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l. Introduccidn

Lapiel, como los restantes organos de la economia, va a su-
frir coneltranscurso del tiempo, una serie de cambios, tanto mor-
foldgicos o estructurales como de la funcion, que han sido
englobados bajo el termino de envejecimiento cronolégico, tam-
bién llamado intrinseco o fisioldgico. Ademas, la piel es el Uinico
organo que puede sufrir otros cambios, causados directamente
por la exposicion cronica a la radiacion ultravioleta solar, que se
suman a los anteriores, por lo que el resultado final va a estar ca-
racterizado por alteraciones cutaneas de mayor gravedad que las
del envejecimiento intrinseco. Dichas alteraciones se conocen
con el término de fotoenvejecimiento, dermatoheliosis o enve-
jecimiento cutaneo patoldgico. E| concepto fue establecido por
Kligman en 1982 para describir los dafios que ocurrian en la piel

tras la exposicion solar cronica. Esta caracterizado por un enve-
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jecimiento cutaneo de presentacion precoz, mas extensoy sobre
todo, de mayor gravedad, puesto que casi siempre se acompana

de fotocarcinogénesis o presentacion de canceres cutaneos.

El envejecimiento humano ha sido definido por la OMS
como un proceso biologico, es decir natural, que ademas es ine-
vitable, universal, irreversible y heterogéneo en cuanto a la velo-
cidad de presentacion de los cambios en las distintas estructuras
organicas. Actualmente se acepta que aunque el origen de dichos
cambios es multifactorial (factores endégenos, exdgenos y epi-
genéticos), los mecanismos {ntimos de produccién de las altera-
ciones estan intimamente relacionados con el dafio oxidativo a

nivel celulary tisular en los distintos 6rganos y aparatos.

Estos hechos han supuesto un doble reto para la cienciay
en concreto para la investigacion cientifica; por una parte, enre-
lacion con el desarrollo de diversos modelos experimentales de
fotoenvejecimientoy fotocarcinogénesis. En este sentido, las di-
ficultades metodoldgicas que suponen la lenta evolucion de los
tumores inducidos por laRUV, junto a las limitaciones éticas que
llevaimplicito el desarrollo de modelos experimentales en huma-
nos, explican el gran desarrollo de modelos experimentales en
animales. Estos han sido inducidos fundamentalmente enratones
mediante la exposicion cronica a la radiacion ultravioleta, con el

fin de conocer de forma progresiva y detallada los mecanismos
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l. Introduccidn

asi como los cambios implicados en dicho fenémeno; y por otra
parte, algo similar ha ocurrido respecto al desarrollo de produc-

tos o sistemas de fotoproteccion.

Durante los ultimos afos se ha producido un enorme desa-
rrollo de nuevos agentes protectores solares de naturaleza qui-
mica y de nuevas formulaciones de los de naturaleza fisica, pero
tal vez en donde haya existido un mayor esfuerzo investigador
corresponda al estudio de los agentes de naturaleza biologica asi

como al ensayo de distintas sustancias de origen natural.

Ennuestro trabajo, nos planteamos el desarrollo de un mo-
delo experimental de fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis
cutaneos enratones desnudos SHK1, mediante la exposicion cro-
nica a radiaciones ultravioleta, con el fin de conocer los efectos

de la Astaxantina como posible agente fotoprotector.
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Il. Antecedentes

PIEL

a. DESARROLLO EMBRIOLOGICO

La piel, como cubierta protectoradel organismo, represen-
taun complejo sistema organico derivado de dos capas germina-

les distintas: ectodermo y mesodermo.

Esta constituida por:

-La epidermis, que es un tejido epitelial derivado del ecto-

dermo de superficiey

-La dermis, una capa mas profunda compuesta por tejido
conjuntivo denso, de disposicion irregular, que procede del me-

sodermo 0 mesenquima embrionario.

Las estructuras de la piel varian segun su localizacionen el
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organismo, de modo que la piel de los parpados es delgada,
blanday posee vello fino, mientras que lade las cejas es gruesay

tiene vello grueso a las cuatro o cinco semanas de la fecundacion.

La piel embrionaria esta formada por una unica capa de ec-
todermo de superficie que recubre el mesénquima (la Epidermis)
durante el segundo y tercer trimestre del embarazo y que sufre
un crecimiento en etapas que comporta un aumento del grosor
delmismao. El primordio de la epidermis corresponde a la capade
células del ectodermo de superficie. Estas células proliferany
forman una capa de epitelio escamoso, el peridermo, y una capa
basal. Las células del peridermo sufren un proceso de queratini-
zaciony descamacion continuay son sustituidas por celulas pro-

cedentes de la capa basal.

Las células peridérmicas exfoliadas forman parte de la sus-
tancia grasa blanca, denominada vérmix caseoso que recubre la
piel fetal. Esta sustancia protege a la piel en desarrollo de la ex-
posicion constante al liquido amnidtico y de la orina durante el
periodo fetal. La capabasal de la epidermis se convierte enel es-
trato germinativo, que produce células nuevas que son desplaza-
das hacia las capas superficiales. Alrededor de la semana 11, las
células de este estrato han formado la capa intermedia. La susti-
tucion de las células peridérmicas continua hasta alrededor de la
semana 21; posteriormente el peridermo desaparece y se forma

el estrato corneo.
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Il. Antecedentes

La proliferacion de células en el estrato germinativo tam-
bién origina las crestas epidéermicas, que se extienden hacia la
dermis en desarrollo. Las crestas aparecen en el embrionen la
semanal0y se establecen de modo permanente hacialasemana
17.Estas crestas epidérmicas producen surcos en la superficie de
las palmas de las manos y las plantas de los pies, incluyendo los
dedos. El tipo de patron se determina a nivel genético y consti-

tuye la base del estudio de las huellas dactilares.

La transformacion del ectodermo de superficie en una epi-
dermis de varias capas es consecuencia de interacciones de in-

duccion con ladermis.

A finales del periodo embrionario, las células de la cresta
neural migran hacia el mesénquima de la dermis en desarrollo y
se diferencian en melanoblastos. Después, estas células se mue-
ven hacia la union dermoepidérmicay se diferencian en melano-
citos, que aparecen en la piel en desarrollo entre los dias 40y 50
inmediatamente después de la migracion de las celulas de la
cresta neural. Los melanocitos comienzan a producir melanina
antes delnacimientoy ladistribuyen alas células epidermicas. El
contenido relativo de melanina en los melanocitos explica los dis-

tintos colores de la piel.

La Dermis se desarrolla a partir del mesenquima, que pro-

cede delmesodermo situado por debajo del ectodermo de super-
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ficie. Hacia la semana 11, las células mesenquimales han comen-
zado a producir fibras de colageno y elasticas. A medida que se
forman las crestas epidérmicas, ladermis se proyecta hacia la epi-
dermisyforma papilas dérmicas que se introducen entre las cres-
tas epidermicas. En ellas aparecen asas capilares que aportan

nutrientes ala epidermis y terminaciones nerviosas sensitivas.

Las fibras nerviosas aferentes en desarrollo parecen jugar
un papel importante en la secuencia temporal y espacial de la for-
macion de las papilas dérmicas. Enun principio, los vasos sangui-
neos de la dermis son estructuras sencillas, revestidas de

endotelio, que se diferencian a partir del mesénquima.

Conforme crece la piel, se desarrollan nuevos capilares a
partir de los vasos primitivos. A finales del primer trimestre se ha
establecido la organizacion vascular principal de la dermis fetal

(Moore, 2004; Saldler,2004).
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Il. Antecedentes

b. ESTRUCTURA DE LA PIEL EN EL ADULTO

La piel es el 6rgano mas extensoy de mayor peso del orga-
nismo, de forma que enunapersona de alrededor de170 cmde al-
tura y 70 kg de peso mide casi 2 m? y pesa unos 10 kg. Esta
destinado a mantener la forma del cuerpo, establecer relaciones
sensoriales conelmedio ambientey protegerlo de las agresiones
externas (microorganismos, luz ultravioleta, traumas mecani-
cos,etc.). Ademas, es responsable de la homeostasis y la termo-
rregulacion y también puede ser el reflejo de enfermedades

sistémicas (Avci, 2013).

Juega un papel vital como barrera de regulacion del medio
interno, controlando la temperatura corporal y el equilibrio hi-
droelectrolitico; representa ademas, la barrera mas importante
frente a la atmosfera exterior y de modo especial frente a la ra-
diaciones solares, que aunque imprescindibles para el manteni-
mientoy desarrollo de la vida, pueden al mismo tiempo ser fuente
importante de alteraciones, sobre todo con la exposicion persis-
tente, lo que favorece la presentacion de cambios degenerativos
como el fotoenvejecimiento, cuya maxima expresion es el cancer
de piel. Estos hechos se han sido agravados en los ultimos tiem-
pos por el alargamiento de la vida media y sobre todo por la
mayor exposicion al sol -tanto ocupacional como social-, lo que
unido auna alarmante depleciondel ozono, lleva a unamayorirra-

diacion ( Vicente, 1999).
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MORFOLOGIA MACROSCOPICA

Macroscopicamente la piel parece lisa, pero en realidad

presenta pliegues, surcos, hendiduras y pequefios salientes.

a) Pliegues y surcos. Mds o menos acentuados, estan siem-
pre presentes en todos los individuos sobre la cara dorsal de cier-
tas articulaciones, incluso cuando éstas estan en extension

completa: codos, rodillas, dedos, mufiecas, etc.

b) Arrugas. Que pueden ser provocadas por contraccion muscular
debido a un movimiento (las llamadas arrugas de expresion) o por dis-

posiciones estructurales de la piel, como pliegues de las articulaciones.

c) Poros cutaneos. Corresponden al orificio externo del

canal de salida de la glandula sudoriparay sebacea.
TIPOS DE PIEL
Existen dos tipos bien diferenciados:

v/ Piel Fina o blanda que es aquella que se encuentra prin-

cipalmente en los parpados y las zonas genitales.

v/ Piel gruesa es [a que se localiza en la piel labial, plantary
palmar, ademas se caracteriza por tener un estrato corneo

muy desarrollado en comparacion con el resto de la piel.
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Il. Antecedentes

En la piel del varon se produce mas secrecion sebacea que
en la de la mujer, como consecuencia, la piel masculina es mas

gruesay grasa que la femenina.

MORFOLOGIA MICROSCOPICA
L apiel esta constituida por 3 capas situadas horizontalmente:
v/ Epidermis
v/ Dermis

v Hipodermisy otras estructuras (anexos) como pelo, ufias

y glandulas: sebaceas, sudoriparas, apocrinas y ecrinas.

Como se observa en el esquema adjunto, se distinguen tres

tipos de estructuras fundamentales:

-Enlasuperficie, la epitelial, denominada epidermis, de

la que protruyen los foliculos pilosos.

- Una intermedia o dermis, constituida por tejido con-
juntivo, vasosy celulas, asi como la base de los folicu-

los pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas, etc.

- Y la capa mas profunda, o tejido celular subcutaneo,

en la que predomina el tejido adiposo.
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. Figura1.- Esquema microscépico de la piel
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Il. Antecedentes

v/ EPIDERMIS

Constituye el estrato superficial o externo de la piel. Es un

epitelio estratificado pavimentado con cuatro tipos de células:

- Los queratinocitos que son las células mas numerosas(
80 %), recubren la membrana basal y se fijan a la lamina lucida
por unas estructuras glicoproteicas llamadas hemidesmosomas,
van madurando desde el estrato basal y ascendiendo, formando
los estratos espinoso, granuloso, lUcido (solamente en palmas y
plantas)y cérneo. Conforme ascienden va aumentando su conte-
nido en queratina hasta que la célula se aplana, muere y final-
mente se desprende. Este ciclo o tiempo de transito epidérmico

dura unos 30 dias.

- Los melanocitos, responsables de la pigmentacion de la
piel, se disponen sobre el estrato germinativo en la zona basal
del epitelio, entre los queratinocitos, conunarelacion de 1:8 010
respecto a estos. Con microscopia optica se caracterizan por un
citoplasma palido, nucleo ovoide y los melanosomas, que contie-
nen las melaninas. Responden a estimulos inductores a traves de
unos receptores especificos de membrana, iniciando entonces
la sintesis de los pigmentos. En este proceso interviene la enzima
tirosinasa, que se activa cuando se une a una cuproproteinay re-

cibe el estimulo necesario.
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La interaccion queratinocito-melanocito constituye la de-
nominada unidad melano-epidérmica, que forma un complejo fun-
cional de gran variabilidad, constituyendo una barrera continua
frente a la radiaciones solares. Esta es critica para la diferencia-
cion del melanocito e influye en la proliferacion, formacion de
dendritas y melanizacion. Elnimero de melanocitos es el mismo
en todas las etnias humanas, aunque muestra distinta capacidad

de sintetizar melaninay transferirla a las células adyacentes (Vi-

cente, 1999).

- Las células de Langerhans son células dendriticas que
constituyen entre el 2y el 8 % de la poblacion total de la epider-
mis. Se encuentran en su mayor parte en posicion suprabasal,
aunque estan distribuidas entodo el estrato espinoso. Al micros-
copio, presentan una tincion palida y tienen ndcleos invaginados.
El citoplasma contiene estructuras pequefias, con forma de bas-
tones o raquetas, denominados granulos de Birbeck. Estas célu-
las tienen un papel decisivo en el sistema inmunologico cutaneo,
pues actian como presentadoras y procesadoras de antigenos a
los linfocitos T de la epidermis, e intervienen enreacciones inmu-
nologicas de tipo alérgico. Dicha funcion se ve alterada por la ex-

posicionala RUV, sobre todo UVB (Valladeau, 2005).

- Las células de Merkel presentan caracteristicas neuroen-
docrinas. Son consideradas como mecanorre-ceptores tipo |y se

localizan en sitios de alta sensibilidad tactil. Sus marcadores in-
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Il. Antecedentes

munohistoquimicos incluyen los péptidos de las queratinas K8,
K18, K19y la K20 (que es el marcador mas fiable). Ultraestructu-
ralmente se identifican por los granulos de nucleo denso, simila-
res a los de las neuronas y contienen sustancias similares a
neurotransmisores y marcadores de celulas neuroendocrinas, in-
cluso metencefalina, péptido intestinal vasoactivo, enolasa es-

pecifica de las neuronas y sinaptofisina (Halata, 2003).

La epidermis esta constituida por las siguientes capas o
estratos que se renuevan totalmente de modo fisiologico cada

dos meses:

* Estrato Basal o Germinativo, constituido por una capade
queratinocitos, cuyos citoplasmas contienen tonofibrillas
y estan unidos por estructuras desmosomicas, ademas de
anclarse alamembrana basal por uniones de tipo hemides-
mosomico. Su actividad mitdtica origina nuevas células que
sustituyen alas perdidas por la descamacion. Su diferencia-
cion consta de una serie de modificaciones morfologicas y
metabolicas, cuidadosamente programadas, cuyo punto
final es un queratinocito muerto o corneocito, que contiene
filamentos de queratina, proteinas de la matrizy una mem-

brana plasmatica reforzada.
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* Estrato mucoso de Malpighio o Estrato Espinoso |lamado
asi por el aspecto “espinoso” de las células cuando se ob-
servan microscopicamente. Las espinas corresponden a
abundantes desmosomas, que facilitan la adhesion de las
celulas epidermicasy laresistencia al estrés mecanico. Las
células espinosas también contienen filamentos de quera-
tina, organizados alrededor del nucleo, que se insertan pe-
riféricamente en los desmosomas. Presentan forma
poligonal, con nucleos redondos y citoplasmas basofilos.
Conforme se diferencian y se desplazan hacia arriba a tra-
ves de la epidermis, se vuelven mas aplanadas y desarrollan
unos organulos denominados granulos laminares, que con-
tienen glucoproteinas, glucolipidos, fosfo-lipidos, esteroles
libres y numerosas hidrolasas acidas, incluyendo lipasas,
proteasas, fosfatasas acidas y glucosidasas, asi como las
glucosil-ceramidas, precursoras de las ceramidas y compo-
nentes predominantes de los lipidos del estrato corneo

(Herman, 2000 Yin, 2004).

* Estrato granuloso, consta de 3a5capas de células aplana-
das que contienen granulos basofilos de queratohialina,
precursora de la queratina. Estan compuestos principal-
mente por profilagring, filamentos de queratinay loricrina.
Eventualmente, la filagrina se degrada en moléeculas, inclu-

yendo acidos urocanico y pirrolidoncarboxilico, que contri-
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Il. Antecedentes

buyen a la hidratacion del estrato corneo y a filtrar la radi-
cacion UV. La etapa final de la diferenciacion de las células
granulosas incluye su destruccion programada, se trans-

forma enun corneocito.

* Estrato lucido, se caracteriza por unazona muy delgada de

caracteristicas eosinofilas.

* Estrato cérneo, constituido por células aplanadas (cor-
neas o corneocitos), queratinizadas y anucleadas, en las
que predomina la proteina fibrosa queratina. Constituye
una barrera importante para impedir la perdida de agua
transcutanea. Su baja proporcion de agua, ast como los li-
pidos, proteinas y suadecuada ordenacion, hacende eluna
barrera semipermeable muy selectiva, capaz de sufrir
traumas fisicos y agresiones quimicas y energéticas.
Todos los dias se eliminan varias capas de corneocitos

(Segre, 2006).
Ademas de estas estructuras, la piel esta compuesta por:

m Corpusculos de Meissner: Preferentemente en la
pielsin pelos: palmas, plantas, yema de los dedos, la-
bios, punta de la lengua, pezones, glande y clitoris.

Son los responsables del tacto fino.
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m Corpusculos de Krause: Proporcionan la sensacion

de frio.
m Corpusculos de Pacini: Dan la sensacion de presion.
m Corpusculos de Ruffini: Registran el calor.
m Corpusculos de Merckel: Registran el tacto superficial.

Entre la Epidermis y la Dermis, se encuentra la Membrana
Basal, una matriz extracelular compleja que separa la epidermis
de la dermis y aisla los anejos cutaneos, los vasos sanguineos y
los nervios del tejido conjuntivo. Esta constituida por dos capas

contiguas: lalamina luciday la [amina densa.

La unién dermoepidérmica (UDE) es la zona que forma la
interfase entre la epidermisy ladermis, cuya principal funcion es
unir la epidermis con la dermis, para proporcionales resistencia
contra las fuerzas externas que podrian desgarrarlas. Sirve como
soporte de la epidermis, determina la polaridad del crecimiento,
dirige la organizacion del citoesqueleto en las celulas basales,
produce sefiales de desarrolloy cumple funciones de barrera se-

mipermeable (Ghohestani, 2001), (Uitto, 2005).
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Il. Antecedentes

v/ DERMIS

La dermis es el constituyente mayor de la piel, ya que es
entre 20-30 veces mas gruesa que la epidermis; confiere flexibi-
lidad, elasticidad y fuerza tensil. Ademas protege al organismo
del dafio mecanico, fija el agua, contribuye a laregulacion térmica
eincluyereceptores de los estimulos sensoriales. Interactta con
la epidermis paramantener las propiedades de ambos tejidos, co-
labora durante el desarrollo en la morfogenesis de la UDE y los
apendices epidermicos y contribuye a la reparacion y remodela-

cion de la piel tras heridas.

Esta constituida por tejido conjuntivo y los anexos cuta-
neos, que son de dos tipos: cérneos (pelos y ufias) y glandulares

(glandulas sebaceas y sudoriparas).
Eltejido conjuntivo esta compuesto a su vez por:

- Componente celular fijo: fibroblastos, mastocitos o
células cebadas y células fagociticas (macrofagos,

histiocitos).

- Componente celular migratorio: leucocitos polimor-

fonucleares,eosindfilos,linfocitos y plasmocitos.
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- Sustancia fundamental, intercelular o amorfa: que
esta compuesta por glucosa-minoglicanos, acido
hialurdnico, condroitin-sulfato y dermatansulfato,

que embeben gran cantidad de agua.
- Proteinas fibrosas: colageno y elastina (Kielty, 1997).

Elcolageno representa el 75% del peso seco de la piely le

proporciona fuerzatensily elasticidad. Se distinguen varios tipos:

Colageno tipol: 80-90%
Colageno tipo Ill:  8-12%

ColagenotipoV:  <5%

Estos tipos contribuyen aregular el diametro de las fibri-
llas. Se localiza principalmente en la dermis papilar y en la matriz
que rodea la membrana basal de los vasos y a nivel de la UDE. El
colageno tipo VIl esta asociado con las fibrillas y se encuentra en
el espacio interfibrilar. El tipo |V estarestringido a la lamina basal
de laUDE, los vasosy los apéndices de la epidermis. El otro com-
ponente fibrilar de la dermis corresponde a las fibras elasticas
que dan elasticidad a la piel y le devuelven la forma normal des-

pués de contraerse o deformarse (Christiano, 1994).

42



Il. Antecedentes

ESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LA DERMIS
Consta de tres capas:

> Dermis Papilar. Limita con la epidermis y se amolda a su
contorno por la presencia de prolongaciones distales o pa-
pilas de forma mamelonada que ascienden contactando
con la epidermis. Muestra un espesor que no supera el
doble de la epidermis. Esta compuesta por tejido conec-
tivo laxo, fibras de colageno tipo I, vasos sanguineos de
calibre capilar, linfaticos y fibras nerviosas. Esta zona
tiene mayor celularidad y es asiento de los principales pro-
cesos metabolicos de la piel. El plexo subpapilar, un plano

horizontal de vasos, marca los limites entre la dermis pa-

pilary lareticular.

> Dermis Reticular. Es la porcion mas profunda, se encuentra
localizada por debajo de las papilas déermicas y es de mayor
espesor, constituyendo lamasa principal de la dermis. Esta
constituida principalmente por fibrillas de colageno de gran
diametro, organizadas en fasciculos grandes de fibras en-
tretejidas, confibras elasticas ramificadas que rodean a los
fasciculos. Las fibras elasticas y los haces de colageno au-
mentan de tamafio de forma progresiva hacia la hipodermis.
En la porcion inferior se localiza una capa de musculo liso,

el musculo erector del pelo. El limite inferior de la dermis
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reticular corresponde a la transicion del tejido conjuntivo fi-

broso al tejido conjuntivo adiposo de la hipodermis.

> Tejido Subcutaneo (Hipodermis). Est4 compuesto de te-
jido conjuntivo laxo y adiposo, cuyas funciones fundamen-
tales corresponden alaregulacion térmicay almovimiento.
Puede alcanzar un grosor variable, sobre todo en algunas
zonas concretas, como el abdomeny las caderas, ya que in-
terviene en el almacenamiento y movilizacion de lipidos
para cubrir as necesidades energeticas. La hipodermis aisla
al organismo, sirve como suplemento de reserva energetica,

acolchado y proteccion de la piel y permite su movilidad

sobre las estructuras subyacentes.

Los adipocitos son el componente celular principal. Se dis-
ponen en l6bulos separados por tabiques de tejido conjuntivo fi-
broso. Los nervios, vasos sanguineos y linfaticos estan
localizados dentro de los tabiques, e inervan, nutren y drenan la
region. La sintesis y almacenamiento de grasa contintua durante
toda la vida, por la acumulacion en las células adiposas o por re-
clutamiento de nuevas células del mesénquima indiferenciado

(Holst, 2002).
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v/ HIPODERMIS.

Glandulas Sebaceas: Relacionan ala epidermisy ladermis a tra-
ves de su funcion; cuando el foliculo piloso es movido por el mus-
culo erector del pelo comprime a la vez a la glandula sebaceay

esta secreta al exterior a traves de la epidermis.

Tabla 1: Funciones Cutaneas

Funcion |Mecanismo Accion Situacion defectuosa
Inmunitaria |Inmunidad Prevenir infecciones Infecciones,

natural, fungicas, bacterianas, enfermedades

adaptada viricas, enfermedades  [autoinmunes,

autoinmunes, neoplasias [neoplasias cutaneas

Barrera Estrato Prevenir la infeccion, Infecciones bacterianas
corneo, absorcidny de repeticion, absorcion
epidermis, deshidratacion, filtrar de sustancias quimicas,
melanina laradiacionultravioleta |deshidratacion, cancer

cutaneo.

Reparadora |Fibroblastos |Curacionde heridasy Ulceras cutaneas,

ulceras cutaneas, queloides,

reparar el dafio celular  |neoplasias cutaneas
por ultravioleta

Vascular Circulacion Nutritiva y regulacion Infarto, insuficiencia
hematica de la temperatura, venosa, vasculitis,
y linfatica drenaje linfatico vasculopatia,
linfedema
Comunicacion | Fibras Conducciénde Hiper e hiposensibilidad,
nerviosas estimulos prurito, hiperhidrosis,
aferentes nerviosos, secrecion sindromes neuroldgicos,
y eferentes de citocinas control temperatura
Atencion Visual, Pigmentacion, fotoenvejecimiento, vitiligo,
olfativa distribuc. alopecia, halitosis
del pelo, sudoracion
Secretora
Excretora
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Glandulas sudoriparas: También relacionan a los tres estratos,
pues se localizan a lo largo de los tres, tienen capacidad de eva-

porar el aguay de controlar con ello la temperatura corporal.

Lapiel esunode los organos corporales con mayor nimero
de funciones, entre las que destacan la proteccion, secrecion de
productos sintetizados por algunos de sus anejos, excrecion de
distintos tipos de sustancias, termorregulacion, sensaciony, fun-
damental-mente comunicacion. Esto explica la gran complejidad

de su estructura.

v Proteccion frente a traumatismos mecanicos, fisicos o
quimicos. La funcion mas importante de la piel es formar
una barrera efectiva entre el “interior” y el “exterior” del
organismo; su superficie relativamente impermeable
evita la deshidratacion y actua como una barrera fisica
frente a la invasion por microorganismos. Esta corres-
ponde principalmente al estrato corneo, aunque las
capas epidermicas nucleadas, sobre todo las uniones in-
tercelularesy las proteinas del citoesqueleto proporcio-
nan otros elementos importantes. La barrera quimico/
bioquimica consiste en lipidos, acidos, enzimas hidroliti-
cas, peptidos antimicrobianos y macrofagos. La barrera
inmunologica esta compuesta por los componentes hu-

moralesy celulares del sistema inmune (Proksch, 2008).
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v Sensacion. Gracias a los organos receptores, la inerva-
cion cutanea esta en condiciones de percibir los estimu-
los de presion, térmicos y dolorosos, transmitirlos al
sistema nervioso central y permitir al individuo una adap-
tacion a las condiciones ambientales. Los corpusculos y
las terminaciones nerviosas de la sensibilidad son alta-
mente especializados, existen receptores especificos
para el calor, para el frio, para el dolor, para el prurito
(tacto: Meissner, Krause, Discos de Merkel; dolor , prurito
y temperatura : Ruffini, Vater-Paccini),etc.. (Critchley,
2002).

v/ Termorregulacion: La piel actua como regulador ter-
mico o aislante. La funcion de termorregulacion se basa
en el flujo de sangre alos vasos cutaneosy a las glandulas
sudoriparas. La alternancia de vasoconstriccion y vaso-
dilatacion en los capilares lleva a un rapido cambio en el
flujo hematico de acuerdo con la temperatura ambiental.
Las glandulas sudoriparas ejercen un papel importante
en laregulacion térmica; de hecho, gran cantidad de calor
se elimina del organismo con la evaporacion del sudor. El
paniculo adiposo, abundante en la zona hipodermica,
tiene unabaja conductividad térmica e interviene en esta
funcidn de termorregulacion de la piel (por esta causa la

pielmantiene elresto del cuerpo auna temperatura ade-
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cuada, independiente-mente de la temperatura externa)

dentro de ciertos limites (Falk, 1998).

v Secrecion y excrecion: Citocrina melanica, ecrina sudo-
ripara, apocrina sudoripara y mamaria, holocrina seba-
cea.Através de lapiel son eliminados catabolitos y otras
sustancias de desecho del interior del organismo. La piel
elimina CO,, aguay grasa, ademas son eliminados iones
sodio, pequefias cantidades de potasio, magnesio, calcio
y cloro gracias a la accion de las glandulas exocrinas
(Falk,1998).

v Funcion metabodlica: El tejido adiposo subcutaneo cons-
tituye un deposito primordial de energia, sobre todo en
forma de triglicéridos. La vitamina D se sintetiza en la
epidermis, como complemento de la obtenida a traves

de las fuentes dieteticas etc.
v Reservay deposito de energia: Tejido celular subcutaneo.

v Defensa inmunolégica: Queratinocitos, células de Lan-

gerhans, dendrocitos dermicos.

v Comunicacion: la piel es el “0rgano de las relaciones so-
ciales’, de ahi la gran importancia que tiene su cuidadoy

su aspecto en la actualidad (Pons, 2004).
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RADIACION SOLAR

Elespectro solar esta formado por radiaciones de distinta
longitud de onda, cuya energia es inversamente proporcional a su

longitud de onda (Sdnchez-Saldafia, 2002).

Figura 2.- Caracteristicas de las radiaciones del espectro solar
seglin (Honeyman, 2002)

Tabla 2: Caracteristicas de la radiaciones.

Radiacién Longitud de Onda Energia
nm Kcal/Einstein
, 10.000 2.86
Infra rojo Lejano (10 micrometros)
Cercano 1.000 (1mcm) 28.60
Rojo 700 40.8
Luz Visible Anaranjado 620 46.1
Verde 530 493
Azul 470 60.8
UV-A1 340-400 68.1-89.4
. UV-A2 315-340 68.1-89.4
Ultravioleta 7775 280315 89.4102.
uv-C <280 >102.1
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La Radiacion Ultravioleta comprende aproximada-mente
entreel5yel10% de toda la energia del espectro solar, de la que
la luz visible supone el 50% v la infrarroja cerca del 40%. Pero
estos porcentajes pueden variar por distintos factores como la-
titud, altitud, capade nubes, polucion, concentracion de la capa
de 0zono, estacion del afio y angulo del cenit solar y variar segun
las horas. Las radiaciones ultravioleta que llegan a la superficie
terrestre suponen alrededor del 7% de las radiaciones solares. El
6,7% son UVAy el 0,3% son UVB; mientras que la radiacion UVC
es absorbida por la capa de ozono (Montero, 2008). A su vez se
divide envarias bandas de emisidn con caracteristicas y efectos

diferentes:

UV-A (320-400 nm): se denomina también region de onda
larga o cercana a la infrarroja. Es la encargada de producir la re-
accion de bronceado cutaneo inmediato y tardio, con o sin eri-
tema, ademas es la responsable del fotoenvejecimiento, de la
fotosensibilidad cutaneay de lainmunosupresion. La franja UVAI
es menos eritematogena y melanogena que la franja UVAII. Esta
ultima tiene efectos similares a laradiacion UVBrespectoalain-
duccion de quemadura solar, pigmentaciony proliferacion de me-
lanocitos. Esta banda se encuentra asimismo en fuentes de luz
artificial como las lamparas de vapor de mercurio y los fluores-
centes. Estos ultimos se utilizan para fototerapia y fotoquimio-

terapiay tienen la capacidad de atravesar los cristales.
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UV-B (290-320 nm): es conocida también como radiacion
de la quemadura solar. A dosis moderadas estimula la formacion
de vitamina D, pero tambien causa eritema solar y desencadena
la verdadera pigmentacion de la piel con formacion de melanina.
Origina engrosamiento del estrato corneo, disminucion de la ca-
pacidad del sistema inmunologico y cancer cutaneo. A nivel ocular
produce irritacion de la conjuntiva y la cornea. Esta presente en
fuentes artificiales de luz como las [amparas de vapor de mercu-
rio. Es filtrada por el cristal, pero no por el cristal de cuarzo ni el

agua.

UV-C(100-290 nm): es la de menor longitud de onda, se de-
nomina tambien radiacion germicida. Esta presente solo a gran
altitud, pues afortunadamente es absorbida por la capa de ozono,
ya que es letal para todos los seres vivos. Es eritematogena, mu-
tagenica y carcinogenica en animales de experimentacion. Pero
al ser absorbida totalmente por la capa de ozono y filtrada por el
oxigeno no llega a la superficie terrestre. Sin embargo, se produce
artificialmente y se encuentra en las [amparas de xenon y las de
vapor de mercurio. Estas radiaciones son bloqueadas por el cris-

tal de las ventanas.

Los rayos Infrarrojos corresponden a las radiaciones del
espectro solar responsables del efecto calorico del soly que ade-

mas aumentan la capacidad eritematogena de la RUV.
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Ademas existen diversos factores o procesos opticos que
participan en la captacion de las radiaciones:

1.- Reflexidn directa y epidérmica.

2.-Dispersion en los tejidos y células de la piel.

3.- Transmision directa.

4.-Absorcion: Sélo la absorbida es capaz de iniciar cambios

fotoquimicos que provoquen respuestas fotobiologicas.

A su vez, cada radiacion tiene un nivel de penetracion dis-

tinto en su contacto con la piel humana:

UvA UvB UvC

STul tNEctel T

n

. Figura 3.- Penetracién de las RUV en la piel.
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Patologia de la RADIACION ULTRAVIOLETA

La radiacion solar origina alteraciones cutaneas porque las
RUV son absorbidas por determinados moléculas o cromoéforos
especificos: ADN, ARN, proteinas, melaninas, lipidos de las mem-
branasy organelas celulares de la epidermis y dermis, que tras su
liberacion, originan reacciones fotoquimicas a traves del dafio di-
recto o por dafio oxidativo indirecto. Esto da lugar a la liberacion
de mediadores inflamatorios que modulan el comportamiento de
una serie de tipos celulares (queratinocitos, células de Langer-
hans, fibroblastos, etc.). Estos efectos son acumulativos y dosis-
dependiente, y estan en relacion con la duracion, frecuencia y
calidad e intensidad de la radiacion. Se han clasificado en dos

grandes grupos (Sdnchez-Saldafia, 2002).

PATOLOGIA AGUDA.
A.- Eritema / quemadura solar.

Elenrojecimientoy la quemadura solar es larespuesta cu-
tanea aguda mas conocida tras la exposicion a RUV. Se caracte-
riza por enrojecimiento, calor, dolor y tumefaccion de la zona
fundamentalmente en individuos de fototipos | a lll. El meca-
nismo no esta bien establecido; no se conoce con precision cuales

son los cromaforos responsables, pero la hipotesis del dafio di-
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recto de los UVB y UVA de onda corta sobre el ADN, se sumaria
al dafio oxidativo indirecto, secundario a las reacciones endoge-
nas de fotosensibilidad. Las secuelas agudas se caracterizan por

eritema.

Elenrojecimiento es debido a la congestion por dilatacion
de los vasos sanguineos superficiales de la dermis (vénulas sub-
capilares), lo que puede ocurrir en una persona rubia tras una ex-
posicion al sol de media hora al medio dia. Este eritema puede

permanecer entre 8y 12 hy desaparece a los varios dias.

Cuanto mayor es la exposicion, menor es el tiempo de apa-
ricion y persiste durante mas tiempo y con mayor intensidad.
Dosis mayores de exposicion pueden originar edema, dolor, am-

pollas y descamacion.

Las pieles moderadamente pigmentadas precisan entre
dosy cuatro veces mas exposicion, mientras que las fuertemente
pigmentadas no suelen quemarse. Hay que tener en cuenta que
tanto los nifios como los ancianos son mas sensibles: los primeros
porque su sistema melanico no esta totalmente desarrollado y
los ancianos porque lo tienen disminuido, ya que se calcula a que
a partir de los 30 afios disminuye un10% el numero de melanoci-

tos (lozumi1993).
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B.- Bronceado:

La pigmentacion o bronceado inmediatos se presentan a
los pocos minutos de la exposicion. Esta pigmentacion tiende a
desaparecer en minutos; pero si la exposicion es continuay pro-
longada puede durar varios dias y se combina con el bronceado
tardio. Este bronceado seria consecuencia de longitudes de onda
comprendidas entre los 320-450 nm, que corresponderiana UVB
de onda larga, UVAy luz visible. Los cambios histoldgicos obser-
vados corresponderian a la oxidacion de la melanina existente y
alamigracion de los melanosomas a las dendritasy al citoplasma

de los queratinocitos.

La pigmentacion o bronceado tardio se hace visible 72 h
despues de la exposicion a UVB, y perdura durante dias o sema-
nas. Enindividuos de piel clara, la RUVB induce mas eritema que
bronceado, a diferencia de la RUVA. Se asocia con aumento en la

actividad y numero de los melanocitos.

PATOLOGIA SUBAGUDA

Se caracteriza por hiperplasia o engrosamiento progre-
sivo de la piel, de forma que hacia la 72 semana puede aumentar

hasta cinco veces el espesor del estrato corneo. Dicha reaccion
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esreversible, ya que tras varios meses sin exposicion, puede vol-
ver al espesor normal. Constituye un mecanismo de defensa en-

dogeno mas importante que el bronceado.

PATOLOGIA CRONICA
A.- Fotoenvejecimiento:

El fotoenvejecimiento se caracteriza por sequedad de la
piel, con aparicion de arrugas profundas, surcos cada vez mas
acentuados, perdida de la elasticidad, pigmentacion moteaday
telangiectasias que representan cambios estructurales profun-
dos de la dermis. Es un proceso degenerativo multisistémico y
acumulativo cutaneo, que depende fundamentalmente de la ex-
posicion al sol y de la pigmentacion de la piel. Afecta a las zonas

expuestas al sol (Sjerobabski, 2008).
B.- Fotocarcinogénesis:

Diversos factores extrinsecos (RUV) e intrinsecos, pueden
modificar la capacidad reparadora del ADN celular. La radiacion
UVB tiene la capacidad de dafar proteinas, acidos nucleicos, etc,
por lo que altera la capacidad reparadora del ADN, a traves de mu-
taciones de los genes que participan en los procesos de repara-

cion celular, lo que, junto a la disminucion del 25-50% de las
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células de Langerhans (en la que también se ha descrito la accidn
de laRUVA), disminuye la capacidad de detectar y destruir células

alteradas, permitiendo la progresion de neoplasias.
C.- Alteraciones oculares:

* Agudas: queratitis, conjuntivitis, etc.

* Crénicas: cristalino (cataratas), retina, etc.

D.- Reacciones de fototoxicidad, fotoalergia, brotes de urticaria,

desencadenamiento o agravamiento de enfermedades, etc.

ENVEJECIMIENTO CUTANEO

Lapiel, como los restantes drganos del organismo, sufre el
fenomeno del envejecimiento denominado intrinseco o fisiolo-
gico, que es la consecuencia del paso del tiempo, pero ademas, y
a diferencia con los otros drganos, puede sufrir el denominado
envejecimiento extrinseco o fotoenvejecimiento, que es pato-
l6gico; mas precoz en su presentacion que el anterior y de mayor
gravedad, puesto que esta intimamente relacionado con el cancer
cutaneo. En cierto modo, puede ser autoprovocado, puesto que

es debido a la exposicidn cronica al sol (Vicente, 1999).
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Elenvejecimiento es un fendmeno biologico complejo, que
puede definirse como un declinar progresivo en la homeostasis,
ademas de la incapacidad del organismo para responder al estreés.
Existen diversas teorias para explicar dichos fenomenos. Desde
las que estanbasadas en el papel de los factores genéticos (alos
que actualmente se les atribuye alrededor del 30%), a otras que
refuerzan el papel de los factores exdgenos o ambientales hasta

enun70% junto a los factores epigenéticos.

ENVEJECIMIENTO CUTANEO INTRINSECO O CRONOLOGICO

Este fendmeno se inicia a partir de los 30 afios, intensifi-
candose entre los 40 y 50 afios, coincidiendo con la menopausia

en las mujeres.

Elenvejecimiento intrinseco afecta a todas las capas de la
piel: epidermis, dermis e hipodermis, asi como a todas las estruc-
turas que las componen, como glandulas, vasos, nervios y sus di-
ferentes células, lo que lleva al adelgazamiento gradual de la piel
y a la atrofia. Es un conjunto de cambios clinicos, histologicos y
fisiologicos que acontecen con laedady que afectan alrecambio
celular epidermico, al aclaramiento de varias sustancia de la der-
mis, al grosory a la celularidad de la propia dermis, a la termorre-

gulacion y la cicatrizacion, a la respuesta inmunologica, a la
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percepcion sensorial, a la produccion de glandulas sebaceas y su-

doriparas, y a la sintesis de vitamina D.

En general, en el envejecimiento cronologico o intrinseco
se produce una alteracion del metabolismo, que se manifiesta por
descenso de los procesos anabadlicos e incremento de las activi-

dades responsables del catabolismo (Branco, 2010).

Los cambios estructurales y funcionales del envejeci-
miento normal de la piel hacen que la epidermis se vuelva mas del-
gada; el numero de melanocitos y células de Langerhans
disminuye; la dermis es relativamente acelular y avasculary se
atrofia; el colageno dérmico, los glucosaminoglicanos y la elastina
sufren alteraciones; el numero de glandulas apocrinas se reduce;
las glandulas sebaceas, aunque aumentadas de tamafio, disminu-
yen su secrecion; las ufias se vuelven mas delgadas y la densidad
de los foliculos pilosos sufre una reduccion progresiva; el diame-

tro del pelo también se reduce, etc.

CAMBIOS CLiNICOS (Glogau, 1997):

Eldeterioro de la piel mas [lamativo desde el punto de vista
clinico que se produce por la edad corresponde a las arrugas.
Estas son la consecuencia de alteraciones fisico-quimicas y es-
tructurales por la pérdida gradual de tres elementos muy impor-

tantes para la piel:
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«+ COLAGENO (la fibra proteinica que da firmeza a la piel),

lo que provoca que se vuelva mas delgada y debil.
<+ ELASTINA responsable de la elasticidad;

<+ GLICOSAMINOGLICANOS, por su capacidad de reten-

cion de agua.
Ademas se suele acompafiar de:

m Adelgazamiento de la superficie cutanea (15% a partir de

los 60 afios) y de la dermis (alrededor del 20%).
m Profundizacion de los surcos.
m Disminucion de la elasticidad y flexibilidad.

m Disminucion de la produccion de sebo y aumento de la

permeabilidad (sequedad y descamacion).
m Alteracion de la percepcion sensorial.

m Disminucion del espesory de la velocidad de crecimiento

de las uias (estrias y fragilidad).
m Alteraciones del pelo (alopeciay canicie).

m Mayor fragilidad y menor eficacia como barrera.
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m Trastornos de la termorregulacion, con tendencia a la hi-

potermia o golpe de calor en temperaturas extremas.
m Infecciones cronicas mas frecuentes.
m Aumento delumbral doloroso.
m Menor resistencia a pequefios traumas.
m Facilidad derotura de los vasos

m Frialdad cutanea, alteracion de larespuestainflamatoria,

cicatrizacion lentay andmala.

m Crecimiento del vello en las cejas, orificios nasales, con-
ducto auditivo externo y parte anterior del torax en los

hombres. En la mujeres en el area del bigote y la barba.

m Disminucion del nimero de foliculos por cm? del cuero
cabelludo, con encanecimientoy aumento del grosor del

pelo.
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CAMBIOS HISTOLOGICOS:

A). EPIDERMIS:

< Aplanamiento de la unién dermoepidérmica (con borra-
miento y disminucion al 50% de las papilas dermicas y
de las crestas interpapilares), con mayor tendencia a las

abrasiones y la aparicion de ampollas.
«» Grosor variable (acantosis, atrofia).
«+ Estrato corneo estable.
+ Pleomorfismo.
«» Queratinocitos con tamafio y forma variable.
«» Atipia nuclear ocasional.

« Disminucion del nimero de melanocitos (10%/
década/30 afios)

%+ Menos células de Langerhans (20-50%), con menor ca-

pacidad de la respuesta inmune cutanea.
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B). DERMIS.

Sufre una disminucion de grosory de la celularidad, asicomo
aplanamientoy ensanchamiento de las papilas dérmicas. La dismi-
nucion del grosor dermico se aproxima al 20%, aunque en las zonas

no expuestas al sol, ocurre solo despues de la octava decada.

Existe engrosamiento de la pared vascular, junto con dege-
neraciondel componente elastico de las arteriolas. Esta pérdida
del lecho vascular provoca una piel mas palida, disminucion de la
temperaturay reduccion del flujo hasta el 60%, que junto a la dis-

minucion de la grasa favorece el golpe de calor y/o la hipotermia.
En cuanto a los componentes estructurales de la dermis:

> El colageno Representa el 80% del peso seco de la piel del
adultoy posee una gran fuerza tensil, impidiendo que la piel
serasgue por el estiramiento. Se ha usado como marcador
del envejecimiento cutaneo en numerosos estudios, consi-
derandose que su deficit es la razon principal del envejeci-
miento cutaneo. La concentracion de colageno por unidad
de superficie disminuye un1% por afio durante toda la vida
y las fibras que van quedando presentan un aspecto desor-
ganizado, mas compacto y granular. De modo que el grosor
de la piel esta intimamente relacionado con la cantidad y

calidad del colageno que contiene.
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Con el envejecimiento existe una disminucion de la
sintesis de colageno y de enzimas implicadas en el proce-
samiento postraduccional del colageno en la piel. La mole-
cula de colageno del anciano no difiere mucho de la de una
personajoven, sinembargo su cantidad y sumalla se hacen
mas gruesas y degeneran. El colageno cutaneo se hace
cada vez menos soluble con la edad y hay una disminucion
de la sintesis de nuevo colageno. La consecuencia clinica
de la descom-pensacion del contenido de colageno pro-

voca un aumento de la laxitud y aparecen las arrugas.

La dermis ademas se caracteriza por un descenso
significativo de glucosaminoglicanos, que presentan una
alta capacidad de union al agua y son esenciales para la hi-
dratacion normal lo que explica la apariencia secay arru-

gada de lapiel envejecida.

> La elastina, es una proteina elastica que mantiene la ten-

sion cutanea de lapiel y representa el 5% de la dermis.

C). ANEJOS CUTANEOS.

> Disminuye el numero de pelos por cm? de superficie cuta-

nea. (calvicie temporal, occipital, etc.).
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> Disminuye la pigmentacion melanica, dando lugar a las
canas o canicie. De modo que en la quinta decada de la vida,
el 50% de la poblacion posee un 50% de cabello canoso y
el 100% de la poblacion posee alguna cana debido a la per-

dida de melanocitos del bulbo capilar.

> Aumentan los pelos en la orejas, fosas nasales, asicomo en
labio superiory la barbilla.

> Alteraciones en las ufias.
> Disminuyen las glandulas sebaceas y sudoriparas.

> Disminuyen /s las células de Meissner, Pacini, Merckel

(encargadas de la sensibilidad).

CAMBIOS FUNCIONALES:

Con la edad también se van alterando distintas funciones:
> Disminuye la funcion barrera.
> Disminuye el recambio celular (senescencia).

> Disminuye la eliminacion de productos de catabolismo o de-
gradacion.

> Disminuye la percepcion sensorial.
> Disminuye la proteccion mecanica.

> Disminuye la produccion de sudor, seboy vitaminaD.
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> Disminuyen los niveles hormonales.

> Disminuye la elasticidady flexibilidad.

> Aumenta la fragilidad (abrasiones, ampollas).
> Aumentan las infecciones.

> Retraso en la curacion de las heridas.

> Alteraciones en la reparacion del DNA.

> Alteraciones en la respuesta inmunologica.

> Alteraciones en la termorregulacion.

ENVEJECIMIENTO EXTRINSECO / FOTOENVEJECIMIENTO

Es un proceso que se caracteriza por la aparicion prema-
tura de lesiones en la piel; comienza desde una edad temprana,
normalmente cuando no se toman precauciones frente a la expo-
sicion solar. Se ha especulado que quizas hasta el 80% de los
cambios inducidos enla piel por las radiaciones ultravioleta, ocu-
rren durante los primeros veinte afios de la vida, a excepcion de
aquellas personas que por su profesion o estilo de vida sufrenuna

exposicion intensa durante la vida adulta (Vicente, 1999).

Elproceso de fotoenvejecimiento incluye dafios molecula-
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res, estructurales y funcionales de la piel, conuna llamativa traduc-
cion clinica: piel atrofica, arrugada, con cambios en la coloracion,
telangiectasias, etc, que ademas se van a acompafiar frecuente-
mente de la presentacion de lesiones neoplasicas benignas (que-
ratosis seborreicas, léntigos, hiperplasias sebaceas); lesiones
premalignas como queratosis actinicas (placas rojas con escama)

o tumores malignos COmMo carcinomas escamosos 0 melanomas.

Los cambios cutaneos caracteristicos del fotoenveje-ci-
miento han sido agrupados por Castelo-Branco en 2010, segun la

edad de los individuos expuestos al sol de forma cronica en:
1.- Clinicos
2.- Funcionales
3.- Histoldgicos

4.- Patologicos

1.- Cambios Clinicos.

Tipo I: Edad: 20-30 a. Fotoenvejecimiento Leve.
- Ligeros cambios por fotoenvejecimiento
- Escasos cambios en la pigmentacion
- No hay queratosis actinicas

- No hay arrugas o son minimas
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Tipo ll: Edad: 30-50 a. Fotoenvejecimiento Moderado.
- Arrugas finas y paralelas: comisuras bocay ojos
- Lentigos seniles incipientes
- Queratosis actinicas palpables, pero no visibles

- Alopecia temporal y occipital

Tipo lll: Edad: 50-60a. Fotoenvejecimiento importante.

- Arrugas estables en la frente (expresion), peribucales y
periorbitarias

- Intensificacion p. geométrico

- Discromias (manchas, lentiginosis, etc.)

- Sequedad y descamacion

- Telangiectasias

- Queratosis visibles

- Canicie (en mayores de 50 afios, el 100% presenta alguna
canay el 50% se considera canoso pues mas del 50% de

su pelo es blanco).

Tipo IV: Edad: >60 a. Fotoenvejecimiento Severo.
- Arrugas totales en region facial y zonas descubiertas
- Mayor profundidad de los surcos cutaneos
- Piel engrosada, irregular, granulosa, nodular
- Piel amarillento-grisacea, lentigos, hipocromias, etc.
- Lagos sanguineos (hematomas)

- Queratosis con frecuente transformacion en carcino
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- Crecimiento del pelo en: cejas, fosas nasales y conducto
auditivo

- Enmujeres en labio superior y barba

- Alteracion ufias: fragiles, estrias, amarillas, grisaceas

- Pérdida de la elasticidad.

- Disminucion de la sudoracion

- Produccion de escamas

- Comedones

2.- Cambios funcionales: los descritos en el envejecimiento in-

trinseco, pero agravados o de mayor intensidad.

3.- Cambios Histologicos:

EPIDERMIS
* Engrosamiento reactivo alternando con areas de atrofia
* Alargamiento de las crestas epidérmicas
* Perdida de la polaridad celular con hiperplasia de células
basales
* Pleomorfismo celular y nuclear (atipia)
* Disminucion marcada del numeroy funcion de las células

de Langerhans
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DERMIS

* Zona de Grenz en la dermis papilar

* Engrosamiento y alteracion funcional de las fibras elas-
ticas

* Aumento de material elastotico amorfo

* Aumento de la colagenogénesis y de fibroblastos activa-
dos

* Aumento de la actividad de la colagenasa

* Disminucion del colageno maduro

* Colageno fragmentado

* Aumento de glucosaminoglicanos y proteoglicanos

* Desorganizacion marcada de vasos capilares

» Aumento de grosor de venas post- capilares

* Disfuncion marcada enndmeroy funcion de glandulas su-
doriparas

» Aumento marcado del tamafio de glandulas sebaceas con

disminucion de la funcion

4. Cambios Patoldgicos:

Con la edad se va produciendo un agotamiento progresivo
de la inmunovigilancia, lo que favorece una respuesta inmunolo-
gicaanormal o patologica. De modo que mas del 60% de los ma-
yores de 65 afios presentan algun tipo de dermatosis que

requiere tratamiento medico.
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Los principales problemas de la piel anciana son:
v Prurito

v Asteatosis

v Eccema

v Penfigoide

v Herpes zoster

v Queratosis seborreica
v Queratosis actinica

v Carcinoma basocelular
v Carcinoma espinocelular
v Lentigo maligno

v Melanoma

SISTEMAS DE PROTECCION CUTANEA

De modo fisiologico, existe una reserva biologica protec-
tora frente al sol, para reducir los efectos de la exposicion solar.
Estarepresentaunaadaptacion individual, que esta determinada
geneticamente para defenderse de las radiaciones solares, en es-

pecial de las RUV, a traves de:
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- Melanogénesis: consiste en el proceso de sintesis y distribu-
cion de las melaninas (eumelanina y feomelanina) responsables
del color de la piel y del cabello. Este proceso esta regulado por
diferentes factores de tipo ambiental (radiaciones solares, trau-
matismos, etc.), estimulos hormonales (MSH, ACTH), inmunita-

rios y factores hereditarios (Latour 1992 y Hirobe 1995).

El color de la piel va a depender, en su mayor parte, de la
cantidad de melanina y de su composicion quimica (eumelanina,
feomelanina, etc.): La eumelanina es un filtro activo contra la ra-
diacion UV pero no asi la feomelanina, caracteristica de los peli-
rrojos, que no es fotoprotectora.  Ambas son sintetizadas en
las mismas céelulas, aunque en proporcion variable en las distintas
etnias; as{, enla negra, laenzima tirosinasa es diez veces mas ac-

tivay origina diez veces mas melanina que en la etnia blanca (lo-

zumi,1993).

Ademas,el color de la piel va a depender de un fenomeno
de adaptacion alas diferentes intensidades de las radiaciones ul-
travioleta ambientales en las areas del habitat original (Holubar,
1998), y en menor proporcion de la hemoglobina de la sangre de
los vasos dermicos y de los carotenos procedentes de los alimen-
tos. Tambien otros muchos componentes de los alimentos y nu-
merosas sustancias exdgenas como conservantes, colorantes e

incluso medicamentos pueden alterar la pigmentacion cutanea.
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- Hiperqueratosis: consiste en el engrosamiento de la epidermis,
originado como respuesta retardada de la epidermis ante la agre-
sion solar. Ademas, esta accion protectora se completa conlaac-
cion de los lipidos de superficie y del acido urocanico, presente

en la secrecion sudoral, que actuan como filtro fisiologico.

- Secrecion de sudor que contiene acido urocanico, con probadas

caracteristicas fotoprotectoras.

- Proteccion contra radicales libres: el organismo cuenta con di-
ferentes mecanismos de proteccion contra estas moléculas, que
son capaces de iniciar reacciones fotoquimicas y producir dete-
rioro celular. Estos mecanismos son: sistemas enzimaticos, sis-
temas de reparacion de DNA vy sustancias captadoras de

radicales libres (como vitaminas u oligoelementos).

No obstante, la gran variedad individual de la especie hu-
mana es la responsable de que no todos respondamos de igual
forma ante la agresion solar, ya que los mecanismos intrinsecos

de proteccion no sonidenticos.

En este sentido Fitzpatrick (1975), defini¢ seis fototipos

cutaneos que son universalmente admitidos (Honeyman, 2002):
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Fototipo Quemaduras |Bronceado | Color Piel |Gruposde

individuos,
etnias
Siempre No Muy blanca |Pecosos, pelirrojos,
celtas
Il Muy Minimo Blanca Nordico europeoy
facilmente centroeuropeo

Il Facilmente |Gradual |Lig.morena |Cabello rubio/moreno

A% Ocasional- |Si Morena Latinos
mente
V Raramente |Intenso Muy Arabes, asiaticos, indios

yrapido |morena

VI Nunca Maximo  |Negra Negros

Su utilidad consiste fundamentalmente en que permite la
estimacion delriesgo relativo de desarrollo de alteraciones agu-
dasy cronicas por efecto de la exposicionalaradiacion UV, y que

han sido resumidas en:

Los fetetipos | y Il corresponden a personas que en general
presentan piel clara, cabellos rubios o pelirrojos, ojos de color
azulado, a veces con pecas (efélides). Son consideradas como
“melanocitocomprometidas” Deben evitar exposiciones solares
intensas desde edad muy tempranay a lo largo de toda la vida, y

utilizar fotoproteccion.
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Los foetotipos lll y IV también pertenecen al grupo de po-
blacion blanca o ligeramente pigmentada. Son considerados “me-
lanocitocompetentes” por la pigmentacion constitucional o
adquirida (bronceado), presentan proteccién adecuada frente a
los efectos de laradiacion solar en situaciones de irradiacion nor-
mal, pero su susceptibilidad al dafio agudo y cronico dependera
de los habitos de exposicion solar y la latitud geografica donde

vivan.

Los fetotipos V y VI generan un denso filtro protector de
melanina al exponerse a las radiaciones UV. Son “melanocitocom-
petentes”y los cambios de foto-envejecimiento se manifiestana

partir de los 40-50 afios de edad (Montero, 2004).

La pigmentacion cutanea se debe aunos granulos, localiza-
dos enlos citoplasmas de una poblacion de células especiales de
morfologia dendritica, que aunque derivadas de la cresta neural,
se encuentran en la capa inferior de la epidermis, llamadas mela-
nocitos. Estos son muy escasos, se calcula que hay entre 1.000 y
2.000 melanocitos por mm? de piel, lo que supone alrededor del
10% de las células epiteliales. Sumasa total, que constituye el de-
nominado sistema pigmentario melanico, pesaalrededorde1,5g,
pero estan enormemente especializados, puesto que son los res-
ponsables ultimos de la pigmentacidn de la piel, pelo y ojos (Que-

vedo, 1987).
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El numero de melanocitos es el mismo en todas las etnias
humanas, lo que varia es la capacidad de sintetizar melaninay de

transportarla a los queratinocitos adyacentes. (Vicente, 1999)

Por otro lado, la sensibilidad individual alaradiacion UV, se
determina con la dosis eritematégena minima (DEM, MED enin-
glés), que se define como la cantidad minima de radiacion capaz
de inducir eritema en la piel de la persona estudiada. La exposi-
cion aradiaciones (flujo, dosis) se mide enjulios (J) o milijulios (mJ)

por centimetro cuadrado (J/cm?) (Montero, 2004).

Para determinar en cada caso silarespuesta es normal, es
necesario conocer cual es ladosis minima necesaria, en condicio-
nes normales, para los diferentes fototipos de piel y asi poder
comparar (Tabla). Este método también se emplea para evaluar

la eficacia de los protectores solares.
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TRATAMIENTO DEL FOTOENVEJECIMIENTO CUTANEO
HISTORIA

La historia parece demostrar “el peligro que pueden entra-
far algunos modelos de atractivo fisico o belleza basados en el

colorde lapiel”

Hastaelsiglo XV, los conocimientos sobre el color de la piel se
basaban enlos mitos delmundo antiguo, fundamentalmente dirigidos
aexplicar el color negro de los africanos, mas que aaclarar la palidez
de los caucasicos; de modo que en Europa existian dos teorias: una
que responsabilizaba al calor y al sol de esos paises y otra que apo-
yaba un origen divino. Dichas opiniones fueron cuestionadas a partir
del descubrimiento de América, al ser encontrados individuos ama-
rillo cobrizo, lo que hizo que se fueran desarrollando nuevas técnicas

de diseccion de la piel y nuevos métodos de estudios clinicos.

Para el mundo griego y romano el color de la piel se debia
alefectodel sol sobre algin humor interno. Esta creencia se man-
tuvo durante la edad media, e incluso el renacimiento, epoca en
la que el binomio palidez-belleza adquirio tal esplendor que las
mujeres que querian estar alamoda comian greday bebian vina-
gre, con el fin de alcanzar un grado de palidez enfermiza que cons-
titula el maximo de belleza; incluso varios siglos despues lo

encontramos reflejado en una cancién de Garcia Lorca (1934):
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“Que romantica eras, bebias vinagre a es-
condidas de la abuela y te pusiste blanca

como una celinda primavera”

Enelsiglo XVII, Sir Thomas Browne realizo un estudio mas de-
tallado del color de la piel en diferentes razas, concluyendo que éste
no dependia del climay atribuyéndolo a algun factor del esperma.
Posteriormente, se responsabilizo a alguna sustancia contenida en
la bilis, puesto que existian observaciones de que la bilis cuando se

exponiaal sol viraba a negro. Tambien se le achaco a la sangre.

Enelsiglo XVIII, las variaciones en la pigmentacion cutanea
adquieren connotaciones sociales y se considera que los negros
africano no son hermanos de los europeos, sino que blancos y ne-

gros eran dos especies separadas (Vicente, 1999).

Es a partir de 1840, cuando el desarrollo del microscopio
permitio demostrar la estructura celular de la piel, cuando co-
mienza el conocimiento cientifico moderno, tanto de su estruc-

turay funcion, como de la pigmentacion cutdnea (Holubar 1998).

En el color de la piel se distingue:
* Una pigmentacion constitutiva que esta basada en el
color sin la exposicion, es decir en el color determinado

geneticamente.
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 Una pigmentacion facultativa que es la coloracion que
se desarrolla tras la exposicion al sol 0 a modificaciones

endocrinas.

Ambas son la base de la clasificacion de Fitzpatrick, 1975,
antes referida, que mide la funcion protectora de la melanina

frente al sol.

Enlaactualidad, elbroceado de la piel es considerado como
factor cosméticoy por tantorelacionado con labelleza, y estoes
asi solo a partir del primer tercio de nuestro siglo XX cuando, de
formamasiva, comienzan a cambiar los gustos estéticos de la ma-

yoria de la poblacion.

A partir del periodo entre las dos guerras mundiales, se ex-
tiende la opinion sobre el efecto beneficioso del sol. Un hito im-
portante en este sentido lo constituye Coco Chanel, una de las
vanguardistas del bronceado, de forma que la exposicion al sol a
partir de esta fecha, es considerada como la consecucion de una
mayor libertad individual y por tanto algo socialmente deseable

(Vicente, 1999).

Elbronceado consiste en el aumento de la pigmentacion
melanica facultativa, es decir la que se obtiene tras la exposicion
al sol. Es de produccién inmediata (1-2 h) y tarda en completarse

uno o dos dias, aumentando gradualmente durante varios dias y
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puede persistir durante semanas o meses.

Hasta hace aproximadamente unsiglo, la palidez significaba
pertenencia aunalto estatus social, por lo que pasar al predominio

del bronceado ha supuesto un cambio total de estilo de vida.

Durante las ultimas décadas, la exposicion solar ha sufrido
unaumento considerable, sobre todo laintermitente o de tipore-
creativo, por lo que la “dermatoheliosis” se produce tambien en
personas jovenes, que se exponen caprichosamente a laradiacion
solar sinproteccion, o a fuentes de luz ultravioleta artificial, bus-
cando un bronceado rapido, mas frecuentemente mujeres jove-
nes. Durante los ultimos afios se ha ido generando de forma
paulatina un nuevo cambio, gracias a la acumulacion de conoci-
mientos en el sentido de que la exposicion solar y por tanto, el

bronceado, comportan unriesgo (Camacho, 2001).

Cuando la radiacion solar incide sobre la piel, ésta pone en
marcha una serie de mecanismos para reparar la agresion sufrida.
Sin embargo, exposiciones prolongadas o en condiciones extre-
mas, hacen que estos mecanismos se sobrepasen, siendo enton-

ces necesaria la proteccion externa.
FOTOPROTECCION

Constaasuvezdedos aspectos, laintrinseca 0 endégena,

también llamada natural (antes comentada) y la fotoproteccién
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externa o artificial que se basa fundamentalmente en el uso de
FOTOPROTECTORES, sustancias en cuya composicion se inclu-
yen filtros solares que, usados topicamente, cumplen la mision

de prevenir los dafios causados por la radiacion solar.

Principios generales de la fotoproteccion:

* Absorcion y disminucion de la transmision de RUV. Se
realiza en el estrato corneo, mediante el uso de sustan-
cias quimicas absorbentes de RUV B (290-315nm) y RUV
A (315-400 nm).

* Aumento de la dispersion de RUV: Se produce en el es-
trato corneoy en la epidermis, mediante el uso topico de
particulas micronizadas de dioxido de titanio, oxido de
cinc o melanina.

* Inactivacion de los radicales libres y formas reactivas
de oxigeno (singlete, anidn superoxido, radical hidroxilo,
etc.): Se produce 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 an-
teriores, este tipo de fotoproteccion es de efectividad va-
riable.

* Bloqueo fisico de laRUV: Se produce enla superficie cu-
taneay serealiza mediante sombrillas, sombreros y ropas
o vestidos gafas de sol, etc., que muestran una efectividad

buena o incluso excelente.
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Los fotoprotectores se clasifican a su vez en distintos
tipos, segun el tipo de filtro que contieneny sumecanismo de ac-

cion (Montero, 2008):
1. Filtros Quimicos:

Los filtros solares mas usados corresponden a los filtros
quimicos u organicos. Son sustancias quimicas de sintesis, que
actuan como cromoforos absorbiendo la energia transportada
por un foton incidente; posteriormente, las moléculas vuelven a
suestado inicial, liberando el exceso de energia en formade calor
imperceptible, radiacion fluorescente o transformacion quimica

enunisomero o fotoproducto potencialmente reactivo.

Elnimero de filtros solares disponibles depende de la le-
gislacion en cada pais. En los Estados Unidos de Ameérica, la in-
troduccion de unfiltro solar requiere la aprobacion de la Food and
Drug Administration (FDA), como sifuera un medicamento. Lare-
glamentacion de la Union Europea determina la lista de sustan-
cias autorizadas con su concentracion maxima. A diferencia de
las pantallas fisicas, cada filtro quimico tiene un espectro de ab-

sorcion determinado.

Los filtros que absorben predominantemente RUV B son
los que se utilizan con mayor frecuencia: PABA, octocrylene, ho-

mosalate, 4-methylbenzylidene, camphor, ethylhexyl methoxy-
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cinnamate, phenylbenzimidazole sulfonic acid, etc. Elespectrode
absorcion de otros filtros, que actualmente se emplean en com-
binacion con los anteriores y que los estan sustituyendo progre-
sivamente en el mercado, incluye tanto los RUV B como los RUV
A (con un pico de absorcion en este rango): benzophenone-3,
butylmethoxydibenzoyl methane, terephthalydene dicamphor
sulfonic acid, drometrizole trisiloxane, bis-ethylhexyloxyphenol
methoxyphenyl triazine (Tinosorb® S), methylene bis-benzotria-
zolyl tetramethyl-butylphenol (Tinosorb® M), entre otros. No
existenfiltros que absorban exclusivamente RUV A de alta ener-
gia (Longitud de onda corta) con excitacién aun 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 forma-
dos por pequefias particulas de 180-190 nm de diametro, com-
puestas por dioxido de titanio, dxido de zinc, dxido de hierro, dxido
de magnesio, mica o talco. Actuan reflejando todas las radiacio-
nes solares con independencia de su longitud de onda. Estas pan-
tallas minerales se utilizan cada vez con mayor frecuencia, puesto

que no generan energfa ni fotoalergia por contacto.
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Sin embargo, presentan el inconveniente de formar una
mascara blanca, especialmente inesteética a concentraciones su-
periores al 5%. Si se disminuye la concentracion el aspecto cos-
meético mejora, pero a costa de una disminucion en el coeficiente
de proteccion. Con el fin de optimizar el empleo de pantallas so-
lares, se hareducido el tamafio de las particulas. La reflexion de
la luz visible es menor en las formas micronizadas o ultrafinas, en
las que el diametro 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 dxido de aluminio, zirconio o si-
lice, lo que le confiere menor tendencia a la formacion de microa-
gregados, que disminuyen el efecto fotoprotector; por otra parte,
puede combinarse con otros filtros fisicos o quimicos, lo que au-
menta tanto el FPS como el espectro de la fotoproteccién. (Mon-
tero, 2008). Son eficaces tanto para RUV como IR. (Sdnchez
-Saldafia, 2002).

3. Filtros Biolagicos:

Los filtros bioldgicos 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, disminuyen el estres oxidativo inducido por la ra-
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diacion ultravioleta. Potencian, por lo tanto, la proteccion confe-
rida por los filtros solares convencionales, y disminuyen el consi-
guiente dafio celular que podria ser origen de fotoenvejecimiento

y cancer de piel.

Entre estos filtros bioldgicos se encuentran sustancias
que, como diversas vitaminas, presentan actividad antioxidante
directa. Sin embargo, también existen otras sustancias que ejer-
cen estaactividad antioxidante a traves de su capacidad quelante
del hierro (diferentes flavonoides) y sustancias que aumentan la
actividad de las enzimas antioxidantes de la piel (algunos oligoe-
lementos). Estos filtros han demostrado su eficacia frente a los
efectos de los rayos ultravioleta, pues son antioxidantes que evi-
tan la formacion de radicales libres y, por lo tanto, potencian el
subsistema inmunologico cutaneo. Se estan utilizando cada vez
con mas profusion, siendo las vitaminas Ay E las mas utilizadas
en forma de palmitato o acetato, asi como la vitamina C en sus di-

ferentes variedades.

Administrados sistémicamente, los filtros biologicos tie-
nen la ventaja de proporcionar una proteccion basal beneficiosa
y permanente, que actua independientemente del uso de foto-
proteccion topica. Afectan a la piel por completo y constituyen
unareserva antioxidante que protege a medida que la fotoexpo-
sicionva agotando los antioxidantes naturales de la piel. Ademas,

evitanlos problemas inherentes a la fotoproteccion topica, como
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la aplicacion insuficiente de producto, poco respeto a los tiempos
de reaplicacion o la influencia del roce, agua o sudor. Pero debe
tenerse en cuenta que en ninglin caso sustituyen a los fotopro-
tectores topicos, sino que los complementan. Por ejemplo, si se
toman betacarotenos, no se puede dejar de usar fotoprotectores

topicos.
4. Filtros Organominerales:

Se trata de filtros capaces de actuar tanto por absorcion
como por reflexion, e incluso por una combinacion de ambos: dis-
persion o scattering. Son filtros quimicos pero insolubles, con lo
que as{ adquieren a la vez las ventajas de los quimicos (cosmeti-
cidad) y de los fisicos (seguridad), siendo ademds de gran capa-
cidad filtrante en el UVA. Por ejemplo, derivados del benzotriazol

(Tinosorb® M). Son el futuro de la“fotoproteccién total”

De la combinacion de estos tipos de filtros se pueden ob-
tener un fotoprotector, cuya capacidad protectora viene deter-
minada por el Factor de Proteccién (FPS). E| FPS es un indice que
nos da idea del tiempo que podremos permanecer expuestos al

Sol sinriesgo de quemadura.

Cuanto mayor sea el FPS, mas alta sera la proteccion frente
al Sol. Por ejemplo y dependiendo de su tipo de piel, siun individuo

es capaz de permanecer el primer dia de exposicion 20 minutos
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bajo el sol sinquemarse,de modo que la eleccion de un fotoprotec-

tor confactor 8 le proporcionaria una proteccion 8 veces superior.

La actual definicion del factor de proteccion solar, enla que
estan basados la totalidad de los metodos de evaluacion hoy co-
nocidos, se fundamenta en los trabajos de Schulze. En1956, él de-
finio el FPS como la ratio entre la minima dosis eritematogena
(MED ) de la piel protegida con el producto y sin él, a las 24 horas

de lairradiacion.

FPS - MED con _ proteccion

MED sin_ proteccion

Actualmente, y en base a los nuevos conocimientos, algunos
autores prefieren utilizar el término factor de proteccion eritema-
togeno envez de factor de proteccionsolar, debido aque enelcalculo
y determinacion del FPS sélo se considera la respuesta eritemato-

gena (es decir, larespuesta al UVB) a las 24 horas (Pons, 1995).

Alahorade elegir el fotoprotector mas adecuado se debe

tener en cuenta varios factores:
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v Individuales: Fototipo cutaneo (Fitzpatrick), edad, situa-
ciones especiales (embarazo, patologias, tratamientos

farmacolodgicos, antecedentes familiares con melanoma).

v Medioambientales: horario, latitud, climatologia, altitud,

reflexion.
v Dependientes del producto: formulacion galénica.
a.- Factores Individuales

Entre los factores individuales, el mas importante es el Fo-
totipo, enfuncion del cual se determina el FPS solar (Fitapatrick,
1975). Ademas del fototipo cutaneo se debe considerar:

* Edad: extremar la precaucion en nifios, ya que su carac-
ter{stica principal es la inmadurez de sus funciones cuta-
neas, que pueden originar con frecuencia procesos de
insolaciony deshidratacion. Por tanto necesitaran refor-
zar la fotoproteccion externa.

* Embarazo: se debera aumentar la proteccion para evitar
las alteraciones pigmentarias de la piel.

* Pacientes en tratamiento farmacoldgico: para evitar po-
sibles reacciones de fotosensibilizacion es necesario refor-
zar la proteccion cuando estos pacientes se expongan al sol.

* Algunas patologias empeoran con el sol: varices, cicatri-

ces, rosacea, vitiligo, etc.
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* Individuos con antecedentes familiares de melanoma.

b.- Factores medioambientales

- Horario: la radiacion es mas intensa entre las 12-15h.

- Latitud: en el ecuador los rayos inciden sobre la Tierrade
forma perpendicular, luego la radiacion sera mas intensa,
disminuira a medida que nos acercamos a los polos.

- Altitud: a mayor altitud mayor intensidad de radiacion.

- Estacion del aiio: en verano estamos mas cerca del sol
que eninvierno, por tanto la radiacion sera mayor.

- Clima: |as nubes dejan pasar el 90% de laRUV perono IR.
Por tanto, aunque desaparece el efecto calorico, se deben
seguir las normas basicas de la fotoproteccion aun en
dias nublados.

- Reflexion: el agua, lanieve y la arenareflejan laradiacion
solar, por lo que en estas condiciones, ademas de laradia-
cion que llega de forma directa del sol habra que sumar la

reflejada.
c.- Factores dependientes del producto

Ademas de los factores dependientes del productoy de la
forma galénica que se recomendaran seguin el tipo de piel (crema,
locidn, gel, gel-crema, stick, spray, Dry-oil, espuma, compacto), in-

fluiran otros aspectos como suinocuidad, estabilidad, resistencia
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y accion prolongada (Water-resistant, Waterproof y Sweatproof),
Pero sobre todo, lomas importante es elegir aquel fotoprotector
que asegure una buena absorcion de las radiaciones nocivas a las
que se vaya a exponer. El sol tiene un efecto acumulativoy la piel

tiene memoria y no olvida los dafios que ha sufrido.

Respecto a laformulacion, existen en el mercado distintos

tipos seguin suforma farmacéutica o galénica:
Emulsiones:

Las emulsiones son las formulas cosmeéticas mas adecua-
das para los productos antienvejecimiento. Dado que la piel senil
es casi siempre alipidica, puede ser adecuado realizar formulas
que posean la fase externa grasa, pero para evitar su pegajosidad,
se ha seleccionado como formula base una emulsion de fase ex-
terna silicona, cuya elaboracion puede realizarse en frio y que

puede contener o no glicerina.
Geles:

Los geles han perdido algo de aceptacion, aunque su posi-
ble formulacion en frio facilita la estabilidad de la formula. Se ha
seleccionado como formula base un gel realizado conun polimero
acrilico, que incorpora un tensioactivo y un hidrocarburo para
ofrecer el aspecto de una emulsion. Para seleccionar los ingre-

dientes se puede recurrir a un lipoaminoacido adecuado para se-
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cuestrar radicales libres, e impedir la peroxidacion de los lipidos
cutaneosy la oxidacion de las proteinas cutaneas, filtro solary li-

posomas.
SUSTANCIAS CON PROPIEDADES ANTIENVEJECIMIENTO

A lo largo de la historia, se ha intentado conseguir sustan-
cias que ayudaran a retrasar o incluso a mejorar los problemas
estéticos que se manifiestan durante el proceso del envejeci-
miento. Actualmente, los principales activos empleados en las

formulas antienvejecimiento son los siguientes:
Quelantes de iones ferrosos. Regeneradores y reparadores.

Enzimas y antienzimas. Protectores inmunologicos. Acti-
vos antiglicosilacion. Aceites esenciales. Hidratantes y fotopro-
tectores y fundamentalmente los agentes antioxidantes y

secuestradores de radicales libres.

Estad aceptado universalmente que la formacion de radica-
les libres es uno de los procesos que intervienen en el envejeci-
miento cutaneo. Los radicales libres son moleculas altamente
reactivas con un numero impar de electrones en su orbital ex-
terno. Pueden dafiar diversas estructuras celulares, tales como
ADN, proteinas y membranas celulares y originar inflamacion, lo
que parece desempefiar un papel adicional en el envejecimiento

de la piel.
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El organismo posee mecanismos endogenos de defensa,
tales como enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa, cata-
lasa, glutation peroxidasa) y moléculas antioxidantes no enzima-
ticos (vitamina E, vitamina C, glutation, ubiquinona), que lo
protege de los radicales libres mediante la reduccion y neutrali-
zacion de los mismos. Un antioxidante es definido como una mo-
lecula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas. Algunos de estos mecanismos de defensa antioxi-

dante pueden ser inhibidos por la luz ultravioleta (UV).

Los efectos dafiinos de estas especies oxidativas son indu-
cidas durante el metabolismo normal y a traves de estres oxida-
tivo. 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 ala lesion
progresiva de las estructuras celulares, y por lo tanto, da como
resultado un envejecimiento acelerado. Los antioxidantes son
sustancias que pueden proteger del estrés oxidativo endogenoyy

exogeno al eliminar los radicales libres.

Eluso de antioxidantes puede ser particularmente bueno
para mejorar los signos del envejecimiento producido por UV-A,
el cual se cree que esta inducido en gran parte por los procesos
oxidativos. Se ha demostrado que la aplicacion topica de antioxi-
dantes aumenta la dosis minima de RUV A requerida para provo-

car aumento de la pigmentacion y disminuye la seriedad de las
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fotodermatosis inducidas por RUV A (Inja, 2009)

Seglin el mecanismo de accion de los radicales libres, se po-
dria pensar que la aplicacion topica de antioxidantes pueden neu-
tralizar algunos de ellos y en consecuencia disminuir o prevenir
los signos del envejecimiento de la piel. En la actualidad, los an-
tioxidantes topicos se comercializan para prevenir dafio en la piel
inducido por RUV'y el envejecimiento, asi como para tratar las
arrugas y eritema debido a la inflamacidn (por ejemplo, recubri-

miento de post-laser).

Actualmente, la formulacion se ha basado en la utilizacion
del bloqueador del primer radical de oxigeno superoxido dismu-
tasa (SOD), que se forma en el tejido cutdneoy acttia sobre el ra-
dical superoxido, convirtiendolo en peroxido de hidrogeno y
oxigeno molecular. Puede encontrarse en forma pura (se incor-
pora entre el 0,1y 0,5% en las férmulas cosméticas) y en forma

SOD encapsulado en liposomas (se utiliza entre el 5y el 10%).

También se utiliza una coenzima de la cadena respiratoria,
la ubiguinona coenzima Q10, cuya aplicacion topica produce un
potente efecto antieritematogeno capaz de reducir la formacion
de radicales libres. Para ciertos formuladores parece ser mucho
mas interesante la incorporacion a las formulas cosméticas de in-
gredientes que posean una actividad antielastasa y antihialuro-

nidasa (en el caso de este ultimo, se utiliza el extracto de vid y el
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extracto de mimosa tenuiflora a dosis comprendidas entre 3y 5%).
Trabajos relativamente recientes consideran la posibilidad de uti-
lizar, por via topica, endonucleasas mediante liposomas cargados
con estaenzima, cuya funcion es reparar los dafios que laradiacion

solar provoca en el ADN de las células cutaneas irradiadas.

Para que los antioxidantes administrados topicamente sean
eficaces en la prevencion de envejecimiento cutaneo existen dos
consideraciones que deben tenerse en cuenta en su formulacion:

* La estabilizacion, pues son muy inestables, pueden oxi-

darse e inactivarse antes de alcanzar el blanco de accion.

* Deben ser adecuadamente absorbidos, llegar en forma

activa a su tejido diana y permanecer alli el tiempo sufi-

ciente para ejercer los efectos deseados.

Es importante tener en cuenta también los productos con
propiedades antioxidantes que pueden ser utilizadas como ingre-
dientes cosmeticos antienvejecimiento. El grupo mas importante
corresponde al formado por los antioxidantes fendlicos, como
son el x-tocoferol o vitamina E y sus derivados, como acetato de
tocoferol, nicotinato de tocoferol, acetil salicilato de tocoferal,
dioleil tocoferil metil silanol, tocoferil ascorbil fosfato, liposomas

cargados con x-tocoferol y acido urico.

La vitamina Ay sus derivados son esenciales para el desa-

rrollo, crecimiento y mantenimiento del tejido epitelial. Ayudan a
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mantener las condiciones normales de la piel y tienden a normali-
zar la sequedad cutanea. Otros compuestos importantes en las
formulaciones antienvejecimiento son los quelantes, como el
acido etilendiamino tetra acético (EDTA), que secuestran los iones

de hierroy cobrey, por tanto, bloquean la reaccion oxidativa.

Muchos antioxidantes han sido utilizado durante siglos en
las culturas antiguas y modernas de todo el mundo para diversas
enfermedades. Ademas de su actividad antioxidante, la mayoria
de ellos poseen numerosas propiedades biologicas. Entr los mas
utilizados en formulaciones cosmeéticas: Vitaminas A, E, C; Coen-
zima Q10; Idebenona; licopeno; té verde; silimarina; coffee-
Berry®; resveratrol; semillas de uva; granada; genisteina;

pycnogenol ; niacinamida (Inja, 2009).

Los carotenoides se encuentran entre los pigmentos natu-
rales mas comunes, de los que se han caracterizado de 600 com-
puestos diferentes. Son responsables de muchos de los colores
rojo, amarillo y naranja de las hojas, flores y frutas, as{ como del

color de algunos insectos, aves, peces y crustaceos.

Solamente pueden ser sintetizados por plantas, hongos,
bacteriasy algas, sin embargo muchos animales los incorporan a
traves de ladieta. Dos carotenoides dietarios importantes son el
licopenoy el 3-caroteno que estaninvolucrados enla eliminacion

de dos especies reactivas del oxigeno, el oxigeno singlete y el ra-
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dical superoxido. Ademas son efectivos desactivando moléculas
excitadas electronicamente que estaninvolucradas en la genera-

cion tanto de radicales como del propio oxigeno singlete.

La energia del oxigeno singlete es transferida al carote-
noide produciendo oxigeno molecular en su estado basal y caro-
teno triplete excitado. El carotenoide retorna a su estado basal,
disipando esta energia a traves de la interaccion con el solvente

asualrededor.

Ennuestro estudio, hemos utilizado un agente antioxidante
de origen natural, la ASTAXANTINA que corresponde a un caro-
tenoide ( 3,3-dihydroxy-f, f-caroteno-4,4-diona) de la serie fo-

toquimica de los terpenos.

OH

T R R R R YT R R Y

Estructura de la Astaxantina
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Como muchos carotenoides, es un pigmento liposoluble co-
loreado (que como tal se puede incorporar a las membranas ce-
lulares, sin sufrir decoloracion). Se clasifica como una xantofila,1
(etimoldgicamente xantina, significa “hoja amarilla” y el prefijo

“asta” procede del griego Aotaxds que significa cangrejo).

Es producido por diversos tipos de microalgas (Haemato-
coccus pluviales; Chlorella zofingiensis, Chlorococcum, y Phaffia
rhodozyma) que son labase de la alimentacién del zooplanctony
elkrill, (se pueden encontrar en levaduras) y también en los orga-
nismos que se alimentan de ellos, por lo que se puede ir acumu-
lando en cierta medida a lo largo de la cadena alimentaria, en
especial enlos pescados de carne rosada como el salmon, trucha,
crustaceos, (Pandanus borealis, Krill), camarones, cangrejos; en
algunos vegetales como elarandano rojo (cranberry) y en las plu-
mas de algunas aves, a los que presta su coloracion rojiza(

Yang,2013).

La astaxantina, a diferencia de otros carotenoides, no se
convierte en vitamina A (retinol) en el cuerpo humano lo que
ayuda a que sea posible su acumulacion. Es un potente antioxi-
dante:10 veces mas que otros carotenoides enrelacion con la cap-
tacionderadicales libres y hademostrado efectos favorables en
relacion con el metabolismo tanto en modelos “in vitro” como “in
vivo"(Park, 2013; Yamashita, 2013) asi como efectos beneficiosos

en relacion con distintos procesos patologicos tales como:pro-
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cesos inflamatorios (Park,2010; Santos, 2012; Chew, 2013), altera-
ciones de tipo degenerativo-metabdlico (diabetes: Ryu, 2012) car-
diovasculares (Nakao,2010; Fassett, 2011; Monroy-Ruiz, 2017
neurodegenerativos ( Wibrand, 2013), anticancerosos ( Prabhu,
2009; Gal, 2012; Maoka, 2012; Ranga-Rao, 2013) o tambien poten-
ciando la inmunidad ( Park,2011), etc.

Entre las funciones de la Astaxantina destacan la de pro-
teger las membranas celulares y mitocondriales de las agresiones
medioambientales, en especial de las radiaciones. Estas agresio-
nes facilitan la posibilidad de errores en la replicacion del ADN y

con ello la formacion de tumores malignos ( Ranga Rao, 2014).

La FDA norteamericana as{como la EFSA europea aproba-
ron su uso como colorante para la comidas animales y de peces

(Roche,1987; EFSA, 2005; 2007)..

MODELOS EXPERIMENTALES DE FOTOENVEJECIMIENTO

La exposicion cronicaa las radiaciones solares, es aceptado
universalmente, que provoca el envejecimiento patologico de la
piel (fotoenvejecimiento) y constituye uno de los principales fac-
tores etioldgicos implicados en el desarrollo del cancer cutaneo.
Existennumerosas evidencias epidemiologicas y clinicas querela-

cionan a las radiaciones ultravioleta solares con el fotoenvejeci-
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miento cutaneo o dermatoheliosis como ha sido denominado tam-
bien por Oppel, 2004. Estas, a su paso a traves de los tejidos, pue-
den originar estres oxidativo, responsable de las alteraciones
tisulares que tendran lugar tanto en la epidermis como en ladermis,

as{como de lainmunosupresion (Wlaschek, 2001; Nishigori, 2004).

Asimismo, pueden provocar la dimerizacion de las bases pi-
rimidinicas del ADN (Ananthaswamy, 1998) generando mutacio-
nes. Estas alteraciones se considera que son labase patogénica
del espectro de las lesiones que caracterizan al denominado fo-
toenvejecimiento y a la fotocarcinogénesis cutaneos (Matsu-

mura, 2002, Gémez, 2007)

No obstante, tanto por motivos metodoldgicos como por
motivos eticos, es imposible demostrar que la radiacionn UV, es
capaz de ocasionar cancer cutaneo en el ser humano, sin em-
bargo, existen suficientes datos epidemiologicos, clinicos, y re-
sultados obtenidos de los numerosos modelos experimentales
desarrollados en animales para poder afirmar que la RUV es la

causa mas importante del cancer cutaneo (Borrego, 2008).

Por otra parte y debido a la gran similitud de las lesiones
desarrolladas por los animales, con las que tienen lugar en la piel
humana tras la exposicion cronica a las radiaciones ultravioleta,
consideramos que estos modelos experimentales son idoneos

para el estudio del fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis,
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asi como para el ensayo de sustancias antioxidantes y fotopro-

tectoras (Cano, 2010).

En la bibliografiaa son numerosas las especies animales
que se han utilizado como modelos para este tipo de estudios,
que van desde los minipigs (Kligman, 1982), cobayas ( Kreuzmann,
1990), ratas, (Nakamura, 1968), ratones (Sams, 1964), e incluso
peces (xiphophorus, medaka y pez cebra) (Kurita, 2004). No obs-
tante, los animales mas utilizados corresponden a roedores,
tanto con pelo como sin él y fundamentalmente a los ratones
(Becker, 2010): C57BL/6J; BALB/C; CBA, (Benavides, 2009), Swiss,
Hairless: HR-1, SKH1, etc. (Sharma, 2071).

Sin embargo, la utilizacion de animales con pelo presenta
algunas desventajas que explican su escasa utilizacion en la ac-
tualidad, ademas del inconveniente y el trauma que supone el
afeitado o depilacionrepetitivos, los animales con pelo requieren
dosis de RUV superiores a las experimentadas por los seres hu-

Mmanaos.

En 1960, Winklemann y colaboradores describieron unos
ratones sin pelo que, como los humanos, desarrollaban carcino-
mas de células escamosas como resultado de la exposicion a la
RUV cronica. A partir de entonces, el raton sin pelo se convirtio

en elanimal de eleccion para los estudios de carcinogenesis con
RUV.
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En uno de tales estudios, disefiado principalmente para
evaluar los efectos de un protector solar, Snydery May (1975) ob-
servaron que el raton sin peloy sin proteccion desarrollo elasto-
sis.No obstante,el primer estudio disefiado especificamente para
inducir elastosis enunraton sin pelo fue relizado en 1980 por Ber-
ger. Estos investigadores utilizaron ratones albinos desnudos
(NGI), unanimal que normalmente tiene poco desarrolladalared
de fibras elasticas, asi como los foliculos pilosos que no son com-

pletamente activos (Kliman,1991).

Otro modelo correspondio al raton sin pelo ligeramente
pigmentado (Oslo /BOM cepa endogamica) que fue utilizado por
Poulsen, 1984 para estudiar la elastosis con diferentes combina-
ciones de UV-B (Westinghouse FS tubos)y UV-A (negro tubos de
luz: Pico 365 nm, y sin filtro). De modo que no se originaba elasto-
sis significativa cuando se aplicaba exclusivamente RUV-A du-
rante 3 0 6 meses, mientras que cuando se aplicaba solo la
RUV-B, se desarrollaba una elastosis moderada despues de 3
meses. Por otra parte,la exposicion secuencial a la radiacion RUV-
By una gran dosis de RUV-A produjo una elastosis severay una
dosis moderada de RUV-A, administrada simultaneamente con
RUV-B produjo una ligera reduccion del grado de elastosis frente
alos RUV-B individualizada.

Conelobjeto de reproducir experimentalmente los efectos

de las radiaciones ultravioleta y ensayar tratamientos preventi-

101



vos frente a las mismas, en los ultimos afios han seguido siendo

desarrollados varios modelos animales.

En la actualidad, los ratones sin pelo mas utilizados en mo-
delos de fotoenvejecimientoy fotocarcinogénesis son los Skh-1
(albino) y Skh-2 (ligeramente pigmentada) (,Kambayashi, 2001; Mi-
tani, 2004; Reeve, 2005;Gomez,2010).. Estos modelos sufrian le-
siones cutaneas similares a las humanas de fotoenvejecimiento
y fotocarcinogénesis (Kambayashi, 2001; Mitani, 2004; Reeve,
2005).

En el modelo experimental establecido por nuestro grupo
de investigacion, Cano (2010) se puede considerar como idéneo
para el estudio de estas patologias asi como para el ensayo de

sustancias antioxidantes y fotoprotectoras.

Por lo que para la realizacion de este trabajo elegimos
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) que fueron aclima-
tados y criados en el Servicio de Animales de Laboratorio (SAI)
de la Universidad de Murcia, porque consideramos que suponen
un modelo animal de eleccion,por ser albinos y sin pelo, con
menor proteccion frente a las RUV; ademas de ser eutimicos y
por lo tanto, inmunocompetentes y sobre todo ,un modelo animal

de facilmanejo y bajo coste.
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[1l. Objetivos

1. Desarrollar un modelo experimental de fotoenvejeci-
miento cutaneo en ratones SKH-1/ CRL mediante la expo-

sicion cronica a Radiacion Ultravioleta.

2. Determinar los efectos de la Astaxantina sobre el citado

modelo de fotoenvejecimiento.

3. Estudiar el comportamiento biopatologicoy la capacidad
deinvasionde los tumores desarrollados, mediante tecni-
cas inmunohistoquimicas (marcador de proliferacion ce-
lular PCNA, metaloproteinasa-9 (MMPs-9) e inhibidores

de metaloproteinasas, TIMP-1).
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IV. Material y Métodos

I MATERIAL

1. Animales

Hemos utilizado 60 ratones SKH1/CRL, hembras de 33 dias de
edad y un peso medio de 20g, al principio del experimento. Son
animales eutimicos e inmunocompetentes. Procedian del Servi-
cio de Animales de Laboratorio (SAI, n° REGAES 300305440012)

de la Universidad de Murcia.

Todos los animales han sido mantenidos enjaulas de 40x30 cm
en una habitacion con foto-periodo-luz-oscuridad 12-12 horas, y una
temperatura media de 22°C con aporte de comida y bebida “ad libi-
tum” Han sido tratados segun las normas de la Union Europea sobre
la proteccién de animales utilizados en experimentacién (Real De-
creto 1201/2005 de 10 de Octubre). Asimismo, el Comité de Bioética

de la Universidad de Murcia ha aprobado todos los experimentos.
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. Figura 4.-Ratén SKH1/ CRL.

Los ratones se distribuyeron en dos grupos:

* Grupo |: Control (n=30): expuestos aradiacién ultravioleta
UV (RUV).

* Grupo Il (n=30): RUV + astaxantina
2, Lampara

Para la irradiacion de los animales se ha utilizado una lam-
para Philips TYpe HB 554/01/A con 8 tubos Philips ISOLDE 100
W-R35. Esta lampara emite un espectro de 220-425 nmy un pico
maximo de 364 nm (98,6% UVA y1,4% UVB).
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IV. Material y Métodos

Figura 5.- Lampara Philips Type HB 554/01/A.

3. Astaxantina

Astaxantina natural al 10%. Batch n® 1005020997AP.

Laboratorio Monteloeder.Alicante.Espaiia
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4.Gelatina

Gelatina (240/260 Bloom 18 Mesh tipo A)

Junca.Bafioles.Girona.Espafia
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IV. Material y Métodos

Il METODOS

1. Procedimiento experimental

Los animales se dispusieron en jaulas de metacrilato trans-
parente de 40 x 30 cm, con cubierta metalica derejasy con espa-

cio para alimentoy agua.

Lairradiacion UVA se harealizado 3 veces por semana, con
una duracion de 60 minutos por sesion, durante un total de 80 se-
siones. Para ello, se situaba a los animales en jaulas de PVC con
separadores individuales para cadaratony una cubierta de celo-
sia metalica y se colocaban bajo la lampara de luz ultravioleta a

una distancia foco/piel de 20 cm.

Laenergiaabsorbida por sesion fue de 21,1]/cm? por lo que
alfinal de las 80 sesiones, la energia total absorbida por cada ani-
mal fue de 1688 J/cm?.
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. Figura 6.- Jaulas para los animales/sesiones.

La astaxantina se administro por via oral mediante su adi-
cionala gelatina de origen porcino Junca a la dosis de 0,05mg/ani-

mal/dia.

Los animales fueron revisados diariamente y a las 25, 50
,60y 80 sesiones, realizandose fotografias de la piel del dorso

expuesta a las radiaciones en cada uno de estos tiempos.

Una vez acabado el experimento (80 sesiones) como la ma-
yoria de los animales no presentaban lesiones tumorales apre-
ciables, 20 ratones fueron sacrificados por el metodo habitual del
SAL y alos10restantes se le administro un total de 113 sesiones,
realizandose fotografias cutaneas ala100y 113 sesiones. La ener-
glatotalrecibida por animal fue de 2.384,3 J/cm?, procediendose

a continuacion a su sacrificio.
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IV. Material y Métodos

B. Método anatomopatoldgico

Tras el proceso experimental, se procedio a la eutanasiade
todos los animales del estudio mediante exanguinacion total por
puncion cardiaca, previamente anestesiados con isofluorano. A
continuacion se les realizo la necropsia, extirpandoseles la piel
del lomo, asi como las visceras: pulmones, rifiones e higado. Las
muestras recogidas fueron fijadas en formal neutro tamponado

al10%, al menos durante 48 horas, incluidas en parafina:

. Figura 6.- Incluidor automatico DiaPath.
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De los bloques de parafina se realizaron secciones histolo-
gicas de 3 p que fueron tefiidas con Hematoxilina-eosina (H&E) y
la técnica de Van Giemson-Ver Hoeff (que tifie especificamente

las fibras colagenas y elasticas de la dermis, respectivamente).

El estudio microscopico y microfotografico se realizo con

un microscopio LEICA DM 4000 B. Wetzlar. Alemania:

. Figura 9.- Microscopio Leica DM 4000B.
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IV. Material y Métodos

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Fue realizado en el Servicio de Anatomia Patologica del

Hospital Universitario Reina Sofia de Murcia.

Realizamos el estudio inmunohistoquimico de las pieles en
todos los animales tratados y control con los siguientes anticuer-
pos: Anti-PCNA, Anti-MMP-9, Anti-TIMP y Anti-CD3/CD20. Los
reactivos procedian de la casa comercial Dako (Dako Diagnosti-
cos, S.A, Barcelona, Espafia). Para la realizacién de la inmunotin-

cion se procedio de la siguiente forma:

Después de desparafinar y bloquear la peroxidasa endo-
gena con agua oxigenada al 3% durante 30 minutos, se desen-
mascaro el antigeno de las muestras con tampon citrato
(Panreac) apH=6 en microondas, a potencia1durante 10 minutos,
y se dejaron enfriar durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Inmediatamente después se lavaron con PBS y se incubaron los
tejidos con suero normal de cabra (Millipore) al 10% durante th a
temperatura ambiente. Después se incubaron las secciones con
el anticuerpo monoclonal primario correspondiente a dilucion
1:200 (PCNAy CD20) 6 1:400 (CD3, MMP-9 y TIMP) durante toda
lanoche a 4°C.Entonces, se lavaron e incubaron con el anticuerpo
secundario Goat anti-mouse biotinado (Dako), durante that®am-
biente, y finalmente se incubaron con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Cultek) a dilucién1:100 durante Thmas a t® ambiente.

El relevado de la inmunotincion se hizo con diaminobenzidina
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(Sigma-Aldrich) durante 3,5minutos y las muestras se contrasta-

ron con Hematoxilina de Mayers.

Elestudio semicuantitativo de la expresion de los diferen-
tes anticuerpos serealizo mediante la visualizacion de las prepa-
raciones histologicas con el equipo Leica SCN400F, por dos
observadores experimentados, blindados a los resultados del es-
tudio. Se determind la intensidad del marcaje de cada anticuerpo
enelestroma, vasos, glandulas sebaceas y epitelio, otorgando la
puntuacion 0 cuando no existia marcaje, 1 cuando la intensidad de

este era leve, 2 cuando eramoderado y 3 cuando era severo.

Evaluacion e interpretacion de los resultados

En todos los animales, se ha evaluado el grado de lesion,
para posteriormente, semicuantificar la cantidad de la inmuno-
tincion dependiendo de la lesion observada. La semicuantifica-
cionse hahecho aciegas por triplicado utilizando un microscopio
Optico Axioscope (Zeiss) acoplado a una camara Axiocam MRc5
(Zeiss), haciendo una evaluacion subjetiva utilizando una escala

de 0 (ausencia) a 4 (maxima intensidad observada).
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IV. Material y Métodos

Figura 10.- Microscopio dptico Axioscope ( Zeiss) /
Camara Axiocamp MRc5 (Zeiss).

Analisis de imagen
Para el analisis de los resultados, determinamos tres varia-

bles en cada uno de los cuatro grupos experimentales:
Elndmero de lesiones que presentaba cada animal.
Eltamafio medio de la lesion.
Semana de aparicion de la primera lesion.

Para la cuantificacion de la primera y segunda de las varia-
bles, con el objetivo de medir el area de la piel del lomo ocupada
por lesiones macroscépicas (sin hacer distincién de su morfolo-

gla), tras la ltima sesidn de radiacidon UV, realizamos fotografias
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digitales en color a todos los animales (camara Canon EOS 500D),
colocandolos junto a un papel milimetrado. Utilizamos una apli-
cacion del programa de analisis de imagen Leica Qwin, dibujando
una mascara binaria de las areas de lesion, que posteriormente

se midieron individualmente.

Para la tercera utilizamos las anotaciones que se habian re-
alizado con periodicidad semanal, a la vez que eran pesados los
animales, determinando la presencia o ausencia de lesion, cuando
se observaba macroscopicamente abultamiento en la piel del
raton; a continuacion se fotografiaba con camara Canon EOS
500D y con el software mencionado anteriormente se realizaba
la medicion. Establecimos el criterio para la determinacion de la
presencia de lesion, el que esta tuviera las siguientes medidas:

areamayor o igual almm?y perimetro mayor o igual 3,5mm.
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IV. Material y Métodos

C. Método Estadistico

Se realizd en colaboracion con la Catedra de Bioestadistica
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia, a traves
del software ANOVA SPS55€ v12.0 (SPSS® Inc, Chicago, USA) me-
diante el que efectuamos los siguientes procedimientos estadis-

ticos:

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

tipicay los valores maximos y minimos.

En segundo lugar para determinar el grado de asociacion
estadisticaentre las variables en estudio, se realizo el analisis de
varianza de una via, complementando con el contraste de igual-
dad de pares de medias, con el metodo de la minima diferencia
significativay con la correccion de Bonferroni, junto con el t-stu-
dent previa conversion a logaritmo neperiano en las areas de le-
sion. Consideramos como estadisticamente significativos los

valores de p iguales o inferiores a 0,05.

121












V. Resultados

RATONES SANOS

Clinicamente el pelo en estos ratones se desarrolla de
modo normal. A partir de la segunda semana de vida se origina
una perdida del pelo rapida y completa, que comienza afectando
alos parpados, para seguir desprendiendose de forma progresiva
en sentido caudal, de modo que a las tres semanas de vida, los
animales se quedan sin pelo, exceptuando la persistencia de al-

gunas vibrisas.

Lapielde los ratones SKH1 es rugosa, rugosidad que va au-
mentando con la edad. Las ufias son largas y retorcidas. La epi-
dermis es similar en espesor en los dos sexos, pero la dermis es

mas gruesay la hipodermis mas delgada en los machos.
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. Figura 11.- Detalle de la piel de ratones sanos.

Microscopicamente la epidermis esta constituida por entre3a 5
capas de queratinocitos poligonales, que se van aplanando en las
capas mas superficiales; éstas se encuentran tapizadas por un es-
trato corneo delgado (2-3 capas de corneocitos). En la dermis des-
taca la presencia de numerosos foliculos pilosos dilatados vy

quistificados.

. Figura 12.- Detalles microscdpicos de piel sana. (H&E 125x.)
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V. Resultados

GRUPO I (CONTROL)

Clinicamente los primeros cambios observados en todos los ani-
males expuestos exclusivamente a las Radiaciones Ultravioleta
(RUV) correspondian a la presentacion de eritema cutaneo, que
predominaba en la zona del dorso: lomo, cabeza y orejas. Se pre-
sentaba desde la primera sesiony era pasajero durante las tres o
cuatro primeras semanas, ya que desaparecia entre treinta y se-

senta minutos despues de acabar la exposicion a las radiaciones.

. Figura 13.- Eritema.
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Macroscopicamente se presentaba como zonas, mas 0 menos exten-
sas de enrojecimiento, que afectaban en principio al lomo y a la por-
cion posterior de la cabeza y del cuello; en el transcurso del
experimento (sobre todo a partir de la quinta-sexta semana) se hacia
dedistribuciondifusa, ademas de mantenerse entre las sesiones, ad-
quiriendo caracter permanente. Con frecuenciaadoptabaunaspecto
reticuladoy la coloracion variabade rojoaviolacea. Enlas ultimas eta-

pas del experimento mostraba aspecto telangiectasico.

. Figura14.- Eritema difuso dorsal, rojo-violaceo.

Microscdopicamente correspondia a la dilatacion de los vasos del
plexo capilar de la dermis papilar durante las primeras semanas del
experimento; a partir de la seis uocho semanas se acompariaba ade-

mas de vasodilataciony tortuosidad del plexo subpapilar.
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V. Resultados

. Figura15.- Dermis papilar con congestion vascular. (H&E. 212,5x.)

Apartir de las sesiones 30 a32 eramuy destacable elmarcado
patron geométrico de la piel, que en el transcurso del experimento

aumentaba de modo progresivo.

. Figura 16.-Marcado patrén geométrico cutaneo
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A continuacion, a partir de 32-35 sesiones predominaban las arru-
gas cutaneas, que se localizaban preferentemente a lo largo del
dorso de los animales y adoptaban un patron longitudinal; con-
forme aumentaba el nimero de exposiciones, se hacianmas irre-
gulares y se acompafiaban de areas de engrosamiento irregular.
Mientras que en las zonas con lesiones tumorales nodulares, asi
como en las lesiones ulceradas se disponian de formaradial alre-

dedor de las mismas.

. Figura17.- Arrugas cutaneas.
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V. Resultados

Microscopicamente, en la dermis destacaba el engrosa-
miento de la papilar, debido al aumento y la disposicion tortuosa
de los capilares sanguineos as{ como de la red capilar subpapilar
y elde lareticular, en la que destacaban los fendmenos de desor-
ganizacion de la estructura general y de la disposicion del entra-
mado de las fibras colagenas y elasticas que iba haciéndose mas

patente.

Respecto al entramado fibrilar, se podian distinguir tres pa-
trones o grados de disposicion:

Uno en el que predominan las fibras mal organizadas, dis-
puestas preferentemente de forma individualizada, también con-
siderado como elastosis solar grado |;

Otro en el que las fibras con estas caracteristicas alterna-
ban conzonas en que se disponian en acumulos irregulares y com-
pactos de elastina, ligeramente basdfilos o grado |;

Y otro, caracterizado por predominio marcado de los acimulos

compactos de elastina o grado lll.
Asimismo, observamos con frecuencia areas irregulares de

fibrosis con multiples focos de infiltrados de linfocitos y células

plasmaticas.
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Figura 18.- Engrosamiento fibroso de la dermis papilar y reticular.
(H&E 212,5x.)

. Figura 19.- Detalle de la elastosis. (H&E 300 x.)
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V. Resultados

Figura 20.- Elastosis dérmica grado |. T. Verhoeff-Van Gienson.
(H&E 420 x)

Figura 22.- Elastosis dérmica grado II. T. Verhoeff-Van Gienson.
(H&E 400x)
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A partir de la segunda mitad del experimento, hacia la sesion
cuarenta, destacaba entoda la superficie cutaneadorsal el engrosa-
miento irregular de aspecto granular difuso, que se acompafiaba con
frecuencia de superficie escamosa con marcado patron geomeétrico
de lapiel. Sobre ella se observabanmultiples lesiones de aspecto que-

ratosico, que frecuentemente se mostraban firmes al tacto.

. Figura 23.- Engrosamiento cutaneo irregular.

. Figura 24.- lesiones eritemato- queratdsicas.
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V. Resultados

A partir de la sesidn 45-50, predominaban las lesiones de
aspecto eritemato-escamoso, que estaban caracterizadas por le-
siones escamosas situadas sobre las zonas de eritema. Mostraban
aspecto puntiforme al principio; después progresivamente se iban

haciendo mas extensas e incluso conflu{an en placas irregulares.

. Figura 25.- Lesiones eritemato-escamosas y erosivas.

Enotras areas, las lesiones eran frecuentemente erosivas
y estaban recubiertas por costras fibrino-necroticas; se solian
disponer en grandes placas de limites irregulares. Las de mayor

volumen se cubrian de costras hemorragicas y mostraban los
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bordes sobreelevados, en esta fase, generalmente estaban fija-

das alos planos profundos.

. Figura 26.- Lesiones erosivas con costras fibrino-necréticas.

. Figura 27.- Placas erosivas.
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V. Resultados

. Figura 28.- Lesiones queratésicas y nodulares erosivas.

Microscopicamente, |as lesiones descritas correspondian
a diversos tipos de alteraciones morfoldgicas, pues alternaban
las areas de atrofia epidérmica, de distinto grado, caracterizadas
por la disminucion del espesor de la epidermis debida al menor
numero de capas celulares y al aplanamiento de los queratinoci-

tos con otras de engrosamiento epitelial.
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. Figura 29.- Area de atrofia epidérmica. (H&E 125x.)

En otras zonas sin embargo, dichas areas alternaban con
otras en las que predominaban el engrosamiento epitelial, con fe-
nomenos de hiperplasia de células basales. No obstante, estas
se observaban mas frecuentemente enrelacion con las zonas cu-
taneas que mostrabandistintas alteraciones como displasia, car-
cinoma, etc.., aunque a veces se disponian también como focos

aislados.

Estaban constituidas por varias hileras (entre 3y 10) de
queratinocitos basales de morfologia poligonal. Los citoplasmas
eran escasos Y los nucleos voluminosos con los ejes mayores per-
pendiculares alamembrana basal epidérmica. Mostraban nucleo-
los muy patentes y en ocasiones se observaban algunas figuras

de mitosis.
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V. Resultados

Figura 30.- Areas de acantosis con hiperplasia de
células basales. (H&E 200x)

. Figura 31.- Detalle de la hiperplsia de células basales. (H&E 212,5x)

No obstante, las alteraciones mas frecuentemente observa-
das correspondian a engrosamiento irregular de la epidermis, con

mayor o menor grado de papilomatosis. Esta acantosis era el feno-

139



meno que caracterizaba a lamayor parte de la piel de las areas mas
expuestas a la radiacion (lomo, dorso de la cabeza y cuello, etc.) y
mostraba granheterogeneidad, pues alternabanlas areas deungran
espesor (15 a 20 capas celulares) con otras no tan engrosadas, que

solian acompafiarse de frecuente pleomorfismo celular y nuclear.

. Figura 32.- Area con acantosis e hiperqueratosis. (H&E 420x)

Generalmente, estas lesiones se acompafiaban de hiper-
queratosis con hipergranulosis, consistentes en el engrosa-
miento de la epidermis por aumento del estrato corneo y del
granuloso, constituidos por varias hileras de celulas totalmente

queratinizadas y anucleadas adoptando un patron denso o en ho-
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V. Resultados

jaldre recubriendo la superficie epidérmica. En algunas zonas se
observaban en estas capas numerosos granulos de queratohia-
lina en los citoplasmas de algunos de los queratinocitos. Con
menos frecuencia se observaba paraqueratosis, caracterizada
por la presencia de nucleos en las celulas del estrato epidermico

mas superficial totalmente queratinizadas (estrato cérneo).

Ocasionalmente también observamos en la zona disque-
ratosis caracterizada por la queratinizacion de forma individua-
lizada de los queratinocitos, preferentemente a nivel del estrato

espinoso de Malpighio.

Figura 33.- Acantosis con hiperqueratosis y paraqueratosis.
(H&E 340x)
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. Figura 34.- Disqueratosis. (H&E 212,5x)

En algunas areas cutaneas tambien se observaban zonas
de displasia epitelial. Estas lesiones se encontraban, con frecuen-
cia, tanto de forma aislada como junto a los fendmenos descritos
previamente, asicomo en la vecindad de las lesiones neoplasicas

malignas.

Enestas areas predominaban las alteraciones de la polari-
dad celular, asi como el intenso pleomorfismo celular y nuclear,
fenomenos frecuentes de disqueratosis y mitosis atipicas, que
afectaban al tercio inferior del epitelio, a la mitad 0 mas de dos
tercios de lamisma (grados I,I111l, respectivamente). No obstante,
predominaban las de grado |, siendo las menos frecuentes las de

grado |ll.
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V. Resultados

. Figura 35.- Displasia grado |. (H&E 212,5x.)

. Figura 36.- Displasia grado II-1l/(H&E 360x)

Con menos frecuencia, también observabamos algunas
areas de Carcinoma “in situ”, caracterizadas por la presencia de

todas las alteraciones arquitecturales y celulares que hemos des-

143



crito en las areas de displasia, y que afectaban a todo el espesor
de laepidermis, lo que llevaba al borramiento los estratos epider-
micos normales (basal, espinosoy corneo). Sin embargo, la mem-

brana basal se mantenia integra en todas estas zonas.

. Figura 37.- Carcinoma “in situ”. (H&E 450x.)

A partir de sesenta sesiones, clinicamente era constante
entodos los animales la presencia de lesiones tumorales nodula-
res que usualmente eran multiples. La mayoria de ellas se encon-
traban enrelacion con las zonas de engrosamiento queratosico,

mientras que en otras areas se disponian de forma aislada.
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V. Resultados

. Figura 38.- Mdltiples lesiones nodulares.

. Figura 39.- Tumoracién nodular crateriforme.
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. Figura 40.- Lesiones mutiples nodulares de superficie erosiva.

L as lesiones ulceradas eran tambien muy frecuentes a par-
tir de este periodo. Generalmente mostraban bordes irregulares
y engrosados en algunas zonas; estas se disponian bienenelseno

de las areas eritematosas o de forma individualizada.
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V. Resultados

¥
. Figura 41- Lesién ulcerada.

. Figura 42.- Ulceracidn con costra fibrino-hemorragica.

Con menor frecuencia, las lesiones tumorales adoptaban
un aspecto verrucoso o vegetante, con la porcion central depri-

mida, de aspecto crateriforme recubierto de costra queratodsica.
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. Figura 43.- Tumoraciones de aspecto queratoacantomatoso.

Microscopicamente, estas lesiones correspondian a areas
de carcinoma microinvasor, en las que ademas del componente
epidermico atipico, de caracteristicas similares a las del carci-
noma "in situ” antes descrito, se observaban otras zonas que mos-
traban cordones epiteliales irregulares con atipias celulares
marcadas que infiltraban la membrana basal sobrepasandola e
invadiendo la dermis papilar. En ésta era frecuente observar pe-
quefios focos epiteliales aislados, de caracteristicas morfologi-
cas similares, ast como infiltrados periféricos y parcheados de

linfocitos y células plasmaticas.
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V. Resultados

. Figura 44.- Carcinoma escamoso microinvasor. (H&E 320x)

No obstante, las lesiones neoplasicas mas frecuentemente
encontradas correspondian a los carcinomas de células escamo-
sas. Estaban constituidos por columnas, nidos irregulares y regue-
ros de celulas escamosas, que desde la epidermis crecian
infiltrando la dermis. Con frecuencia la invasion dérmica estaba
localizada en la dermis papilar, y con menor frecuencia se extendia
de formairregular hacia la dermis reticular subyacente. Las células
eran poligonales, con nucleos voluminosos y moderado pleomor-
fismo celular y nuclear. Los nucleos eran, en general, muy volumi-

nosos, con uno o varios nucleolos grandes e hipercromaticos.
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También eranfrecuentes los fendmenos de queratinizacion celu-
lar individual o disqueratosis, as{ como la presencia de numerosos
globos corneos. Las mitosis eran frecuentes, mientras que eran
escasas las mitosis monstruosas. Los cordones y nidos irregula-
res romptan lamembranabasal epidérmica e infiltraban la dermis
subyacentey con frecuencia hasta el musculo esquelético subya-
cente. Alrededor de estas areas era frecuente la presencia de fe-

nomenos de fibrosis e infiltrados linfoplasmocitarios.

. Figura 45- Carcinoma escamoso invasor. (H&E 360x)
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V. Resultados

. Figura 46- Invasion intradérmica. (H&E 420x)

. Figura 47- Detalle de atipia celular, disqueratosis . (H&E 500x)
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. Figura 48-Detalle de atipias celulares y globos cérneos. (H&E 500x)
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V. Resultados

. Figura 49- Infiltrados linfoplasmocitarios dérmicos. (H&E 240x)

Figura 50- Detalle de congestion vascular e infiltrados
linfoplasmocitarios dérmicos. (H&E 240x)
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GRUPO Il (ASTAXANTINA)

Como en el grupo control, los primeros cambios observa-
dos en los animales tratados con RUV y la Astaxantina corres-
pondian clinicamente, a la presentacion de eritema cutaneo que
predominaba en la zona del dorso: lomo, cabezay orejas. Se pre-
sentaba desde la primera sesiony era pasajero durante casila pri-
meramitad del experimento pues solia desaparecer alrededor de

una hora después de acabar la exposicion a las radiaciones.

. Figura 51.- Eritema.
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V. Resultados

A partir de 30-35 sesiones se haciamas difuso y ademas per-
manecia entre las sesiones. Con frecuencia adoptaba un aspecto
reticulado, la coloracion variaba de rojo a violaceay en las ultimas

etapas del experimento mostraba aspecto telangiectasico.

. Figura 52.- Eritema difuso,rojo-violaceo.

A continuacion (40-42 sesiones) predominaba el marcado
patron geométrico de la piel, que se hacia patente y permanecia
durante el transcurso del experimento, aumentando de modo

progresivo.
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. Figura 53.- Patrén geométrico cutaneo.

L as arrugas eran manifiestas y permanentes a partir de las
45-50 sesiones; al principio adoptaban un patron longitudinal y
se situaban a lo largo de toda la zona del dorso de los animales.
Conforme aumentaba el nimero de exposiciones, se hacian de
disposicion mas irregular y se acompafiaban de areas de engro-

samiento irregular.

. Figura 54.- Arrugas cutaneas.
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V. Resultados

Microscopicamente destacabaenla dermis el engrosamiento
de lapapilar debido alaumentoy a ladisposicion tortuosa de los ca-
pilares sanguineos asicomo de lared capilar subpapilar. Tambien au-
mentaba el grosor de la dermis reticular, en la que destacaban los
fenomenos de desorganizacion de la estructura general y de la dis-
posicion del entramado de las fibras colagenas y elasticas en el que
podia observarse los tres grados de elastosis descritos. Asimismo,
encontramos con frecuencia areas irregulares de fibrosis asi como

multiples focos coninfiltrados de linfocitos y de células plasmaticas.

. Figura 55.- Elastosis dérmica (H&E.320 x)
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. Figura 56.- Infiltrados linfoplasmocitarios dérmicos (H&E 212,5x)

A partir de las 50-55 sesiones, clinicamente destacabaen
toda la superficie cutanea dorsal el engrosamiento irregular de
aspecto granular difuso ,que se acompafiaba con frecuencia de
superficie escamosay con marcado patron geomeétrico de la piel.
Sobre ellas se observaban algunas lesiones de aspecto querato-

sico, que frecuentemente se mostraban firmes al tacto

. Figura 57.- Engrosmiento queratésico.
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V. Resultados

A partir de este periodo (55-60 sesiones) dichas lesiones
se hacian eresivas, y estaban cubiertas por escamasy costras fi-
brino-hemorragicas que tendian a confluir en placas de limites
irregulares. Las de mayor volumen se cubrian de costras hemo-
rragicas que mostraban los bordes sobreelevados y estaban fija-

das generalmente a planos profundos.

Estas lesiones alternaban con otras de aspecto eritemato-
escamoso, caracterizadas por la presencia de lesiones escamo-
sas situadas sobre las zonas de eritema, que al principio eran de
aspecto puntiforme, y progresivamente se iban haciendo mas ex-
tensas e incluso confluian enplacas irregulares; con frecuencia el
centro erade aspecto erosivoy los bordes sobreelevados que se

recubrian por costras fibrino-hemorragicas.

. Figura 58.- Lesiones eritemato-escamosas.
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Microscopicamente, |as lesiones descritas correspondian
a diversos tipos de alteraciones morfologicas, destacando las
areas de atrofia epidérmica que alternaban con otras irregulares
de engrosamiento epitelial. En estas zonas, predominaba la hi-
perplasia de células basales, o bien el engrosamiento irregular
de la epidermis con mayor o menor grado de papilomatosis que
mostraba gran heterogeneidad, con areas de un gran espesor (15
a 20 capas celulares) asi como frecuente pleomorfismo celulary
nuclear. Solian acompafiarse de hiperqueratosis con hipergra-
nulosis y a veces existi{a paraqueratosis con presencia de los nu-
cleos en las células del estrato epidérmico mas superficial y

totalmente queratinizadas (estrato cdérneo). Ocasionalmente

Figura 59.- Acantosis irregular con hiperplasia de células basales
(H&E 312,5x)
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tambien observamos en esas zonas disqueratosis caracterizada

por queratinizacion celular individual de los queratinocitos.

Enalgunas de estas areas cutaneas tambien se observaban
zonas de displasia epitelial. Estas lesiones se encontraban tanto
de forma aislada como en la vecindad de las lesiones neoplasicas
malignas. Dichas areas se caracterizaban por las alteraciones de
la polaridad celular, asi como por el intenso pleomorfismo celular
y nuclear, con frecuentes fenomenos de disqueratosis y mitosis
atipicas. Afectabanal tercio inferior del epitelio, alamitad o mas
de dos tercios de la misma (grados I,I11ll, respectivamente). No

obstante predominaban las de grado |, siendo las menos frecuen-

. Figura 60.- Displasia epidérmica Il (H&E 212,5x.)
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tes las de grado Ill. Estas alteraciones las observamos en el 60%
de los animales sacrificados al finalizar la 80 sesion y en el 80%

de los sacrificados a la113 sesion.

. Figura 61.- Displasia Ill (H&E x)

Conmenos frecuencia observamos también pequefios focos
de Carcinoma in situ (25% de los animales sacrificados tras l[a 80
sesidny75% de los de 113 sesiones). Se caracterizaban por la pre-
sencia de alteraciones celulares descritas enla displasia, y consis-
tian en la afectacion de todo el espesor epidérmico, de modo que
no podian distinguirse los estratos epidérmicos normales (basal,
espinosoy cdrneo). No obstante, lamembranabasal en todas estas

zonas se mantenia integra.
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V. Resultados

. Figura 62.- Areas de carcinoma “in situ” (H&E 420x)

. Figura 63.- Carcinoma "in situ"(H&E 500x.)
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. Figura 64.- Infiltrados linfoplasmocitarios dérmicos (H&E 240x)

Las lesiones tumorales nodulares fueron de presentacion
excepcional, ya que solo ocurrieron en 2 animales tras la 80 se-
sion que en principio constituia la duracion total del estudio. Por
ese motivo decidimos seguir sometiendo a diez animales a
mayor numero de sesiones (113). De ellos, 6 animales presenta-
ron tumoraciones tras lasesion 100y otros 2 animales tras la se-
sion113. Es decir que solo 10 animales en total de los treinta que
constituian el Grupo tratado con Astaxantina ademas de RUV
presentaron lesiones claramente neoplasicas. La mayoria de
ellas se encontraban enrelacion con las zonas de engrosamiento
queratdsico, mientras que en otras areas se disponian de forma

aislada.
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. Figura 65.- Lesiones nodulares queratésicas.

. Figura 66.- Lesiones tumorales erosionadas.
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Las lesiones ulceradas eran también muy poco frecuentes
y fueron observadas casi todas a partir de las 70 sesiones). Ge-
neralmente mostraban bordes irregulares,que en algunas zonas,
estaban engrosados; se disponian de forma individualizada o en

el seno de las areas eritematosas.

. Figura 67.- Lesién ulcerada sobre placa queratésica erosiva.

Microscdpicamente estas lesiones correspondian a areas
de carcinoma microinvasor, en las que ademas del componente

epidermico atipico de caracteristicas similares a las del carcinoma
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“insitu” antes descrito, se observaban otras zonas que mostraban
cordones epiteliales irregulares con atipias celulares marcadas
que invadian la membrana basal sobrepasandola e infiltrando la
dermis subyacente. En esta, era frecuente observar pequefios
focos epiteliales aislados de caracteristicas morfologicas simila-
res, asi como infiltrados periféricos y parcheados de linfocitos y
células plasmaticas as{ como a Carcinomas de células escamo-
sas, que fueron las Unicas lesiones epiteliales malignas desarro-
lladas en este modelo experimental. Las celulas se disponen en
cordones amplios y nidos irregulares, que desde la epidermis in-
filtraban la dermis subyacente y con frecuencia el musculo esque-
letico subyacente. Estaban constituidos por células escamosas
poligonales, con nucleos voluminosos, moderado pleomarfismo
con nucléolos muy voluminosos. También eran frecuentes los fe-
nomenos de queratinizacion celular individual o disqueratosis asl
como la presencia de globos corneos. Las mitosis eran frecuentes,

mientras que eran escasas las mitosis monstruosas.
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. Figura 68.- Carcinoma invasor.(H&E 460x)

. Figura 69.- Carcinoma escamoso.Invasion dérmica (H&E 420x)
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. Figura 70.- Detalle de las atipias celulares . (H&E 500x)

Figura 71.- Areas de fibrosis e infiltrados linfoplasmocitarios
(H&E 212,5x)
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RESULTADOS COMPARATIVOS ENTRE GRUPOS

AREAS DE LAS LESIONES CLINICAS CUTANEAS (mm?)
Tabla 4: Areas de las lesiones cutaneas
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Areas de lesiéon

300

250

200

150 -

100 -

Control

¥ Control

¥ Astaxantina

Astaxantina

. Grafico1.- Areas de las lesiones.

Tabla 5: Tiempo de presentacion de las lesiones

Presentacion lesiones Grupo | Grupo ll: UV
clinicas cutaneas (sesion) (Control): UV + Astaxantina

Arrugas

Eritema permanente

Lesiones erosivas

Tumores

15-18 30-35

32-35 45-50

60 80
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Tabla 6: Lesiones microscdpicas
Grupo ll: UV + Astaxantina

Incidencia de Grupo|
lesiones microscépicas (%) | (Control): UV

Epiteliales

Carcinoma in-situ 100 25 75

Dérmicas

Linfocitos Ty B 100 75 80

Vasos 100 75 80
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ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

1. PCNA

Existia un marcaje positivo en las capas basales y supraba-
sales de las zonas cutaneas no afectadas por los tumores en
todos los animales (Fig.74). En el caso de los tumores, el marcaje
era de predominio leve los desarrollados por los tratados con as-
taxantina, mientras que los tumores del grupo control mostraron
un marcaje muy extenso e intenso. Asi, mientras que la media del
grupo control fue de 3,23%0,29, la del grupo tratado con astaxan-
tina fue de 0,84%0,33. Existian diferencias estadisticamente sig-

nificativas entre ambos grupos (p<0,01).

173



. Figura 72.-Marcaje de PCNA en capa basal epidérmicay glandulas.

Figura 73.-Marcaje intenso de pcna en carcinoma espinocelular del
grupo control.
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Figura 74.- Detalle del marcaje con pcna en nidos tumorales
infiltrantes en tejido celular subcutaneo.

Figura 75.- Inmunotincion con PCNA en carcinoma in-situ del grupo
astaxantina.
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2. MMP-9

La inmunotincidn con metaloproteinasa-9 (MMP-9) fue
menos intensa en el grupo control que en el grupo tratado, aunque
sin diferencias estadisticamente significativas. El control obtuvo

una puntuacion de 0,71%0,15, el grupo || de 0,8%0,3.

Figura 76.-Marcaje con MMP-9 en el estroma tumoral de un animal
del grupo conrol.
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Figura 77.- Inmunotincion con MMPQ donde se observa un intenso
marcaje en el estroma tumoral de un animal del grupo
tratado con astaxantina.

3. TIMP-1

En el estudio del inhibidor de metaloproteinasas TIMP-1, el
marcaje fue mas intenso en el caso del grupo tratado que en el con-

trol, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,001). El
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grupo de animales tratados con astaxantina obtuvo una puntua-

cion para este anticuerpo de 2,96%0,47, y el control de 0,51%0,5.

TIMM

Figura 78.- Expresion de TIMP-1en los bordes de un tumor del grupo
control.
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Figura 79.- Expresion de TIMP-1en un tumor del grupo astaxantina.
Marcaje intenso.

4.CD3/CD20

Laintensidad del marcaje de estos anticuerpos fue leve en
todos los casos, no existiendo diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los dos grupos. Existia una prevalencia de CD3
(linfocitos T) (75- 90%) sobre CD20 (células plasmaticas) (10-
25%).
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. Figura 80.- Marcaje con CD3 en animal del grupo astaxantina.

. Figura 81.-Marcaje con CD3 en animal del grupo control.
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. Figura 82.- Marcaje con CD20 en el grupo astaxantina.

. Figura 83.-Marcaje con CD20 en piel del grupo control.
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Tabla 7: Resultados E. Inmunochistoquimico

- CONTROLUV | UV+ASTAXANTINA | P-VALOR

R T R T
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VI. Discusion

La piel, como los restantes organos del organismo, sufre el
proceso del envejecimiento, fenomeno biologico complejo que
puede definirse como un declinar progresivo en la homeostasis,
ademas de laincapacidad del organismo para responder al estreés.
A este proceso se le ha denominado envejecimiento intrinseco,
fisioldgico o cronolégico; pero, ademas, y a diferencia con los
otros organos, la piel puede sufrir el denominado envejecimiento
extrinseco, fotoenvejecimiento, concepto establecido por
Kligman en1982, o dermatoheliosis, para describir los dafios que
ocurren en la piel tras la exposicion solar cronica. En realidad,
corresponde a la superposicion de los dafios cutaneos
provocados por la exposicion cronica a las radiaciones
ultravioleta, que se suman a los cambios que sufre la piel con el

transcurso del tiempo, y que representa un fenomeno patologico
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puesto que es mas precoz en su presentacion y de mayor

gravedad al estar intimamente relacionado con el cancer cutaneo.

Actualmente, el fotoenvejecimiento cutaneo supone uno
de los procesos mas frecuentes en patologia humana, y el cancer
cutaneo la neoplasia maligna mas frecuente (Matsumara, 2002),
lo que es logico sitenemos en cuenta que la piel es el rgano mas
extenso del cuerpo humano (alrededor de dos metros cuadrados)
y tiene como funcion principal actuar como barrera de proteccion,
tanto del medio interno, como frente a la atmosfera externay
muy especialmente a las radiaciones solares (Avci, 2013). Ademas,
la prevalencia del cancer cutaneo en las sociedades occidentales
ha aumentado exponencialmente en los ultimos afios; asi en
Estados Unidos, en el afio 2012, se diagnosticaron mas de un
millon de casos nuevos de cancer cutaneo no melanomay 53.000

melanomas (Jemal, 2012; Siegel, 2012).

Es, por tanto, uno de los motivos de consulta medica mas
frecuentes. Aunque su pronostico es excelente tras la cirugia,
excepto elmelanoma, sumanejo clinicoy terapéuticorepresenta
la dedicacion de un alto porcentaje del presupuesto sanitario en
el mundo occidental (Yaar, 2007; Jemal, 2012), por lo que se ha
convertido en un tema de enorme interés social y sanitario (muy
especialmente en el campo de la dermatologia), ademas de las

importantes implicaciones econémicas que comporta (Kawada,
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2011). Por desgracia y en cierto modo, puede ser autoprovocado

puesto que es debido a la exposicion crénica al sol (Vicente,1999).

Eneste sentido, lahistoria parece demostrar el peligro que
pueden entrafiar algunos modelos de atractivo fisico o belleza
basados en el color de la piel, como lo demuestra el hecho de que
durante los ultimos 25 siglos, la piel blanca fue considerada
universalmente como un componente esencial de la belleza
humana entre la poblacion del hemisferio norte. De este modo,
en la Biblia se recogen numerosas referencias 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 pasaban gran parte de su vida

expuestas al soly en los trabajos peor considerados.

Curiosamente, es solo a partir del primer tercio del siglo
XX, cuando el bronceado cutaneo comienza a ser considerado
como un nuevo factor cosmeético y, por tanto, a ser relacionado
con la belleza; de una parte, como consecuencia de los
conocimientos de los efectos beneficiosos del sol sobre algunos
procesos patologicos cutaneos, y por otra, al hecho de que la
exposicion al sol y la mayor libertad en el vestir, fueran
consideradas como un derechoy como expresion de una mayor
libertad individual, y por tanto algo socialmente deseable, lo que

ha supuesto un cambio total de estilo de vida (Vicente, 1999).
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No obstante, durante las ultimas decadas, la exposicion
solar ha sufrido un aumento considerable, sobre todo la de tipo
recreativo o intermitente, por lo que la “dermatoheliosis” se
produce tambien en personas jovenes que se exponen a la
radiacion solar sin proteccion, o a fuentes de luz ultravioleta
artificial buscando un bronceado rapido (Camacho, 2001), por lo
que durante los ultimos afios se ha ido generando de forma
paulatinaun nuevo cambio social, gracias al cumulo progresivo de
conocimientos en el sentido de que la exposicion solar y por tanto

el bronceado, pueden comportar un grave riesgo.

De todo lo anterior, se deduce el enorme interés que
presenta el posible desarrollo de modelos experimentales de
fotoenvejecimiento. Sinembargo, existen importantes problemas
para su implantacion en humanos, tanto de tipo metodoldgico,
relacionados con la larga y lenta evolucion del desarrollo de los
tumores, como sobre todo de tipo etico. Razones que explican el
frecuente desarrollo ocurrido durante las ultimas decadas de
modelos de fotoenvejecimiento en animales de laboratorio. El
objetivo fundamental de los mismos ha estado dirigido al
conocimiento (ntimo de los mecanismo de produccion y a la
evolucion de los cambios que tienen lugar en la piel tras la
exposicion prolongada a las radiaciones ultravioleta, asi como a
poder ensayary determinar los posibles efectos beneficiosos de

diversas sustancias como protectores solares (Yaar, 2007).
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Aungue son numerosas las especies animales que se pueden
utilizar como modelos animales en este tipo de estudios, enrealidad
han sido unas pocas las utilizadas: cerdos miniatura (Kligman, 1982),
cobayas (Kreuzmann, 1990), ratas (Nakamura, 1968), ratones e
incluso peces (xiphophorus, medakay pez cebra) (Kurita, 2004).No
obstante, los animales mas utilizados corresponden a roedores,
tanto con pelo como sin él, y especialmente a los ratones (Becker,
2010): C57BL/6J; BALB/C; CBA, (Benavides, 2009), Swiss, Hairless:
HR-1, SKH1, etc. (Sharma, 20711).

Para la realizacion de nuestro estudio elegimos como
modelo animal al raton sin pelo SKH1/CRL, procedente del Skin
and Cancer Hospital, Temple University. Philladelphia, 1986
(Charles River Laboratories. New York, USA), que fue aclimatado
y criado posteriormente en el servicio de Animales de
Laboratorio (SAL) de la Universidad de Murcia. Se considera
como modelo de eleccion para este tipo de estudios, por ser
animales albinos y sin pelo, presentando por tanto una piel muy
sensible a los efectos de las radiaciones ultravioleta y un menor
periodo de latencia de presentacion de las lesiones, ademas de
ser animales eutimicos, es decir inmunocompetentes y por su

facilmanejo y bajo coste.

En el primer objetivo de nuestro trabajo nos planteamos

inducir un modelo de fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis
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cutaneos en animales de esta cepa animal, para lo que nos
basamos en los resultados obtenidos de los estudios previos de
nuestro grupo de investigacién (Cano, 2010; Gil Ortega, 2014). Para
ello, utilizamos 60 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 (98,69 UVA y1,4% UVB).

La exposicionserealizo colocando los animales enjaulas de
PVC con separadores individuales para cada raton y cubierta de
celosia metdlica, situandolas 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.
Enelgrupoll, alos que se administro la Astaxantina, al no ocurrir
neoplasias en la mayoria de los animales en esa fecha (80
sesiones), sometimos a diez de los animales a 33 sesiones mas de
las mismas caracteristicas, hasta un total de 113. La energia
absorbida por sesion fue de 21,1J/cm?, por lo que al final de las 80
sesiones, la energfa total absorbida por cada animal fue de 1.688

J/cm?y de 2.384,3 J/cm?en el caso de los de las 113 sesiones.

En el transcurso del experimento, fuimos anotando y
fotografiando todas las alteraciones cutaneas que presentaban

los animales, que correspondian en general a las que han sido
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descritas en humanos tras la exposicion cronica a las radiaciones
ultravioleta.De modo que en nuestro estudio, todos los animales
del Grupo | (Control) que fueron sometidos exclusivamente a la
exposicion cronica a las radiaciones ultravioleta, presentaron a
lo largo del experimento multiples lesiones neoplasicas lo que no
ocurrio en los animales del grupo Il (RUV + Astaxantina) como

comentaremos mas adelante.

En la patogenia de estas lesiones, se han implicado varios
mecanismos patologicos fundamentales como consecuencia de
laaccionde las radiaciones a supaso atraves de los tejidos hasta

llegar a la génesis del cancer:
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Nosotros los hemos agrupado en tres apartados fundamentales:

1.- La alteracion del epitelio cutaneo que va a originar de-
gradacion del acido araquidonico de las membranas ce-
lulares de los queratinocitos epidérmicos, lo que parece
originar diversos productos que actuan como mediado-
res quimicos de la inflamacion (prostaglandinas, inter-
leuquinas, cininas, citoquinas, etc.). Estos, a su vez, son
los responsables de los cambios vasculares mediante
laregulacion de la expresion de moleculas de adhesion
enelendotelio vasculary de la migracion de celulas san-
guineas aladermis (Svobodova, 2006). Los neutrofilos
activados producen mieloperoxidasa, que cataliza la
produccion de ROS, mientras que los monocitos y ma-
crofagos tisulares fagocitan el tejido dafiado. Por otra
parte, las celulas inflamatorias segregan factores qui-
miotacticos y factores de crecimiento que promueven
mayor reclutamiento de células inflamatorias y la repa-

racion de los tejidos dafiados (Wilgus, 2003).

2.- La formacion de radicales libres o especies reactivas
del oxigeno (ROS) que sonresponsables de la degrada-
cion de las proteinas dérmicas (colageno, elastina, etc.),
fundamentales en la produccion de la elastosis solar o

actinica, conlaformacion de arrugas cutaneas e incluso
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de las lesiones del apartado siguiente, es decir, las mu-
taciones que pueden abocar en neoplasias (Scharffet-

ter-Kochanek, 2000; Halliday, 2005).

3.-Laabsorciondirectade laenergia por cromoforos de la
epidermis (ADN, ARN, melanina, el acido urocanico, li-
pidos, proteinas) que va a dar lugar a la formacién de fo-
toproductos, especialmente dimeros de pirimidina que
absorben diferentes longitudes de onda especificas
(Young, 1997). Estas, al liberarse posteriormente, origi-
naran reacciones fotoquimicas con produccion de dafio
genetico directoy mutaciones as{ como trastornos del
crecimiento neoplasico cutaneo o fotocarcinogénesis,
que generalmente son consecuencia de laaccionde las
longitudes de onda corta de laRUV By A (Brash, 1997:
Young,1998).

Tambien se puede producir dafio oxidativo indirecto por
efecto dereacciones de fotosensibilizacion endogena enrelacion
con las longitudes de onda mayores de la RUV A (Burren, 1998).
Este dafio celular va a generar, a su vez, la liberacion de diversos
mediadores quimicos de la inflamacion con las acciones descritas
en el apartado a), junto a la accién moduladora sobre otros tipos
celulares como queratinocitos, células de Langerhans, fibroblas-

tos, etc.
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En nuestro estudio, las primeras alteraciones clinicas que
se presentaron tras la radiacion en los animales del Grupo |
Control (RUV exclusivamente) correspondian a la presentacion
de eritema difuso en toda la zona del dorso de los animales, que
ocurria desde la primera sesion y era de caracter pasajero,
durante las 10-12 primeras sesiones, aunque posteriormente se
hacia permanente y de color rojo violaceo presentando aspecto

reticular o telangiectasico 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 expuesto, consecuencia directa del dafio vascular

dermico.

No obstante, el mecanismo interno no esta bien
establecido; no se conoce con precision cuales son los cromo-
foros responsables, pero la hipotesis del dafio directo de los UVB
y UVA de onda corta sobre el ADN se sumaria al dafio oxidativo
indirecto secundario a las reacciones endogenas de fotosensi-
bilidad. Otros estudios también sugieren el papel importante que
puede jugar el oxido nitrico como causa de la vasodilatacion.
Recientemente, se ha demostrado, que el éxido nitrico (NO) es
producido por los queratinocitos despues de la irradiacion UVB
(Suschek, 2006).
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Asimismo, también se ha demostrado el papel que los
leucocitos polinucleares neutrofilos, fundamentalmente sus
enzimas, desempefian tras la exposicion a la radiacion
ultravioleta, en el mantenimiento de la vasodilatacion capilar
(Rijken, 2004, 2005; Samanek, 2006). Ademas, tras la irradiacion
cutanea se produce liberacion de mediadores quimicos del
eritema, como son los eicosanoides, la histaminay otros factores
quimiotacticos, que regulan la expresion de las moleculas de
adhesion en el endotelio vascular y en los queratinocitos,
produciendo migracion de las celulas sanguineas, mononucleares
y neutrofilos, encargados de causar vasodilatacion e inflamacion

(Rijken, 2009).

Esta demostrado que la RUV afecta a las moléculas de
adhesién, aumentando la expresion de ICAM-1 (molécula de
adhesién de células endoteliales -1) en queratinocitos 48-96
horas después de la exposicién, y la ELAM-1 (molécula de
adhesion intercelular-1), en las células superficiales endoteliales
del plexo venular a las 24 horas, encontrandose una disminucion

alas 72 horas (Norris, 1991).

Por otra parte, el aumento de los niveles cutaneos basales
de histamina disminuye dentro de las primeras 24 horas, lo que
indica la presencia de otros mediadores, como las prostaglan-

dinas y el acido araquidonico, que estan elevados a las 6 horas y
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alcanzan un pico maximo entre las 18 'y 24 horas post-exposicion
a RUV, cuando la reaccion se torna mas intensa; los valores
basales disminuyen en el término de 48 horas. Parecen existir
otros mediadores con capacidad vasodilatora que se han
encontrado aumentados en estas situaciones, como la sustancia

P, el 6xido nitrico, interleucinas, etc. (Clydesdale, 2001).

También se ha demostrado que despues de la irradiacion
UV, los inhibidores de las prostaglandinas, como la indometacina,
reducen laintensidad de la fase inicial de eritema por RUV B hasta
24 horas; sin embargo, la fase mas tardia, se mantiene sin
cambios (Ibbotson, 1996). Asimismo, el acido araquidénico y las
prostaglandinas E2'y F2a muestran niveles elevados a las 6 horas
de la exposicion, alcanzando un pico maximo entre 18 y 24 horas,
cuando la reaccion inflamatoria esta 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 comprobado la
presencia en la piel irradiada de bradiquinina en las primeras

fases de la inflamacion (Black, 1978).

Ademas se ha descrito que tanto la UVA como la UVB
producen cambios en la dermis, como consecuencia de la
degranulacion de las celulas cebadas que ocurre durante las

primeras 24 horas tras la radiacion, seguido por una rapida
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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). Otras citoquinas relacionadas con la vasodilatacion
y que han sido encontradas en la piel tras la irradiacion 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 Py de calcitonina (Berking, 2005).

Microscopicamente, los cambios mas llamativos en esas
areas cutaneas en nuestro estudio, correspondian al aumentoy
dilatacion de lared capilar, que mostraba frecuentes dilataciones
y un aspecto tortuoso, asi como aumento de la sustancia
intercelular que originaban el ensanchamiento de la dermis
papilar estos hechos creemos que explican el eritema que
presentaban clinicamente los animales. Los infiltrados
inflamatorios presentes en los animales de nuestro trabajo,
estudiados mediante el marcaje inmunohistoquimico con anti-
CD3(linfocitos T)y anti-CD-20 (linfocitos B) fueron poco intensos

y no observamos diferencias significativas entre los grupos.

En patologia humana, las alteraciones cutaneas que se
presentan tras el eritema corresponden fundamentalmente al
aumento de la pigmentacion melanica o bronceado, que suele

ocurrir en dos etapas: una pigmentacion inmediata y otra tardia.
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La inmediata, se presenta pocos minutos después de la
exposiciony tiende a desaparecer en minutos; pero sicontindala
exposiciony es prolongada, puede durar varios dias y se asocia al
bronceado tardio. Parece depender de la accion de las longitudes
de onda comprendidas entre los 320 y 450 nm, que
corresponderian a RUV B de onda larga, RUV Ay a la luz visible.
Los cambios histologicos se deben a la oxidacion de la melanina
y a la migracion de los melanosomas desde su localizacion
perinuclear hasta las dendritas periféricas, y su transferencia
hasta el citoplasma de los queratinocitos y otras células vecinas

(Hénigsmann, 2002).

En los animales de nuestro estudio, sin embargo no
pudimos observar el bronceado ya que son animales albinos en

los que no funciona el sistema de la melanogenesis.

Otro efecto observado tras la irradiacion correspondio al
endurecimiento cutaneo, tambien denominado “hardening”, que
consiste en el engrosamiento de la capa corneay del estrato de
Malpighio (acantosis), que se suele acompafiar de incremento de
la melanina como respuesta a la accion eritematogena o
pigmentaria de la RUV. Las exposiciones repetidas provocan un
engrosamiento de la capa cornea en forma directa o indirec-

tamente a través de unareaccion inflamatoria.
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Aunque clasicamente se habia considerado que las
exposiciones aisladas a RUV A no aumentaban el espesor de la
epidermis, exposiciones repetidas y continuas pueden hacerlo,
como hemos observado en nuestro estudio, en el que todas las
zonas cutaneas expuestas a las radiaciones experimentaron
hiperplasia de los queratinocitos, alcanzando gran espesor del
epitelio en algunas zonas, sobre todo en los animales del Grupo |
(Control UV). Este fendmeno representa un mecanismo de
proteccion frente a las radiaciones UV. Observamos que a partir
de 40-42 sesiones, toda la zona cutanea del dorso, mostraba
engrosamiento irregular de aspecto granular difuso que se
acompafiaba con frecuencia de superficie escamosa y un

marcado patron geometrico de la piel.

Las siguientes alteraciones que observamos correspon-
dieron a las arrugas cutaneas. Se presentaban a partir de 32-35
sesiones y en principio eran de disposicion longitudinal, en todo el
dorso de los animales que alternaban con otras zonas cutaneas de
engrosamientoirregular. Estas lesiones se mantenian durante todo
el experimento y se acompafaban de engrosamiento nodular
difusoy progresivo; ademas, enlas zonas con lesiones neoplasicas,

las arrugas se disponian de forma radial a los tumores.

En el estudio de la dermis de los animales de nuestro

trabajo, destacaba microscopicamente en estas areas, el
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engrosamiento marcado, tanto de la papilar, por el aumentoy la
disposicion tortuosa de los capilares sanguineos y de la red
capilar subpapilar, como de la reticular, asi como la
desestructuracion del entramado fibrilar. También observamos
con frecuencia areas irregulares de fibrosis, con multiples focos

de infiltrados de linfocitos y células plasmaticas.

La mayor alteracion de la piel en el fotoenvejecimiento,
segun la bibliografia, corresponde al depodsito de material
elastico anormal, que corresponde a la denominada elastosis
solar. La radiacion UV provoca en la dermis una reaccion
molecular en cadena, que origina un trastorno del metabolismo
conaumento de metaloproteinasas de lamatriz que estimulanla
produccion de colagenasa, gelatinasa y estromelisina-1 de los
fibroblastos y queratinocitos. El resultado es wuna
desorganizacion del colageno y de la elastina, asi como otros
componentes de la matriz extracelular dérmica. La exposicion
repetida a la energia solar hace que la reparacion de la matriz
dermica, sea cada vez mas deficiente, con un efecto acumulado
sobre la estructura y organizacion de su base de colageno.
Cuando la piel esta sometida a ciclos repetidos de exposicion a
laRUYV, se hacen visibles a simple vista en forma de flacidez de la

piely la formacion de arrugas (Kang, 2003).

Bernstein (1995) demostrd con ratones, que la elastosis
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solar esta acompafada por un aumento de elastina y fibrilina
ARNmYy la regulacion positiva de la actividad del promotor de la
elastina. En las alteraciones microscopicas observadas en
nuestro estudio, destacaban los fendmenos de desorganizacion
de laestructura general asi como la disposicion del entramado de
las fibras colagenas y elasticas, distinguiendose tres grados de
disposicion: 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 caracteristicas alternaban con zonas
en que se disponian en acumulos irregulares y compactos de
elastina, ligeramente basofilos o Grado Il; y por ultimo, en el que
observamos un predominio marcado de los acumulos compactos

de elastina (Grado Ill).

Laradiacion UV tambien es laresponsable del incremento
de la actividad catalitica de diversas metaproteinasas de la
matriz extracelular (MMP), con lo que se favoreceria en principio,
elrecambio de las proteinas y glucosaminoglicanos dafiados por
las radiaciones. Ademas, la agresion actinica acelera la infiltracion
de leucocitos neutrofilos 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).
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El primer estudio encontrado en la bibliografia sobre la
produccion de elastosis enunraton sin pelo (de la cepa albina Ng
/) corresponde al de Berger en1980. También hemos encontrado
descrito en la bibliografia, entre los cambios inducidos por la
radiacion UV en la dermis de ratones SKH1, alteraciones de las
fibras elasticas, la degradacion del colageno y glicosaminogli-
canos, asociados con la alteracion de la actividad de las metalo-
proteinasas de la matriz. De modo que los ratones expuestos de
forma cronica a la radiacion UV desarrollaban arrugas, como

importantes pliegues longitudinales en el dorso.

Asimismo, otros estudios han demostrado que la expresion
de MMPs por parte de los fibroblastos puede ser una
consecuencia de la actividad del dxido nitrico (NO). Este radical
gaseoso es una molecula mensajera multifuncional formada a
partir de laL-arginina por enzimas como la sintetasa inducible del
oxido nitrico (iNOS). EINO acttia activando la guanilato ciclasa,
responsable de la formacion de GMPc intracelular, con lo cual se
activan las proteinquinasas dependientes del GMPc. Los
fibroblastos dermicos que expresan MMPs tambien 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
sintetizany liberan NO, el cual es capaz de disparar la sintesis de

melanina por los melanocitos (Reelfs, 2004).
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La radiacion UV provoca en la dermis una reaccion
molecular en cadena, que en dltima 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 alteracion del colagenoy
de la elastina, asi como otros componentes de la matriz

extracelular dérmica (Choe, 2003).

La exposicion repetida a la energia solar hace que los
mecanismos de lareparacion de la matriz dermica, sean cada vez
mas deficientes, con un efecto acumulado sobre la estructura 'y
organizacion de la base de colageno. Lo que en principio son
defectos invisibles en la matriz dermica reparada, cuando se
utilizan ciclos repetidos de exposicion, se hacen visibles a simple
vista en forma de flacidez de la piel y la formacion de arrugas

(Kang, 2003).

En este sentido, el estudio de Zheng (1993) compara las
acciones de laradiacionultravioleta A conlaB.Irradiaronratones
albinos sin pelo con luz ultravioleta, un grupo con R-UVA y otro
con R-UVB. Los cambios mas notables inducidos por R-UVA
fueron la hiperplasia de las fibras elasticas sin evidencia de
desintegracion de las fibras, un gran aumento de microfibrillas

depositadas al azar, la duplicacion masiva de la membrana basal
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vascular, un extenso dafio celular endotelial, y las fibras de

colageno con diametros mas pequefios, pero sin dafos aparentes.

Diversos estudios experimentales con modelos animales
han confirmado que la porcion mas corta y mas energica del es-
pectroultravioleta (R-UVB) es responsable de la desestructurac-
cion del tejido conectivo dermico observado en la piel
fotoenvejecida. Mas recientemente, se ha demostrado que los
rayos UVAy la radiacion infrarroja contribuyen de manera signi-
ficativa al fotoenvejecimiento, produciendo, entre otros cambios,
elastosis severa. Debido a que las tres bandas de ondas amplias
estan inseparablemente unidas enlaluz solar terrestre, todas son
motivo de preocupacion en el fotoenvejecimiento de la piel hu-

mana (Kligman, 1989).

Por otra parte, en nuestro estudio a partir de 45-50
sesiones eramuy frecuente la observacion de lesiones eritemato-
escamosas, que se solian disponer en placas irregulares, con el
centro de aspecto erosivo y los bordes sobreelevados y solian
estar recubiertas por costras fibrino-hemorragicas. A partir de
50 sesiones, toda la superficie cutanea del dorso mostraba areas
con engrosamiento cutaneo irregular de aspecto queratosico,
firmes al tacto, e incluso con fijacion a los tejidos subyacentes.
Las lesiones ulceradas eran tambien muy frecuentes con bordes

irregulares y engrosados.
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Microscopicamente, destacaban las areas de atrofia que
alternaban con otras de engrosamiento epitelial con hiperplasia
de células basales, acantosis con o sin papilomatosis, con
frecuente pleomorfismo celular y nuclear, ademas de fenomenos
de hiperqueratosis y paraqueratosis, disqueratosis e incluso

diversos grados de displasia.

A partir de 60 sesiones, eran constantes las lesiones
tumorales nodulares, generalmente multiples. La mayoria de
ellas en relacion con las zonas de engrosamiento queratosicoy
muchas estaban ulceradas. Con menos frecuencia las lesiones
tumorales adoptaban un aspecto verrucoso con la porcion
central deprimida recubierta de costra queratosica. Micros-
copicamente correspondian a multiples areas de carcinoma “in
situ”, asi como focos de carcinoma microinvasor o a carcinomas

de células escamosas.

En los animales del grupo control, las lesiones epiteliales
malignas eran muy frecuentes pues afectaban al 100% de los
animales al final del experimentoy al contrario que en la patologia
humana, en este modelo de carcinogenesis cutanea experimental,
no se podia discriminar entre el carcinoma de celulas basales y el
epidermoide o espinocelular. Como era légico, tampoco se desa-

rrollaron melanomas.
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Todos los animales del Grupo Control desarrollaron
carcinomas de células escamosas, lo que pone de manifiesto la
efectividad del modelo experimental desarrollado en nuestro
primer objetivo, que consideramos como un modelo idoneo para
el estudio del fotoenvejecimiento cutaneo y la fotocarcino-
genesis. Pues resulta facilmente reproducible y de bajo coste, en
el que la exposicion cronica a las radiaciones provoca el espectro
de lesiones propias del fotoenvejecimiento en periodos
diferenciados y siempre ocasiona el cancer cutaneo si la

exposicion es prolongada (entre 65y 80 sesiones).

El mecanismo implicado en estos fendmenos, se ha
explicado porque laradiacion UV actua indirectamente-el proceso
de reparacion del ADNYy por la interferencia con componentes del
sistema inmune (especificamente células T y las células de
Langerhans) (Gilchrest, 1996). También, mas recientemente se ha
demostrado que la radiacion UV puede actuar alterando el
mecanismo de apoptosis en las células expuestas al sol, con lo
que podrian promover el desarrollo de neoplasias. En este
aspecto, la radiacion UV se puede considerar como un
carcinogeno completo, ya que puede actuar, tanto como iniciador
del cancer a traves de mutacion del AND, como promotor del
crecimiento neoplasico a traves de los procesos inflamatorios
secundarios a la exposicidn a laRUV acumulativa (Ismail, 2011). La

Agencia de Investigacion del cancer de la OMS, incluyo a las
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radiaciones ultravioletas en el grupo 1 de agentes carcinogenos

(Landrigan, 2011).

Casi todas las mutaciones originadas experimentalmente
por RUV B y A se localizan en las pirimidinas adyacentes, y
alrededor de dos tercios son mutaciones distintivas (Brash, 1991).
El tercio restante tambien son generadas por las radiaciones
ultravioleta, pero probablemente surjan a partir de la produccion
de ROS (Wondrak, 2001). Dado que existen diversos 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
intercambios T>G. Estos intercambios se observan raramente
con las UVB u otros carcinogenos, por lo que se considera que

sean consecuencia de laRUV A (Halliday, 2005).

Estademostrado quelaRUV Binduce lasintesis de laenzima
ornitin-decarboxilasa, que limita la tasa de sintesis de poliaminas
que estimulan la proliferacion celular. Ello facilita la formacion de
neoplasias, a lo que se suma a la sintesis de oxido nitrico, que a su
vez, induce la produccion de eritema, melanogenesis e inmuno-
supresion lo que favorece la carcinogénesis. Por ultimo, tambien

favorece la angiogenesis dérmica, al disminuir la expresion de los
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inhibidores de trombospondina-1y ademas, la expresion de dos
factores angiogénicos, como el VEGF y el factor de crecimiento

endotelial dependiente de plaquetas (Afag, 2006).

La R-UVA es extremadamente cancerigena, pues penetra
mas profundamente en el interior de los tejidos cutaneos, cau-
sando degradacion de la dermis. Esta degradacion tiene lugar por
la activacion de citoquinas y enzimas colagenasas, elastasas, etc.
Dichas enzimas aceleran aun mas la generacion de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS), que provocan dafios en el ADN (de Grujil,
1993; 2000; 2002). Ademas se ha descrito que puede dar lugar a
alteraciones gendmicas, que varian desde mutaciones puntuales
adislocaciones cromosomicas. Por otro lado, laR-UVB interactua
con la epidermis, causando la activacion de las enzimas que alteran
el ADN, lo que conduce a patologias como la inflamacion, la degra-
dacion de la elasting, la proliferacion celular, etc. Es mas cancert-
gena que la radiacion UVA en la induccion experimental de
carcinoma de células escamosas (SCC). Elimpacto de laradiacion
UVB puede deducirse claramente de las mutaciones puntuales ca-

racteristicas de p53 se encuentran en SCC humano y BCC.

A nivel celular, el efecto combinado de la R-UVA y R-UVB
conduce alageneracion de especies reactivas de oxigeno que ac-
tivan directamente las MMPs, desencadenando reacciones en

cascada multiple que llevan a la transcripcion de genes proinfla-
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matorios y proapoptoticos. Todo ello conduce a lainflamacion, la

apoptosis y, finalmente, a la fotocarcinogénesis (Gupta, 2014).
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Como segundo objetivo de nuestro trabajo, nos plantea-
mos conocer los efectos de la astaxantina, un potente
antioxidante de origen natural, que administramos por via oral al
segundo grupo de animales, a los que sometimos al mismo
numero de sesiones y dosis de radiaciones ultravioleta, que a los
animales del grupo control, con el fin de comprobar su posible

papel como agente fotoprotector.

En este sentido, parece que desde muy antiguo la
humanidad ha intentado cuidar su piel, y asi, la cosmetica en los
pueblos primitivos tenia un caracter religioso o magico;
precisamente los primeros remedios cosmeticos parecen
proceder de las dinastias egipcias, que ademas los asociabanala
medicina, como los unglientos, aceites, tabletas de arcilla e
incluso formulas para las arrugas; este hecho alcanzo un gran
auge en Grecia y Roma, desarrollandose un autentico ritual de
cuidados pues se perfumaban habitualmente, incorporaron de
forma habitual el bafio y los masajes, y utilizaban gran cantidad
de cosmeticos paraembellecersey evitar la desecacion cutanea,
lo que indica la importancia que siempre ha tenido el
mantenimiento de la piel en el canon de belleza a lo largo de la

Historia (Abad,1999).

Pero de forma curiosa, como hemos comentado al principio

de este apartado, esto se mantuvo hasta el primer tercio del siglo
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XX, enelque ocurrio uncambioradicalrespecto alabellezaentre
la poblacion occidental, 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 cono-
cieron rapidamente sus inconvenientes (Miiller, 1997). Por lo que
pronto comenzaron a desarrollar metodos para protegerse. Los
egipcios se protegian del Sol conun cucurucho colocado sobre la
cabeza que contenia sebo y mirra'y que, al fundirse por el calor,
se derramaba protegiendo la piel. Asi, existe una larga lista de
remedios frente a las quemaduras solares, basadas en aceites,
sebo, mirra, heliotropo, vinagre, etc, que constituirian los
primeros filtros solares (Abad, 1999). Por otro lado, durante las
ultimas decadas, 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 la incidencia del

cancer cutaneo.

De ahi, el enorme interés de |a fotoproteccion para pre-
venir los efectos adversos de la exposicion cronicaal sol asicomo
retrasar las alteraciones del fotoenvejecimiento y fotocarci-
nogénesis cutaneos. Los filtros solares, de los que existen
diferentes tipos segtin sumecanismo de accion (Montero, 2008),

son considerados como la primera linea de defensa frente a las
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RUV vy actualmente se consideran fundamentalmente: los
organicos que corresponden a los conocidos hasta ahora como
quimicos, los tnorganices, llamados previamente, fisicos y los
bioldgicos, que corresponden a sustancias que penetran la
superficie cutanea y tienen actividad antioxidante por lo que
aplicados topicamente, disminuyen el estrés oxidativo inducido
por la radiacion ultravioleta. No obstante su eficacia exacta es
todavia desconocida. Ademas, existen estudios que sugieren que
podria obtenerse un beneficio acumulativo o aditivo, cuando se
utilizan combinaciones de productos antioxidantes, por via oral

o topica (Alleman,a,b,c, 2009).

La aplicacion topica de antioxidantes parece un mecanismo
fotoprotector prometedor, sin embargo, los ensayos clinicos
controlados enhumanos sobre el papel de los antioxidantes enla
prevencion o desaceleracion del envejecimiento cutaneo son
escasos, por lo que es necesario un mayor numero de estudios
experimentales. En este sentido, destacan los estudios sobre el
efecto antienvejecimiento de extractos de isoflavonas de soja
por via oral en ratones (Kim, 2004) y de los beneficios de los

antioxidantes aplicados topicamente (Alleman, 2009).

En nuestro estudio, hemos utilizado la ASTAXANTINA, un
agente antioxidante de origen natural perteneciente a la serie

fotoquimica de los terpenos. Como muchos carotenoides, es un
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pigmento liposoluble coloreado, producido por diversos tipos de
microalgas que son la base de la alimentacion del zooplanctony
el krill, se puede encontrar en levaduras y tambien en los
organismos que se alimentan de ellos, por lo que se puede ir
acumulando en cierta medida a lo largo de la cadena alimentaria,
en especial en los pescados de carne rosada como el salmon,
trucha, crustaceos, (Pandanus borealis, Krill), camarones,
cangrejos (Ranga Rao, 2014). Nosotros, en este trabajo la hemos
administrado por via oral, puesto que la administracion por via
topica presenta problemas de absorcion a nivel cutaneo, segun

ha descrito Hama recientemente (2012).

Entre las funciones biologicas de la Astaxantina destaca su
alto poder antioxidante (10 veces mas potente que otros
carotenoides en relacion con la captacion de radicales libres
(Naguib, 2000). En este sentido se ha descrito su capacidad de
proteger las membranas celulares y mitocondriales de las
agresiones medioambientales, en especial de las radiaciones
ultravioleta, evitando la peroxidacion de los lipidos de las
membranas (RangaRao, 2013) asi como sus efectos sobre algunos
inhibidores de lainflamacion tanto“in Vitro” como “in vivo” (Ohgami,
2003; Park, 2010; Santos, 2012); junto a sus potentes efectos frente
al estrés oxidativo en la diabetes (Kim,2009; Otton,2010); en la
prevencion de los trastornos cardiovasculares (Nakao, 2010 b;

Fassett, 2011), arterioesclerosis (Ryu,2012) e hipertension arterial
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(Monroy-Ruiz, 2011) e incluso en el cancer, tanto en relacion con los
trastornos de la inmunidad ( Chew,2004) como de los efectos del
estres oxidativo sobre el mecanismo de la carcinogenesis

(Jyonouchi,2000; Nakao,2010 a; Maoka,2012; Sila,2013).

Aunque hemos encontrado numerosos estudios en la
bibliografia sobre los efectos antioxidantes de la astaxantina en
distintas patologias, algunos relacionados con los mecanismos
implicados en el proceso de envejecimiento como comentamos
en el parrafo anterior; no obstante, son escasos los trabajos
publicados relacionados con el fotoenvejecimiento tanto “in
Vitro"(Lyons, 2002) como “in Vivo" ( Hussein, 2006; Watanabe,
2007; Hama, 2012; Huangfu, 2013). Solamente hemos encontrado
un trabajo sobre los efectos de la astaxantina en el modelo de
fotoenvejecimiento desarrollado en nuestro estudio (Savourg,
1995). Estos autores observaron una inhibicion de la carcino-
genesis sobre ratones SKH-1 sometidos a radiacion ultravioleta
Ay By tratados con astaxantina, frente a los animales control y
a otros carotenoides. Explicaron sumecanismo de accion por un

aumento de la actividad ornitina descarboxilasa.

En nuestro estudio, en los animales del GRUPO Il (RUV
+Astaxantina) las lesiones cutaneas evolucionaron de forma

similar a las del Grupo | (Control), aunque con mayor lentitud, de
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modo que se hacian patentes entre 5y hasta 15 sesiones (es decir
2 y 5 semanas) mas tarde que en los del Grupo I. Asimismo,
alcanzaban diametros menores y afectaban a areas cutaneas

menos extensas.

Asi, el eritema, que corresponde a la primera alteracion en
presentarse clinicamente, aunque lo hacia tambien desde las
primeras sesiones, solo se hacia permanente y de color rojo-
violaceo con aspecto reticulado a partir de la 30-35 sesiones, el
doble de tiempo que en los animales del Grupo Control; algo
similar ocurria con la presencia del marcado patron geométrico
de la piel, que se manifestaba alrededor de 10 sesiones después,
y con las arrugas (entre 12 y 15 sesiones después); el engro-
samiento cutaneo-lesiones de tipo queratdsico (10-12 sesiones
después); las lesiones escamosas-erosivas, (10-11 sesiones
después). Las lesiones ulceradas no eran patentes antes de las
70 sesiones. No obstante, las mayores diferencias respecto a las
lesiones de los animales controles, correspondian a las lesiones
tumorales puesto que solo las presentaron 10 animales del grupo
tratado con Astaxantina. Tras 80 sesiones solo presentaban
tumores 2 animales; y de los 10 que recibieron 113 sesiones, (05
tumores se presentaron en 6 animales a partir de la sesion100y

en2trasla1is.
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Observamos una marcada disminucion de las areas de
lesion en los animales tratados con astaxantina respecto al
control, que fue estadisticamente significativa. De modo que
habia una diferencia de 141,63 milimetros cuadrados en la media
de las lesiones de ambos grupos. Ademas, la presentacion de
dichas lesiones se produjo de forma mas tardia en los animales

tratados.

Microscopicamente, destacaba en los animales de este
grupo lamenor incidenciade las lesiones precancerosas, de modo
que mientras laincidencia de las areas de displasia era del 100%
en los animales del Grupo Control, ésta bajaba al 60%6 en los del
Grupo Il (Astaxantina) sacrificados tras la sesién 80, y al 80%
en los de la 113 sesion. De modo similar también lo observamos
respecto al carcinoma “in situ” con un 25% (80 sesiones)y 75%

(113 sesiones) respectivamente.

No obstante, las mayores diferencias ocurrieron respecto
a las neoplasias malignas, como hemos comentado ante-
riormente que solo afectaron a10 animales de este Grupo (33%).
Todas las neoplasias correspondian a carcinomas de células
escamosas, en los que no podiamos distinguir entre los carci-
nomas basocelulares y los espinocelulares , ya que todos
mostraban queratinizacion celulary casi todos formaban globos

corneos, incluso los que mostraban aspecto clinico de quera-

216



VI. Discusion

toacantomas. Como era de esperar no presentaron melanomas

puesto que son animales albinos.

Actualmente para la determinacion del pronostico de los
tumores, ademas de las caracteristicas microscopicas en la que
se basan las distintas clasificaciones tumorales, se suele
acompafiar de la informacion acerca de la cinética celular
(Almendral, 1987; Garcia, 1989), con el fin de poder determinar
conmayor exactitud la tasa delrecambio celular entre los tejidos
normales y los tumorales, asi como para poder conocer mas
detalladamente su comportamiento biologico, para ello
contamos con distintos metodos de estudio para la evaluacion de

la proliferacién celular (Carey, 1992).

Durante mucho tiempo, los estudios de proliferacion
celular estuvieron dedicados exclusivamente al estudio de la
division celular, mediante elrecuento de las mitosis. Sin embargo,
en los ultimos afos se han ido desarrollando tecnicas inmuno-
histoquimicas, no solo para detectar los precursores de la
sintesis de ADN incorporados por lacélulas enlafase S, sino para
detectar antigenos nucleares. Estos antigenos se engloban bajo
el término genérico de antigenos nucleares de proliferacion
celular (PCNAs), debido a que constituyen estructuras anti-
genicas que no se pueden observar en las células en reposo. El

estudio de estos antigenos se ha desarrollado fundamen-
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talmente en el campo de la oncologia, pues su expresion es
diferente en células normalesy en las transformadas (Busch, 1977:

Davies, 1978: Smetana, 1983).

Elantigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) es una
proteina acidica nuclear no histona, molécula de 36-KDa con 261
aminoacidos con alto contenido glutamico y aspartato
(Almendral, 1987) que funciona como molécula accesoria de la
ADN polimerasay que se requiere en el proceso de la sintesis del
ADN en la fase S del ciclo celular. 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, 1987:1992). El PCNA se asocia
fuertemente conregiones donde esta ocurriendo sintesis de ADN
y se correlaciona con otros marcadores de proliferacion celular
como Kib7y mitosis, expresandose en células que se encuentran
en proliferacion activa. Se ha encontrado que la reaccion
inmunohistoquimica con este marcador es Util en la prediccionde
agresividad en algunos tumores con una tasa de proliferacion alta

(Kelman,1997; Ben-lhzak, 2002).

El gen que codifica PCNA ha sido clonado en diversas
especies y su conversion y evolucion en el reino animal y vegetal,
sugieren que este antigeno puede desempefiar un papel

fundamental en la replicacion del DNA en eucariotas, siendo su
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presencia necesaria aunque no suficiente para el proceso de
proliferacion celular (Mac Corrnick, 1992). ELPCNA también esta
implicado en la escision-reparacion de nucleotidos al comprobarse
la asociacion de éste con la cromatina en todas las fases del ciclo

celular tras irradiacion con luz ultravioleta “in vitro” (Toschi, 1988).

Por lo que el indice de proliferacion celular utilizando PCNA
se ha descrito como un factor pronostico independiente de
supervivencia (Niezabitowski,1999), ya que su expresion se
encuentra incrementada en lesiones de mayor grado de
malignidad tanto en el cancer cutaneo no-melanoma como en el
melanoma (Ruksha, 2007). En nuestro estudio, observamos una
mayor expresion de PCNA en los tumores desarrollados por los
animales del grupo control que en los del grupo tratado, con
diferencias estadisticamente significativas. Por tanto, los
tumores del grupo control, tuvieron un indice de proliferacion
celular mas elevado, que en tumores de piel no melanoma, se
asocia con mayor agresividad y peor prondstico (Ruksha, 2007).
Es decir, que el tratamiento con astaxantina, ademas de inhibir el
proceso de fotocarcinogénesis en los animales de nuestro
modelo, ha provocado que los tumores desarrollados en el grupo

tratado sean menos agresivos que los del control.

Asimismo, en el proceso patologico del fotoenvejecimiento

cutaneo, se le otorga una gran trascendencia a las alteraciones
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que ocurren a nivel de la dermis, es decir a la elastosis solar o
actinica. En ellas se han implicado la actuacion de unas enzimas,
las metaloproteinasas cuyas funciones y papel en la progresion
del cancer han sido estudiadas con gran interes en los ultimos
afios. Asimismo, se ha investigado su papel como iniciadores de
la angiogeénesis, en la inflamacion, en distintos aspectos
patologicos asociados a la carcinogenesis y en relacion con la
produccion de metastasis. Tambien se ha descrito el papel que
podria desempefiar la inhibicion de algunas MMPs en la dis-
minucion del crecimiento tumoral y por tanto como arma tera-
peuticaen lalucha contra el cancer por lo que desde hace mas de
treinta afos se han dedicado grandes esfuerzos a la investigacion

en este campo (Cripta, 2014).

Tambien algunos estudios clinicos han sefialado aspectos
prometedores respecto a la expresion de inhibidores de MMP,
aunque con resultados muy limitados. En este sentido, la
utilizacion de agentes de origen natural como drogas frente a
MMP para evitar la proliferacion del cancer cutaneo no melanoma
provocado por la exposicion cronica a las radiaciones solares ha
supuesto unainnovacion en el tratamiento farmacologico clasico
de esta enfermedad. La degradacion de la matriz extracelular
(MEC) se produce por la actividad de diversas enzimas proteo-
liticas (proteasas), conocidas como metaloproteinasas (MMPs).

La gran familia de las MMPs puede dividirse en 8 clases

220



VI. Discusion

atendiendo asu estructura. La caracteristicacomunatodas ellas
es la presencia de un pre-dominio N-terminal al que sigue un pro-
dominio que guarda una fuerte asociacion con el zincy el calcio y
otros dominios cataliticos. Otro aspecto comun en la estructura
de las MMPs es el dominio para el enlace de colageno, implicado
enlaunional colageno, elastina, acidos grasos, etc. Por otra parte,
ademas de en los mecanismos de progresion del cancer, las
MMPs estan relacionadas con un gran numero de aspectos

patoldgicos (Fisher, 1998; 2002; 2008).

Las colagenasas, también llamadas colagenasas neutro-
filicas, especialmente la MMP-8, ha sido utilizada ampliamente
pararomper el colageno fibrilar, mientras que las gelatinasas, de
las que las mas conocidas son las MMP -2y -9, muestran una
presencia relevante en canceres de mama, colon, pulmon, piel y
ovarios Estas MMPs degradan colageno, elastina y otros
componenetes de la MEC. Ambas son proenzimas, por lo que
requieren una activacion previa, y estan fuertemente
relacionadas con la proliferacion de las células tumorales, la
angiogenesis, las metastasis, etc. El papel crucial que juegan
estas gelatinasas en la angiogenesis ha sido ampliamente

documentado en estudios in vivo e in vitro (Fisher, 2009).

Considerando el papel de la ruptura de la membrana basal

en la progresion tumoral y en el proceso de metastasis, la
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actividad de la MMP-9 ha sido estudiada en diferentes tipos de
cancer. Aunque teoricamente, la degradacion de la matriz
extracelular es mas intensa en tumores de mayor evolucion y
tamafio, en nuestro estudio, la inmunotincion con MMP-9 fue
menos intensa en el grupo control que en el grupo tratado, aunque
sin diferencias estadisticamente significativas. Este hecho
coincide con los resultados obtenidos por Poswar (2013), en el que
se estudiaron 47 piezas quirurgicas de carcinomas espino
celulares humanos de diferente grado de malignidad. Estos
autores encontraron una mayor positividad de MMP-9 para los
carcinomas microinvasores 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 (Poswar, 2013).

Existen inhibidores naturales y sinteticos de las MMPs,
llamados TIMP. como algunos derivados de tetraciclinas o el
Marimastat, que se encuentran en la actualidad en ensayos
clinicos de fase lll. Los TIMP endogenos son proteinas que se
secretan enrespuesta a una sobreproduccion de MMPs. TIMP-1
es mas potente que TIMP-2y TIMP-3 frente a MMP-1, MMP-3 y
MMP-9. En este sentido, algunas sustancias naturales como la
melatonina o la escualamina del cartilago de tiburén (Novastat®)
han demostrado capacidad para inhibir la expresion de MMPs

(especialmente la2yla9)y favorecer laactividad de los TIMP en
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diversos tipos de cancer (mama, estomago, vesicula o pulman).
Otros compuestos estudiados con resultados relevantes son la
Nobiletina, Myricetina, Curcumina, Resveratrol, Xanthamizol,

Anticianidinas o Aloe Vera (Gupta, 2014).

Teniendo en cuenta su papel como inhibidores de las MMPs,
los TIMPs son considerados como elementos anti-invasivos y
anti-metastasicos en el cancer. Por este motivo, decidimos
realizar el marcaje inmunohistoquimico de TIMP-1enlos tumores
desarrollados en los animales de nuestro estudio, donde
observamos un marcaje mas intenso en los animales tratados que
en el control, con diferencias estadisticamente significativas.
Estos resultados sugieren que la inhibicion de la carcinogenesis
y de la progresion tumoral experimentada por los animales
tratados con astaxantina, podria deberse a la estimulacion, por

parte de esta, de la produccion de TIMP en el estroma tumoral.

Los resultados descritos en los animales tratados con
Astaxantina (Grupo Il), demuestran un marcado retraso en la
presentacion de las lesiones caracteristicas del fotoenve-
jecimiento y fotocarcinogénesis cutaneos, con una disminucion
significativa (66%) de los canceres cutaneos respecto a los del
Grupo | ( Control), que demuestran el potente efecto Antioxidante
de este carotenoide y por tanto su eficacia como agente foto-

protector.
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VIl. Resumen

Elfotoenvejecimiento es un tema de enorme interes socio-
sanitario (Kawada, 2011) al ser un proceso patoldgico comin Su
manejo clinicoy terapéutico implica un alto presupuesto sanitario
(Yaar, 2007: Jemal, 2011; Siegel, 2012). Los paises desarrollados
invierten sumas millonarias en la investigacion de sustancias que
eviten o retrasen sus efectos (Gil Ortega,2014). De ahi el interés
del desarrollo de modelos experimentales para su estudio, asi

como el de nuevas medidas de fotoproteccion.

Elprimer objetivo de nuestro trabajo correspondio al esta-
blecimiento de un modelo de fotoenvejecimiento cutaneo enra-
tones SKH-1 mediante exposicion cronica a RUV; el segundo fue

evaluar los posibles efectos protectores de la Astaxantina.
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Utilizamos 60 ratones SKH1/CRL, expuestos a RUV
(98,696 UVA y1,4% UVB) /60 minutos / sesion / 3 veces a la se-
mana / 80 sesiones, con un total de 1.688 J/cm? por animal. Los
ratones se dividieron en dos grupos (N=30): El Control sélo reci-
bio RUVy el segundo, RUV mas Astaxantina / oral /0,05 mg / ani-
mal / dia.

Dado que enlamayoriade los animales de este grupono se
originaron lesiones neoplasicas al final del experimento (80 se-
siones), seguimos aplicando hasta un total de 113 sesiones

(2.384,3J/cm2) a10ratones,.

Los animales expuestos exclusivamente a RUV Grupo Con-
trol presentaron las alteraciones caracteristicas descritas en el
fotoenvejecimiento (100% de carcinomas escamosos), por lo que
lo consideramos un modelo experimental idoneo para el estudio

de estas patologias.

No obstante, encontramos diferencias entre las lesiones
de los animales tratados con Astaxantina, respecto a las del Con-
trol: el eritema se hacia fijo con aspecto reticulado, 15-16 sesiones
mas tarde que en el Control; la presentacion del marcado patron
geométrico de la piel (8-10 sesiones); arrugas (15-16 sesiones); en-
grosamiento cutaneo-lesiones queratdsicas (10-12 sesiones) y de

las lesiones eritemato-erosivas (5-6 sesiones).
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VIl. Resumen

Las diferencias mas destacables fueron en las lesiones tu-
morales, ya que solo las presentaron 10 animales del grupo tra-
tado. De los 20 que recibieron 80 sesiones, solo 2 presentaron
tumores; y de los 10 que recibieron 113 sesiones, se presentaron
solo en 6 a partir de lasesion 100y en 2 tras la113. Todas las neo-

plasias correspondian a carcinomas de células escamosas.

Microscopicamente, también encontramos diferencias en
las lesiones precancerosas: la displasia en: el 650% de los anima-
les tras la sesion 80y en el 80% tras la 113; el carcinoma “in situ”
en el 25% vy el 75% respectivamente, mientras que en los anima-
les del grupo Control se observaban ambos en el100% de los ani-

males.

En el estudio inmunohistoquimico, constatamos un incre-
mento significativo de la tasa de proliferacion celular en los tu-
mores del grupo control respecto alos tratados. La expresion de
MMP-gresultd mas alta en los tumores de los animales tratados
que en los del control. Sin embargo, el inhibidor de metaloprotei-
nasas TIMP-1, se expresd de forma mas intensa en el estroma de
los tumores de los animales tratados que en los controles, sugi-
riendo que el tratamiento con astaxantina podria inhibir la pro-
gresion tumoral, mediante la induccion de la sintesis de

inhibidores de metaloproteinasas en el estroma tumoral.
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VIII. Conclusiones

1.- La exposicion cronica a la RUV durante mas de 60 se-
siones origino en todos los animales del Grupo Con-
trol, el espectro lesional caracteristico del fotoenveje-
cimientoy fotocarcinogenesis cutaneos, con el 100%

de incidencia de neoplasias malignas.

2.-En el grupo Il (Astaxantina) ocurrié un retraso en la
presentacion de las lesiones (5-15 sesiones), con dis-
minucidn significativa de las premalignas (displasia:
60% tras la 80 sesiony 80% tras la113; carcinoma“in
situ”, 25% Yy 75% respectivamente) as{ como de las
malignas (66%) afectando solo a 2 animales (80 se-

siones), a6 (100 sesiones) y a2 (113 sesiones).
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3.- Elestudio inmunohistoquimico relaciond la inhibicion
de laprogresion tumoral en los tumores de los anima-

les tratados con Astaxantina.con:

* el aumento en la expresion del inhibidor de me-
taloproteinasas TIMP-1y

*ladisminucion de latasade proliferacion celular
evaluada con PCNA.
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