obstante predominaban las de grado |,
siendo las menos frecuentes las de grado lll.

Figura 106. Displasia
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Figura 107. Displasia
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Carcinoma in situ

Se caracterizaba por la presencia de alteraciones celulares des-
critas en el grupo anterior, que afectaban a todo el espesor epidérmico,
de modo que no podian distinguirse los estratos epidérmicos normales

(basal, espinoso y corneo). No obstante, la membrana basal en todas

estas zonas se mantenia integra.

Figura 108. Carcinoma In Situ
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V. Resultados

Carcinoma microinvasor

En estas zonas, ademas del componente epidérmico atipico de
caracteristicas similares a las del carcinoma”“in situ” antes descrito, se ob-
servaban otras areas que mostraban cordones epiteliales irregulares con
atipias celulares marcadas que infiltraban la membrana basal sobrepa-
sandola e invadiendo la dermis papilar. En ésta era frecuente observar
pequenos focos epiteliales aislados, de caracteristicas morfoldgicas
similares, asi como infiltrados parcheados de linfocitos y células plasma-
ticas en la periferia.

Bl Figura 109. Carcinoma microinvasor
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Carcinoma de células escamosas

Las lesiones epiteliales malignas fueron muy frecuentes y, al con-
trario 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 pleomérfismo, con
nucléolos muy voluminosos, que semejan estrechamente a los quera-
tinocitos 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, mien-
tras que las mitosis aberrantes ocurrieron en menos casos. Las células
se disponian en cordones amplios y nidos irregulares, que desde la epi-
dermis infiltraban la dermis subyacente y, con frecuencia, el musculo
esquelético subyacente.

El 100% de los animales de este grupo desarrollaron carcinomas
de céulas escamosas.

Il Figura 110. Carcinoma de las células escamosas
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V. Resultados

Bl Figura 111. Carcinoma de las células escamosas
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Bl Figura 113.Islotes de células cancerosas con gran cohesion y
disqueratosis que infiltran la dermis en profundidad
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V. Resultados

Dermis

La expansion de la dermis papilar fue un hallazgo constante, por au-
mento tanto de los capilares sanguineos, como de la sustancia intercelular.

En la dermis reticular destacaban los fenémenos de desorganiza-
cion de la estructura general, como los de la disposicion del entramado
de las fibras coldgenas y elasticas, distinguiéndose tres grados de dispo-
sicién: predominio de fibras mal organizadas dispuestas preferente-
mente de forma individualizada (grado I); un patrén en el que las fibras
con estas caracteristicas alternaban con zonas que se disponian en acu-
mulos irregulares y compactos de elastina, ligeramente baséfilos (grado
1); y por ultimo, predominio marcado de los acimulos compactos de
elastina (grado Ill). Asimismo, observamos areas irregulares de fibrosis
con multiples focos de infiltrados de linfocitos y células plasmaticas.

Figura 114. Fibrosis. Inflitrado linfoplasmocitario
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Figura 115. Detalle de fibrosis dérmica
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Bl Figura 116. Detalle de infiltrados linfoplasmocitarios
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Figura 120.
Elastosis Il
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V. Resultados

Figura 122. Elastosis Il
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d. Resultados comparativos entre grupos

GRUPO Il
RUPOI - RUPO Il
GRUPO (RUV + GRUPO

Control
(RUV)

(RUV + Aceite

Almendras | o ciia Seda)

dulces)

MICROSCOPICAMENTE

Hiperplasia 100 100 100
Acantosis / Papilomatosis 100 100 100
Hiperqueratosis /Hipergranulosis 100 100 100
Displasia |l 100 100 100
Displasia Il 100 100 100
Displasia lll 100 100 85
Carcinoma In situ 100 100 80
Carcinoma microinvasor 100 G0 75
Carcinoma Invasor 100 83,34 71,43
e
Elastosis +++ +++ ++
Vasos +++ +++ ++

Il Tabla 13. Tipos macroscopicos de lesiones

En el grupo lll, tratado con aceite de crisalida de gusano de seda,
la displasia lll, el carcinoma in situ, el carcinoma microinvasory el inva-
sor es inferior a sufrida por los grupos | y Il. Asimismo ocurria con los

danos dérmicos como la elastosis.
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V. Resultados

En las gréficas siguientes se representa la incidencia comparativa
entre los tres grupos. En el eje Y se muestra el porcentaje de incidencia
(del 1 al 100%) y para cada evento, se informa del resultado de cada
grupo.

La primera gréfica se refiere a las lesiones microscopicas que se
observaron en cada grupo, siendo visible la clara diferencia del Grupo llI
(Aceite de crisalida de gusano de seda), frente a los otros dos grupos, a

partir de la Displasia, pero especialmente en el carcinoma microinvasor.
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Il Figura 123. Diferencias microscépicas entre los tres grupos
(porcentaje vs lesion)
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En la segunda gréfica se representa la incidencia comparativa de
las alteraciones de la dermis, que se centran en la elastosis y los vasos y
en la que también se encuentran diferencias significativas del Grupo lll
(Aceite de crisalida de gusano de seda), frente a los otros dos:
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W Grupol W Grupo I @ Grupo

Il Figura 124. Diferencias microscépicas entre los tres grupos
(Dermis)
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C. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

a. PCNA

En el caso de PCNA, observamos que todos los animales irradiados
mostraban células proliferantes en las capas basales y suprabasales de
las zonas cutaneas no afectadas por los tumores. En el caso de los tu-
mores, el marcaje era de predominio leve en todos los grupos, sin dife-
rencias estadisticamente significativas entre ellos. Asi, mientras que en
grupo control mostré una media de 1,16+0,29, los grupos tratados con
aceite de almendras dulces y aceite de la crisalida del gusano de seda,
obtuvieron una puntuacién de 10,18 y 0,93+0,46 respectivamente.

Bl Figura 125.Pcna 002
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Bl Figura 126.Pcna 007
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V. Resultados

b. MMP-9

El marcaje de la metaloproteinasa 9 fue menos intenso en el
grupo control que en los grupos tratados, aunque sin diferencias esta-
disticamente significativas. El control obtuvo una puntuacién de

0,69+0,1, el grupo Il (aceite de almendras dulces) de 0,84+0,37 y el
grupo lll de 0,82+0,2.

Bl Figura 127. Mmp control
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Figura 128. MMP

Figura 129. MMP
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V. Resultados

c. TIMP

En el estudio de los inhibidores de las metaloproteinasas, el mar-
caje fue mas intenso en el caso de los dos grupos tratados que en el
control, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). El
grupo de animales tratados con aceite de crisalida obtuvo una puntua-
cion para este anticuerpo de 0,93+0,37, el tratado con aceite de almen-
dras dulces de 0,86+0,26 y el control de 0,53%0,3.

Bl Figura 130.MMP
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d.CD3/CD20

La intensidad del marcaje de estos anticuerpos fue leve en todos
los casos, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre

los diferentes grupos. Existia una prevalencia de CD3 (linfocitos T) (75-
90%) sobre CD20 (células plasmaticas) (10-25%).

Figura131.CD3
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Figura 132.CD3

Figura 133.CD3
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Bl Figura135.CD3
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V. Resultados

Pr‘f

ff' "t"

Bl Figura136.CD3

d. Resultados globales estudio inmunohistoquimico

PCNA MMP-9 TIMP
GRUPO | - Control
(RUV) 1,16+0,29 0,69+0,1 0,53+0,3
GRUPO Il (RUV +
Al ( 10,18 0,84+0,37 0,86+0,26
mendras dulces)
GRUPO Il (RUV +
Aceite Crislida Seda) 0,93+0,46 0,82+0,2 0,93+0,37
p-valor 0,278 0,243 0,013*

Il Tabla 14. Resultados comparativos estudio inmunohistoquimico
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VI. Discusién

Actualmente, el fotoenvejecimiento cutaneo supone uno de los
procesos mas frecuentes en patologia humana, por lo que se ha con-
vertido en un tema de enorme interés social y sanitario (muy especial-
mente en el campo de la dermatologia), ademas de las importantes

implicaciones econdmicas que comporta (Kawada, 2011).

El concepto fue establecido por Kligman en 1982, para describir
los dafnos que ocurrian en la piel tras la exposicion solar crénica. En re-
alidad, corresponde a la superposicién de los dafos cutaneos provoca-
dos por la exposicion crénica a las radiaciones ultravioleta, que se
suman a los cambios que la piel sufre ademas con el transcurso del
tiempo y que, a su vez, ha sido denominado como envejecimiento in-
trinseco o cronoldgico. Este Gltimo es considerado como un envejeci-
miento fisioldgico, mientras que al fotoenvejecimiento se le considera
como un proceso patoldgico que, desafortunadamente, en gran parte

es autoprovocado.

Durante los ultimos 25 siglos, la piel blanca fue universalmente
considerada como un componente esencial de la belleza humana entre
la poblacién del hemisferio norte. En la Biblia existen numerosas refe-
rencias en este sentido, mientras que también de forma reiterada, la
piel bronceada u oscura era considerada como indeseable, puesto que
ocurria en personas de bajo nivel social que pasaba gran parte de su
vida expuesto al sol, en los trabajos peor considerados. Curiosamente,
es solo a partir del primer tercio del siglo XX, cuando el bronceado cu-
tdneo comienza a ser considerado como un factor cosmético y, por

tanto, a ser relacionado con la belleza (Vicente, 2009).
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A partir de esta fecha, es cuando de forma masiva comienza a
ocurrir un cambio en los gustos estéticos de la poblacién. Este hecho
parece que estuvo condicionado fundamentalmente por dos aconte-
cimientos: el primero, se relaciond con la concesién del premio Nobel
de Medicina a Niels Finsen, en el ano 1903, por el descubrimiento de
los efectos beneficiosos de la radiacion ultravioleta en el tratamiento
de diversas afecciones cutadneas. Este hecho llevé a la creaciéon de un

nuevo campo en la ciencia médica: la Fototerapia.

El otro hito, estuvo representado por la extension de un nuevo
concepto sobre las libertades individuales, de la que fue un claro expo-
nente la disenadora Coco Chanel, una de las grandes vanguardistas del
bronceado; de modo que la exposicion al sol, a partir de esa fecha, fue
considerada como una forma de consecucién de una mayor libertad
individual y por tanto, algo socialmente deseable. De ahi que el paso
hacia el predominio del bronceado, supuso un cambio total de estilo

de vida de la poblacion (Vicente, 1999).

La piel, el 6rgano mas extenso del cuerpo humano (alrededor de
dos metros cuadrados), tiene una misién fundamental como barrera de
proteccion, tanto del medio interno, como frente a la atmdsfera externa
y muy especialmente a las radiaciones solares. La exposicidn persistente
al sol ha permitido ir conociendo progresivamente los cambios dege-
nerativos que ocurren en la piel, con el cancer cutdneo como maxima

expresion (Avci, 2013).

El cancer cutaneo constituye la neoplasia maligna humana mas
frecuente (Matsumara, 2002). Ademas, su prevalencia en las sociedades
occidentales ha aumentado exponencialmente en los ultimos afos; asi
en Estados Unidos, en el ano 2011, se diagnosticaron mas de un millon
de casos nuevos de cancer cutaneo no melanomay 53.000 melanomas
(Jemal, 2011, Siegel, 2012).



VI. Discusién

Actualmente, supone uno de los motivos de consulta médica
mas frecuentes. Aunque su prondstico es excelente tras la cirugia, ex-
cepto el melanoma, su abordaje clinico y terapéutico supone la dedi-
cacién de un alto porcentaje del presupuesto sanitario en el mundo
occidental (Yaar, 2007; Jemal, 2011).

Ademas de todo lo comentado, existen importantes problemas
metodoldgicos (la larga y lenta evoluciéon de los tumores), asi como los
motivos éticos que implican el desarrollo de modelos experimentales
en humanos. Por estas razones, se explica el enorme interés que supone
el desarrollo de modelos de fotoenvejecimiento en animales de labo-
ratorio. El objetivo de los mismos es conocer el mecanismo de produc-
ciony la evolucion de los cambios que tienen lugar en la piel, asi como
ensayar y determinar los posibles efectos beneficiosos de diversas sus-
tancias sobre la fotoproteccion (Yaar, 2007).

Aunque son numerosas las especies animales que se han utili-
zado como modelos en este tipo de estudios, en realidad han sido unas
pocas las utilizadas, que van desde minipigs (Kligman, 1982) a cobayas
(Kreuzmann, 1990), ratas, (Nakamura, 1968), ratones e incluso peces (xip-
hophorus, medaka y pez cebra) (Kurita, 2004).

No obstante, los animales mas utilizados corresponden a roedo-
res, tanto con pelo como sin ély fundamentalmente a los ratones (Bec-
ker, 2010): C57BL/6J; BALB/C; CBA, (Benavides, 2009), Swiss, Hairless:
HR-1, SKH1, etc. (Sharma, 2011).

Por eso, para la realizacién de este trabajo hemos elegido como
modelo animal el ratén sin pelo SKH1/CRL, procedentes del Skin and
Cancer Hospital, Temple University. Philladelphia, 1986 (Charles River
Laboratories. New York, USA), aclimatados y criados en el servicio de
Animales de Laboratorio (SAI) de la Universidad de Murcia. Es un mo-

delo de eleccion por ser animales albinos y sin pelo, presentando una
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piel muy sensible a los efectos de las radiaciones ultravioleta y ademas,
son animales eutimicos y por lo tanto, inmunocompetentes, de facil

manejo y bajo coste.

El primer objetivo planteado en nuestro trabajo fue desarrollar
un modelo de fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis cutaneas en
esta cepa animal, por los motivos antes expuestos y basandonos en los
resultados obtenidos de un estudio previo de nuestro grupo de inves-

tigacién (Cano, 2010).

Como en el trabajo de Cano (20170) antes citado, en este hemos
utilizado ratones SKH1, hembras de cuatro semanas de edad, a las que
expusimos a los efectos de una lampara Philips Type HB 554/01/A, 100
W-R35, que emite un espectro de 220-425 nm y un pico maximo de 364
nm (98,6% UVA 'y 1,4% UVB).

La exposicion se realizé en jaulas de PVC con separadores indivi-
duales para cada ratdn y cubierta de celosia metalica colocandolos a
una distancia foco/piel de 20 cm, durante sesenta minutos por sesion,
tres veces a la semana durante ochenta sesiones, por ser este periodo
cuando los tumores alcanzaron los criterios de punto final en el citado
trabajo. La energia absorbida por sesion fue de 21,1 J/cm2, por lo que al
final de las 80 sesiones, la energia total absorbida por cada animal fue
de 1.688 J/cm?2. En el transcurso del experimento, observamos toda la

patologia asociada a la exposicidn crénica a las radiaciones ultravioleta.

En la patogenia de estas lesiones, y de un modo esquematico, se
han implicado tres mecanismos patolégicos fundamentales como con-
secuencia de la accién de las radiaciones a su paso a través de los teji-

dos, que representamos en la figura siguiente:
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Radiacion UV

Acido
Araquiddnico

Formacion
ROS

Absorcion directa
cromoforos

Vasodilatacién | Proliferacion Fotoproducto
celular ADN
v
Infiltracién
(inflamacion)
v
Degradacién proteinas Mutaciones
estructurales
(colageno, elastina) (p53)

a) La degradacion del 4cido araquidonico de las membranas celu-
lares de los queratinocitos epidérmicos conduce a la formacion
de diversos productos, que actian como mediadores quimicos
de lainflamacién (prostaglandinas, interleuquinas, cininas, cito-
quinas, etc.). Estos son los responsables de los cambios vascula-
res mediante la regulacion de la expresién de moléculas de
adhesion en el endotelio vascular y de la migracion de celulas
sanguineas a la dermis (Svobodova, 2006). Los neutroéfilos activa-
dos producen mieloperoxidasa, que cataliza la produccion de
ROS. Los monocitos y macrofagos tisulares fagocitan el tejido
danado. Las células inflamatorias secretan factores quimiotacti-
cos y factores de crecimiento que promueven un mayor recluta-
miento de células inflamatorias y la reparacién de los tejidos.
(Wilgus, 2003).
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b) La formacién de radicales libres o especies reactivas del oxigeno
(ROS) son responsables de la degradacion de las proteinas dér-
micas (colageno, elastina, etc.), fundamentales en la produccion
de la elastosis solar o actinica, arrugas cutaneas e incluso de las
lesiones del apartado siguiente, es decir, las mutaciones que
pueden abocar en neoplasicas (Scharffetter-Kochanek, 2000; Ha-
lliday, 2005).

¢) La absorcién directa de la energia por croméforos de la epider-
mis (ADN, ARN, melanina, el acido urocanico, lipidos, proteinas)
va originar la formacién de fotoproductos, especialmente dime-
ros de pirimidina que absorben diferentes longitudes de onda
especificas (Young, 1997). Estas, al liberarse posteriormente, ori-
ginaran reacciones fotoquimicas con dano genético directo, que
lleva a la produccion de mutaciones y trastornos del crecimiento
neoplasico cutaneo o fotocarcinogénesis, generalmente como
consecuencia de las longitudes de onda corta de la RUV By A
(Brash, 1997; Young,1998). También se produce dano oxidativo
indirecto por efecto de reacciones de fotosensibilizacion endoé-
gena en relacién con las longitudes de onda mayores de la RUV
A (Burren,1998). Este dafno celular va a generar, a su vez, la libe-
racion de diversos mediadores quimicos de la inflamacién con
las acciones descritas en el apartado a), junto a la accién modu-
ladora sobre otros tipos celulares como queratinocitos, células
de Langerhans, fibroblastos, etc.

234



VI. Discusién

En nuestro estudio, todos los animales sometidos a la exposiciéon
crénica de las radiaciones ultravioleta presentaban a lo largo del expe-
rimento multiples lesiones; no obstante, encontramos diferencias fun-
damentalmente entre las lesiones de los animales del grupo control |
y los del grupo Il (RUV + aceite de crisalida) en relacién con el tiempo

de presentacidn de las mismas, su extension, intensidad, etc.

El primer cambio macroscopicos observado en los animales del
Grupo | (RUV exclusivamente) correspondio a la presentacion, desde la
primera sesion, de eritema difuso en toda la zona del dorso, que fue pa-
sajero durante las tres o cuatro primeras semanas y que después se
hacia permanente, de color rojo violaceo con aspecto reticular o telan-

giectasico caracteristico.

El eritema consiste en la respuesta cutanea aguda mas evidente
y conocida tras la exposicion a las radiaciones UV. Esta justificado por
el primer mecanismo descrito en el apartado a) del esquema antes ex-
puesto. No obstante, el mecanismo interno no esta bien establecido;
no se conoce con precision cudles son los croméforos responsables,
pero la hipotesis del dafo directo de los UVB y UVA de onda corta sobre
el ADN se sumaria al dafio oxidativo indirecto secundario a las reaccio-
nes enddgenas de fotosensibilidad. Otros estudios también sugieren el
papel importante que puede jugar el 6xido nitrico como causa de la
vasodilatacion. Recientemente, se ha demostrado que el 6xido nitrico
(NO) es producido por los queratinocitos después de la irradiacién UVB
(Suschek, 2010).

También se ha evidenciado el papel que los leucocitos polinu-
cleares neutroéfilos desempenan tras la exposicion a la radiacién ultra-
violeta, fundamentalmente sus enzimas, en el mantenimiento de la
vasodilatacion capilar (Rijken, 2004, 2005; Samanek, 2006).
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Asimismo, tras la irradiacion cutdnea se produce liberacién de
mediadores quimicos del eritema, como eicosanoides, histamina y otros
factores quimiotacticos, que regulan la expresion de las moléculas de
adhesién en el endotelio vasculary en los queratinocitos, produciendo
migracion de las células sanguineas, mononucleares y neutrdfilos, en-

cargados de causar vasodilatacién e inflamacién (Rijken, 2009).

Estd demostrado que la RUV afecta a las moléculas de adhesion,
aumentando la expresion de ICAM-1 (molécula de adhesion de células
endoteliales -1) en queratinocitos 48-96 horas después de la exposicion,
y la ELAM-1 (molécula de adhesion intercelular-1), en las células super-
ficiales endoteliales del plexo venular a las 24 horas, encontrdndose una

disminucion a las 72 horas (Norris, 1991).

El aumento de los niveles cutaneos basales de histamina dismi-
nuye dentro de las primeras 24 horas, lo que indica la presencia de otros
mediadores, como las prostaglandinas y el acido araquidonico, que
estan elevados a las 6 horas y alcanzan un pico méaximo entre las 18 y
24 horas postexposicion a RUV, cuando la reaccién se torna mas intensa;
los valores basales disminuyen en el término de 48 horas. Existen otros
mediadores con capacidad vasodilatora que se encuentran tambien au-
mentados, como la sustancia P, el éxido nitrico, interleucinas, etc.
(Clydesdale, 2001).

También se ha demostrado que después de lairradiacién UV, los
inhibidores de las prostaglandinas, como la indometacina, reducen la
intensidad de la fase inicial de eritema por RUVB hasta 24 horas; sin em-
bargo, la fase mas tardia, se mantiene sin cambios (Ibbotson, 1996). Asi-
mismo, el dcido araquidonico y las prostaglandinas E2 y F2a muestran
niveles elevados a las 6 horas de la exposicion, alcanzando un pico ma-
ximo entre 18 y 24 horas, cuando la reaccion inflamatoria estd en su
apogeo y regresan a valores basales a las 48 horas, momento en el que

el eritema ha disminuido parcialmente. Por otro lado, se ha compro-
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bado la presencia en la piel irradiada de bradiquinina en las primeras

fases de la inflamacion (Black, 1978).

Otras citoquinas relacionadas con la formacién de vasodilata-
cién y que han sido encontradas en la piel tras la irradiacién con RUV
son las interleuquinas (IL-1, 6, 8, 10, 12) y el factor de necrosis tumoral
a, asi como un aumento de las concentraciones de la sustancia P y de

calcitonina (Vostdlokd, 2010).

Microscépicamente, en nuestro estudio, los cambios mas llama-
tivos en esas areas cutaneas correspondian al ensanchamiento de la
dermis papilar por aumento y dilatacion de la red vascular capilar, que
mostraba frecuentes dilataciones y aspecto tortuoso y al aumento de
la sustancia intercelular, que explican el eritema que presentaban clini-

camente los animales.

En este sentido, se ha descrito que tanto la UVA como la UVB pro-
ducen cambios en la dermis, como consecuencia de la degranulacion
de las células cebadas que ocurre en las primeras 24 horas, sequido por
una rapida recuperacion hasta la normalidad. Ademas, se observa un
infiltrado inflamatorio mixto, alrededor de los vasos superficiales, que

aparece en horas y alcanza el maximo a las 24-48 horas (Natan, 2006).

En humanos, la respuesta de la piel tras el eritema corresponde
a la pigmentacién, que muestra dos etapas: una pigmentacion inme-
diata y una tardia. La pigmentacién o bronceado inmediato, se presenta
pocos minutos después de la exposicidn y se caracteriza por ser de un
color mas grisaceo que el bronceado tardio. Esta pigmentacién tiende
a desvanecerse en minutos; pero si la exposicién es continua y prolon-
gada, puede durar varios dias y se combina con el bronceado tardio.
Este bronceado seria la consecuencia de longitudes de onda compren-
didas entre los 320 y 450 nm, que corresponderian a RUV B de onda

larga, RUV Ay luz visible. Los cambios histolégicos observados involu-
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cran la oxidacion de la melanina existente y la redistribucion de los me-
lanosomas melanociticos, desde una posicién perinuclear al interior de
las dendritas periféricas y luego, al citoplasma de los queratinocitos. La
pigmentacién o bronceado tardio se hace visible 72 horas después de
la exposicion a la RUVB, y perdura durante dias o semanas. En los indi-
viduos de piel clara, la RUVB induce mas eritema que bronceado, a di-
ferencia de la RUVA. Se asocia con aumento en la actividad y nimero

de los melanocitos (Hénigsmann, 2002).

En nuestros animales no pudimos observar estos fendmenos
puesto que son animales albinos en los que no funciona el sistema de

la melanogénesis.

Otro efecto observado tras la irradiacién corresponde al endu-
recimiento cutaneo, también denominado “hardening’, que consiste
en un engrosamiento de la capa cérnea y del estrato de Malpighio
(acantosis), que se suele acompanar de incremento de melanina, como
respuesta a la acciéon eritematdgena o pigmentaria de la RUV. Las ex-
posiciones repetidas provocan un engrosamiento de la capa cérnea en
forma directa o indirectamente a través de una reaccién inflamatoria.
Aunque clasicamente se ha considerado que las exposiciones aisladas
a RUVA no aumentan el espesor de la epidermis, exposiciones repetidas
y continuas pueden hacerlo, como hemos observado en nuestro estu-
dio, en el que todas las zonas cutaneas expuestas a las radiaciones ex-
perimentaron hiperplasia de queratinocitos; alcanzando grandes
espesores en algunos casos, sobre todo en los grupos | (control UV) y I
(UV + aceite almendras dulces). Este fendmeno representa un meca-
nismo de proteccion frente a las radiaciones UV. Observamos que a par-
tir del periodo antes citado (252 semana de exposicion a RUV), toda esa
zona cutanea mostraba engrosamiento irregular de aspecto granular
difuso, que se acompanaba con frecuencia de superficie escamosa y un

marcado patron geométrico de la piel.
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El segundo cambio que observamos fue la presencia de arrugas
cutaneas. Aparecieron a partir de la 102 u 112 semana y 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 acompafaban de engro-
samiento nodular difuso y progresivo. En las zonas con lesiones neo-

plasicas, las arrugas se disponian de forma radial a los tumores.

Microscopicamente, en la dermis destacaba el engrosamiento
marcado, tanto de la zona papilar, por el aumento y la disposicion tor-
tuosa de los capilares sanguineos y de la red capilar subpapilar, como
de la reticular. La mayor alteracion en la piel fotoenvejecida es la depo-
sicion de grandes cantidades de material elastico anormal, que se de-
nomina elastosis solar. En diversos estudios con ratones, Bernstein
(1995) demostrd que la elastosis solar esta acompafada por un au-
mento de elastina y fibrilina ARNm y la regulacién positiva de la activi-
dad del promotor de la elastina. En las alteraciones microscépicas
observadas en nuestro estudio, destacaban los fendmenos de desor-
ganizacion de la estructura general, asi como la disposicién del entra-
mado de las fibras colagenas y elasticas, distinguiéndose tres grados
de disposiciéon: uno, en el que predominaban las fibras mal organizadas,
dispuestas preferentemente de forma individualizada, que se conoce
como elastosis solar grado |; otro, en el que las fibras con estas caracte-
risticas alternaban con zonas en que se disponian en acimulos irregu-
lares y compactos de elastina, ligeramente baséfilos o Grado Il; y por
ultimo, en el que observamos un predominio marcado de los acimulos

compactos de elastina (Grado Ill).

El raton sin pelo estd demostrando ser un modelo relevante para
el estudio sistematico de fotoenvejecimiento. Al igual que en los seres

humanos, con la radiacion ultravioleta cronica, estos ratones desarrollan
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hiperplasia de las fibras elasticas, seguido de elastosis y su degradacion
ultraestructural. El colageno estd dafiado y su metabolismo se altera,
mientras que los niveles normalmente bajos de proteoglicanos y glico-

saminoglicanos estan muy mayores (Kligman, 1989)

Asimismo, observamos con frecuencia areas irregulares de fibro-

sis, con multiples focos de infiltrados de linfocitos y células plasmaticas.

La radiacién UV es responsable de que se incremente la actividad
catalitica de diversas metaproteinasas de la matriz extracelular (MMP),
con lo que se favorece, en principio, el recambio de las proteinas y glu-
cosaminoglicanos danados por las radiaciones. Ademas, la agresion ac-
tinica acelera la infiltracién de leucocitos neutréfilos en el seno de la
dermis, que secretan una elastasa de amplio espectro, muy activa en el
proceso de degradacion de diversas moléculas de la matriz extracelular:

elastina, fibronectina y diversos glucosaminoglicanos (Rijken, 2004, 2005).

La sobreproduccion y/o el descenso de degradacion de las fibras
elasticas, ocasiona la acumulacién anormal de las mismas en la dermis.
En este sentido, numerosos estudios han demostrado la sobreexpresion
de elastina y fibrilina en la piel expuesta a las radiaciones (Bernstein,
1994). Algunos investigadores han documentado que la exposicion cré-
nica a las radiaciones ultravioleta provoca la estimulacion de la secre-
cion de metaloproteinasas (MMPs) (MMP-1, -2, -7, -8 y -12) y elastasa
por los neutréfilos infiltrados o por los fibroblastos dérmicos, lo que im-
plicaria que la degradacion de fibras eldsticas por enzimas elastoéticas
estaria también relacionada con la patogenia de la elastosis actinica. La
actividad de las MMPs y la elastasa esta regulada por inhibidores espe-
cificos de proteasas, inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs) y por anti-
leucoproteinasas cutaneas (elafin) (Muto, 2007).

Trabajos recientes demuestran que la expresion de elafin se in-

crementa en la epidermis de la piel normal cuando ésta se somete a la
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radiacién UV. Tanto las células cutaneas como los macréfagos sintetizan
y liberan este inhibidor especifico. Elafin es una proteina compleja en
la que destaca la presencia de un dominio que actua como sustrato de
transglutaminasas, conocido como cementoina. Este dominio es res-
ponsable de que el inhibidor se fije de forma intensa a las fibras elasticas
alteradas (sobre todo por la radiacién solar), con lo cual impide su de-

gradacion por las elastasas de origen neutrdfilo.

En estas circunstancias, la agresion solar incrementa la actividad
catalitica de las MMPs, acelerando la degradacién de las fibras de cola-
geno, de la fibronectina y de los glucosaminoglicanos. Con ello, la der-
mis se empobrece de sus macromoléculas mas abundantes, pero elafin
no sélo impide que se produzca una renovacion de las fibras de elastina,
sino que favorece la anémala acumulacion de fibras elasticas dafadas

y, por tanto, carentes de funcionalidad.

Por todo ello, parece aceptable que la elastosis pueda comba-
tirse mediante moléculas capaces de bloquear elafin, ya que con ello

podrian favorecer la renovacion de la elastina anémala (Shibata, 2010)

La liberacién de esta elastasa por los neutrofilos requiere la pre-
via activacion de receptores especificos presentes en la membrana plas-
matica de estos leucocitos, en especial, los conocidos con el nombre de
B-integrinas. Diversos estudios han demostrado que los mas caracte-
risticos ligandos de estos receptores son citocinas (IL-8, TNF-a), liberadas
a consecuencia de la radiacién UV y liposacaridos o tripéptidos bacte-
rianos (por ejemplo, N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine) (Sha-
piro, 2002; Chua, 2006).

El primer estudio que encontramos en la bibliografia, disefiado
especificamente para producir elastosis en un ratén sin pelo, fue el de
Berger en 1980, en ratén desnudo de una cepa albina (Ng /), que normal-

mente tiene una red de fibras eldsticas bien desarrollada (Berger, 1980).
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Por otra parte, los cambios inducidos por la radiacién UV en la
dermis de ratones SKH1, que han sido descritos en la bibliografia, in-
cluyen alteraciones de las fibras elasticas, la degradacién del colageno
y glicosaminoglicanos, asociado con alteracion de la actividad de las
metaloproteinasas de la matriz. De modo que los ratones expuestos de
forma crénica a la radiacion UV desarrollaban arrugas, como importan-
tes pliegues longitudinales en el dorso. Estas difieren de las arrugas hu-
manas en que surgen después de sélo unas pocas semanas de
exposicion a la radiacién UV, ademas de ser debidas a cambios en la
epidermis en lugar de en la dermis.

Durante estos ultimos anos se han realizado numerosas investi-
gaciones que han permitido identificar diversas enzimas, que incluyen
atomos metalicos (Zn) en su molécula, conocidas como metaloprotei-
nasas de la matriz (MMP), antes denominadas colagenasas, elastasas,
etc. Esta actividad degradativa también incluye algunas serinproteasas,
e incluso proteasas inespecificas, y depende de la intensidad de la agre-
sion de la RUV. Los fibroblastos no sélo sintetizan proteinas poco fun-
cionales, sino que también incrementan los niveles de MMP; algunas
células sanguineas, como los leucocitos polimorfonucleares neutrdfilos,
también liberan MMP en el espacio extracelular dérmico. Los neutréfilos
sintetizan y liberan las elastasas (serinproteinasas) en la dermis. Ademas,
se ha demostrado que algunas MMP degradan la fibrilina de las micro-
fibrillas que rodean la elastina (Muto, 2007; Rijken, 2009).

Por otra parte, se ha demostrado que la piel humana, sometida
“in vivo” a radiacion UV capaz de provocar eritema, expresa de forma
evidente MMP-8. Esta metaloproteinasa se sintetiza y almacena en los
granulos de los leucocitos neutrofilos y su actividad colagenasa es de-
cisiva para el recambio del tejido conjuntivo que ha sufrido un proceso
inflamatorio. Se puede concluir que la radiacién eritematdgena atrae a

los neutrdfilos y provoca la liberacién de MMP-8, cuya actividad cola-
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genasa se suma a las que liberan los fibroblastos y, por tanto, agrava el
fotoenvejecimiento cutaneo. Ademas, los fibroblastos irradiados sinte-
tizan y liberan MMPs. Esta demostrado que este proceso se inicia por la
activacion producida por el “oxigeno singulete” (105), por la hormona
melanocito estimulante (a-MSH) liberada por los queratinocitos y por

factores de proliferacién y receptores de citocinas. (Fisher, 2008).

Asimismo, otros estudios han demostrado que la expresion de
MMPs por parte de los fibroblastos puede ser una consecuencia de la
actividad del oxido nitrico (NO). Este radical gaseoso es una molécula
mensajera multifuncional formada a partir de la L-arginina por enzimas
como la sintetasa inducible del éxido nitrico (iNOS). EI NO actua acti-
vando la guanilato ciclasa, responsable de la formacion de GMPc intra-
celular, con lo cual se activan las proteinquinasas dependientes del
GMPc. Los fibroblastos dérmicos que expresan MMPs también se hallan
sometidos a la influencia de las moléculas mensajeras que liberan los
queratinocitos irradiados. Con este mismo enfoque se ha comprobado
que los queratinocitos expuestos a radiacion UV sintetizan y liberan NO,
el cual es capaz de disparar la sintesis de melaninas por los melanocitos
(Reelfs, 2004).

La radiacion UV provoca en la dermis una reaccion molecular en
cadena, que en ultima instancia da como resultado un aumento, tanto
en la dermis como en la epidermis, de metaloproteinasas de la matriz
que estimulan la produccion de colagenasa, gelatinasa y estromelisina-
1, tanto en fibroblastos como queratinocitos. El resultado es la altera-
cion del colageno y de la elastina, asi como otros componentes de la

matriz extracelular dérmica (Choe, 2003).

La exposicion repetida a la energia solar hace que los mecanis-
mos de la reparacion de la matriz dérmica sean cada vez mas deficien-
tes, con un efecto acumulado sobre la estructura y organizacion de su

base de colageno. Lo que en principio son defectos invisibles en la ma-
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triz dérmica reparada, con ciclos repetidos de exposicién, se hacen vi-
sibles a simple vista en forma de flacidez de la piel y la formacion de

arrugas (Kang, 2003).

En nuestro estudio a partir de la 362 semana eran muy frecuentes
las lesiones eritemato-escamosas, dispuestas en placas irregulares, con
el centro de aspecto erosivo y bordes sobreelevados, recubiertas por
costras fibrino-hemorrdgicas. 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 fijacion a los tejidos
subyacentes. Las lesiones ulceradas eran también muy frecuentes con

bordes irregulares y engrosados.

Microscépicamente destacaban las areas de atrofia que alterna-
ban con otras de engrosamiento epitelial con hiperplasia de células ba-
sales, acantosis con o sin papilomatosis, con frecuente pleomorfismo
celular y nuclear, mas hiperqueratosis y paraqueratosis, disqueratosis y

diversos grados de displasia.

A partir de 60 sesiones, eran constantes las lesiones tumorales
nodulares, generalmente multiples. La mayoria de ellas en relacién con
las zonas de engrosamiento queratosico y muchas estaban ulceradas.
Con menos frecuencia, las lesiones tumorales adoptaban un aspecto
verrucoso o papiliforme, con la porcién central deprimida de aspecto

crateriforme recubierto de costra queratoésica.

Microscopicamente correspondian a multiples areas de carci-
noma “in situ’, asi como focos de carcinoma microinvasor o a carcino-
mas 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. Como

era légico, tampoco se desarrollaron melanomas. Todos los animales
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del grupo control desarrollaron carcinomas de células escamosas, lo

que pone de manifiesto la efectividad del modelo.

Por tanto, consideramos este modelo, idéneo para el estudio del
fotoenvejecimiento cutaneo y la fotocarcinogénesis. Se trata de un mo-
delo animal facilmente reproducible y de coste bajo, en el que la expo-
sicién crénica a las radiaciones provoca el espectro de lesiones propias
del fotoenvejecimiento en periodos diferenciados y siempre ocasiona
el cancer cutaneo si la exposicidn es prolongada (entre 65 y 80 sesio-

nes), por lo que fue elegido para la realizacion de nuestro estudio.

El mecanismo implicado en estos fendmenos, se ha explicado por-
que la radiacion UV actua indirectamente sobre el dafio de la piel al interferir
en el proceso de reparacién del ADN y por la interferencia con componentes
del sistema inmune (especificamente células Ty las células de Langerhans)

que actuan para erradicar las células cancerigenas (Gilchrest, 1996).

También, mas recientemente se ha demostrado que la radiacién
UV puede actuar para prevenir la apoptosis en las células expuestas al
sol, con lo que podrian promover el desarrollo de neoplasias. En este
aspecto, la radiacién UV se puede considerar como un carcinégeno
completo, ya que puede actuar, tanto como iniciador del cancer a través
de mutacién del AND, como promotor del crecimiento neoplasico a
través de los procesos inflamatorios secundarios a la exposicién a la
RUV acumulativa (Ismail, 2011). Por ello, la Agencia de Investigacion del
cancer de la OMS, incluyé a las radiaciones ultravioletas en el grupo 1

de agentes carcindgenos (Landrigan, 2011).

Casi todas las mutaciones por RUV B y C originadas experimen-
talmente se localizan en las pirimidinas adyacentes y alrededor de dos
tercios son mutaciones distintivas (Brash, 1991). El tercio restante tam-
bién son generadas por las radiaciones ultravioletas, pero probable-
mente surjan a partir de la produccién de ROS (Wondrak, 2001).

245



Dado que existen muchos carcindgenos que generan esta lesion
oxidativa, es dificil conocer si la fuente de las mutaciones fue la RUV B,
la A, o la fosforilacion oxidativa intracelular. La RUV-A, induce levemente
la aparicion de mutaciones distintivas por RUV-B a través de la fotosen-
sibilizacion, pero genera mutaciones similares a las oxidativas en inter-
cambios T — G. Estos intercambios se observan raramente con las UVB
u otros carcinégenos, por lo que se ha propuesto que esta sea el dano
distintivo de la RUV A (Halliday, 2005).

Esta demostrado que la RUVB induce la sintesis de la enzima or-
nitin-decarboxilasa, que limita la tasa de sintesis de poliaminas que es-
timulan la proliferacion celular (Afag, 2005). Ello facilita la formacién de
neoplasias, a lo que se suma la sintesis de éxido nitrico, que a su vez,
induce la produccion de eritema, melanogénesis y lainmunosupresion
que favorece la carcinogénesis (Cals-Grierson, 2004). Por Gltimo, también
favorece la angiogénesis dérmica, al disminuir la expresion de los inhi-
bidores de trombospondina-1y ademas, la expresiéon de dos factores
angiogénicos, como el VEGF y el factor de crecimiento endotelial de-
pendiente de plaquetas (Howell, 2004, Yano, 2005).

En el estudio de Zheng (7993) compara las acciones de la radia-
cion ultravioleta A con la B. Irradiaron ratones albinos sin pelo con luz
ultravioleta, un grupo con RUVA 'y otro con RUVB. Los cambios mas no-
tables inducidos por RUVA fueron la hiperplasia de las fibras elasticas
sin evidencia de desintegracion de las fibras, un gran aumento de mi-
crofibrillas depositadas al azar, la duplicacion masiva de la membrana
basal vascular, un extenso dafo celular endotelial y las fibras de cola-
geno con didmetros mas pequenos, pero sin dafos aparentes. Por el
contrario, después de la RUVB, los acimulos de fibras elasticas con fre-
cuencia estaban degradadas; las microfibrillas aumentaban moderada-
mente. Ademas, a diferencia con los rayos UVA, la membrana basal de
la epidermis se duplicé mientras que la de los vasos se mantenia. Por
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lo tanto, las caracteristicas ultraestructurales proporcionan evidencia
adicional de que dafo de la piel inducido por los rayos UVA puede ser

diferente a la inducida por UVB.

Los estudios experimentales con modelos animales han confir-
mado que la porcidon mas corta y mas enérgica del espectro ultravioleta
(RUVB) es responsable de la destruccién del tejido conectivo dérmico ob-
servado en la piel fotoenvejecida. Mas recientemente, se ha demostrado
que los rayos UVA y la radiacion infrarroja contribuyen de manera signi-
ficativa a fotoenvejecimiento, produciendo, entre otros cambios, elastosis
severa. Debido a que las tres bandas de ondas amplias estan insepara-
blemente unidos en la luz solar terrestre, todos son motivo de preocupa-

cién en el fotoenvejecimiento de la piel humana (Kligman, 1989).

En el siguiente esquema, se resume el efecto de las radiaciones

ultravioletas que causan fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis:
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La R-UVA es extremadamente cancerigena pues penetra mas
profundamente en el interior de los tejidos cutaneos, causando degra-
dacién de la dermis. Esta degradacion tiene lugar por la activacion de
citoquinas y enzimas colagenasas, elastasas, etc. Dichas enzimas acele-
ran aun mas la generacioén de especies reactivas de oxigeno (ROS), que

provocan danos en el ADN.

Por otro lado, la R-UVB interactua con la epidermis, causando la
activacion de las enzimas que alteran el ADN, lo que conduce a patolo-
gias como la inflamacién, la degradacién de la elastina, la proliferacion

celular, etc.

A nivel celular, el efecto combinado de la R-UVA y R-UVB conduce
a la generacioén de especies reactivas de oxigeno que activan directa-
mente las MMPs, desencadenando reacciones en cascada multiple que
llevan a la transcripcion de genes proinflamatorios y proapoptoticos.
Todo ello conduce a la inflamacion, la apoptosis y, finalmente, a la fo-

tocarcinogénesis (Gupta, 2014).

Ademas se ha descrito que la radiacion UV dana el ADN y puede
dar lugar a alteraciones genémicas, que varia desde mutaciones pun-
tuales a dislocaciones cromosémicas. La radiacion UVB (banda de lon-
gitud de onda de 280-315 nm) es mas cancerigena que la radiacion UVA
(315-400 nm) en la induccién experimental de carcinoma de células es-
camosas (SCC). El impacto de la radiacién UVB puede deducirse clara-
mente de las mutaciones puntuales caracteristicas de p53 se

encuentran en SCC humano y BCC.

En contraste con la radiacion UVB, la mayor parte de la accidon
mutagénica y carcinogénica de la radiacién UVA parece estar mediada
a través de especies reactivas de oxigeno (ROS) (de Grujil, 2002).
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Como segundo objetivo de nuestro trabajo, nos planteamos co-
nocer los efectos de los dos aceites ensayados (almendras dulces y de
crisalida de gusano de la seda) sobre el modelo de fotoenvejecimiento
cutaneo desarrollado en el primer objetivo, es decir, su posible papel

como fotoprotectores.

Parece que desde la Antigliedad el hombre ha cuidado la piel;
asi en los pueblos primitivos la cosmética tenia un caracter magico o
religioso; de las dinastias egipcias datan los primeros remedios cos-
méticos asociados a la medicina: unglientos, aceites, tabletas de ar-
cilla e incluso férmulas para las arrugas; en Grecia y Roma alcanzé un
gran auge, desarrollandose un auténtico ritual de cuidados; se perfu-
maban, incorporando la practica del bafo y de los masajes y utiliza-
ban gran cantidad de cosméticos para embellecerse y evitar la
desecacién cutanea, lo que indica la importancia que siempre ha te-
nido el mantenimiento de la piel en el canon de belleza a lo largo de
la Historia (Abad, 1999).

Estos hechos se mantuvieron hasta el primer tercio del siglo XX,
en el que como hemos comentado al principio de este apartado, ocu-
rrid un cambio radical de la poblacién occidental respecto a la belleza,
comenzando a ser considerado el bronceado de la piel como un factor

estético y por tanto a relacionarse con la belleza (Vicente, 1999).

Sin embargo, con los beneficios del Sol también se conocieron
rapidamente sus inconvenientes (Mdiller y Raab, 1997). Los egipcios se
protegian del Sol con un cucurucho colocado sobre la cabeza que con-
tenia sebo y mirra 'y que, al fundirse por el calor, se derramaba por la
cabezay por el cuerpo, protegiendo a la piel. En este sentido, existe una
innumerable lista de remedios para las quemaduras solares a base de
aceites, sebo, mirra, heliotropo, vinagre, etc. Estos serian los primeros

filtros solares de proteccién (Abad, 1999).
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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 lainciden-
cia del cancer cutdneo. De ahi el enorme interés de la fotoproteccion.
De una forma ideal, la fotoproteccién debe prevenir los efectos adver-
sos, tanto agudos como cronicos, de la exposicidon crénica al sol y sus
principales objetivos deben ser retrasar el fotoenvejecimiento e impedir

la proliferacién del cancer cutaneo.

Existen diferentes tipos de fotoprotectores en funcion del tipo
de filtro y su mecanismo de accién (Montero, 2008). Los filtros solares
son considerados actualmente como la primera linea de defensa frente
a las radiaciones ultravioleta y se consideran dos grupos principales: los
organicos que corresponden a los conocidos hasta ahora como quimi-
cos, y los inorganicos, llamados previamente, fisicos. Los mas usados
son los quimicos u organicos. Son sustancias quimicas de sintesis que
actian como cromoforos absorbiendo la energia transportada por un
fotén incidente; posteriormente, las moléculas vuelven a su estado ini-
cial, liberando el exceso de energia en forma de calor imperceptible, ra-
diacién fluorescente o transformacién quimica en un isébmero o

fotoproducto potencialmente reactivo (Yaar, 2007)

Los filtros biolégicos son sustancias que penetran mas alla de la
superficie y refuerzan a las células para que se defiendan mejor de la
radiacion. Tienen actividad antioxidante y, aplicadas topicamente, dis-
minuyen el estrés oxidativo inducido por la radiacion ultravioleta. Por
consiguiente, potencian la proteccién conferida por los filtros solares
convencionales y disminuyen el consiguiente dafio celular que podria

ser origen de fotoenvejecimiento y cadncer de piel.

Entre estos filtros bioldgicos se encuentran sustancias que, como
diversas vitaminas, presentan actividad antioxidante directa. Ademas,

también existen otras sustancias que ejercen esta actividad antioxi-
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dante a través de su capacidad quelante del hierro (diferentes flavonoi-
des) y sustancias que aumentan la actividad de las enzimas antioxidan-
tes de la piel (algunos oligoelementos). Estos filtros han demostrado su
eficacia frente a los efectos de los rayos ultravioleta, pues son antioxi-
dantes que evitan la formacién de radicales libres y de esta manera, po-
tencian el subsistema inmunolégico cutdneo. En este grupo se

encuentran las vitaminas Ay E (Tuchinda, 2006).

La aplicacién tépica de antioxidantes parece prometedora, sin
embargo, hay escasez de ensayos clinicos controlados en humanos
sobre el papel de los antioxidantes en la prevencién o desaceleracién
del envejecimiento cutaneo. Por tanto, es necesario un mayor numero
de estudios experimentales. La investigacion actual sugiere que las
combinaciones de diferentes antioxidantes parecen tener efectos sinér-
gicos y, por esta razoén, una mejor eficacia en comparacién con la apli-

cacion de un antioxidante Unico.

A pesar de la falta de datos, cada afno se destinan millones de
délares a la investigacion con estos productos en todo el mundo. En
este punto, es importante entender que estos agentes son inocuos
cuando se aplican topicamente, pero su eficacia exacta es todavia des-
conocida (Alleman, 2009). Ademas, algunos datos sugieren que podria
obtenerse un beneficio acumulativo o aditivo, cuando se utilizan com-
binaciones de productos antioxidantes, por via oral o topica. En este
sentido, existe bibliografia sobre el efecto antienvejecimiento de ex-
tractos de isoflavonas de soja via oral en ratones (Kim, 2004) y de los be-

neficios de los antioxidantes aplicados topicamente (Allemanm 2009).

Otro grupo importante corresponde a los aceites esenciales,
mezclas de varias sustancias quimicas biosintetizadas por las plantas,
que dan el aroma caracteristico a algunas flores, arboles, frutos, hierbas,
especias, semillas y a ciertos extractos de origen animal (almizcle, civeta,

ambar gris).
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Se trata de productos quimicos intensamente aromaticos, no
grasos (por lo que no se enrancian), volatiles por naturaleza (se evapo-
ran rapidamente) y livianos (poco densos). Son insolubles en agua, le-
vemente solubles en vinagre y solubles en alcohol, grasas, ceras y

aceites vegetales. Se oxidan por exposicion al aire.

Se han extraido mas de 150 tipos, cada uno con su aroma propio.
Proceden de plantas tan comunes como el perejil y tan exquisitas como
el jazmin. Estan constituidos principalmente por terpenoides volatiles,
formados por unidades de isopreno unidas en estructuras de 10 carbo-
nos (monoterpenoides) y 15 carbonos (sesquiterpenoides). Las sustan-
cias responsables del olor suelen poseer en su estructura quimica
grupos funcionales caracteristicos: aldehidos, cetonas, ésteres, etc. Cada
aceite lo integran por lo menos 100 compuestos quimicos diferentes,
clasificados como aldehidos, fenoles, 6xidos, ésteres, cetonas, alcoholes

y terpenos. (Martinez, 1996).

En este estudio hemos utilizado dos aceites esenciales, el de al-

mendras dulces y el de crisalida del gusano de la seda.

El aceite de almendras comestible proviene del almendro, cuyo
nombre cientifico es prunus dulcis, var. Amygdalus y ha sido utilizado en
los circulos de medicina complementaria, por sus numerosos beneficios
para la salud. Aunque no hay datos cientificos concluyentes, parece ser
que las almendras y aceite de almendras tienen muchas propiedades,
incluyendo la anti-inflamatoria, la estimulacién de lainmunidad y efec-

tos anti-hepatotoxicidad.

Historicamente, el aceite de almendras se habia utilizado en la an-
tigua China, las escuelas ayurvédicas y greco-persas de Medicina para tratar
condiciones de la piel seca, como la psoriasis y el eczema. El aceite de al-
mendras dulces es un gran emoliente para suavizar y acondicionar la piel.

Es una rica fuente de antioxidantes (Sheikh, 2013). También se ha descrito
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su papel como reductor de la cicatrizacion hipertréfica y suaviza y rejuve-

nece la piel, por sus propiedades emolientes y esclerosantes (Ahmad, 2010).

Ademas, se han establecido asociaciones entre el aceite de al-
mendray la mejora de transito intestinal, lo que consecuentemente re-
duce los sintomas del sindrome del intestino irritable y algunos estudios
sugieren una reduccion en la incidencia de cancer de colon. Por otra
parte, también se han identificado los beneficios cardiovasculares del
aceite de almendras en la elevacion de los niveles del Ilamado “coleste-
rol bueno’, lipoproteinas de alta densidad (HDL), al tiempo que reduce
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Ahmad, 2010).

En nuestro trabajo, la evolucion de las lesiones cutaneas de los
animales del GRUPO Il (RUV + Aceite de almendras dulces) fue total-
mente superponible a las del Grupo | (RUV individualizada) durante
las primeras 50 sesiones, caracterizadas por eritemay engrosamiento
cutaneo irregular, con reforzamiento del patron geométrico de la piel
y multiples arrugas longitudinales en el dorso. Hacia la sexta 6 séptima
semana, se presentaban multiples lesiones eritemato-escamosas que
aumentaban en nimero y extensién, confluyendo en placas irregula-
res erosivas de bordes sobreelevados y tapizadas por costras fibrino-

hemorragicas.

A partir de cincuenta sesiones, también como en el grupo | (Con-
trol RUV), predominaban las lesiones de aspecto nodular y queratésico,
erosivas y de mayor didmetro. A partir de sesenta sesiones, casi todas
estaban ulceradas, con bordes sobreelevados y arrugas prominentes,
irradiando hacia la periferia. En casi todos los animales, se observaban
grandes lesiones nodulares de centro deprimido y con aspecto de crater
queratésico. No obstante, no observamos diferencias estadisticamente
significativas respecto al control (Grupo I). Microscépicamente presen-
taban caracteristicas superponibles a las del grupo |, observandose un

100% de incidencia de tumores malignos.
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Por tales motivos, podemos concluir que el aceite de almendras
dulces no ha demostrado efectos fotoprotectores en nuestro estudio.
En la bibliografia consultada hemos encontrado solo de forma excep-
cional algun trabajo en el que estudian los efectos fotoprotectores del
aceite de almendras dulces que demuestran resultados variables (Sul-
tana, 2007). En este estudio, compararon los efectos de la radiacién ul-
travioleta B en ratones tratados con aceite de almendras. Los resultados
bioquimicos, estimacién de glutatién y peroxidacion de lipidos, asi
como estudio histopatoldgico, mostraron que el aceite de almendras
reducia el efecto del fotoenvejecimiento por R-UVB.

En nuestro estudio sin embargo, no encontramos diferencias sig-
nificativas entre los grupos control y el tratado con aceite de almendras
dulces, lo que podria deberse a que nuestros ratones fueron irradiados
predominantemente por R-UVA y sobre todo a la duracién del experi-
mento, que en el trabajo de sultana fue mucho mas corto, pues acababa

alas 12 semanas.

El segundo producto ensayado, fue el aceite de la crisalida del
gusano de la seda.

La seda es segregada por las glandulas sericigenas del gusano
de seda (Bombyx moriL.), que la utiliza para elaborar el capullo, una es-
tructura cerrada de proteccién en la que realiza la metamorfosis de
larva a adulto. Tal y como es segregado el hilo de seda, que es continuo
y puede medir hasta 1.500 metros, consta de dos proteinas: una de ellas
es la fibroina, que es una proteina polimérica y lineal, que altera domi-
nios amorfos y otros de lamita beta. Constituye el 70% del peso del ca-
pullo. La otra proteina es la sericina, hidrosoluble y de estructura
globular, que mantiene unidos los filamentos de fibroina. La sericina es
normalmente desechada en en proceso textil aunque tiene diversas

aplicaciones en cosmética (Cenis, 2008).
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La criay la utilizacién del gusano de seda (crisalida) se remonta
amas de 2.700 anos atras en China. Inicialmente se explotaba con fines
textiles pero pronto se comenzo a utilizar su extracto aceitoso para usos
terapéuticos, sobre todo para las alteraciones de la piel, debido a su

gran poder de regeneracién y sus propiedades antioxidantes.

Sin embargo, en el mundo occidental el aceite de crisalida fue des-
cubierto de manera casual en Cércega. Fue en la primera mitad del S. XX,
cuando un médico observé que las heridas que se hacian las mujeres que
trabajaban en la fabrica de seda, al separar el gusano del capullo, sanaban
con celeridad, cicatrizando totalmente sin dejar secuelas, lo que atribuy6 a
un liquido aceitoso contenido en el interior del gusano de la seda (conocido
hoy en dia como aceite de gusano de seda o aceite de crisalida).
(http//www.lineaysalud.com/belleza/447-aceite-crisalida-gusano-seda.htmi).
(Salud, L. Y.: Verse bien es sentirse bien. cita) 180. Reddy, R. M.: Review Ar-
ticle:Value Addition Span of Silkworm Cocoon-Time for Utility Optimization.
International Journal of Industrial Entomology. 2008; 17(1), 109-113.

En nuestro estudio, en los animales del GRUPO Il (RUV + aceite
de crisalida del gusano de la seda), las lesiones cutaneas evolucionaron
de forma similar a la de los grupos anteriores, aunque con mayor lenti-
tud, de forma que se hacian patentes alrededor de dos o tres semanas
mas tarde que en los Grupos | y Il. Asimismo, alcanzaban didmetros me-

nores y afectaban a dreas cutaneas menos extensas.

Las lesiones eritemato-erosivas patentes no se observaron antes
de las 65 sesiones. Las lesiones queratosicas, las ulceradas y las neofor-
maciones nodulares no eran patentes antes de las 70 sesiones, e incluso

en dos animales no se presentaron lesiones de estas caracteristicas.

A diferencia de lo observado en el Grupo ll, los animales tratados
con aceite de crisalida de seda (Grupo lll), si demostraron diferencias
estadisticas significativas respecto a las lesiones del Grupo I.
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En primer lugar, comparamos las areas de las lesiones de todos los
grupos. Asi, el grupo tratado con el aceite de crisalida del gusano de la
seda (grupo Ill) presenté los mejores resultados, con una media de 115,67
mm?y desviacién estandar de 34’65, frente a los 176,48 mm?y deviacién
estandar de 51’89 del Grupo Il (aceite de almendras dulces) y los del Con-
trol (Grupo I), que fueron 195,78 mm?y 62’32, respectivamente. Es decir,
la superficie de las lesiones en el grupo tratado con el aceite de la crisalida
del gusano de seda se redujeron en un 40,86% respecto al grupo control
(el area media era del 59,14%), mientras que el tratado con aceite de al-
mendras dulces, tan sélo redujo el drea media en un 10%.

Por otro lado, se observa un retraso en los ratones del grupo lll
en cuanto a la presentacién de las lesiones cutaneas (6-9 semanas), con
respecto a los otros grupos. Y ademas, hubo dos animales sin lesiones

tumorales al final del experimento.

Respecto a las lesiones microscoépicas, la incidencia de la displa-
sia lll, carcinoma in situ, carcinoma microinvasor e invasor fue inferior
en el Grupo ll, a la sufrida por los grupos | y I, disminuyendo desde el
15% en el caso de la displasia Il al 20% del carcinoma invasor. Asimismo
ocurria con los dafnos dérmicos como la elastosis y de los vasos, con una

disminucion del 33%.

Como en el grupo Il (aceite de almendras dulces), en el caso del
aceite de crisalida del gusano de seda, tampoco hemos encontrado en
la bibliografia trabajos donde se utilice de modo especifico el aceite de
la crisalida, aunque si hemos encontrado algunos estudios sobre la uti-
lizacién de la sericina como potente agente antioxidante y fotoprotec-
tor contra la irradiacion de ultravioleta B (UVB), sobre un modelo

experimental con ratones (Dash, 2008).

En otro experimento (Zhaorigetu, 2003), seialan el efecto pro-

tector de la sericina respecto a la capacidad de reduccién significativa
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en laincidencia de tumores y el nimero de tumores. El tratamiento con
sericina produjo, ademas, cambios morfolégicos que reflejan la res-
puesta inflamatoria, incluyendo la infiltracion de leucocitos, hiperplasia
y proliferacién celular. Ademas, la sericina suprimié de forma significa-
tiva la elevacion en el nivel de 4-HNE y expresiones elevados de c-fos,
c-mycy la ciclooxigenasa-2 (COX - 2). Los resultados sugieren que la se-
ricina posee efecto protector contra la promocién de tumores en la piel
del raton mediante la supresion de la tensién oxidativa, respuestas in-

flamatorias y TNF - a.

Por otro lado, hemos encontrado el estudio in vitro de Pongcha-
roen (20173), sobre la posible accion fotoprotectora de la luteina que se

extrae de la seda, sobre queratinocitos humanos irradiados con R-UVB.
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En el tercer objetivo, nos planteamos la realizacion del estudio
sistematizado del comportamiento biolégico de los tumores desarro-
llados en nuestro modelo experimental, en diferentes aspectos. Con él
pretendimos conocer la cinética de crecimiento de dichos tumores,
para lo que realizamos la inmunotincién con un anticuerpo de prolife-
racion celular (PCNA). Ademas, debido a la importancia prondstica, con-
sideramos relevante el estudio de su capacidad de invasién para lo que
realizamos la tincidon con el anticuerpo anti-metaloproteinasa-9 y con
un inhibidor de la misma (TIMP). El trabajo se completo con el estudio
del infiltrado inflamatorio (CD3/CD20), ya que en general, los tumores

con mas respuesta inflamatoria suelen presentar mejor pronéstico.

Las caracteristicas microscépicas en la que se basan las distintas
clasificaciones tumorales se completa con la informaciéon acerca de la
cinética celular (Almendral, 1987; Garcia, 1989). De modo que se puede
determinar con mayor exactitud la tasa de recambio celular en tejidos
normalesy en los tumorales, asi como conocer mas detalladamente el
porvenir bioldgico de los tumores (prondstico), gracias a los distintos
métodos de estudio para la evaluacion de la proliferacién celular (Carey,
1992).

Durante mucho tiempo, los estudios de proliferacién celular es-
tuvieron restringidos al estudio de la division celular, mediante el con-
taje de mitosis. Sin embargo, en los ultimos afos se han ido
desarrollando técnicas inmunocitoquimicas, no sélo para detectar los
precursores de la sintesis de ADN incorporados por la células en fase S,
sino para detectar antigenos nucleares. Estos antigenos se engloban
bajo el término genérico de antigenos nucleares de proliferacién celular
(PCNAs), debido a que constituyen estructuras antigénicas que no son
observables en las células en reposo. El estudio de estos antigenos se
ha desarrollado fundamentalmente en el campo de la oncologia, pues
su expresion es diferente en células normales y en las transformadas
(Busch, 1977; Davies, 1978; Smetana, 1983).
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El antigeno de proliferacion celular (PCNA) es una proteina aci-
dica nuclear no histona, de 36 kd, con 261 aminodcidos con alto conte-
nido glutdmico y aspartato (Almendral, 1987). Esta proteina fue
descubierta en 1978 mediante el estudio de anticuerpos en pacientes
con lupus eritematoso (Miyachi, 1978) y funciona como adyuvante de
la sintesis de DNA (Bravo, 1987).

El gen que codifica PCNA ha sido clonado en diversas especies,
existiendo sélo 4 aminoacidos diferentes entre el PCNA humanoy el de
rata. La conversiény la evolucion del PCNA en el reino animal y vegetal,
sugieren que este antigeno desempena un papel fundamental en la re-
plicacion de DNA en eucariotas, siendo su presencia necesaria aunque
no suficiente para el proceso de proliferacién celular (Mac Corrnick,
1992). PCNA también esta implicado en la escision-reparacion de nu-
cledtidos al comprobarse la asociacién de éste con la cromatina en
todas las fases del ciclo celular tras irradiacién con luz ultravioleta “in
vitro” (Toschi, 1988)

Ruth el al. (2012) realizaron un trabajo en el que trataron a 50 ra-
tones SKH-1 con Sarcopin-Diol (extracto del coral blando Sarcophyton
glaucum) tras lairradiacion con ultravioleta B. El agente se administraba
de forma tépica en la piel de los animales tras la irradiacién y fue utili-
zado en diferentes concentraciones: 30,45 y 60 mL. Ademas del estudio
de la incidencia tumoral, realizaron la inmunotincion con el anticuerpo
de proliferacién nuclear PCNA, encontrando diferencias significativas

con el control solamente en la dosis mayor.

En nuestro estudio, aunque observamos inhibicion de la carci-
nogénesis en los grupos tratados (con diferencias estadisticamente sig-
nificativas en el grupo lll), no existia significacion estadisticamente
estadistica entre los grupos respecto al marcaje de la proliferacién ce-
lular. Este era de predominio leve en todos los grupos, por lo que en

este aspecto, los tumores eran similares.
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Las metaloproteinasas (MMPs) son enzimas cuyas funciones y
papel en la progresién del cancer han sido estudiadas con gran interés
en los ultimos anos. Se ha investigado su papel como iniciadores de la
angiogénesis, en relacion con la produccion de metastasis, inflamacion
y otros aspectos patoldgicos asociados a la carcinogénesis. Hace 30 anos,
Liotta senald el papel que podria desempeniar la inhibicion de algunas
MMPs en la disminucion del crecimiento tumoral y por tanto como arma
terapéutica en la lucha contra el cancer y desde entonces, se han dedi-

cado grandes esfuerzos a la investigacion en este campo (Cripta, 2014).

También algunos estudios clinicos (Fisher et al, 2009) han seha-
lado aspectos prometedores respecto a la expresion de inhibidores de
MMP, aunque con resultados muy limitados. En este sentido, la utiliza-
cion de agentes de origen natural como drogas frente a MMP para evi-
tar la proliferacién del cancer cutdaneo no melanoma provocado por la
exposicidn cronica a las radiaciones solares ha supuesto una innovacion
en el tratamiento farmacolégico clasico de esta enfermedad (Manuello,
2006).

Estas enzimas se encargan de la degradacién de la matriz extra-
celular (MEC), actuando como enzimas proteoliticas (proteasas). La gran
familia de las MMPs puede dividirse en 8 clases atendiendo a su estruc-
tura. La caracteristica comun a todas ellas es la presencia de un pre-do-
minio N-terminal al que sigue un pro-dominio que guarda una fuerte
asociacion con el zinc y el calcio y otros dominios cataliticos. Otro as-
pecto comun en la estructura de las MMPs es el dominio para el enlace
de colageno, implicado en la unién al coldgeno, elastina, acidos grasos,
etc. (Morrison, 2009). Ademds de su papel fisiolégoco, estas enzimas
estan relacionadas con un gran numero de aspectos patolégicos, inclu-

yendo los diferentes mecanismos de progresion del cancer.

Existen diferentes MMPs dependiendo de su estructura quimica.

Las colagenasas, también llamadas colagenasas neutrofilicas, especial-
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mente la MMP-8, ha sido utilizada ampliamente para romper el colageno
fibrilar, mientras que las gelatinasas, de las que las mas conocidas son
las MMP -2 y -9, muestran una presencia relevante en canceres de mama,
colon, pulmon, piel y ovarios (Fisher, 2009). Estas MMPs degradan cola-
geno, elastinay otros componenetes de la MEC. Ambas son proenzimas,
por lo que requieren una activacion previa, y estan fuertemente relacio-
nadas con la proliferacion de las células tumorales, la angiogénesis, las
metastasis, etc. El papel crucial que juegan estas gelatinasas en la angio-

génesis ha sido ampliamente documentado en estudios in vivo e in vitro.

Considerando el papel de la ruptura de la membrana basal en la
progresion tumoral y en el proceso de metastasis, la actividad de la
MMP-9 ha sido estudiada en diferentes tipos de cancer. En un estudio
realizado por Poswar et al (2013), observaron una expresién similar de
esta enzima en SCC de diferente grado de malignidad (Broder’s), Ade-
mas encontraron una mayor positividad para los carcinomas microin-
vasores que en aquellos que invadian en profundidad. Por tanto,
concluyeron que la actividad proteolitica de la MMP-9 se da sobre todo

en estadios iniciales de la carcinogénesis y que después decrece.

Los resultados publicados por estos autores, concuerdan con lo
observado en nuestro estudio, ya que el marcaje de la metaloproteinasa
9 fue menos intenso en el grupo control que en los grupos tratados,
aunque sin diferencias estadisticamente significativas. Es decir, que los
tumores mas avanzados, los desarrollados en el grupo control, fueron

los que expresaron el marcaje de esta enzima con menor intensidad.

Existen inhibidores de los MMPs naturales (TIMP) y sintéticos,
como algunos derivados de tetraciclinas o el Marimastat, que se en-
cuentran en la actualidad en ensayos cliinicos de fase Ill. Los TIMP en-
dégenos son proteinas que se secretan en respuesta a una
sobreproduccion de MMPs. TIMP-1 es mas potente que TIMP-2 y TIMP-
3 frente a MMP-1, MMP-3 y MMP-9 (Gupta, 2014).

261



En este sentido, algunas sustancias naturales como la melato-
nina o la escualamina del cartilago de tiburén (NovastatO) han demos-
trado capacidad para inhibir la expresion de MMPs (especialmente la 2
y la 9) y favorecer la actividad de los TIMP en diversos tipos de cancer
(mama, estémago, vesicula o pulmoén) (Gonzdlez, 2011; Schwarnarker,
2011). Otros compuestos estudiados con resultados relevantes son la
Nobiletina, Myricetina, Curcumina, Resveratrol, Xanthamizol, Anticiani-

dinas o Aloe Vera.

Considerando su papel como inhibidores de los MMPs, los TIMPs
son considerados como elementos anti-invasivos y anti-metastasicos
en el cancer. Por este motivo, decidimos realizar el marcaje inmunohis-
toquimico de TIMP-1 en los tumores desarrollados en los animales de
nuestro estudio. En este caso, si que observamos un marcaje mas in-
tenso en el caso de los dos grupos tratados que en el control, con dife-
rencias estadisticamente significativas (p<0,05). Estos resultados
sugieren que la inhibicién de la progresion tumoral observada en los
animales tratados podria ser debida a la induccion de la produccién de
TIMP en el estroma, que habrian inhibido la accién proteolitica de las
metaloproteinasas y por lo tanto, el fenémeno de invasién tumoral, en

los grupos tratados.
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VII. Resumen

La piel es el 6rgano mas extenso del organismo y puede sufrir,
ademas del envejecimiento cronolégico, el denominado fotoenvejeci-
miento o envejecimiento cutdneo patoldgico. Este fendmeno esta ca-
racterizado por un envejecimiento cutaneo mas extenso y sobre todo,
de mayor gravedad, pues engloba la fotocarcinogénesis o presentacion
de canceres cutaneos.

Desde la Antigliedad, el hombre tuvo conciencia de la importancia del
Sol en su vida, pero también de sus efectos indeseables. En la actualidad
las sociedades de los paises desarrollados invierten sumas millonarias
en la investigacidn de sustancias que eviten o retrasen los efectos del
envejecimiento, no sélo por el culto a la belleza, sino por el gran coste

econdmico que tiene la asistencia sanitaria de las lesiones.

En los ultimos anos, los aceites esenciales han recibido gran atencion
dada su capacidad antioxidante, que podria interferir en los meca-
nismos de fotoenvejecimiento, evitando la formacién de radicales li-
bres y de esta manera, potenciando el subsistema inmunoldgico

cutaneo.

Por otro lado, a las dificultades metodoldgicas que supone la lenta evo-
lucién de tumores, se suman las limitaciones éticas del desarrollo de
modelos experimentales en humanos. Por esta razon, el primero de los
objetivos de nuestro trabajo fue el establecimiento de un modelo de
fotoenvejecimiento cutaneo en ratones SKH-1 mediante la exposicién

cronica a Radiacion Ultravioleta (RUV).
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El segundo objetivo de nuestro estudio, ha sido evaluar las propiedades
de dos aceites, el de almendras dulces y el de la crisalida del gusano de

la seda, como posibles fotoprotectores.

Para la realizacion de este estudio, utilizamos 60 ratones SKH1/CRL, que
se sometieron a radiacion ultravioleta, 60 minutos por sesion, tres veces
por semana, durante un total de 80 sesiones, con 1.688 J/cm2 de ener-
gia total absorbida por cada animal. Los ratones se dividieron en tres
grupos. El primero sélo recibié RUV (Control) y los otros dos eran trata-
dos tépicamente, previo a la irradiacion, con aceite de almendras dulces

(Grupo ) y con aceite de la crisadlida del gusano de seda (Grupo lll).

Todos los animales expuestos a las RUV presentaron las alteraciones ca-
racteristicas del fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis cutaneos, por
lo que consideramos este modelo experimental como idéneo para el
estudio de esta patologia, pues la exposicion crénica a las radiaciones
provoca el espectro de lesiones propias del fotoenvejecimiento, si la ex-
posicidn es prolongada (entre 65 y 80 sesiones) y ademas, se trata de

un modelo facilmente reproducible y de bajo coste.

No obstante, observamos diferencias significativas entre los animales
tratados con el aceite de la crisalida del gusano de seda (Grupo lll) res-
pecto a los de los otros dos grupos. La superficie de las lesiones es en
este grupo un 59,14% respecto al grupo control (reduccién del 40,86%);
el grupo tratado con aceite de almendras dulces, tan sélo redujo el area
media en un 10%. Por otro lado, en los ratones del grupo Il se observa
un retraso en la presentacion de las lesiones cutaneas (6-9 semanas),
con respecto a los otros grupos y hubo dos animales sin lesiones tumo-
rales al final del experimento. Esto sugiere las propiedades fotoprotec-
toras del aceite de crisalida del gusano de seda, probablemente debidas

alaaccién de la sericina que contiene, que es un potente antioxidante.

266



VIll. CONCLUSIONES







VIIl. Conclusiones

1. La exposicién crénica a RUV (mas de 60 sesiones) origind en
todos los animales del Grupo Control, el espectro lesional
caracteristico del fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis
cutaneos, con un 100% de incidencia de carcinomas esca-

MOSOS.

2. Los animales tratados con el aceite de almendras dulces no
mostraron diferencias significativas en cuanto a las lesiones

cutaneas con el Grupo Control.

3. En el grupo tratado con el aceite de crisalida del gusano de
la seda ocurrié un retraso en la presentacién de las lesiones
cutaneas (6-9 semanas), disminucion significativa de las
areas lesionadas (40,86%) y menor numero de lesiones pre-
malignas y malignas, destacando la reduccion del 30% del

carcinoma escamoso.

4. El estudio inmunohistoquimico mostré disminucién de la
metaloproteinasa-9 en el grupo control y aumento signifi-
cativo de la expresion de TIMP-1, que podria explicar la inhi-
bicién de la progresion tumoral observada en los animales

tratados.
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