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La piel es el érgano mas externo y extenso que recibe
directamente las radiaciones UV solares, responsables del
fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis cutaneos.

El objetivo de nuestro trabajo ha consistido en el
desarrollo de un modelo experimental de fotoenvejecimiento
mediante la exposicion crénica a RUV, asi como la evaluacién de
los efectos del tratamiento con ingenol mebutato y paclitaxel
sobre las lesiones originadas.

Para ello utilizamos 72 ratones SKH-1 que se expusieron a
65 sesiones de radiacién UV (98,6% RUV Ay 1,4% RUV B) de 60
minutos de duracién, 4 dias a la semana; cada animal fue
expuesto a 1.371,5 J/cm?.

Los ratones se dividieron en 6 grupos (n=12) segun el
tratamiento aplicado: grupo | (RUV exclusivamente); grupo I,
tratados con ingenol mebutato durante 3 dias consecutivos;
grupo lll, tratados con paclitaxel+5% GES durante 3 semanas;
grupo 1V, tratados con paclitaxel+5% GES 6 semanas; grupo V,
tratados con paclitaxel+1,2% GES 3 semanas y Grupo VI tratados
con paclitaxel+1,2% GES 6 semanas. Tras el periodo de
tratamiento los ratones fueron observados durante 1 mes, vy
finalmente se realizé su sacrifio y necropsia.

Todos los animales presentaban clinicamente todo el
espectro lesional del fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis

cutaneos.
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En los animales tratados con ingenol mebutato se produjo
la reducciéon de la superficie de las lesiones desarrolladas
durante la irradiacién, asi como la reduccion del 17% de la
incidencia de carcinomas con respecto al grupo Control,
mientras que los animales de los grupos tratados con distintas
formulaciones de paclitaxel lograron reducir la incidencia de
carcinomas entre el 25 y el 50%, siendo los animales tratados
con paclitaxel+1,2% GES durante 3 semanas los que mostraron
mayor grado de respuesta al tratamiento con una reducciéon de
la incidencia de carcinomas del 50%.

En el estudio inmunohistoquimico los animales de todos
los grupos mostraron un comportamiento similar. Se observo la
disminucion de expresion de PCNA vy, por tanto la proliferacion
celular y una mayor expresiéon de MMP-9 en los carcinomas in
situ y microinvasores, lo que sugiere una mayor actividad de
estas enzimas en estadios iniciales de la carcinogénesis;
mientras que el inhibidor de metaloproteinasas TIMP-1 parece
tener poca relevancia en el proceso neopldsico en nuestro
modelo.

En conclusion, el presente modelo reproduce el efecto
sobre la piel de la exposicidon crdnica a la radiacion ultravioleta,
provocando las alteraciones del fotoenvejecimiento y el
desarrollo de carcinomas. El tratamiento de la piel con signos de

dano actinico con ingenol mebutato o con paclitaxel previene la
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evolucion de las lesiones hasta el desarrollo de carcinomas

espinocelulares.
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La piel es el érgano que ocupa mayor extension en el
cuerpo humano vy, al igual que el resto de érganos, sufre el
envejecimiento cronoldgico o intrinseco, pero a diferencia de los
restantes o6rganos, la piel se ve influenciada por fendmenos
externos como la exposicion a las radiaciones solares, capaces
de provocar una serie de alteraciones conocidas como
fotoenvejecimiento, caracterizadas por un envejecimiento
prematuro de la piel que puede llevar al desarrollo de lesiones
neopldsicas o fotocarcinogénesis.

En el proceso de fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis
intervienen factores inherentes al organismo, sobre los que
resulta imposible actuar, aunque si es posible la intervencién
sobre los fendmenos externos. En este sentido, se han
desarrollado multitud de modelos experimentales del
fotoenvejecimiento, tanto mediante cultivos celulares o, en su
gran mayoria, con animales de experimentaciéon, siendo los
ratones, la especie de mayor experiencia por su facilidad de
cuidados y su bajo coste.

Por otra parte, también se ha estudiado la proteccion de
la piel frente a la RUV de forma fisica o quimica, conocida como
fotoproteccidn. Esta debe ser ampliamente considerada por la
poblacidn para prevenir el dafio cutaneo producido por el sol, de
modo que se han comercializado productos de distinta

composicidon para la proteccidn cutanea. Asimismo, durante las

21



ultimas décadas se han ensayado diversas sustancias en el
tratamiento del fotoenvejecimiento. Algunas de éstas tienen
como origen materias bioldgicas de procedencia vegetal y
animal, cuyo empleo no se ha limitado a la via tépica sino
también a su consumo en la alimentacién, y farmacos para
tratar las lesiones cutaneas.

En este sentido, el paclitaxel, un farmaco semisintético
del grupo de los taxanos con actividad antitumoral, ha sido
utilizado durante décadas en diversas enfermedades
oncoldgicas entre las que no se incluian las cutaneas.
Habitualmente su empleo se ha centrado en la administracién
intravenosa y han sido numerosos los estudios que han tratado
de buscar nuevas formulas con el fin de disminuir su toxicidad y
mejorar su eficacia.

En nuestro trabajo nos planteamos en primer lugar el
desarrollo de un modelo de fotoenvejecimiento en ratones
albinos SKH-1 mediante la exposicion de forma crénica a la
radiacion ultravioleta y el posterior tratamiento de las lesiones
cutaneas desarrolladas mediante la aplicacion tépica de ingenol
mebutato y el taxano paclitaxel, con dos formulaciones y

duraciones de tratamiento diferentes.
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1. PIEL

La piel es el 6rgano mas extenso del organismo, cubriendo
un area de 1,5- 2m? y supone entre el 10 y el 15% del peso en la
especie humana (Avci, 2013).

Es el érgano con el que se establecen relaciones con el
medio externo actuando ademdas como barrera frente a
cualquier elemento del exterior, como las radiaciones solares
que son necesarias para las funciones vitales, pero cuya
exposicion persistente promueve cambios degenerativos que
constituyen el fotoenvejecimiento. Ademas, tiene un papel vital
como barrera de regulacién del medio interno, controlando la
temperatura corporal y el equilibrio hidroelectrolitico (Vicente,

1999).

A. ESTRUCTURA MACROSCOPICA

Se pueden distinguir a simple vista:

a) Pliegues y surcos. Estan siempre presentes en todos los
individuos sobre la cara dorsal de ciertas articulaciones: codos,
rodillas, dedos, munecas, etc.

b) Arrugas. Que pueden ser provocadas por contraccion
muscular debido al movimiento (las llamadas arrugas de
expresion) o por disposiciones estructurales de la piel, como en

las articulaciones.
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c) Poros cutaneos. Corresponden al orificio externo del
conducto de salida de las glandulas sudoriparas y de los
complejo pilosebaceos.

Ademas, segun el desarrollo de las capas de la epidermis
diferenciamos dos tipos de piel: piel gruesa y delgada.

o Piel gruesa: se encuentra en los labios asi como en
las palmas de las manos y plantas de los pies, en la que se
observan surcos que constituyen las huellas digitales. Se
caracteriza por presentar una capa gruesa de queratina y una
capa lucida que no existe en la piel delgada.

° Piel delgada: como la piel de los parpados y zonas

genitales.
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B. ESTRUCTURA MICROSCOPICA

Estrato coérneo

Melanocitos

Pelo s ;
Glandula sebacea Capa de célula basal

Membrana basal

Musculo erector

del vello Papilas dérmicas

EPIDERMIS
DERMIS
G / 2425 N [R5 / / \{' TEJIDO
)'. &g i .j‘ - %
»f t/\ /h "u‘ \\\ SUBCUTANEO

Glandula apocrina Foliculo plloso Glandula ecrina  Tejido graso
Vasos sanguineos

Fig. 1. Capas y estructuras de la piel (Swartz, 2010).

La piel esta formada por 3 capas: epidermis, dermis y
tejido subcutaneo.

EPIDERMIS: Se trata de la capa mas externa vy
corresponde a un epitelio plano, poliestratificado y
avascularizado cuyo espesor varia segun la zona corporal entre
0,04y 0,4mm.

Actla de barrera con el medio externo y es impermeable
al agua por lo que impide la evaporacion del contenido.

De ella protruyen los foliculos pilosos y se encuentra
separada de la dermis por medio de la membrana basal

(Palomino, 2001).
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Los principales tipos celulares que la forman son:

-Queratinocitos: son las células mas abundantes de la
epidermis (80-90%) y se encargan de la sintesis de queratina,
qgue ejerce una funcion fisica de barrera. En los estratos mas
profundos son prismaticos, con mucha mitosis y escasa actividad
bioquimica mientras que se hacen cubicos al ir ascendiendo y
finalmente aplanados, perdiendo capacidad de divisiéon vy
aumentando la sintesis de queratohialina a medida que avanzan
hacia la superficie. Contienen ademas melanina que recibe de
los melanocitos por secrecidn citocrina.

-Melanocitos: son células productoras de melanina que es
el pigmento que absorbe radiacidn ultravioleta protegiendo asi
el material genético.

En todas las razas el niumero de melanocitos es el mismo
aunque el color de la piel varia por la capacidad de sintesis de
melanina y de transporte hasta queratinocitos adyacentes
(Vicente, 1999).

-Células de Langerhans: tienen funcidn inmunitaria, actua
presentando y procesando antigenos a los linfocitos T
epidérmicos y ademas participan en reacciones alérgicas. En su
citoplasma pueden observarse los granulos de Birbeck,
estructuras en forma de bastones o raquetas (Valladeau, 2006).

-Células de Merkel: estan asociadas a fibras nerviosas

amielinicas y se encargan de la sensacién del tacto.
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En la epidermis se distinguen de dentro hacia fuera las
siguientes capas o estratos visibles al microscopio éptico y cuya
renovacion ocurre completamente cada dos meses:

- Capa cdrnea (o estrato corneo): Es la capa mas
externa de la epidermis y comprende, en promedio, unas 20
subcapas de células muertas, aplanadas, en funcidn de la parte
del cuerpo que recubre la piel. Estas células muertas se
desprenden regularmente en un proceso conocido por
descamacion. La capa cornea es también asiento de los poros de
las glandulas sudoriparas y las aberturas de las glandulas
sebaceas.

- Capa clara (estrato lucido): Las células estdn
densamente comprimidas, aplanadas y no pueden distinguirse
unas de otras. Sélo se encuentra en las plantas de los pies y las
palmas de las manos dando elasticidad a la piel de esta zona que
soporta un fuerte estrés mecanico (Serna, 2002).

- Capa granular (estrato granuloso): en ella comienza
la queratinizacidon. Las células producen granulos duros de
gueratohialina. En esta capa los nucleos de los queratinocitos
sufren apoptosis.

- Capa espinosa (o estrato espinoso): Es el de mayor
grosor. Los queratinocitos producen queratina y llegan a
adoptar forma de huso. Recibe su nombre por presentar células

con estructuras citoplasmaticas en forma de espinas
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correspondientes a los desmosomas o estructuras de unién
entre células vecinas.

- Capa basal (o estrato basal): Es la capa mas interna,
donde se producen los queratinocitos que migran hacia la
superficie de la piel madurando y experimentando una serie de
cambios conocidos como queratinizacion.

Ademads existe una serie de estructuras denominadas
corpusculos, con funciones variadas:

- Corpusculos de Meissner: se encargan del tacto
fino y se ubican en la piel sin pelo como: palmas de
las manos, plantas de los pies, yema de los dedos,
labios, punta de la lengua, pezones, glande vy
clitoris.

- Corpusculos de Krause: son los responsables de la
sensacion de frio.

- Corpusculos de Ruffini: son los responsables de la
sensacion térmica del calor.

- Corpusculos de Paccini: proporcionan la sensacidon
de la presién sobre la piel.

- Corpusculos de Merckel: registran el tacto

superficial.
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A Merkel cell B Meissner corpuscle c Pacinian corpuscle

Ap SAL uwﬁ B A RAL-LTMR A RA2-LTMR
hd »

Fig. 2. Células de Merkel (A) y Corpusculos de Meissner (B) y Paccini
(C), (Zimmerman, 2008).

La membrana basal se situa entre la epidermis y Ia
dermis; esta formada por la lamina lucida y la lamina densa. La
union dermoepidérmica es una zona de esta membrana, cuya
funcidon consiste en unir la dermis y la epidermis y conferirle
resistencia.

DERMIS: Es una capa 20-30 veces mas gruesa y firme que
la epidermis. Es rica en vasos sanguineos y linfaticos, nervios
sensitivos y musculo liso. Se situa entre la epidermis y la
hipodermis sirviendo de proteccién (Goldsmith, 1991).

Se encuentra constituida por dos capas

- Dermis papilar: capa mas superficial, que limita con la
epidermis, rodea los anejos cutdaneos y suministra los nutrientes
a la epidermis.

- Dermis reticular: esta formada por haces de fibras de
colageno mas gruesos que los de la capa papilar y delimita con

la hipodermis (Serna, 2007).
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La dermis contiene predominantemente fibroblastos
encargados de la produccidén de fibrillas de procolageno.

Ademads contiene una matriz extracelular con fibras de
colageno que aportan resistencia, elastina encargada de Ia
elasticidad y resilencia y fibras reticulares. Estas ultimas
formadas por proteoglicanos, glicoproteinas,
glicosaminoglicanos y acido hialurénico, moléculas con aspecto
gelatinoso con capacidad para fijar el agua y aportar volumen a
la piel.

Otras células de la dermis tienen una funcién defensiva
como son los mastocitos, encargados de la respuesta inmune
celular por medio de la liberacién de histamina, heparina y otros
mediadores; macrofagos y las células presentadoras de

antigenos, denominadas células dendriticas.

TEJIDO SUBCUTANEOADIPOSO O HIPODERMIS: Estd
compuesto por lébulos de adipocitos. Actia como almohadilla
absorbiendo los golpes y protegiendo a estructuras vitales
ademas de mantener el calor corporal y servir de sustrato
energético. El nimero de células adiposas es diferente en cada
parte del organismo asi como entre hombres y mujeres (Avci,

2013).
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Ademas de los adipocitos existen fibras colagenas
especiales, entrelazadas constituyendo los llamados septos que
mantienen juntas las células adiposas y los vasos sanguineos.

Ademas existen los siguientes anexos:

- Aparato pilosebaceo: corresponde a una invaginacion de
la epidermis. Sus células constituyen la matriz del foliculo piloso
y producen la queratina del cabello. Las glandulas sebaceas
estan repartidas por todo el cuerpo a excepcion de las palmas
de las manos y las plantas de los pies y producen secrecion
sebacea que se incrementa con la temperatura corporal.

- Glandulas sudoriparas ecrinas: La mayor concentracion
se encuentra en las axilas, palmas de las manos y plantas de los
pies. Su funcidn es la del enfriamiento de la superficie cutanea
por medio de la produccion de sudor y su posterior evaporacion.

- Glandulas apocrinas: estan ubicadas en: axila, region
anogenital, canal auditivo externo (ceruminosas), parpados e
infrecuentemente en la cara y cuero cabelludo. A diferencia de
las anteriores no intervienen en la regulacion del calor corporal.

- Unas: consiste en el platillo ungueal y el tejido que lo

rodea (Palomino, 2001).
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C. FUNCIONES CUTANEAS

Defensa frente
patégenos

Funciones hormonales: sintesis
vitamina D, diana de diferentes
senales endocrinas

Fig. 3. Funciones cutaneas (Trachuelo, 2015).

La piel desempefia multiples funciones para el organismo:
confiere resistencia frente a traumas, proteccién frente a
infecciones y radiaciones, previene la pérdida de agua en
exceso, ayuda a regular la temperatura corporal, es el lugar
donde se sintetiza la vitamina D y permite la sensacion de tacto,
frio o calor (Avci, 2013).

La piel protege al organismo frente a las radiaciones
reflejando una proporcion y absorbiendo otra cantidad de la luz
que evitando que alcance al ADN celular. Ademas cuenta con
multiples mecanismos de reparacién enzimatica del dafio celular
causado por la radiacion.

A nivel inmunolégico muchas de células que sintetizan
moléculas inmunoldgicamente activas como interleuquinas,

factores de crecimiento, factores estimuladores de colonias,
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interferones y citolisinas, que intervienen en el reconocimiento
e internalizacidn de antigenos, autorregulacion del crecimiento,
trafico de linfocitos y mecanismos de inflamacién

(Palomino,2001).
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2. RADIACION SOLAR

La radiacion solar que llega a la Tierra tiene una amplia
gama de longitudes de onda y en su conjunto se conoce como

espectro electromagnético.

Rayos gamma Rayos X Ultravicieta Luz visible Infrarrojos Microondas y
(0,1-10nm)  (200-200 nm) (400.760 nm) (760- .108 nm) andas de radio
(>106 nm)

Uvdelvaclo UVC UVB UVA UVA n_- IR-A IR8 IR-C
0o

10 320 340 400 1440 3000 10*

NW\JW# 1f, et S R
0.1 mm

1 mm

e

Fig. 4. Espectro de radiacion electromagnética (Maibach, 2015).

Longitudes de anda en nandmetros

A. ESPECTRO DE LUZ ULTRAVIOLETA: En 1932 se
clasificé segun la el Segundo Congreso de la Luz en (Pruss-ustun,
2006):

° UVA: 320-400nm, constituye el limite de las
radiaciones detectadas por el ojo humano. Son responsables del

bronceado y envejecimiento de la piel (Longo, 1998).
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Recientemente se han dividido en UVA | o larga y UVA Il o corta
(320-340nm), teniendo estas ultimas un efecto similar al de los
UVB.

° UVB: 290-320nm, se denomina también espectro
de quemadura solar por ser la mas eficaz en la produccién de
enrojecimiento, eritema, asi como mutacién en los oncogenes y
en los genes supresores de tumores, siendo las principales
responsables del cancer de piel. También son las encargadas de
la sintesis de vitamina D.

° UVC: 200-290nm, es filtrada por la capa de ozono y
no llega a la Tierra, por lo que no interviene en el
fotoenvejecimiento. Produce irritacion de la piel y la cérnea y
tiene un alto potencial mutagénico (Osmola-Mankowska, 2012).
Se le denominara radiacion germicida y se emplea en la
esterilizacion (Sanchez-Saladaiia, 2001; Lodyga, 2015).

La profundidad de la penetracion de la radiacién UV en la
piel es directamente proporcional a su longitud de onda: a

mayor longitud de onda (nm) mayor profundidad.
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PENETRATION OF DIFFERENT UV WAVELENGTHS

Stratum corneum |

Epidermis -

Dermis +

Subcutaneous fat4

Fig. 5. Capacidad de penetracion en la piel de los distintos tipos de

radiacion (Bolognia, 2014).

B. EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA RADIACION SOLAR

La radiacion solar tiene una accion calorifica debida a las
radiaciones infrarrojas. La captacion de radiacién solar en
cantidad moderada ha demostrado accion antidepresiva gracias
la reduccion del nivel de stress y regulaciéon de los ritmos
circadianos.

Esta radiacion tiene accidn antiraquitica, provoca
transformacion en la epidermis del 7-dehidrocalciferol en
colecalciferol, el que a nivel del higado y rifdn sera hidrolizado
para formar el 1,25 dihidrocolecalciferol o vitamina D3 gracias a
la radiacion UVB. Esta vitamina tiene funciones hormonales, anti
proliferativas y de diferenciacion celular, con efectos beneficios

en enfermedades dermatoldgicas como la psoriasis, en la que la
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fototerapia ha demostrado ser eficaz (Holick, 1981; Lodyga,

2015).

C. EFECTOS INMUNOLOGICOS

La piel esta dotada de su propio sistema inmune que la
protege frente a patdgenos y elimina las células dafiadas. Las
células de Langerhans son macréfagos que presentan antigenos
a los linfocitos T comenzando una reaccion inmune en la piel.
Junto a los queratinocitos, células del endotelio vascular,
macroéfagos, mastocitos, granulocitos y melanocitos forman el
tejido linfoide asociado a la piel (Thomas, 2007).

La radiacion altera la funcién de los macréfagos
involucrados en el procesamiento y presentacidon de antigenos,
especialmente en las células de Langerhans integrantes de la
epidermis y que constituye el 4% de su poblacion celular,
provocando un descenso del niumero de éstas asi como un
deterioro de los mecanismos defensivos y permitiendo la
evolucién de los dafios hacia el desarrollo de cancer de piel.

Se ha observado que la dosis simple de UVB aplicada a
ratones inhibe el desarrollo de hipersensibilidad local por
contacto a una sustancia quimica. A dosis mayores, puede
producir supresion sistémica de la hipersensibilidad por
contacto asi como inhibicion del rechazo de trasplantes, ambos

efectos son debidos a la generacion de linfocitos T supresores
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antigeno especificos. Hay indicios de que la UVC mata a la
células de Langerhans; que las UVB son mejores supresores y

que las UVA las inducen (Valdivia, 2002).

D. FOTOTIPOS CUTANEOS

El limite de la tolerancia cutanea de cada individuo a la
radiacion ultravioleta se denomina fototipo y depende de cada
tipo de piel.

Fitzpatrick, en 1975, establecio la clasificacion segun los

distintos fototipos.

| Siempre No Muy blanca Pecosos, pelirmojos

n Muy facilmente Minimo Blanca Rubios o pelirrojos

m Facilmente Gradual Ligeramente Cabello rubio/morenc
morena

v Ocasionales Si Morena Latinos
v Raramente Intense, rapido Muy morena Arabes, asidticos, indios
Vi Nunca Maximo Negra Negros

Fig. 6. Clasificacidon de los fototipos cutaneos (Acci, 2009).

- Las personas con fototipo | se queman siempre y no se
broncean nunca tras la exposicion solar, requieren un factor de
proteccion solar extremo o FP 60.

- El fototipo Il engloba a personas que tras la exposicion
solar sufren la formacién de eritema y posteriormente la
descamacién de la piel; pueden desarrollar una ligera

pigmentacion y requieren un FP de 30.
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- En el fototipo lll estan aquellas personas que se queman
facilmente y se broncean forma gradual. Estas personas
requieren fotoprotector por encima de 15. Es el fototipo cldsico
de la raza caucasica

- Las personas con fototipo IV, aunque se queman
minimamente y se broncean con facilidad, requieren una
proteccion de 6-8 con el fin de evitar el fotoenvejecimiento.

- La proteccion de los individuos del fototipo V debe ser
de 2-6.

- El fototipo VI representa a personas de piel negra, que
no requieren proteccion (Gonzalvez, 2006).

Los fototipos cutdneos son los principales determinantes
de la respuesta de la piel a la exposicidn solar pero existen otros
factores como la humedad de la piel, que permite que los rayos
UV penetren con mayor facilidad, el grosor de la piel segun la
localizacion anatdmica, la edad y la exposicidon previa a

radiaciones (Young, 1998).
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3. FOTOPROTECCION

Los seres humanos estan continuamente expuestos a las
radiaciones solares, por lo que el organismo ha desarrollado
mecanismos enddgenos de defensa que incluyen la produccién
de pigmentacidn, el engrosamiento de la epidermis, reparacion
del ADN, apoptosis, enzimas con capacidad antioxidante, etc. Un
ejemplo lo constituye el acido urocanico contenido en el sudor
con capacidad fotoprotectora. Sin embargo, la exposicion
prolongada al sol hace que éstos sean insuficientes frente al
dafio por estas radiaciones, haciendo necesario el uso de
proteccion externa (Sanchez-Saladafa 2001; Lodyga, 2015).

La proteccion frente a las radiaciones solares pasa por
evitar la exposicion en las horas centrales del dia (de 10 a 14
horas), el uso de ropas, sombreros y gafas de sol y la aplicacion
de cremas solares para prevenir las quemaduras, asi como el
consumo de alimentos o farmacos ricos en beta-carotenos

(Harvey, 1996; Mc Ardle, 2004).

A. PRINCIPIOS GENERALES DE LA FOTOPROTECCION
-Absorcion (quimica) y disminucién de la transmision de
UV en el estrato cdrneo, mediante el uso de sustancias quimicas

absorbentes de UVB y UVA.
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- Aumento de la dispersion de UV en el estrato cérneo y la
epidermis, mediante el uso topico de particulas micronizadas de
didxido de titanio, 6xido de zinc o melanina.

- Inactivacion de los radicales libres y formas reactivas de
oxigeno en las células viables de la epidermis y dermis.

- Bloqueo fisico o reflexion de los UV, mediante
sombrillas, sombreros y vestidos de nilon, poliéster y algodon

(Gil, 2014).

B. FACTOR DE PROTECCION SOLAR (FPS)

Actualmente el método de evaluacion del factor de
proteccion considerado estandar en Europa es el COLIPA de la
Agrupacion Europea de Fabricantes de Productos de Cosmética
y Perfumeria). Este método toma como referencia el de la FDA
norteamericana y el DIN aleman. Esta basado en el uso de una
lampara con arco de xenoén y consiste en generar eritema en
zonas delimitadas de individuos seleccionados mediante la
exposicion a dosis crecientes de radiaciones (Gonzalvez, 2006).

La eficacia de los fotoprotectores se mide mediante el
Factor de Protecciéon Solar (FPS) que indica la capacidad de
proteccion que tiene el fotoprotector ante los rayos UVB. Es el
multiplo del tiempo durante el cual un individuo puede estar
expuesto al Sol sin quemarse. Se calcula dividiendo la minima

cantidad de energia necesaria para producir eritema
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minimamente detectable 24 horas después (MED) en piel con
fotoproteccion y la energia requerida para producir la MED sin la

aplicacion del fotoprotector (Sanchez-Saladafia, 20009).

FPS — MED con __ profeccion

MED _sin_ proteccion

El FPS esta influido por factores propios de la preparacion,
de la cantidad aplicada y del tiempo transcurrido desde la
aplicacion hasta la exposicion solar. Se recomienda una
aplicacion 10-30 minutos antes de la exposicidn repitiéndose

cada 2-3 horas (Diffey, 2001; Thomas, 2013).

C. CLASIFICACION DE LOS FOTOPROTECTORES

CATEGORIA QUE SE INDICA FPS QUE CORRESPONDE
EN LA ETIQUETA

Proteccién baja 6-10

Protecc'on ..m.e.di.a. I .1..5..-20_.25. o

Protecﬁién alta | 30-50 |

Proteccin muyalta 50+ (corresponde a un FPS

superior a 60)

Fig. 7. Clasificacion de los fotoprotectores (Acci, 2009).

Inicialmente los fotoprotectores se centraban en el
blogueo de las radiaciones UVB para mitigar el desarrollo de

guemadura solar, por lo que en 2007 se propuso cambiar el
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término “factor de proteccidn solar” por “factor de proteccion
UVB”, sin embargo hoy dia también se conocen los efectos de la
radiacion UVA sobre la piel, por lo que la propuesta fue
desestimada y se ha pasado a emplear el término factor de
proteccidon ultravioleta (UPF), que incluye el bloqueo de
radiacién UVA y UVB (Lodyga, 2015) y los fotoprotectores deben
ser capaces de retener ambos tipos de radiaciones (Fourtanier,
2008; Wang, 2011).

Las funciones de los filtros solares son:

° Prevenir el eritema solar.

° Reducir el riesgo de cancer cutaneo.

° Prevenir el fotoenvejecimiento cutaneo.

° Reducir el riesgo de fotodermatosis vy

fotosensibilizaciones.
Los fotoprotectores que se aplican sobre la piel actuan
reflejando, absorbiendo o refractando la radiacién ultravioleta y

son de varios tipos (Gilaberte, 2010):

Filtros fisicos (inorganicos).

Todos ellos son pigmentos minerales que filtran el 99% de
la luz visible y UV. Tienen un espectro de accién amplio (UVA y
UVB) y provocan menos reacciones alérgicas que los quimicos.
Como inconvenientes, son menos estéticos por dejar sobre la

piel un residuo blanquecino y pueden manchar la ropa.
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Los mas utilizados son el diéxido de titanio (TiO2), mica,
calcio, silicatos y el éxido de zinc (ZnO), éstos son blancos e
insolubles en agua por tanto mas duraderos. Otros compuestos
menos usados son el carbonato de calcio, carbonato de
magnesio y los 6xidos de magnesio y de hierro (Schulz, 2002).

El diéxido de titanio es el pigmento mas puro y duradero.
Debido a su tamafio mayor de 200nm garantiza una proteccién
frente a todo el espectro UV. Su principal inconveniente es el
color blanco que deja sobre la piel. El didéxido de titanio
micronizado tiene un tamafio menor (20-80nm) por lo que
mejoran la cosmeticidad a costa de reducir su espectro de
proteccion pues sélo dispersan la radiacién mayor o igual a
400nm (Wang, 2011). Ademas, sufren reacciones fotoquimicas
produciendo radicales libres de oxigeno que disminuyen la
proteccion. Para evitar la produccién de estas reacciones, las
particulas se han recubierto de hidréoxido de aluminio o silicona

(Samreem, 2014).

Filtros quimicos (organico).

Son compuestos aromaticos conjugados con un grupo
carbonilo que se isomeriza con la radiacién absorbida. Absorben
la radiacion de menos de 380nm, convirtiéndola en calor

imperceptible, y disminuyendo su energia, mientras que refleja
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los rayos de mas de 380nm. Tienen mayor cosmeticidad que los

de tipo inorganico.

Familia Compuesto UVB (290-320 nm) UVA Il (320-340 nm) UVA | (340-400 nm)
PABA Parcial Ninguna Ninguna
Derivados del 4cido Gliceril PABA Parcial Ninguna Ninguna
aminobenzoico Padimato O Parcial Ninguna Ninguna
Roxadimato Completa Parcial Ninguna
Dioxibenzona Completa Completa Parcial
Benzofenonas Oxibenzona Completa Completa Parcial
Sulisonbenzona Completa Completa Parcial
S Qctocrileno Completa Completa Parcial
Octil metoxicinamato Completa Ninguna Ninguna
Homosalato Parcial Ninguna Ninguna
Salicilatos Etilhexil salicilato Completa Ninguna Ninguna
Salicilato de trolamina Completa Ninguna Ninguna

Fig. 8. Pincipales sustantancias que actian como filtros quimicos.

Los filtros UVB corresponden fundamentalmente a:

° Acido paraaminobenzoico (PABA) y derivados.
Algunos de los nombres con los que se ha designado son: Escalol
507, Eusolex 6007 y Padimate O. Su uso comenzo6 en la década
de 1920 y sus inconvenientes son su capacidad de tincidon de las
ropas, la produccion de dermatitis de contacto y la baja
solubilidad en agua.

° Salicilatos y derivados. Presentan bajo coeficiente
de absorcion por lo que requieren altas concentraciones para un
nivel de proteccidn aceptable. Son poco irritantes y tienen baja
capacidad de penetracion en la epidermis.

° Cinamatos. Presentan alta tasa de absorcién en un

amplio rango de longitudes de onda. A pesar de su buena
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tolerancia existen estudios que postulan que su uso crénico
predispone a reacciones de hipersensibilidad.

o Ensulizol.

° Otros: Etilhexil triazona (Tinosorb®), contenido en
los productos que resisten al agua (“waterproof”).

Los filtros UVA son derivados de:

o Antralatos, cuyo representante es el meratimato.

° Avobenzona. Es el compuesto mas efectivo y con
mayor espectro frente a UVA, pero muy inestable por lo que se
han desarrollado formulaciones que mejoran su estabilidad. Un
ejemplo es Helioplex®, una combinacién de dietil 2,6-naftalato,
avobenzona y oxybenzona (Thomas, 2013).

Filtros de amplio espectro (UVA+UVB):

° Benzofenonas: Oxybenzona, Dioxybenzona vy
Sulisobenzona. Son compuestos de declaracidon obligatoria por
su frecuente hipersensibilidad (Sharfstein, 2015).

° Camphor. Caracterizado por una alta
fotoestabilidad y rara aparicion de reacciones alérgicas. Es
ampliamente utilizado en Europa. Son los siguientes
compuestos: Mexoryl XL o Ecamsule.

° Cinamatos: Octocrileno.

Recientemente la FDA americana ha considerado que la

evidencia acerca de la seguridad y eficacia de nuevos
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ingredientes de los fotoprotectores es insuficiente por lo que
recomienda realizar un estudio para evaluar su capacidad
irritante sobre la piel, el grado de carcinogenicidad y el perfil
toxicolégico (Sharfstein, 2015). No obstante, el futuro de la
fotoprotecion pasa por la adicidn de sustancias capaces de
reparar el dafo en el ADN, como las enzimas fotoliasas y
endonucleasas asi como sustancias con capacidad para
aumentar la produccion de melanina (Carell, 2001; Lodyga,
2015).

Un nuevo término incorporado es el de filtro bioldgico,
para designar a sustancias con capacidad antioxidante, que
actuan secuestrando radicales libres principales implicadas en el
fotoenvejecimiento y la carcinogénesis. Las vitaminas Ay E en
forma de palmitato o acetato y vitamina C son los principales
filtros biolégicos, contenidos en aceites de trigo, de sésamo, de
aguacate o extractos de aloe vera, caléndula o cascara sagrada
(Divins, 2009). En ningun caso sustituyen a los protectores
tépicos sino que los complementan.

En el mercado existen ademas productos con accion
autobronceadora, que producen bronceado sin necesidad de
exposicion solar y otros productos que son activadores del
bronceado por aceleracién del proceso de sintesis y

transferencia a la piel de la melanina.
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El principal componente de los autobronceadores es la
dihidroxiacetona (DHA), que origina una reaccion de Mallard con
las aminas, aminoacidos libres y péptidos de la capa cérnea de la
piel formando compuestos coloreados. Este compuesto es
inocuo por afectar a capas superficiales de la piel, pero se debe
tener en cuenta que no protege frente a la radiacién solar.

Los productos activadores del bronceado actuan sobre la
sintesis de melanina por lo que si tienen accidn fotoprotectora.
Pueden ser de aplicacion tdpica o de consumo oral. Algunos
ejemplos de este Ultimo grupo son los psoralenos y la L-tirosina
(Gonzalvez, 2006).

Otra caracteristica de los productos fotoprotectores es la
forma farmacéutica en la que se presentan. Aunque la mayoria
(60%) lo hace en forma de crema, también existen geles, leches,
sprays, aceites, espumas y maquillajes compactos (Divins, 2009).

El uso de fotoprotectores ha demostrado disminuir la
incidencia de queratosis actinica y carcinoma de células
escamosas (Grenn, 1999; Hughes, 2013). Para los Carcinomas de
células basales no se ha demostrado una correlacién entre el
uso rutinario de éstos y la disminucion de la incidencia de estos
tumores, pero si se observa una tendencia general (Pols, 2006).
En el caso del melanoma existe controversia, estando mas
implicada la radiacion UVA que la UVB (Young, 1997; Thomas,
2013).
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4. MODELOS EXPERIMENTALES DE FOTOENVEJECIMIENTO

Para el estudio del fotoenvejecimiento se han realizado
estudios con cultivos celulares (in-vitro), con modelos animales
de experimentacion y en humanos (in-vivo).

Los modelos in vivo en el estudio del fotoenvejecimiento
o carcinogénesis, se clasifican en: espontaneos, inducidos,
negativos y huérfanos.

El modelo animal consiste en el empleo de un animal de
experimentacion para reproducir una enfermedad de manera
semejante a como ocurre en los seres humanos con la finalidad
de conocer y estudiar la biologia de un proceso patoldgico o la
conducta de los seres humanos.

Tanto por motivos metodolégicos como por motivos
éticos, es imposible demostrar que la radiacion UV, es capaz de
ocasionar cancer cutaneo en el ser humano, sin embargo,
existen datos epidemioldgicos, clinicos, y resultados obtenidos
de los numerosos modelos experimentales desarrollados en
animales para afirmar que la radiacion UV es la principal causa
del cdncer cutdneo (Borrego, 2008).

Por las diferencias en el grosor de la piel de los animales
en los distintos modelos y la humana se emplean parametros de
ajuste (Sanchez, 2006). Aunque se debe tener en cuenta que en

el fotoenvejecimiento y desarrollo de cancer de piel esta
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implicados factores genéticos, histopatoldgicos y clinicos por lo
que cualquier tipo de modelo animal no sera capaz de reflejar
todos los tipos de la patologia en la especie humana (Becker,
2010). No obstante, existe una gran similitud en las lesiones
producidas durante el fotoenvejecimiento en humanos vy
distintas especies animales, por lo que estos modelos
experimentales se consideran idoneos para el estudio del
proceso de envejecimiento solar y las sustancias que pueden
prevenir el desarrollo de cancer (Cano, 2010).

El melanoma maligno es complejo de analizar, ya que no

existe un buen modelo experimental (Sanchez, 2006).

A. PRINCIPALES MODELOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

-Monos Rhesus tienen una absorcidon percutanea similar a
la humana para determinadas sustancias como hidrocortisona,
testosterona y acido benzoico.

-Minipigs (Kligman, 1982; Fourtanier, 1989).

La piel del cerdo tiene caracteristicas histoldgicas vy
bioguimicas similares a las humanas. En los primeros estudios se
observaron lesiones similares a las humanas pero mas leves
debido a la menor intensidad de radiacion empleada.

-Cobayas (Kligman, 1982; Kreuzmann, 1990),

-Ratas, (Mulero, 2005; Nakamura, 1968),
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-Ratones (Sams, 1964),

Los ratones de laboratorio son la especie de eleccidon en el
estudio de la mayoria de sistemas bioldgicos, entre algunas de
sus caracteristicas destaca su alta tasa de fecundidad.

-Peces: xiphophorus, medaka y pez cebra (Kurita, 2004).

Los roedores son los representantes de los estudios de la
piel (Flores, 2010) y en concreto del fotoenvejecimiento en
animales. En casi todos los animales usados para el estudio del
fotoenvejecimiento se repite un patron similar en el que
aparece: engrosamiento epidérmico, infiltracion de la dermis
con células inflamatorias, inducciéon de tumoraciones, aumento
del TNF-a, acumulacion de glicosamionoglicanos,
particularmente hialuronato en la epidermis y pérdida de

colageno (Sharma, 2011).

D. RATONES GENETICAMENTE MODIFICADOS

Durante mds de 60 afios se han ensayado agentes
inductores de tumores en la piel de los ratones con el fin de
estudiar el proceso de carcinogénesis y los factores que lo
regulan, siendo los ratones genéticamente modificados los mas
ampliamente empleados en el estudio del desarrollo de tumores

en la piel y en la busqueda de nuevos terapias (Chen, 2008).
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Los ratones son una de las especies mas utiles, incluso
cuando es bien conocido que existen diferencias en la piel entre
ambas especies.

° La piel del ratén es mas fina.

° El principal mecanismo de reparacion del ADN en
humanos, la reparacion de la escision global de nucledtidos
(NER), parece ser poco relevante en éstos.

o En la piel humana los melanocitos se situan en el
lado basal de la epidermis (en las conjunciones dermis-
epidermis) con conexiones dendriticas con los queratinocitos
cercanos. Los melanosomas se transfieren desde el melanocito
al queratinocito dando pigmentacion a la piel y proteccion
frente a la radiacidn ultravioleta. Mientras que en los ratones los
melanocitos estan en la base del foliculo piloso en el seno de la
dermis y tan sdlo se encuentran en la epidermis de zonas sin
pelo como orejas, cola o patas (Avci, 2013).

Para los estudios de fotoenvejecimiento en ratones
inicialmente se afeitaba el lomo antes de su exposicion a la
radiacion, esto dificultaba el proceso, suponia un trauma para el
animal, se requerian dosis superiores para desarrollar lesiones y
sus respuestas no solian imitar a lo que ocurre en la piel
humana. En 1960 se desarrollaron animales sin pelo que los

hacian Optimos para el estudio del envejecimiento,
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convirtiéndose estos ratones en los representantes de estos
estudios (Winkleman, 1963).

Se han realizado estudios con distintos ratones
genéticamente modificados para conocer los mecanismos
implicados en el fotoenvejecimiento la fotocarcinogénesis
(Sharma, 2011):

Los Ratones negros C57BL/6) son los ratones menos
susceptibles a la radiacion UV-B por su coloracidon negra ademas,
los procesos de fotoenvejecimiento en su piel tienen un
comportamiento mas similar al de los humanos por la presencia
de condroitin sulfato en la epidermis (Sharma, 2011; Handoko,
2015). En éstos existe controversia acerca de si la exposicidon
cronica favorece el engrosamiento de su epidermis.

Los ratones no pigmentados Balb/c son ratones con pelo
a los que se depilaba el dorso, responden a la radiacion UVC de
manera similar a como lo hace la especie humana (Acvi, 2013) y
no ocurre la induccion de TNF-a mediada por la exposicidon a
UVB (Gomez, 2007; Sharma, 2011).

Otros ratones modelificados son: CBA (Benavides, 2009),
Swiss (Gomez, 2007; Kambayashi, 2001) y SKH-1 o SKH-1/CRL

(Kolappaswamy, 2009).
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E. RATONES SKH-1 ALBINOS HAIRLESS

Los ratones SKH-1 presentan una piel con cierta
rugosidad, la cual aumenta con la edad.

Debemos tener en cuenta que estos ratones parecen
tener mayor sensibilidad a la inmunosupresidon provocada por la
radiacion UV que aquellos animales con pelo (Benavides, 2009).

La variedad SKH-1 “hairless”, se obtiene por mutacién en
el gen Hr de la posicion 70 Mb del cromosoma 14 (Sharma,
2011). El ratdon presenta alelos recesivos de este gen que
permite la ausencia de pelo en homocigotos para este gen. La
ausencia de pelo facilita la observacion de la evolucion del
fotoenvejecimiento asi como la aplicacion de tratamiento tdpico
(Benavides, 2009). Debido a que no presentan timo, por lo tanto
carecen de linfocitos T, es el modelo mutante natural mas
empleado en estudios inmunolégicos, oncoldgicos,
enfermedades infecciosas y en estudios de fotoenvejecimiento y
fotocarcinogéneis (Klingman, 1989; Belmar, 2014).

Sin embargo, los ratones sin pelo tienen desventajas con
respecto a modelos de piel humana: tienen una epidermis
gruesa y un ciclo del pelo anormal, son propensos a la formacién
de quistes y la inflamacién dérmica como consecuencia de la
rotura de estos quistes, muestran una tendencia a formar
granulomas de cuerpo extrafio y sufrir de una alta incidencia de

tumores (Sayama, 2010).
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En la actualidad se conserva el modelo inicial de Schwartz
que en 1988 irradiaba a los ratones tres veces por semana
durante 10 semanas (Togsverd-Bo, 2013). En estudios
posteriores se conservd el mismo esquema aumentando a la
duracién a 20 semanas (Moloney, 1992) y hasta un maximo de
80 sesiones de tratamiento (Cano, 2010).

Para el estudio del melanoma se han empleado distintos
modelos murinos con modificaciones genéticas siendo el mas
comun el modelo B16 derivado de modelo C57BL/6J en el que
se desarrolla espontaneamente melanoma. Otros modelos de
melanoma en ratones consisten en la expresiéon de oncogenes
como el Ret o formas mutadas de Ras y Raf con capacidad de
metastatizar en variedad de organos, en los que no
profundizaremos por no ser el melanoma objeto de nuestro
estudio.

Para la realizacién de este trabajo elegimos como modelo
animal el ratén sin pelo SKH-1, procedentes del Skin and Cancer
Hospital, Temple University (Philladelphia), 1986 (Charles River
Laboratories. New York, USA) que fueron aclimatados y criados
en el Servicio de Animales de Laboratorio (SAl) de la Universidad
de Murcia, porque consideramos que suponen un modelo
animal de eleccidn, por ser albinos y sin pelo, con menor

proteccion frente a las RUV; ademas de ser eutimicos y por lo
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tanto, inmunocompetentes y sobre todo, un modelo animal de

facil manejo, alta tasa de fecundidad y bajo coste.
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5. ENVEJECIMIENTO EXTRINSECO (0
FOTOENVEJECIMIENTO

A. FOTOENVEJECIMIENTO

El envejecimiento se define por la disminucién de la
funcionalidad maxima y la capacidad de reserva del organismo,
que provoca aumento de la probabilidad de desarrollo de
enfermedades y de muerte.

A medida que se envejece, la piel pierde capacidad de
respuesta a la vasodilatacion y disminuye el numero de
melanocitos (Hung, 2012); ademas ocurre una lenta y progresiva
disminucion de la produccion natural de colageno y elastina asi
como del tejido subcutaneo adiposo y la capacidad de la piel
para fijar agua, de manera que adquiere un aspecto menos
tonificado, pierde espesor y laxitud por lo que aparecen arrugas
y tumores benignos como la queratosis seborreica (Binic, 2013).
Estos cambios se engloban dentro de lo que se conoce como
envejecimiento intrinseco o cronoldgico que es debido a la
edad por el acortamiento de los teldmeros en cada ciclo de
replicacion (Yaar, 2002). Depende de la variabilidad genética de
los organismos y no se puede prevenir ni retrasar actuando

sobre él de modo alguno.
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Persona joven . ~ Persona mayor
Epidermis

Capa de grasa subcutanea

Fig. 9. Comparacion del grosor de la piel joven y la piel envejecida

por la edad.

En contraposicion al envejecimiento intrinseco, existe el
envejecimiento extrinseco en el que intervienen factores del
medio que rodea al organismo. El factor principal es la
exposicion al Sol de forma crénica y con una influencia menor el
tabaquismo, el consumo de alcohol en grandes cantidades, los
habitos dietéticos, etc.

En 1986 se empled por primera vez el término
“fotoenvejecimiento” para describir el conjunto de cambios que
ocurren en la piel tras la exposicion a rayos UV a lo largo de
varios anos. Entre los cambios observados se incluye el eritema,
guemadura solar, inmunosupresiéon y efectos a largo plazo como
el envejecimiento, la aparicidon de queratosis actinica y el cancer
de piel (Avci, 2013). Ademads se han asociado otras patologias

como:
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° Prurito
° Asteatosis o falta secrecion sebacea
) Eccema

° Penfigoide

° Herpes zoster

° Queratosis seborreica

° Queratosis actinica

° Carcinoma basocelular

° Carcinoma espinocelular
° Léntigo maligno

° Melanoma.

Cuando la radiacidn solar incide en la piel, las sustancias
cromoforas (acidos nucleicos, las proteinas y lipidos) presentes
en la epidermis y la dermis absorben dicha energia y se forman
dimeros de pirimidina y 4,6-fotoproductos con capacidad
mutagénica. Los cambios producidos en el ADN son inicialmente
reparados, pero existen individuos con afectacion de los
mecanismos reparadores en los que el riesgo de cancer de piel
estd aumentado. Es el caso de individuos con xeroderma
pigmentoso, trastorno autosdomico recesivo en el que el
individuo muestra una piel envejecida prematuramente con

formacién de carcinomas de células basales y escamosas asi
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como melanomas durante los primeros 20 afios de vida (Longo,
1998).

En el fotoenvejecimiento el deterioro de la piel ocurre de
una forma mas precoz y ademas se manifiesta en la piel de
manera distinta a como lo hace el envejecimiento cronoldgico
(Thurstan, 2012). La piel adquiere un aspecto seco y correoso,
con pigmentacion irregular 'y gruesas arrugas como
consecuencia de la pérdida de elasticidad. Histolégicamente en
la dermis se degrada y se acumula el material eldstico, la
acumulacion de este material elastico se ha denominado
elastosis y se considera un signo inequivoco de la piel
fotoenvejecida (lannacone, 2014). La elastina degradada da
lugar a la formacién y acumulacion de un material amorfo que
es una condicidén patoldgica comun en la piel asociada con la

exposicion prolongada al sol (Sayama, 2010).
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Fig. 10. Comparacion de la apariencia al microscopio electrénico de

las fibras de elastina antes(a) y después (b) de someterla a varias

sesiones de radiacion UV (Imokawa, 2015).
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En la patogenia del fotoenvejecimiento ocurre la suma del
dano producido por las radiaciones UVB en la capa mas externa,
la epidermis y el producido por las radiaciones UVA en la capa
intermedia o dermis. Ademads, la oxidacion ultravioleta
promueve la formacién de radicales libres de oxigeno con
capacidad mutagénica. Asimismo, los neutréfilos producen
sustancias  proteoliticas como las elastasas y las
metaloproteasas de la matriz (MMP-8 y MMP-9) y ademas
ocurren cambios a nivel molecular que promueven la expresion
de MMP por la alteraciéon de sefiales de transduccion,
disminucion de la sintesis de procolageno y dano en el tejido
conectivo (Binic, 2013).

Radicales libres de oxigeno

Su papel es clave tanto en el envejecimiento intrinseco, en
el que se producen de forma natural, como en el extrinseco en
el que estan implicados factores externos como la exposicién a
las radiaciones UV y consumo de alcohol o tabaco (Cano, 2010).

En los individuos expuestos a radiaciones UV tanto A
como B se produce un aumento de los radicales libres de
oxigeno en su piel, disminuyendo asi la capacidad defensiva del
organismo y produciéndose un dafio sobre proteinas y otras
macromoléculas de la piel.

Los radicales libres de oxigeno, por tanto, se consideran

agentes claves en el fotoenvejecimiento. Estos actian sobre
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macromoléculas de los tejidos formando grupos carbonilos que
se acumulan en la dermis papilar.

Tras la exposicion de especies humanas y animales a estas
radiaciones se producen metaloproteinasas (MMPs) en la matriz
dérmica, que estan implicadas en el fotoenvejecimiento por

medio de la degradacion del colageno del tejido conectivo.

Papel de los RL en el fotoenvejecimiento %
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Fig. 11. Efecto de los radicales libres sobre la piel (Magliano, 2014).

Existen especies vegetales ricas en antioxidantes, como el
té verde y té negro, el extracto de granada, el resveratrol
presente en la uva o la soja, que han demostrado prevenir el

fotoenvejecimiento al ser consumidas en la dieta (Afaq, 2006).
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B. MECANISMOS DE DANO TISULAR DE CADA TIPO DE
RADIACION

UVB UVA Visible IR

Eritema solar
Bronceado
Canceres

Bronceado
—  Envejetic:
miento
cutaneo

Calor

Fig. 12. Efecto sobre la piel de la radiacidn solar.

o Radiacion UV

La radiacion ultravioleta induce la produccion de
citoquinas, como el TNF-a que perjudica la sintesis de coldageno
en la piel humana por activacion de TNF-R55 o la interleuKina-6
gue media efectos sobre la destrucciéon del colageno por medio
de la modulacién de la via MMP-1 (Binic, 2013).

Entre las mutaciones producidas por la exposicion solar
que estdn implicadas en la carcinogénesis se encuentran las
producidas a nivel de: p53, ptch y ras, en dichas mutaciones se

encuentran implicadas las radiaciones UVA y UVB.
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Ademas, la radiacion UVA afecta a los fosfolipidos y el
colesterol de las membranas celulares produciendo radicales
libres e inhibiendo la peroxidacién de lipidos y enzimas de
membrana, y el transporte de proteinas; y dana el tejido
conectivo a la vez que favorece el dafio provocado por las UVB
(Biniek, 2012). La radiacion UVA actua sobre el colageno vy la
elastina provocando la formacién de arrugas (Hung, 2012) y por
oxidacion del ADN provocando citotoxicidad y carcinogénesis
gue induciran al melanoma maligno. Ademas de desencadenar
alergias solares son los responsables de la pigmentacion de la
piel. Los UVA cortos son cinco veces mas carcinogénicos que los
UVA largos (Sanchez-Saladana, 2001). Dado que la radiacién
UVA es 20 veces mas abundante que la UVB se considera la
principal causante de la inmunosupresién producida por el Sol
(Lodyga, 2015). Ademas, UVA activa Akt, ERKs, and JNKs, (Liu
2013).

La radiacion UVB produce el mayor daino en los
gueratinocitos, contribuye a este dafio por medio de
alteraciones de la barrera lipidica y sobre las células de
Langerhans (Lodyga, 2015). Ha sido considerada como el
principal agente promotor de los canceres de piel melanoma vy
no-melanoma, al poder actuar como iniciador y promotor de la
carcinogénesis mediante dano en el ADN celular. Al ser

absorbido por la piel forma dimeros de pirimidinas y 6-4
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fotoproductos que distorsionan los mecanismos de reparacion
del ADN como la mutacion del gen TP53, actuando como
precursores de eventos precancerosos, también actia por
medio de la telomerasa (Schmitt, 2012) y ademads se producen
especies reactivas de oxigeno que entran en competencia con
los mecanismos antioxidantes del organismo y causan dafio en
moléculas de lipidos, proteinas y ADN (Avila, 2014). Modifica la
composicidon de la matriz dérmica, concretamente en humanos
se ha visto que la exposicion cronica a UVB reduce la sintesis de
colageno, especialmente el de tipo | (Klingman, 1989; Handoko,
204; Sharma, 2011).

UVB activa PKC, ATM, Akt, quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK), c-jun NH2 terminal kinase (JNK), y p38.

MAPK pathway PI-3K pathway Transcription factors
UV-A EGFR, SRC, RAS, RAF, ATM c-JUN, Nif2, NFAT
ERK1/2, p70°*** and p9o®s¥
UV-B PKC, INK, p38 kinase, EGFR, PI-3K, Akt,  ¢-FOS, NF-kB NFAT
RSK2, MSK1 p70°% and poo™*
Uv-C EGFR, SRC, ERK, p38 kinase =~ ATR AP-1
INK1/2

Fig. 13. Protein kinasas y factores de transcripcion activados por los

distintos tipos de RUV (Lépez-Camarillo, 2012).

o Radiacion visible
La radiacion visible contribuye a la melanogénesis y al
aumento de produccidn de radicales libres de oxigeno (Grether-

Beck 2014).
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o Radiacion IR

Se ha postulado la posibilidad de que la radiaciéon IR
incremente la actividad de la MMP-1 y reduzca la produccién de
fibras de coldgeno tipo |. También aumenta la angiogénesis
promoviendo la formacién factor de crecimiento del endotelio
vascular (Grether-Beck 2014).

Principales mecanismos implicados en el envejecimiento:

° Acortamiento de los telé6meros

Es ampliamente conocido que el acortamiento de los
teldmeros es una causa de envejecimiento cronoldgico.

En cada ciclo celular éstos sufren un acortamiento que es
compensado en las células de la linea germinal por la actividad
de la telomerasa. Sin embargo, en los tejidos somaticos adultos,
la actividad de la telomerasa es insuficiente dando lugar al
inevitable acortamiento de los teldmeros. Cuando éstos son
criticamente cortos son afuncionales y desencadenan Ia
apoptosis celular.

De esta manera, los teldmeros son dispositivos de control
de la divisién que, al llegar a una longitud critica, imponen el fin
de la esperanza de vida replicativa de las células del individuo
(Garcia-Cao, 2006).

Ademas de esto, la tasa de pérdida de los telémeros en
cada division celular esta influenciado por la presencia de

factores estresantes celulares, tales como el dafio oxidativo, un
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aspecto que refuerza aun mas la participacion de los teldmeros
en el inicio del envejecimiento (Von Zglinicki, 2003).

El gen supresor tumoral TP53 es un sensor importante de
teldmeros disfuncionales. Se ha constatado que el aumento de
la funcion de p53 se correlaciona con una reduccién de la
presencia de células dafadas en el bazo, el intestino y la piel
(Garcia-Cao, 2006).

° Proteina p53:

El gen TP53 es la diana mas frecuente de las alteraciones
genéticas en el cancer humano.

Es un gen supresor tumoral que codifica una proteina de
unién a ADN implicado en la detencién del ciclo celular, la
apoptosis y en la respuesta de la piel al dafo solar. Si el ADN en
una célula epidérmica tiene un dafio irreparable, la proteina p53
puede inducir la muerte celular.

Sin embargo, la exposicién crénica a la radiaciéon UV
induce clones de células que sobreexpresan un gen TP53
mutante y afuncinal en la epidermis, los queratinocitos dafados
pueden seguir reproduciéndose y degenerar en carcinomas de
células escamosas con mutaciones del TP53, asi como
neoplasias (Rebel, 2012). Los pacientes portadores de tumores
con mutaciones de TP53 a menudo tienen un peor prondstico

gue aquellos que albergan tumores con TP53 nativo, y en varios
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casos las mutaciones de TP53 se han asociado con tumores
resistentes a los farmacos (Lanni, 1997).

En respuesta al dafio del ADN, p53 se acumula en las
células, se transloca al nucleo, activa la transcripcion génica, y
en ultima instancia resulta en la detencion del ciclo celular, para
permitir la reparacion del ADN dafiado antes de la replicacién
celular. Ademads, p53 activa una via de la muerte celular
programada, presumiblemente en las células con dafio en el
ADN excesivo. Esta prediccidon es apoyada por muchos informes
de cancer en el que TP53 esta mutado o perdido y por la alta
incidencia de tumores malignos en las personas con sindrome
de Li Fraumeni %, que heredan una mutacion en un alelo de
TP53 (Jiang, 1999; Costa, 2015).

Los cambios en las vias de |la proteina p53 promueven la
angiogénesis y suprimen la apoptosis, que permiten el
crecimiento y la proliferacion de los queratinocitos mutados,
con potencial maligno. Se ha observado que las mutaciones en
los genes de la proteina p53 son mas frecuentes en lesiones
iniciales, que crea un ambiente permisivo para la proliferacion
celular y las mutaciones en otras proteinas de esta via (p16 y
Hras) en las lesiones mds maduras (Schmitt, 2012). El gen TP53
mutado puede dar a las células ventaja de crecimiento sobre las

células vecinas por apoptosis alterada.
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En la carcinogénesis de piel asociada a radiacién UV en los
seres humanos y los ratones, las mutaciones en TP53 estan
presentes en casi el 100% de los casos. Esta mutacion se encarga
de la transicién de Ca Ty de CC a TT, especialmente a nivel del

coddén 270 (Benavides, 2009).

° Metaloproiteasas de la matriz (MMP)

Las metaloproteasas de la matriz son proteinasas
producidas por los queratinocitos responsables de la
degradacion de la matriz extracelular del tejido conectivo de la
dermis. De manera general la expresidn de estas proteinas en
los individuos sanos es muy baja pero la radiacion UV afecta a 3
MMP (1: colagenasa, 3: estromelisina y 9: gelatinasa) y en
respuesta a esta exposicion aumentan su capacidad para
degradar la mayoria de proteinas de la matriz extracelular. Estas
enzimas son inicialmente inducidas en la epidermis, éstas
difundes hasta la dermis degradando el colageno extracelular
(Quan, 2009).

° Proteina p-38

La kinasa p-38 puede es activada por la RUV de cualquier
longitud de onda para modificar la respuesta al dafo sobre el

material genético (Lopez- Carrillo, 2012).

73



La expresion del transgén p38DN inhibe
significativamente la apoptosis de los queratinocitos inducida
por la radiacién UV-B (Dickinson, 2012).

La sefializacion mediada por p38 juega un papel principal
en la induccidén de carcinogénesis cutanea, aunque su accion

puede verse afectada segun el tipo de tejido (Liu, 2013).
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6. PATOLOGIA POR RADIACION SOLAR
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Fig.13. Fotocarcinogénesis (Honeyman, 2002).

La luz solar en una fuente de bienestar para la salud
humana con importante participacion en el aporte de calor y la
sintesis de vitamina D; sin embargo, la exposicion a ésta tanto
de forma aguda como crdnica tiene consecuencias nocivas
(Longo, 1998).

Las patologias cutdaneas se han visto agravadas en los
ultimos tiempos por el alargamiento de la vida media y sobre
todo por la mayor exposicion al sol, lo que unido a una
alarmante deplecion del ozono, lleva a una mayor irradiacion
(Vicente, 1999).

El aumento de la exposicidon solar en las dltimas décadas
se ha debido en parte a la percepcidon de que la piel bronceada
proporcionaba un aspecto mas saludable, lo que constituye un

reto en la prevencién del fotoenvejecimiento (lannacone, 2014).
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En Junio de 2015 el La Agencia Espafiola del Medicamento
y Productos Sanitarios (AEMPS) publicé 10 consejos sobre la
proteccion solar.

Otro factor directamente implicado con la patologia de la
piel es el uso, cada vez mas expendido de camaras de
bronceado. El gobierno espafiol reguld su utilizacion por los
Centros de bronceado humanos, mediante el Real Decreto 1002
/ 2002, en el que se informa de la asociacion entre su uso vy el
envejecimiento prematuro e irreversible de la piel, la
prohibicion de su uso en menores de edad asi como las
condiciones y consecuencias que su empleo puede acarrear en
la salud. También estd ampliamente regulado el uso de estos
aparatos por profesionales en el Real Decreto 2032/2009 vy el
Real Decreto 486/2010. Ademas la Agencia de Investigacion del
cancer de la OMS y la FDA, las incluyd en el grupo 1 de agentes
carcinoégenos (WHO, 2003; CR-UK, 2009).

El cdncer cutaneo es el mas frecuente en la raza blanca y
ademas ha sufrido un notable incremento debido a la exposicidon
al sol, considerandose en la actualidad la radiacién ultravioleta
como el carcinégeno ambiental mds potente (Cano, 2010).

Estos efectos del Sol sobre la piel son acumulativos y dosis
dependientes, y estan en relacion con la duracién, frecuencia y

calidad e intensidad de la radiacion (Sanchez-Saldaiia, 2002). La
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exposicion solar provoca cambios en la piel a corto, medio y

largo plazo.

A. EFECTOS AGUDOS: Eritema o quemadura solar:
Aparece de forma inmediata tras la exposiciéon en forma de
enrojecimiento, calor, dolor y tumefaccion. Se debe
principalmente a la vasodilatacion de los vasos sanguineos mas
superficiales de la epidermis y la velocidad de aparicion es
inversamente proporcional al tiempo de exposicidon, de manera
gue cuanto mayor es la exposicion menor es el tiempo de
aparicion.

Se manifiesta principalmente en los fototipos | a lll.

La radiacion UVA se encarga de producir una
pigmentacion inmediata, conocido como fendmeno de
Meirowski, por fotooxidacion de la melanina.

Reacciones cutaneas derivadas de la exposicion solar:

° Fotodermatosis es un grupo de enfermedades que
agravan las reacciones de hipersensibilidad a la radiacion UV.

° Fototoxicidad: ocurre por el consumo de
determinadas sustancias que agravan el impacto de la radiacion
UVA sobre la piel. Algunos ejemplos son psolarenos,
sulfonamidas, tetraciclinas, furanocoumarinas o colorantes.

° Fotoalergia: se deben a la asociaciéon de esta

radiacion con agentes fotosensibilizantes y no son dosis
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dependientes. Se presentan a las 24-48 horas de la exposicion
solar en forma de eczema, prurito o quemadura. Algunos
ejemplos son los salicilatos y otros antiinflamatorios no
esteroidicos, fragancias y constituyentes de los propios

protectores solares.

B. EFECTOS RETARDADOS: Bronceado.

Es el mecanismo natural de proteccion de la piel frente a
la agresidon que suponen las radiaciones solares, sin embargo si
la exposicion se prolonga este mecanismo es insuficiente
(Divins, 2009).

Existe un bronceado agudo que aparece pocos minutos
después de la exposicidon y es de un color algo mas grisaceo que
el bronceado tardio y se desvanece en unos pocos minutos si la
exposicidn no continda. Se debe a la oxidacién de la melanina y
la distribucion de los melanosomas en los melanocitos desde
una posicion cercana al nucleo, hacia las dendritas y finalmente
al citoplasma de los queratinocitos. Es debido a longitudes de
onda de 320 a 450nm, que incluye UVB, UVA y visible.

El bronceado tardio aparece a las 24-72 horas de la
exposicion a radiaciones UVB y se mantiene durante varios dias
o incluso semanas. Es consecuencia de la neosintesis de

melanina (Gil, 2014).

78



Tanto el eritema inicial como el bronceado de la piel
dependen de la herencia genética por polimorfismo en el
receptor MSH (Melanocyte Stimulating Hormone) y se cree que
pueden existir otros genes también implicados (Valverde, 1995;
Tsatmali, 2000).

Eritema actinico por accion de las UVA que actuan sobre
cromoforos  dérmicos  provocando la  liberacién  de
prostaglandinas encargadas del enrojecimiento y de serotonina
e histamina.

Por ultimo se produce una hiperplasia dérmica con
engrosamiento de la capa cornea por la estimulacidon de las
mitosis de los queratinocitos 48 horas después de la exposicion.
Se trata de una reaccidon reversible ya que tras meses sin

exposicion solar la piel vuelve a su estado inicial (Valdivia, 2002).

C. EFECTOS CRONICOS o FOTOENVEJECIMIENTO:

ENVEJECIMIENTO CUTANEO

Nivel Mecanismo Efecto

| el espesor del paniculo adiposo | { flacidez cutanea
Hipodérmico | y disminuye su vascularizacion

| renovacioén celular fibroblastos se altera la polimerizacion de
Dérmico y su capacidad de sintesis. los glucosaminoglicanos,
| propiedades viscoelasticas.

|} namero de papilas, su excesiva movilidad de la
profundidad y su vascularizacién | epidermis

Zona Papilar ;
de la Dermis | aporte nutricio y
respiratorio de células
epidérmicas
|} turn-over células basales Descamacion
|| capacidad sintesis melanina | capacidad tampo6n
|| inmunitaria C. Langerhans superficie cutanea.
Epidermis || proteinas y lipidos funcionales | glandulas sebaceas
corneocitos pierden parte funciéon | | grosor y pigmentacion
barrera pelos y vello
Alipia

Atrofia foliculo piloso

Fig. 14. Efectos del envejecimiento cutaneo en los estratos de la piel

(Glougau, 2012).
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Los signos mas caracteristicos son la formacién de
arrugas, sequedad, hiperqueratosis, hiperpigmentacion,
telangiectasias, pérdida de elasticidad de la epidermis y un
aspecto tosco e irregular que se ha denominado "curtido por la
intemperie”.

El término fotoenvejecimiento hace referencia a los
cambios visibles y microscépicos que ocurren en la piel como
consecuencia de cambios estructurales y funcionales tras una
exposicidon prolongada a este tipo de radiacion y afectan a todas
las capas y estructuras presentes en ésta. Se debe a la pérdida
de capacidad anabdlica en la piel y aumento de la catabdlica

(Branco, 2010).

3 Inmunosupresion actinica ———— T PROCESOS INFECCIOSOS

o B N "% Alteraciones en
Reacciones de las unidades ey MMANCHAS CUTANEAS

fotoalergia y T mitosis celular melanoepidérmicas
R —— 1 sintesis de ADN e
l ~ T RIESGO DE TUMORES
Y CANCERES CUTANEOS
Reaccion l
inflamatoria t orckferacien celula
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Fig. 15. Mecanismos de fotoenvejecimiento cutaneo (Pons, 2008).
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La debilidad del tejido conectivo y los cambios en la
microcirculacién provocan dilatacion permanente de los vasos
gue se manifiestan en forma de telangiectasias.

Ademas ocurre una destruccion del coldgeno mediada por
metaloproteasas.

El fendbmeno mas caracteristico en el fotoenvejecimiento
es el de la elastosis 0 acumulo de elastina en forma de masas.
Inicialmente se produce la hiperproduccidon y el engrosamiento
de las fibras que muestra acumulos desorganizados de elastina
finalmente forman masas enrolladas y compactas. Ademas de
un aumento de los glicosaminoglicanos y proteoglicanos y de
degradacion del colageno. Esta alteracidon depende de la sintesis
de componentes estructurales dérmicos, y de su degradacion
mediante las MMP, reguladas por TIMP.

Ocurre disminucion en la sintesis de pro-colageno tipo | y
Il 'y dacido hialurénico y aumento de la elastina causados
principalmente por el aumento de MMP, endopeptidasas cinc-
dependientes, fibroblastos, queratinocitos, macréfagos células
endoteliales, mastocitos y eosinéfilos como consecuencia de la
exposicion a UVA (MMP-1, -2, -3, -9) o UVB (MMP1, -3, -9), o0 a
ROS, citoquinas inflamatorias o MAPK.

La propia radiacion UV actua atrayendo a la piel

neutrdfilos encargados de liberar MMP-86. También se liberan
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reguladores de estas MMP, disminuyendo los niveles de TIMP-
118 (Cano, 2010).

La degradacion de colageno, elastina y
glicosaminoglicanos tiene como consecuencia la formaciéon de
arrugas (Hachiya, 2009.

Otro sintoma que aparece es oscurecimiento o
hiperpigmentacion de la zona expuesta por una desigual
estimulacion de los melanocitos dando lugar a la formacion de
pecas y lentigos.

Ademas de la piel hay otros 6rganos que se ven afectados
por la exposicién al Sol, como es el caso de los ojos que
desarrollan patologias agudas en forma de queratitis y

conjuntivitis; o incluso patologias crdnicas sobre el cristalino y la

retina.
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Fig. 16. Mecanismos moleculares de dafio molecular por radiacion

UV (Reyes, 2013).
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Malignos o Fotocarcinogénesis: La radiacion UVB tiene
accion casi directa sobre carcinogénesis, la UVA tiene papel
inductor y la IR tendria un efecto promotor (Valdivia, 2002). El
desarrollo del cancer de piel ocurre en tres etapas sucesivas que
son la induccidn, la promocidon y la progresion del tumor. La
radiacion solar se considera un carcindgeno completo por estar

implicado en las dos primeras etapas (Schmitt, 2012).

INITIATION PROMOTION PROGRESSION

100 M d
A r )
X

Normal skin Hyperplastic epidermis Papilloma SCC

Fig. 17. Fases del desarrollo tumoral en la piel (Abel, 2009).

El primer paso es la iniciacion de la accidn carcinogénica
sobre el ADN de wuna célula causandole mutaciones,
posteriormente la célula se replica al menos una vez
permitiendo la fijacion de la mutacién producida. Se trata de un
proceso irreversible en el que los queratinocitos normales
adquieren la capacidad de formar tumores.

La promocion es el paso reversible en el que el clon de
células iniciadas se expande formando un papiloma y a

continuacion ocurre la progresion en la que las células sufren
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cambios genéticos que permitiran su transformacion de células
benignas a malignas (Benavides, 2009).

Los mecanismos de reparacidon de la piel frente a este
dano son: el sistema NER (reparacién de la escision de
nucledtidos) cuyos fallos permiten que el ADN danado se
perpetule.

La radiacion UVB produce el cambio de timina en el lugar
de la citosina (CT o CC-TT). Estos cambios se consideran
marcadores de dafio tumoral y estan presentes en diferentes
neoplasias de la piel (Lodyga, 2015).

Las principales neoplasias de la piel que estan
consideradas cancerosas o malignas son: carcinoma
espinocelular, carcinoma basocelular y melanoma.

-Carcinoma basocelular.

Es el tumor cutaneo maligno mas frecuente en la raza
blanca, mas frecuente en personas de ojos azules y piel clara 'y
excepcional en la raza negra (Kasper, 2012). Se desarrolla en
zonas de la piel donde existen foliculos pilosebaceos. No
produce metastasis. La principal causa es la exposicion a
radiacion solar, aunque también se encuentran implicadas otras
radiaciones y metales pesados como el arsénico. Se presenta
como una papula brillante y perlada con telangiectasias que
puede llegar a ulcerarse presentando bordes sobreelevados

(Khalesi, 2013.
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-Carcinoma escamoso.

Aparecen en zonas expuestas al Sol como cara, cuero
cabelludo alopécico, dorso de las manos, escote y piernas. Los
agentes etioldgicos son los mismos que en el anterior pero estas
lesiones aparecen siempre sobre una lesion premaligna
existente como queratosis actinica.

La queratosis actinica, corresponde a displasia o
carcinomas in situ que se manifiestan como lesiones levemente
eritematosas cubiertas por escamas, costras o cuernos, que al
evolucionar forman nédulos o masas que se ulceran formando
costras hemoragicas y aparecen sobre la piel con dano actinico
crénica (Ferrandiz, 2014).

Actualmente se considera una entidad precursora del 65%
de los carcinomas de células escamosas y del 36% de todos los
carcinomas de células basales (Barrera, 2007; American Cancer
Society; 2014).

-Melanoma: El término melanoma procede del griego:
«melas», negro y «oma», tumor. Por tanto, se trata de un tumor
cutaneo oscuro, debido a la pigmentacién de la melanina. Es el
tumor maligno de los melanocitos con elevada tendencia a la
metastatizacion (Zaidi, 2008). Existe una regla denominada regla
ABCDE para la identificacion de posibles melanomas, en las que
se hace referencia a la asimetria, bordes, color, diametro y

evolucién para prececir la malignizacion de estas lesiones.
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7. PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL
FOTOENVEJECIMIENTO

A. Historia

Durante la Edad Media y el Renacimiento la palidez de la
piel estaba asociado a la belleza de la mujer y a |la pertenencia a
un alto estamento dentro de la sociedad, hasta el punto de que
éstas consumian vinagre para obtener dicho tono en la piel.

Desde 1801, afio en que se descubrid la naturaleza de Ia
radiacion solar, seguido de la evolucion del conocimiento
cientifico moderno acerca de la estructura y funciones de la piel
y la su pigmentacién en 1840, afio en que se desarrolld el
microscopio (Holubar, 1998) y hasta los ultimos afios se han
realizado y publicado estudios que ponen de manifiesto el
verdadero efecto perjudicial del Sol sobre la salud del organismo
humano.

Sin embargo, en las primeras décadas del siglo XX la piel
bronceada pasoé a considerarse como ideal de cosmética, lo cual
llevd a la sociedad, especialmente en mujeres y jovenes, a
realizar exposiciones solares masivas, prescindiendo del empleo
de fotoprotectores y en los ultimos afios al uso cada vez mas
generalizado de lamparas de bronceado.

No obstante, la comunidad cientifica no ha dejado de

investigar los efectos que estas exposiciones suponen en los
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animales y humanos y esto ha llevado a la sociedad a adquirir
una mayor concienciacion del peligro asociado a éste y a un
mayor empleo de sustancias fotoprotectoras (Reyes, 2013).

Ademas del empleo de proteccién solar la sociedad
demanda sustancias capaces de retrasar el envejecimiento,
circunstancia que ha llevado a la ciencia a investigar con
compuestos tanto naturales como artificiales con dichas
propiedades.

Esta ampliamente aceptado que los radicales libres
intervienen en el envejecimiento de la piel. Se trata de
moléculas altamente reactivas con un numero impar de
electrones en su orbital externo lo que le confiere capacidad
para dafar proteinas, acidos nucleicos y membranas lipidicas,
asi como originar inflamaciéon. El organismo los neutraliza
liberando sustancias antioxidantes, pero cuando su reserva
funcional se agota es necesario un aporte externo, de manera
gue el consumo de antioxidantes es particularmente eficaz para
combatir el efecto de las radiaciones UVA, implicada en

multiples procesos oxidativos (Opléander, 2012).

B. SUSTANCIAS ANTIENVEJECIMIENTO
Por su efecto antieritematdégeno y la capacidad para
reducir los radicales libres es frecuentemente la adicion a los

productos cosméticos la coencima Q10. También se ha
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recurrido al empleo de sustancias con propiedades antielastasa
y otras sustancias con propiedades endonucleasa que reparan
los dafios en el ADN de la radiacidon solar sobre las células
expuestas.

Sin duda alguna, las sustancias naturales con propiedades
antienvejecimiento que han sido mas empleadas en cosmética y
salud son los antioxidantes fendlicos, grupo al que pertenecen la
vitamina E o tocoferol y sus derivados, asi como el acido urico.

La principal fuente de vitamina E son los aceites vegetales,
cuya aplicacion tépica reduce el eritema solar y retrasa el
fotoenvejecimiento (Kaur, 2007; Mocchegiani, 2014). Otra
vitamina con propiedades similares es la vitamina A y sus
derivados, que actuan principalmente evitando la sequedad
cutanea. La vitamina C, afecta a la estructura del colageno y ha
demostrado prevenir el dafio causado por la radiacion UV al
aplicarse de forma tdpica (Bhattacharyya, 2009).

Otro grupo de sustancias con  propiedades
antienvejecimiento es el formado por los quelantes como el
acido etilendiamino tetra acético (EDTA) cuya accién consiste en
secuestrar iones de los metales hierro y cobre y evitar asi su
capacidad oxidativa.

Los carotenoides son pigmentos rojo-anaranjados que
solamente pueden ser sintetizados por plantas, hongos,

bacterias y algas, sin embargo muchos animales los incorporan a
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través de la dieta. Los mas conocidos son el B-caroteno y el
licopeno presentes en zanahorias, tomates y pimientos. Los B-
carotenos previenen las quemaduras solares mediante |la
eliminacién de radicales libres causados por las radiaciones UVA
y el licopeno neutraliza los radicales del éxido nitrico (Lodyga,
2015).

El té verde es una importante fuente de polifenoles (40%),
capaces de contrarrestar el efecto de los radicales libres) y
numerosos estudios confirman que su uso ingerido o por via
tépica (Afag, 2006) previene la fotocarcinogénesis (Baliga,
2006).

La granada es rica en antocianidinas y taninos
hidrolizables con efecto antioxidante y antiinflamatorio y el
resveratrol presente en las semillas y la piel de la uva, nueces,
frutas y vino tinto presenta propiedades antiinflamatorias vy
antiproliferativas. Las moras, por su contenido en antocianinas
reduce el eritema, edema en la piel e infiltracion leucocitaria,
reduccion de la produccién de COX-2, iNOS, prostaglandina 2,
Interleukina-6, TNF-a y marcadores de proliferacion celular tras
su aplicacién tépica (Divya, 2015; Shaygannia, 2015).

Las isoflavonas presentes en la soja, las poliantocianidinas
del café o la glicirricina del regaliz también presentan actividad
antioxidante y quimioprementivo al ser incorporados en la dieta

habitual (Afaq, 2006; Binic, 2013; Millsop, 2013).
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C. TRATAMIENTO DEL FOTOENVEJECIMIENTO

Consiste en el tratamiento de las lesiones precancerosas
con el fin de prevenir su evolucién hacia cdncer cutaneo, es
decir, previenen la malignizacién de estas lesiones no malignas.

El tratamiento es seleccionado en funcion del tamafio, el
tipo y la localizacién de la lesion, pudiendo ir dirigidos a una
lesion de forma aislada o aplicarse sobre todo el campo en el

gue se encuentran las lesiones (Haque, 2015).

Diagnéstico de QA

‘ Fotoproteccion y tratamiento individualizado |

‘ Lesiones escasas y aisladas | Lesiones muiltiples y campo
de cancerizacion

| Tratamiento dirigido a la lesion }-‘.

|

v

Tratamientos destructivos | Tratamientos farmacoldgicos Tratamiento dirigido al campo
— Cirugia - Diclofenaco 3% en &c. hialurénico 2,5% — Diclofenaco 3% en ac. hialurénico 2,5%
— Crioterapia - 5-FU 0,5 + 4c. salicfllico 10% — Imiquimod 3.75% / 5%
— Curetaje = Electrocoagulacion — Imiquimod 3.75% / 5% —TFD
— Laser CO, — Mebutato de ingenol -5-FU
-TFD
-5-FU

*La combinacion terapéutica puede resultar necasaria en ocasiones
TFD: Terapia fotodinamica
5-FU: 5-fluorouracilo

Fig. 18. Algoritmo de tratamiento de queratosis actinica (Ferrandiz,

2014).

° Crioterapia mediante la aplicacién de spray de
nitrégeno liquido (Alomar, 2014; Lebwohl, 2012).
Junto con la escisidon quirdrgica constituye los

tratamientos ablativos (Ribera, 2013).
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° Terapia fotodinamica.

Basado en la aplicacibn de una sustancia
fotosensibilizante (5-aminolevulinato tépico en Estados Unidos y
metilaminolevulinato en Europa) y la posterior iluminacion con
luz visible para producir moléculas de oxigeno activado que
destruyen selectivamente las células diana. Su principal
limitacion es el bajo nivel de penetracién por lo que sdlo se
recomienda en lesiones superficiales (Young, 1997; Barrera,
2007; Tierney, 2009; Morton, 2013).

La resistencia y recurrencia de este tipo de tumores hace
que sea frecuente la combinacién de terapia fotodinamica con
otros tratamientos (Lucena, 2015).

° Retinoides topicos, como la alitretinoina (Panretin®
Ficha técnica). Son analogos de la vitamina A. Han demostrado
tener cierta actividad frente a la queratosis actinica, en cuanto
al tratamiento del carcinoma basocelular la evidencia de eficacia

es aun insuficiente.

Fig. 19. Estructura quimica de la molécula de alitretinoina (Haque,

2015).
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° Fluorouracilo tépico (5-Fu).

Desde su aprobacién por la Food and Drug Administration
(FDA) en 1970 ha sido considerado el tratamiento de eleccién de
las queratosis actinicas y se emplea ademads para el tratamiento
de la enfermedad de Bowen y el carcinoma basocelular
avanzado. Bloquea la sintesis de ADN por medio de la inhibicion
de la enzima timidilato sintetasa. Se administra dos veces al dia
durante 2-4 semanas. Presenta como principal inconveniente el
desarrollo de una reaccidon local inflamatoria intensa que en
ocasiones provoca el incumplimiento del tratamiento.
Inicialmente se comercializd con concentraciones del 1y 5% vy
afos mas tarde se incorpord la de 0,5% para queratosis actinica
de cara y cuero cabelludo de aplicacion una vez al dia lo que la
hace mds atractiva para el paciente (Yentzer, 2009).

Para el carcinoma basocelular superficial es necesaria la
concentracion al 5% durante un minimo de 6 semanas. Este
agente para su uso tdépico a la concentracion de 5% no estd
autorizado en Espaia.

Recientemente se ha comercializado como 5-Fu 0,5%
combinado con acido salicilico al 10% para favorecer la

penetraciéon del farmaco (Ferrandiz, 2014).
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Fig. 20. Estructura quimica de la molécula 5-fluorouracilo (Haque,

2015).

° Diclofenaco sddico topico. Los primeros estudios
con esta molécula proponian su empleo por via oral (Pentland,
1999), pero posteriormente esta opcion fue descartada por la
alta incidencia de hemorragia digestiva, optando por su uso de
forma topica. Se encuentra comercializado en forma de gel
tépico al 3% en acido hialurdnico al 2,5% para el tratamiento de
la queratosis actinica. Es un antiinflamatorio no esteroidico con
efecto antitumoral por inhibicion de la formacion de acido
araquiddnico. Se aplica dos veces al dia durante un periodo de
tiempo relativamente largo, de 60-90 dias. Su eficacia global
parece ser menor que la de 5-Fluorouracilo, aunque presenta
mejor perfil de tolerancia produciendo reacciones locales de una
menor intensidad (Solaraze® Ficha técnica).

Tras su comercializacién de han descrito casos de

aumento de las transaminasas por lo que éstas deben ser
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monitorizadas periodicamente durante los tratamientos de larga
duracién (Costa, 2015).
No existe evidencia en el tratamiento del carcinoma

basocelular ni en el carcinoma espinocelular.
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Fig. 21.  Estructura quimica de la molécula de diclofenaco sddico

(Haque, 2015).

° Imiquimod crema al 5% (Aldara® Ficha técnica).
Agonista del Toll-like receptor-7 (TLR-7). Es un modulador de la
respuesta inmune con actividad antivirica y antitumoral que
actua induciendo la liberacion local de interferéon-a, del factor
de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y de otras citoquinas que
estimulan la respuesta innata y celular; ademas de promover la
apoptosis de células tumorales.

Autorizado para el carcinoma basocelular superficial y la
gueratosis actinica no hiperqueratdsica ni hipertrofica de cara y
cuero cabelludo. Se aplica una vez al dia, durante 8 horas, 5 dias
a la semana en el carcinoma basocelular y 3 veces por semana

durante 4 semanas en la queratosis actinica. En esta ultima
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indicacion presenta mayor evidencia de eficacia que 5-
fluorouracilo.

Recientemente se ha formulado al 3,75% con la ventaja
de poder aplicarse en zonas mas extensas y presentar mejor

tolerancia por parte de los pacientes (Ferrandiz, 2014).
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Fig. 22. Estructura quimica de la molécula de imiquimod (Haque,

2015).

° Resiquimod antagonista del TLR 7 y 8. Tiene efectos
similares al imiquimod pero ademads activa células mieloides
induciendo mayor secrecion de IL-12 y TNF (Gorden, 2005;
Ferrandiz, 2014).

° Colchicina al 0,5 a 1% (Schmitt, 2012). Presenta
eficacia en el tratamiento de multiples lesiones a la vez con un
corto periodo y sin efectos sistémicos. Sin embargo puede
provocar inflamacién severa y su uso estd limitado a escasa
evidencia, sin tener autorizacidon expresa para su empleo en esta

indicacién (Weinberg, 2007).
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o Pterostilbene. Se trata de wun andlogo del
resveratrol con mayor vida media y efectos anticancerigenos
mas potentes que éste por prevenir el dano causado por la

radiacion UVB (Sirerol, 2015).
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o Ingenol mebutato.

Fig. 24. Planta Euphorbia peplus (Bhandari, 2012).

La savia de la planta de origen australiano Euphorbia
peplus contiene terpenos macrociclicos como el ingenol
angelato, que ha demostrado eficacia en el tratamiento tépico
del cancer de piel en animales de experimentaciéon con
excelentes resultados cosméticos (Ogbourne, 2004) asi como el

ingenol mebutato.
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Fig. 23.  Estructura quimica de la molécula de ingenol mebutato

(Haque, 2015).

Esta molécula ha sido incluida en un gel para su aplicacion
tépica y ha sido autorizado en Espafia en noviembre de 2012
para el tratamiento de la queratosis actinica no hiperqueratdsica
ni hipertrofica en adultos, ademas existen estudios que
demuestran su eficacia en SCC y en la reduccién de mutaciones
en el gen TP53 de los queratinocitos (Cozzi, 2013).

No se conoce claramente su mecanismo de accién, pero
se sabe que afecta a la membrana celular y las mitocondrias de
los queratinocitos displdsicos produciendo la muerte celular en
la lesion e interviene en la promocion de una respuesta inmune
innata y adaptativa con reclutamiento de neutréfilos,
produccién de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias asi
como la infiltracion de células inmunocompetentes; todo ello da
lugar al desarrollo de hemorragia y formacién de escaras, que se
resuelve lo largo de varias semanas (Cozzi, 2012; Picato® Ficha

técnica).

100



Gracias a la glicoproteina-P esta molécula es capaz de
atravesar es estrato cérneo y ejercer su accion en la dermis e
hipodermis directamente asi como de manera indirecta
mediante la produccién local de citoquinas inflamatorias (Costa,
2015).

Su principal ventaja es la duracion del tratamiento de 2
dias (0,05%) en lesiones sobre el tronco y extremidades o 3 dias
(0,025%) en lesiones en la cara y cuero cabelludo (Alomar, 2014;
Lebwohl, 2012).

A diferencia de otros productos, ingenol mebutato no
produce efectos de fotosensibilidad, por lo que puede ser
empleado en todas las épocas del afo. Como inconveniente, de
importancia relativa, es la necesidad de refrigeracién durante su

conservacion (Costa, 2015).
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° Paclitaxel.

Fig. 25. Planta Taxus bacatta (Lesney, 2004).

El Paclitaxel o Taxol® es una sustancia de estructura
terpénica producida por semisintesis quimica a partir del
extracto de la planta Taxus spp (T. bacatta y T. brevifolia) o tejo.
Estos extractos comenzaron a emplearse en 1962 y unos afos
después se descubrid su capacidad citotoxica frente a diversos
tumores como los ovaricos (1992), mamaricos (1994) (Lesney,
2004) y pulmonares (Weaver, 2014). Actualmente es una de las
sustancias con actividad antitumoral con mayor experiencia de

uso.
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Fig. 26. Estructura quimica de la molécula de paclitaxel

(zhang, 2014).

Junto con, docetaxel y cabazitaxel (Jevtana®,
comercializado en 2011) forma al grupo de los taxanos. Por su
mecanismo de accidn de clasifica como agente antimicrotubulos
al igual que los alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina,
vindesina, vinorelbina y vinflunina).

Los microtubulos son largos polimeros de proteinas
formados por heterodimeros de a-tubulina y B-tubulina. La
polimerizacion de los microtibulos se produce a través de la
dinamica de polimerizacion en la mitosis que implica la hidrélisis
de GTP para suministrar energia en el momento que la tubulina,
con GTP unido, se afade a los extremos de los microtubulos. En
la mitosis, los cromosomas duplicados de las células se dividen
en dos conjuntos idénticos antes de la division en dos células
hijas, y la dinamica de la polimerizaciéon de los microtubulos
desempefia un papel fundamental en este proceso como parte
de la replicacién celular. La participacién crucial de microtubulos

en la mitosis los convierte en un objetivo para los agentes

104



antitumorales; en general, estas sustancias son conocidas como
agentes antimitéticos (Gangjee, 2007).

El paclitaxel actua en la metafase de la mitosis celular,
uniéndose a las subunidades de B de tubulina impidiendo su
despolimerizacion e inhibiendo el proceso de division celular
clave en la formacion de lesiones cancerosas, y provocando la
apoptosis mediada por p53.

Ademas, diversos estudios sugieren que la eficacia de
paclitaxel puede ser debida no sélo a su actividad de
estabilizacion de microtubulos, sino a su capacidad para activar
la liberacidn local de TNF-a de los macrofagos, una citoquina
inductora de la apoptosis (Lanni, 1997).

Entre las indicaciones autorizadas por la Agencia Espafiola
del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMyPS) se
encuentran distintos tipos de cancer: ovario, mama, pulmén no
microcitico avanzado, sarcoma de Kaposi en pacientes con SIDA
(Paclitaxel Accord® ficha técnica). Ademas se emplea en
angiosarcoma, tumores de origen desconocido, cancer de vejiga,
testiculo, esdfago, ovario, de trompas de Falopio, prdstata,
cérvix, gastrico, cabeza y cuello, linfoma maligno, utero,
nasofaringeo, peritoneal, mieloma multiple, cancer pulmén vy
oligodendrogliomas.

Aunque el tratamiento de las afecciones de la piel no se

encuentra entre sus indicaciones, se han notificados casos en los
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que paclitaxel intravenoso se ha empleado en el tratamiento de
carcinoma de células basales con buena respuesta y tolerancia
(Millsop, 2012) y en enfermedades inmunomediadas como la
psoriasis (Ehrlich, 2014) para la que existen estudios por via
topica (Kilfoyle, 2012).

Se han realizado estudios con otros agentes
quimioterapicos para su aplicacion tépica en el tratamiento de
gueratosis actinica, como es el caso de la antraciclina
valrubicina. Se trata de una antraciclina con una mayor lipofilia,
lo cual permite su formulacion para su aplicacion topica
(Andersen, 2010). Otro grupo de farmacos como son los
inhibidores de la tirosinkinasa, también se han estudiado para la
prevencion del fotoenvejecimiento en ratones albinos SKH-1
expuestos 3 veces por semana a radiacion UVB durante 20
semanas, mostrando accion quimiopreventiva (Uckum, 2010).

En concreto el paclitaxel ha sido formulado de diversas
maneras para conseguir una mayor permeacion en las distintas
capas de la piel sin llegar a provocar un efecto sistémico y evitar
asi un amplio rango de efectos adversos. Se ha empleado el
Cremophor, nanoparticulas, liposomas, emulsiones, parches asi
como jabones (Haque, 2015).

Paclitaxel formulado como microcoloide
(microencapsulado) o Ethosomas® presenta una mejor

permeacion hacia el estrato cérneo (en menor tiempo y mayor
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capacidad de acceso a la dermis) con respecto a paclitaxel en
otras formulaciones ya que el paclitaxel presenta una elevada
lipofilia que hace que quede retenido en el estrato cérneo y no
penetre a capas mds profundas de la piel. Una diferencia
fundamental en esta formulacion de paclitaxel como
Ethosomas® es la elaboracidn utilizando etanol que permite una
distribucion mas homogénea de paclitaxel en compartimentos
tanto hidrofébicos como hidrofilicos (Paolino, 2012).

La formulacion de paclitaxel en tiroesferas permite
controlar la sobreproliferaciéon de queratinocitos, controlar la
dosis liberada de paclitaxel y facilitar su en la dermis frente a
otros estratos, minimizando asi la exposicidon sistémica y los
efectos adversos asociados (Kilfoyle, 2012). Tan importande
como la encapsulacién para permitir la entrada del principio
activo al lugar de accidn es la capacidad para liberarlo una vez
qgue éste ha sido alcanzado, dicha capacidad ha sido posible en
este modelo gracias a la degradacion del polimero y la
disociacidon de las particulas que lo forman (Kilfoyle, 2012).

GantrezeS es un copolimero de metil vinil éter y un
derivado de acido maleico con capacidad adhesiva que permite
una fuerte interaccidn y el contacto prolongado con la piel que
aumentan la biodisponibilidad del farmaco (Bionanoplus, 2016).
Presenta variedad de aplicaciones farmacéuticas como

adhesivos para dentaduras postizas, espesante y agentes de
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suspensidon, como adyuvantes para la preparacion de parches
transdérmicos y como agentes de recubrimiento de pelicula
(Abello, 1990). Tras su aplicacion forma una pelicula
transparente y pegajosa con gran resistencia a la humedad. La
formulaciéon de paclitaxel junto con este polimero proporciona
al fdrmaco una mayor permeacion transdérmica a través de los
foliculos pilosos y la difusidon por la membrana del compuesto
libre (Mpharm, 2014) pero no se comporta como mero
excipiente ya que ha demostrado capacidad para estimular el

sistema inmune (Ferrer, 2012).

~CH;—CH—CH—CH—

o=C c=0
No””

—~ - n

Fig. 27. Estructura quimica de la molécula de Gantrez (Irache, 2005).
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V. OBJETIVOS
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12 Establecer un modelo de fotoenvejecimiento vy
fotocarcinogénesis cutaneos en ratones SKH-1 mediante la

exposicion cronica a Radiacion Ultravioleta.

22 Estudiar los efectos de la administracion tépica de ingenol
mebutato y un taxano, paclitaxel, en diferentes formulaciones,

sobre las lesiones cutaneas desarrolladas.
32 Determinar el comportamiento biolégico y la capacidad de

invasion de los tumores desarrollados mediante técnicas

inmunohistoquimicas.
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V. MATERIAL Y METODOS
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1. MATERIAL

A. Animales

Hemos utilizado 72 ratones SKH-1, eutimicos,
inmunocompetentes, hembras de 4 semanas de edad y un peso
medio de 19 gramos, al principio del experimento. Procedian
del laboratorio Charles River, Nueva York y fueron aclimatados
en el Servicio de Animales de Laboratorio (SAl, n2 REGAES
300305440012) de la Universidad de Murcia.

Los ratones se distribuyeron en seis grupos:

Grupo | Control (n=12): expuestos a radiacion RUV +
observacion.

Grupo Il (n=12): RUV + ingenol mebutato 3 dias.

Grupo lll (n=12): RUV + paclitaxel 1% (p/p) con 5% GES tépico 3
semanas.

Grupo IV (n=12): RUV + paclitaxel 1% (p/p) con 5% GES tdpico 6
semanas.

Grupo V (n=12): RUV + paclitaxel 1% (p/p) con 1,2% GES tdpico 3
semanas.

Grupo VI (n=12): RUV+ paclitaxel 1% (p/p) con 1,2% GES tdpico

6 semanas.
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B. Lampara

Para la irradiacién de los animales se ha utilizado una
lampara Philips Tipo HB 554/01/A con 8 tubos Philips
Performance S 100W. Esta lampara emite un espectro de 220-

425 nm y un pico maximo de 364 nm (98,6% UVA 'y 1,4% UVB).

Fig. 28. Detalle de la los 8 tubos de la lampara.

Esta se conectd a un dispositivo para el control del tiempo

de exposicion.

Fig. 29. Ldmpara de irradiacién con jaulas de PVCy temporizador.
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C. Ingenol mebutato

Gel de ingenol mebutato (Picato®)de 150mg/g para uso

cutaneo. Laboratorio LEO Pharma, Barcelona.

-
. Picato’

s Ingenol mebutato

Uso cutaneo
Para un solo uso
Conservar en nevera

3 tubos L E ©

Fig. 30. Ingenol mebutato.

D. Paclitaxel

Se emplearon dos formulaciones del taxano objeto de

estudio que fueron:

e Paclitaxel 1% (p/p) con 5% GantreES (GES), envase
de 50g.

Fig. 31. Paclitaxel 1% (p/p) con 5% GES.
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e Paclitaxel 1% (p/p) con 1,2% GES (GES), envases de
3ml.

Fig. 32. Paclitaxel al 1% p/p con 1,2% GES.

Ambos compuestos fueron fabricados por BIONANOPLUS
(Navarra, Espafia) y suministrados por el Laboratorio Spherium

Biomed (Barcelona, Espaia).
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2. METODOS

A. Procedimiento experimental

Tras la llegada de los ratones a las instalaciones de
establecid un periodo de acomodacion de siete dias antes del
inicio del experimento, en el que los ratones fueron sometidos a
las condiciones experimentales.

Cada grupo de 12 animales fueron mantenidos en jaulas
de metacrilato transparente de 40x30 cm, con cubierta metdlica
de rejas y con espacio para alimento y agua. Estas se ubicaron
en una sala con foto-periodo-luz-oscuridad de 12-12 horas, una
temperatura media de 20-242C y humedad relativa de 40-70%,

con aporte de comida y bebida "ad libitum".

Fig. 33. Jaulas de mantenimiento de los ratones.
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Fueron tratados segun las normas de la Unidén Europea
sobre la proteccion de animales utilizados en experimentacion
Directiva 2010/ 63/ UE, asi como el Real Decreto 53/2013 del 1
de febrero de 2013, Espafia. Asimismo, el Comité de Bioética de
la Universidad de Murcia aprobd todos los experimentos.

El periodo de irradiacion consistio en la irradiacion UV 4
veces por semana (lunes, martes, jueves y viernes), durante un
total de 65 sesiones. Para ello, se situaba a los animales en
jaulas de PVC con separadores individuales para cada ratén y
una cubierta de celosia metalica y se colocaban bajo la [ampara
de luz ultravioleta a una distancia foco/piel de 20 cm y ésta se
conecté con un dispositivo de control automatico del tiempo de
irradiacion, fijado en 60 minutos. La distribucidon de los animales
en cada receptaculo fue rotando con el fin de obtener una

exposicion uniforme a todos ellos.

Fig. 34. Jaula para la irradiacion con cubierta de celosia

metalica.
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La energia recibida por sesion fue de 21,1 J/cm?, por lo
que al final de las 65 sesiones, la energia total absorbida por
cada animal fue de 1.371,5 J/cm?.

A continuacidon comenzo el periodo de tratamiento en el
que el grupo | (Control) se mantuvo un mes sin tratamiento y
bajo las condiciones experimentales. A los ratones de grupo Il se
les aplicd ingenol mebutato por via tdpica sobre la piel del lomo
y la cabeza durante 3 dias consecutivos.

Las distintas formulaciones de paclitaxel se administraron
de forma tdpica usando un pincel sobre la misma zona de los
animales correspondientes a los grupos llI-VI tras el periodo de
irradiacion durante 3 (grupos Il y V) 6 6 semanas (grupos IV y VI).

El periodo de mantenimiento comenzé al finalizar cada
tratamiento y consistio en un mes en el que los ratones se
mantuvieron bajo las condiciones experimentales sin someter a
ninguna intervencion adicional.

Los animales fueron revisados clinico-
macroscopicamente a diario antes y después de cada sesion de
irradiacion y tratamiento y semanalmente durante el periodo
de mantenimiento.

Se establecid un protocolo de vigilancia y punto para
detectar animales que tuvieran que ser sacrificados antes de
finalizar el experimento basado en la Guidelines for the welfare

and use of animals in cancer research (Workman, 2010),
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mediante el que se descartaba la presencia de signos de
malestar animal mediante el analisis de la respuesta al manejo,
el comportamiento, la apariencia y signos clinicos como el
sangrado.

Una vez transcurrido un mes desde la finalizacion del
tratamiento de cada grupo, los ratones fueron sometidos a
eutanasia mediante la sobrecarga progresiva de inhalacion de
CO: en una camara de eutanasia experimental.

A continuacion se les realizd la necropsia de la piel del
lomo con inmersién en formol neutro tamponado al 10%, al
menos durante 48 horas.

Los animales que murieron en el transcurso del

experimento fueron excluidos del estudio.

B. Estudio clinico

A las 0, 30, 50 y 65 sesiones de irradiacidn, se realizaron
fotografias de la piel del dorso expuesta a las radiaciones vy
posteriormente con periodicidad semanal hasta el final del
experimento.

Las principales lesiones observadas en cada grupo se
anotaron en una tabla que recogia el tiempo de aparicién de:
eritema difuso pasajero, eritema permanente-telangiectasias,

patron geomeétrico y arrugas cutaneas, engrosamiento irregular,
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lesiones  eritematosas-escamosas, lesiones  queratdsicas-
nodulares, lesiones tumorales y lesiones ulceradas.

° Las dreas medias de lesion por grupos en cada
etapa.

Las fotografias digitales se realizaron con la camara
fotografica digital Canon EOS 500D junto a papel milimetrado
para medir el tamano de las lesiones, segln el procedimiento de
Feng (2006).

Para la realizaciéon del proceso de pesada y fotografiado,
cada animal fue anestesiado mediante la inhalacion de
isofluorano 1.00mg/g.

Las fotografias tomadas al final del periodo de irradiacién,
tras el tratamiento y al finalizar el estudio fueron medidas
individualmente mediante el software de procesamiento y
analisis de imagen Image J para obtener el area afectada por las
lesiones.

Para ello primero se realizé un calibrado del programa con
el papel milimetrado que acompafiaba al ratédn en cada
fotografia y a continuacion se marcaron los puntos del
perimetro de las areas de cada raton obteniéndose la medida en

centimetros cuadrados del area afectada.
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Fig. 36. Calibrado y medida del drea de lesiéon

Tras el calculo de las areas de lesion macroscopica,
determinamos tres variables en cada uno de los grupos
experimentales en funcidon de la evolucion las areas de lesion
obtenidas:

Area de lesién desarrollada tras la irradiacion.

Se consideraban como: minima, media o maxima. Para la
valoracion de esta variable se determind que la superficie total
del lomo suponia en torno a 10 cm? (100%), y se compard con
esta drea el drea de afectacidn de cada ratdn; asi se clasificaron
como:

° minima: lesiones que ocupan menos de 1/3 ¢
3,3cm? de la superficie del lomo.

. media: entre 1/3y 2/3 63,3y 6,6 cm?

° maxima: mas de 2/3 o mas de 6,6 cm? o aquellas

lesiones de aspecto neoplasico.
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Porcentaje de remision de las lesiones tras el tratamiento
aplicado, al compararlo con la medida en la etapa anterior (al
final de la irradiacion). Clasificandose de la siguiente manera:

e remision del 100%
e remision del 75%
e remision del 50%

® no remision.

Estado de las lesiones al final del experimento. El area de
lesidén de cada animal se midié y se compard con el area al final
de la etapa anterior y los resultados se clasificaron como:

e no lesion
¢ |esidn remanente sin crecimiento

¢ lesion remanente con crecimiento.

C. Estudio microscépico

Tras un periodo de fijacion de las pieles de 48 horas en
formol neutro tamponado al 10%, se tomdé una muestras de la
lesion principal de la piel de cada ratdon y se e incluyeron en
parafina.

De los bloques de parafina se realizaron secciones
histolégicas de 3 um de grosor que fueron tefidas con
Hematoxilina-eosina (H&E, Panreac) y Ver-Hoeff (Dako) que tine

especificamente las fibras elasticas de la dermis.

125



Fig. 37. Incluidor automatico Dia Path.

El estudio microscopico fue realizado con el microscopio
Leica DM, mediante la observacion realizado por tres
observadores de las secciones histoldgicas de las lesiones de
cada animal que recopilaron un listado de la lesién de maximo

grado de malignidad observada en cada muestra.

Fig. 38. Microscopio Leica DM.
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D. Estudio inmunohistoquimico

El estudio inmunohistoquimico se realizd en colaboracién
con el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital General
Universitario Reina Sofia de Murcia.

Realizamos el estudio inmunohistoquimico de la lesidn
principal de la piel de los animales de los grupos | (Control), Il
(Ingenol mebutato) y V (Paclitaxel con 1,2% GES 3 semanas).

Después de desparafinar y bloquear la peroxidasa enddgena
con agua oxigenada al 3% durante 30 minutos, se desenmascaro
el antigeno de las muestras con tampdn citrato (Panreac) a
pH=6 en microondas a potencia 1 durante 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 (Milipore) al 10% durante 1
hora a T2 ambiente. Después se incubaron las secciones con el
anticuerpo primario monoclonal contra PCNA,
Metaloproteinasa-9 e Inhibidor de Metaloproteinasas TIMP-1
(Dako) a dilucién 1:2000 durante toda la noche a 42C. Entonces,
se lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario Goat anti-
mouse biotinado (Dako) durante 1 hora a T2 ambiente, vy
finalmente se incubaron con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Cultek) a dilucion 1:1000 durante 1 hora mdas a T2

ambiente. El revelado de la inmunotincion se hizo con
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diaminobenzidina (Sigma Aldrich) durante 3,5 minutos, y las
muestras se contrastaron con Hematoxilina de Mayers.
Posteriormente procedimos a la cuantificacion
semicuantitativa de la expresién de cada anticuerpo, realizada
por dos patdélogos experimentados, cegados a los resultados del
estudio. Se valord de una a tres cruces la intensidad del marcaje
observada en cada campo de estudio, que fueron tres en cada
muestra, con una magnificacion de 10x. El marcaje leve se
valoré con una cruz (+), el moderado con dos (++) y el severo

con tres (+++).

E. Estudio estadistico

Se realizé en colaboracion con la Catedra de Bioestadistica
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia, a través
del software ANOVA SPSS® v19.0 (SPSS® Inc, Chicago, USA)
mediante el que efectuamos los siguientes procedimientos
estadisticos:

Con respecto al area de lesidn se determind el area total,
el area media, y su desviacion estandar de cada grupo de
animales en cada uno de las tres etapas del experimento
(exposicidn, tratamiento y post-exposicion).

De estas medidas se realizd, en cada etapa, el analisis de
la varianza de medidas repetidas (ANOVA) de las areas medias

de lesidon de cada grupo y comparaciones muiltiples por pares,
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obteniendo el error tipico, el intervalo de confianza al 95% vy la
significacion estadistica de la diferencia entre los grupos
comparados.

La presencia cada tipo de lesidn microscopica en cada
grupo y el resultado de la inmunohistoquimica se expresé como
porcentaje de cada caso.

Considerandose estadisticamente significativos los valores

de p inferiores o iguales a 0,05.
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VI. RESULTADOS
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ANIMALES SANOS

A.  ESTUDIO CLINICO-MACROSCOPICO

Clinicamente la piel de los ratones SKH-1 es rugosa,
rugosidad que aumenta progresivamente con la edad. El pelo se
desarrolla de modo normal, y cubre toda la superficie y a partir
de la segunda semana de vida se produce la pérdida del pelo de
manera rapida y completa, que se inicia en los parpados vy
continua progresivamente en sentido caudal, de modo que a las
tres semanas de vida los animales se quedan sin pelo,
exceptuando la persistencia de algunas vibrisas o pelos blancos

y largos. Las ufias son largas y retorcidas.

Fig. 39. Piel ala primera semana de nacer en las que aln conserva

el pelo.
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B. ESTUDIO MICROSCOPICO

Microscépicamente la epidermis es similar en espesor en
los dos sexos, pero en los machos la dermis es mas gruesa y la
hipodermis mas delgada. La epidermis esta constituid por 3 a 5
capas de queratinocitos de morfologia poligonal en las capas
mas profundas de la epidermis y se van aplanando en las capas
mas superficiales. El estrato cérneo consta de 2-3 capas de
corneocitos aplanados y cornificados. En la dermis se aprecian

numerosos foliculos pilosos generalmente atréficos y dilatados.

Fig. 40. Zona de piel sana. (H.E. 125x.)
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I. GRUPO CONTROL

A.  ESTUDIO CLINICO-MACROSCOPICO
Durante la realizacion del experimento todos los animales,
tras su exposiciéon a la radiacién presentaron una amplia gama
de lesiones, con una evolucion diferente en cuanto al tamafo y
extension, severidad y evolucion que, en general estaban
relacionadas con la radiacién acumulada y el tratamiento al que
eran sometidos.
Las principales lesiones desarrolladas consistieron en:
1. Eritema: correspondia a las primeras modificaciones
que presentaban todos los animales al ser expuestos a
las radiaciones. Estaba caracterizado por la presencia
de enrojecimiento cutaneo en las zonas de menor
distancia con el foco de irradiaciéon, como la zona
central del lomo, el cuello, la cabeza y las orejas. Se
presentaba desde la primera sesidn de irradiacion,
siendo difuso y pasajero pues desaparecia
generalmente durante las primeras sesiones al cabo
de 30 a 60 minutos de exposicion. Transcurridas 30
sesiones se hacia permanente, pasando a una

tonalidad mas violdacea y con aspecto telangiectasico.

135



Fig. 41. Eritema de caracter permanente sobre la superficie de piel

expuesta.

2. Patdon geométrico y aspecto reticular cutaneo: se
observaba un marcado patrén geomeétrico con aspecto
reticular de la piel, fundamentalmente a partir de 30
sesiones de irradiacion, que se hacia mas patente

conforme aumentaba el niumero de sesiones.

Fig. 42. Patrén geométrico sobre la superficie del lomo.

3. Arrugas cutdneas: las arrugas longitudinales se
presentaban asimismo, a partir de 30 sesiones de
irradiacion extendiéndose a lo largo de todo el dorso

de los ratones. Durante la evolucidn del experimento
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solian acompafar a los fendmenos de laxitud y pérdida
de elasticidad de la piel lesionada, presentandose
también en forma radial alrededor de las lesiones
eritematosas y de las ulceradas.

Engrosamiento cutaneo irregular: aparecia
transcurridas 50 sesiones de irradiacién, presentaba un
aspecto granular difuso y una distribucién variable por
todo el dorso cutaneo que puntualmente se
acompanaba de lesiones de aspecto queratdsico
localizadas.

Lesiones escamosas: eran muy frecuentes hacia la 50
sesion de irradiacidn. Se localizaban sobre las lesiones
anteriores, en areas de aspecto eritemato-escamoso
de entre 1x1 mm y 3x3mm que aumentaban
progresivamente de volumen a placas irregulares, asi

como la presencia de zonas erosionadas.

Fig. 43. Numerosas lesiones papulosas y micronodulares que

confluyen formando placas.
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6. Lesiones nodulares: a partir de la sesion 50 toda la
superficie expuesta a la radiacion experimentaba
engrosamiento cutdneo y comenzaban a aparecer
lesiones nodulares sobre la piel en la que también se
observaban arrugas cada vez mas marcadas.
Inicialmente eran de pequefio tamano y se
presentaban de forma aislada y dispersa. Conforme
avanzaba el niumero de sesiones de irradiacion crecian

en numero y tamafio.

Fig. 44. Lesiones nodulares multiples.

Estas lesiones crecian hacia el exterior formando
lesiones vegetantes que, al aumentar de tamafio se
acompafaban de ulceracidn en la zona central, dando

lugar a depresiones de aspecto crateriforme-cornificadas.

138



7. Lesiones ulceradas: se presentaban una vez finalizado
el periodo de irradiaciéon, aunque la mayoria se
desarrollaba al final del experimento, como grandes
areas ulceradas sobre las zonas eritematosas, que
estaban generalmente recubiertas de costras fibrino-
necroticas y mostraban consistencia firme y con

frecuencia estaban fijadas a planos profundos.

Fig. 45. Lesiones de tipo tumoral infiltrada de 5x7mm y superficie

ulcerada.

Dado que observamos una gran variedad respecto
al tamafo de las lesiones entre animales del mismo grupo,
para el estudio de la evolucion de las lesiones, utilizamos
como medida de referencia el drea media de afectacion,
en lugar del area total en cada grupo.

Tras la ultima sesién de irradiacion el drea media

de las lesiones fue de 1,13 cm?.
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Asimismo las lesiones eran de extension minima en

un 91% de los ratones; y media en el 9% restante.

Fig. 46. Lesiones de extensiéon minima.

Al cabo de 10 dias tras el final de la irradiacidn se
obsevaban fundamentalmente lesiones tumorales vy
ulceradas.

Transcurrido un mes desde la Ultima sesién de
irradiacion, periodo en el que este grupo no se sometié a
ningun tipo de tratamiento, el area media de las lesiones
era de 1,03 cm?.

El 23% de los ratones mostrd remision del 50% de
las lesiones y el 77% restante no mostré remision. (Tabla

N2 13).
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Fig. 47. Lesiones de extensidon media con pdpulas y nédulos

de mayor tamafio.

Después de 2 meses de observacién sin tratamiento
el drea media de lesion fue de 1,71 cm?.
El 100% de las lesiones mostraba crecimiento con

respecto a la etapa anterior.
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ESTUDIO MICROSCOPICO

Las principales alteraciones desarrolladas fueron:

1.

Hiperqueratosis: Caracterizada por aumento del
grosor del estrato cérneo que esta formado por varias
hileras de células queratinizadas y anucleadas
dispuestas densamente formando un patréon en
hojaldre; se acompanaba de hipergranulosis con
numerosos granulos de queratohialina en el
citoplasma de los queratinocitos, que esta
caracterizada por el aumento de grosor del estrato
granuloso.

Con menos frecuencia se observaba
paraqueratosis, caracterizada por la presencia de
nucleos en las células del estrato epidérmico mas
superficial que estaban totalmente queratinizadas
(estrato coérneo). También observamos en la zona
disqueratosis, caracterizada por la queratinizacion de
forma individualizada de los queratinocitos,
preferentemente a nivel del estrato espinoso de
Malpighio.

Hiperplasia: Estaban constituidas por varias hileras
(entre 3 y 10) de queratinocitos basales de morfologia
poligonal. Los citoplasmas eran escasos y los nucleos

voluminosos con los ejes mayores perpendiculares a la
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membrana basal epidérmica. Mostraban nucleolos
muy patentes y en ocasiones se observaban algunas
figuras de mitosis. Se observaba de forma frecuente
tanto de manera aislada como en las proximidades de
las lesiones neoplasicas.

No obstante, las alteraciones mas
frecuentementes correspondian a engrosamiento
irregular de la epidermis, con mayor o menor grado de
papilomatosis. Esta acantosis era el fendmeno que
caracterizaba a la mayor parte de la piel de las areas
mas expuestas a la radiacion (lomo, dorso de la cabeza
y cuello, etc.) y mostraba gran heterogeneidad, pues
alternaban las dreas de un gran espesor (15 a 20 capas
celulares) con otras no tan engrosadas, que solian
acompanarse de frecuente pleomorfismo celular vy
nuclear

En el grupo control el 100% de los ratones

mostré presencia de hiperplasia epitelial.
Displasia: Estas lesiones se encontraban, con
frecuencia, tanto de forma aislada como junto a los
fendmenos descritos previamente, asi como en la
vecindad de las lesiones neoplasicas malignas.

En estas dreas predominaban las alteraciones de

la polaridad celular, asi como el intenso pleomorfismo
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celular 'y nuclear, fendmenos frecuentes de
disqueratosis y mitosis atipicas, que afectaban al tercio
inferior del epitelio, a la mitad o mas de dos tercios de
la misma (grados I,11,11l, respectivamente). No obstante,
predominaban las de grado |, siendo las menos

frecuentes las de grado lll.

y . - 3 ¥ O :

Fig. 19. Displasia grave. (H.E. 312,5x.)
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Ademas, en el 7,7% de los animales del grupo
se observd la presencia de carcinoma in situ. Se
caracterizaba por la atipia de queratinocitos que
afectaba a todo el espesor de la epidermis, y se
disponian de forma irregular lo que hace imposible
distinguir el estrato basal, el estrato espinoso y el
cérneo aunque se mantenia intacta la membrana

basal. Sus nucleos presentaban figuras mitdticas

aberrantes y mitosis superficiales.
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Fig. 50. A: Carcinoma in situ en un quiste epidérmico. B y C: Detalle

de carcinoma in situ. (H.E. 125x, 200x y 212,5x.).

Con frecuencia no se observaban carcinomas
microinvasores, que habitualmente se caracterizan por
la presencia de cordones epiteliales irregulares con
marcadas atipias celulares que infiltran a través de la
membrana basal hasta la dermis papilar. En éstos es
frecuente observar pequefios focos epiteliales aislados,
de caracteristicas morfoldgicas atipicas, asi como
infiltrados periféricos y parcheados de linfocitos y
células plasmaticas.

Carcinoma de células escamosas: El 92,3% de los
animales en el grupo control mostré presencia de
carcinomas de células escamosas, que consistian en
nidos o cordones de células epiteliales escamosas que
surgian de la epidermis expendiéndose por la dermis
hasta una distancia variable. Con frecuencia la invasién
dérmica estaba localizada en la dermis papilar, y con
menor frecuencia se extendia de forma irregular hacia
la dermis reticular subyacente. Las células eran
poligonales, con nucleos voluminosos y moderado
pleomorfismo celular y nuclear. Los nucleos eran, en
general, muy voluminosos, con uno o varios nucléolos

grandes e hipercromaticos.
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También eran frecuentes los fendmenos de
queratinizacion celular individual o disqueratosis, asi
como la presencia de numerosos globos cérneos. Las
mitosis eran frecuentes, mientras que eran escasas las
mitosis monstruosas. Los cordones y nidos irregulares
rompian la membrana basal epidérmica e infiltraban Ia
dermis y con frecuencia hasta el musculo esquelético
subyacente. Alrededor de estas areas era frecuente la
presencia de fendmenos de fibrosis e infiltrados

linfoplasmocitarios.

Fig. 51. Carcinoma escamoso. Detalle de los cordones de células
escamosas con frecuente disqueratosis y pequefios globos cérneos.

(H.E. 200x.)
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Fig. 52. Carcinoma espinocelular invasor con reaccién

inflamatoria interna. (H.E. 200x.)

Las células neoplasicas mostraban abundante
citoplasma eosindfilo y formacién de globos

cdrneos voluminosos.

Fig. 53. Carcinoma espinocelular. Detalle de Ila

queratinizacion (globos cérneos). (H.E. 340x.)

148



Estos carcinomas mostraban  extensa
infiltracion de la dermis y en uno se extendia
afectando al musculo adyacente. En ocasiones se
infiltraba a lo largo de las vainas nerviosas, vasos

sanguineos o linfaticos.

,,, VI
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Fig. 54. Carcinoma con invasién muscular.

(H.E. 360x.)

La mayoria de los carcinomas de células
escamosas mostraban en su periferia zonas de
displasia.

5. Elastosis dérmica: se observaban fendmenos de
desorganizaciéon de la estructura, asi como la
degradacion de las fibras de colageno y elastina como
resultado de la inflamacidn cronica provocaba

acumulo de material amorfo en la dermis.
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Esta desorganizacidn ocurria segun tres patrones
o grados: el grado | con predominio de fibras
desorganizadas y dispuestas individualmente, el grado
Il en el que estas fibras alteradas se alternaban con
acumulos irregulares y compactos de elastina,
ligeramente basoéfilos y el grado Il con marcado

predominio de los acimulos compactos de elastina.

Fig. 56. Detalle de elastosis. (H.E- 200x)
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GRUPOS TRATADOS

Il. GRUPO INGENOL MEBUTATO 3 DIAS

A.  ESTUDIO CLINICO-MACROSCOPICO
Alrededor de las 30 sesiones de irradiacion el eritema,
gue inicialmente era pasajero, persistia una vez finalizada la

irradiacion y pasaba a una tonalidad violacea.

Fig. 57. Eritema permanente.

Las arrugas cutaneas observadas al cabo de 30 sesiones
se extendian por toda la superficie de los animales mostrando
un marcado patron geométrico, con presencia de arrugas
longitudinales que se estendian por toda la superficie cutaneay

a partir de la sesién 50 se apreciaba engrosamiento irregular.
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Fig. 58. Arrugas con patréon geométrico.

Al finalizar el periodo de irradiacion, tras 65 sesiones, el
area media de lesion fue de 0,44 cm?, siendo en todos los casos
de extensién minima.

Los ratones mostraban una piel engrosada vy
marcadamente arrugada con pequefias lesiones de tipo

eritemato-escamosas asi como lesiones nodulares.

Fig. 59. Pequenas lesiones papulares y nodulares.

Los ratones de este grupo fueron tratados durante 3 dias
consecutivos con el farmaco ingenol mebutato. Tras el

tratamiento el drea de lesidn era de 2,18 cm?, presentando
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diferencias estadisticamentes significativa con respecto al area
medida del grupo control.

En esta etapa el 100% de los ratones no mostraba
remision de las lesiones.

La piel presentaba lesiones escamosas con costras
amarillentas, asi como otras lesiones de tipo tumorales vy

ulceradas.

Fig. 60. Erosion de la piel tras el tratamiento con ingenol mebutato.

Tras 10 dias desde el final de la irradiacion se
desarrollaban lesiones tumorales y de superficie ulcerada.

Transcurrido un mes sin tratamiento el area de lesidn era
de 0,41 cm? mostrando diferencias estadisticamente
significativas con el grupo control, con una reducciéon del area
media de las lesiones del 100% con respecto al area en la etapa

previa.
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Fig. 61. Superficie del lomo cubierta de lesiones tumorales

vegetantes.

Fig. 62. Quiste sobre el que se desarrolla una lesién nodular.

B. ESTUDIO MICROSCOPICO
Destacaba la presencia de hiperplasia epidérmica de
manera generalizada y zonas de piel displasica en todos los

animales del grupo.
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Fig. 63. Detalle de areas de displasia (H.E. 200x.)

El 8,3% de los animales desarrollé carcinomas in situ, en
los que se apreciaba la membrana basal intacta y cuya superficie
aparecia cubierta por numerosas capas de queratina y el 16,7%

presentd carcinomas microinvasores.

Fig. 64. Carcinoma in situ. (H.E. 200x.)
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Figura 66. Reaccién desmoplasica alrededor de un carcinoma de

células escamosas. (Tricrémico de Masson, 312,5x.)

En este grupo la presencia de carcinomas invasores fue
de 75% de los animales, siendo todos ellos tumores de tipo

carcinoma espinocelular.
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IR GRUPO PACLITAXEL 1% (P/P) CON
5% GES DURANTE 3 SEMANAS

A. ESTUDIO CLINICO-MACROSCOPICO
Desde el inicio del experimento todos los animales
presentaban eritema cutaneo difuso que desaparecia al cabo de
unos minutos.
A partir de la sesion 30 de irradiacién la mayoria de
ratones de este grupo mostraba eritema cutaneo de caracter
permanente y también se podian observar multiples arrugas

cutaneas.

Fig. 67. Eritema permanente.

En la sesion 50 la piel expuesta mostraba un marcado

engrosamiento irregular.
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Fig. 68. Engrosamiento irregular.

Tras finalizar las 65 de sesiones de irradiacidn el drea de
lesiones correspondia a 0,64cm?.

Todos los ratones desarrollaban lesiones, la mayoria
presentaba numerosas papulas eritemato-escamosas y lesiones
nodulares sobre una piel con arrugas marcadas formando un

patron reticular destructivo.

Fig. 69. Detalle de lesiones de extension minima.
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Tras 10 dias desde el inicio del tratamiento se
observaban lesiones tumorales que en ocasiones estaban
ulceradas

Al finalizar las 3 semanas de tratamiento con paclitaxel
1% con GES 5% el drea de lesion fue de 1,51 cm?, que mostraba
diferencias estadisticamente significativas respecto a las del
grupo ingenol mebutato (II).

En el 100% de los casos no se observd remision de las
lesiones aunque la progresion lesional fue muy leve, ocurriendo

incremento del tamano de las lesiones.

Fig. 70. Lesiones papulares de gravedad moderada y lento

crecimiento.

Tras un mes de finalizar el tratamiento el area media de
lesién en el lomo de los ratones fue de 1,90 cm? y como en el
periodo anterior también observamos diferencias
estadisticamente significativas con respecto al area de lesion del

grupo ingenol mebutato (Il) en la misma etapa.
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Un 8% de los animales mantuvo las lesiones sin
crecimiento, mientras que el 92% mostraba lesiones estables
con crecimiento progresivo de las mismas y con erosion
superficial.

En este periodo predominaban las lesiones de aspecto

tumoral maligno.

Fig. 71. Lesiones eritemato-escamosas en grandes placas con

multiples lesiones nodulares erosivas.
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B. ESTUDIO MICROSCOPICO
Todos los animales de este grupo presentaban hiperplasia
epitelial con frecuente disqueratosis, que alternaban con otras
zonas de epidermis normal.
El 25% de los animales presentaba areas de carcinoma in
situ, el 8,3% carcinomas microinvasores y el 66,7% carcinomas

espinocelulares.

Fig. 73. Detalle de atipias celulares y la formacién de numerosos

globos cérneos. (H.E. 200x.)
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Fig.74. Carcinoma espinocelular.

musculo adyacente. (H.E. 200x.)
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IV. GRUPO PACLITAXEL 1% (P/P) CON
5% GES DURANTE 6 SEMANAS

A. ESTUDIO CLINICO-MACROSCOPICO
Durante las primeras semanas de irradiacidon la piel
mostré pérdida de laxitud, mostrando arrugas longitudinales a
partir de la sesion 30 de irradiacién, que se hacian mas
prominentes y adquirian un marcado patron geométrico.
Desde la sesion 50 se evidencid un engrosamiento
irregular en la piel del lomo de los ratones, asi como aumento

del patrén geométrico y de las arrugas.

Fig. 75. Evolucién de arrugas con marcado patrén geométrico entre

las sesiones 30 y 50 de irradiacién.

Tras las 65 sesiones de irradiacion las lesiones se

extendian sobre un drea de 0,73 cm?.
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El 100% de las lesiones desarrolladas ocuparon una
extension minima.

La piel de los ratones mostraba multiples lesiones
eritemato-escamosas, lesiones papulares de pequeno tamaiio,
lesiones nodulares y tumorales aisladas que ya mostraban

ulceracion central; asi como frecuentes cuernos cutdneos.

Fig. 76. Lesién de tipo nodular con superficie ulcerada de aspecto

crateriforme y bordes elevados.

Fig.77. Lesion nodular con cuerno cutaneo.
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Al finalizar el tratamiento el adrea de lesion era de
1,44cm?>.

El 100% de los ratones no experimentd variacidon en
cuanto al tamaifo de las lesiones tras la aplicacién del
tratamiento.

Las lesiones en este momento eran de tipo eritemato-

escamoso y tumoral con frecuente superficie ulcerada.

Fig. 78. Lesiones queratdsicas.

Trascurrido un mes desde la ultima dosis de tratamiento
el area lesionada crecié hasta los 2,47 cm?, con diferencias
estadisticamente significativas respecto al area media de lesion
de los ratones del grupo ingenol mebutato (Il) en esta misma
etapa.

El 100% de los ratones presentaba lesiones estables que
experimentaron crecimiento con una ocupacion de la totalidad
de la superficie del lomo.

Destacaban las lesiones de tipo tumoral de hasta 1cm de

diametro y superficie necrosada.
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Fig. 79. Multiples lesiones tumorales confluentes con costras

fibrino-necréticas.
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B. ESTUDIO MICROSCOPICO
Como en los otros grupos anteriores, todos los animales
presentaron zonas de hiperplasia epidérmica e intensa
hiperqueratosis.
El 27,3% de los ratones presentd carcinomas in situ, el
18,2% desarrolld carcinomas microinvasivos, siendo uno de
ellos de aspecto exofitico y digitiforme y el 54,5% desarrolld

carcinomas espinocelulares.

Fig. 80. Carcinoma exofitico con intensa hiperqueratosis. (H.E.

125x.)
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Fig. 82. Detalle de carcinoma con grandes globos cdrneos. (H.E.

312,5x.)
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V. GRUPO PACLITAXEL 1% (P/P) CON 1,2%
GES 3 SEMANAS

A. CLINICO-MACROSCOPICO

Tras las primeras sesiones de irradiacion los ratones
desarrollaban eritema que desaparecia transcurridos varios
minutos. Hacia la sesién 30 los ratones de este grupo mostraban
eritema permanente vy telangiectasias, asi como arrugas
cutaneas que conformaban un patron geométrico en el lomo
expuesto a la radiacion.

Trascurridas 50 sesiones de irradiacion se apreciaba
engrosamiento cutaneo irregular y en cinco animales Ia

presencia de pequeiias lesiones papulares.

Fig. 83. Lesion de tipo papular.

Al finalizar la irradiacion, el area de lesidon ocupaba

0,91cm?.
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El 90% de estas lesiones alcanzaba una extensidon minima
y el 10% restante era de grado medio.

Las lesiones que se observaban correspondian
predominantemente a multiples papulas de pequefio tamafio,
en ocasiones acompafnadas de lesiones de mayores dimensiones
qgue presentaban un aspecto escamoso, erosivo y nodular, sobre

una piel con arrugas muy marcadas.

Fig. 84. Papulas en la superficie del lomo sobre piel

engrosada.

Fig. 85. Lesiones nodulares.
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Tras 10 dias de tratamiento se apreciaban lesiones
tumorales cuya superficie se ulceraba.

Al finalizar el tratamiento el area afectada fue de 0,54 cm?, con
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo
tratado con ingenol mebutato (II) en este periodo.

Observamos una remision del 100% del area de las
lesiones en el 9% de los ratones; del 75% en el 18% y del 50%
en otro 18%, mientras que en el 55% restante no se produjo
remision.

Las lesiones en este punto eran de tipo nodular con
costras eritemato-escamosas y erosivas en su superficie y

tumorales que en 7 ratones eran de aspecto vegetante.

Fig. 86. Lesiones queratodsicas y nodulares.
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Fig. 87. Lesiones nodulares y exofiticas.

Después de un mes sin tratamiento, el area de la zona
afectada crecié hasta los 2,63 cm? siendo esta drea
estadisticamente significativa con la presentada por el grupo
tratado con ingenol mebutato en la misma etapa.

Todos los animales experimentaron crecimiento de las
lesiones con presencia de tumores nodulares de gran tamaiio,

con la superficie erosionada recubierta por costras.
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B. ESTUDIO MICROSCOPICO

Asimismo la piel de todos los animales de este grupo
mostré zonas de hiperplasia con aumento del nimero de capas
en la epidermis y acumulacién de células descamadas.

El 18,2% de los ratones no desarrollé lesiones neoplasicas
malignas, aunque si mostraron areas de displasia.

En el 9,1% observamos zonas de in situ, en otro 9,1%
carcinomas de crecimiento exofitico, en el 18,2% carcinomas
de tipo microinvasor y en el 45,4% de los ratones del grupo
espinocelulares.

Entre estos carcinomas espinocelulares 2 mostraron

invasion muscular.

Fig. 88. Carcinoma microinvasor. (H.E. 200x.)
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Fig. 89. Carcinoma espinocelular que invade el tejido muscular

adyacente. (H.E. 125x.)

Fig. 91. Carcinoma con invasion muscular. (H.E. 500x.)
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VI. GRUPO PACLITAXEL 1% (P/P) CON
1,2% GES 6 SEMANAS

A. CLINICO-MACROSCOPICO
Desde el inicio de la irradiacidn, los ratones de este grupo
mostraban eritema pasajero que se incrementaba hasta
convertirse en eritema permanente con telangiectasias a partir
de la sesion numero 30 y progresivo engrosamiento cutaneo

irregular hasta la sesion 50.

Fig. 92. Lesiones leves sobre piel con eritema de caracter

permanente.

Al finalizar el periodo de irradiacion el area dafiada por la
radiacidn fue de 0,72 cm?.
Las lesiones eran de extension minima en el 100% de los

animales.
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Los ratones en este momento presentaban la piel
engrosada, con arrugas muy marcadas y lesiones eritemato-
escamosas y queratosicas nodulares.

Tras 10 dias de tratamiento se observaban las primeras
lesiones tumorales y ulceradas.

Tras las 6 semanas de tratamiento, la zona afectada
alcanzé los 1,44 cm? drea con diferencias estadisticamente
significativas respecto a las desarrolladas en la misma etapa con
el tratamiento con ingenol mebutato (II).

El 10% de los ratones presentaba una remision del 50%
del area de lesidn mientras que el 90% restante no experimento
remision.

La piel mostraba erosion y presencia de costras en su
mayoria de pequefo tamafo sobre toda la superficie expuesta,
asi como lesiones tumorales. Uno de los animales presentd una
gran lesion de 2 cm de didmetro cuya superficie estaba

ulcerada.

Fig. 93. Lesiones papulares de extension media.
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Fig. 94. Lesidn tumoral de bordes elevados y ulcera central,

de aspecto crateriforme.

Tras un periodo de post-tratamiento de 1 mes, el area de
lesidn fue de 3,13 cm?, mostrando diferencias estadisticamente
significativas respecto al area medida en la misma etapa tanto
en el grupo control como en el tratado con ingenol mebutato.

El 67% de ratones desarrolld crecimiento de las lesiones
remanentes, mientras que en el 33% restante no mostrd

crecimiento.

Fig. 95. Tumoracion voluminosa.
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B. ESTUDIO MICROSCOPICO
En este grupo se observan carcinomas in situ en el 33,3%
de los ratones y carcinomas espinocelulares de caracter invasor
en el 66,7% restante. Dentro de este grupo algunos tumores
mostraron caracteristicas invasoras alcanzando las capas
musculares profundas y otros mostraban un marcado caracter

desmoplasico.

Fig. 97. Carcinoma invasor. (H.E. 500x.)
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A. Tiempo de presentacion de cada tipo de lesidn.
l. Durante la irradiacion (sesiones).
Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
Tiempo de Ingenol
Control 5% GES 5% GES 1,2 GES 1,2 GES
presentacion de mebutato
(1 3 semanas 6 semanas 3 semanas 6 semanas
lesiones (sesiones) (1)
(1) (V1) (V) (V1)

Eritema pasajero 1 1 1 1 1 1
Eritema permanente-

30 30 30 30 30 30
telangiectasias
Patron  geométrico-

30 30 30 30 30 30
Arrugas cutdneas
Engrosamiento

50 50 50 50 50 50
irregular
Lesiones eritematoso-

50 65 65 65 50 65
escamosas
Lesiones nodulares

50 65 65 65 50 65
>1lmm
Lesiones tumorales >65 >65 >65 65 >65 >65
Lesiones ulceradas >65 >65 >65 65 >65 >65

Tabla n2 1. Tiempo de aparicion de las lesiones durante la irradiacion.
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Il. Durante el tratamiento (dias).

Tabla n2 2. Tiempo de aparicion de las lesiones durante el tratamiento.
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B. Area de afectacion animal por grupos en cada
periodo.

1. Tablas de areas de lesidon

. Tras lairradiacion

Tabla n2 3. Areas de lesiones tras la irradiacién.

1,897 |,110*

*p>0,05. Diferencia estadisticamente no significativa

Tabla n2 4. ANOVA tras la irradiacion.
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[l. Tras el tratamiento

TRAS EL TRATAMIENTO

Area total | Areamedia| Desviacién
(cm?) (cm?) estandar
Control (1) 13,48 1,04 0,61
Ingenol mebutato (II) 26,18 2,18 0,65
PACLIT. 5% GES 3 sem. (lll) 18,12 1,51 0,89
PACLIT. 5% GES 6 sem. (IV) 14,36 1,44 0,76
PACLIT. 1,2% GES 3 sem. (V) 5,95 0,54 0,37
PACLIT. 1,2% GES 6 sem. (VI) 14,44 1,44 0,78
Total 94,27 1,37 0,83

Tabla n2 5. Areas de lesiones tras el tratamiento.

ANOVA Inter-grupos
Suma de Media
cuadrados | Gl cuadratica F p
TRAS TRATAMIENTO 17,691 | 5 3,538 7,873 |,0005*

*p<0,05. Diferencias estadisticamente significativas.

Tabla n? 6. ANOVA tras el tratamiento.
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Intervalo de confianza al 95%

GRUPO | GRUPO | Diferenciade | Error Limite
(A) (B) medias (A-B) | tipico P Limite inferior superior
I Il -1,14° 0,27 0,00 -1,68 -0,61
Il -0,47 0,27 0,08 -1,01 0,06
v -0,56 0,28 0,05 -1,12 0,01
v 0,50 0,27 0,08 -0,05 1,05
Vi -0,41 0,28 0,15 -0,97 0,16
I I 1,14 0,27 0,00 0,61 1,68
[l ,672" 0,27 0,02 0,13 1,22
v ,59" 0,29 0,04 0,01 1,16
v 1,64 0,28 0,00 1,08 2,20
Vi ,74" 0,29 0,01 0,16 1,31
[l I 0,47 0,27 0,08 -0,06 1,01
Il -,67° 0,27 0,02 -1,22 -0,13
v -0,08 0,29 0,77 -0,66 0,49
v ,97° 0,28 0,00 0,41 1,53
VI 0,07 0,29 0,82 -0,51 0,64
v I 0,56 0,28 0,05 -0,01 1,12
I -,59° 0,29 0,04 -1,16 -0,01
[l 0,08 0,29 0,77 -0,49 0,66
\Y 1,05" 0,29 0,00 0,47 1,64
VI 0,15 0,30 0,62 -0,45 0,75
\Y I -0,50 0,27 0,08 -1,05 0,05
Il -1,64" 0,28 0,00 -2,20 -1,08
Il -,97° 0,28 0,00 -1,53 -0,41
v -1,05" 0,29 0,00 -1,64 -0,47
VI -,90° 0,29 0,00 -1,49 -0,32
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VI

I 0,41 0,28 0,15 -0,16 0,97
I -, 74 0,29 0,01 -1,31 -0,16
1l -0,07 0,29 0,82 -0,64 0,51
vV -0,15 0,30 0,62 -0,75 0,45
Vv ,907 0,29 0,00 0,32 1,49

*La diferencia es estadisticamente significativa al nivel p<0,05. Diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos: | con Il y del Il con todos.

Tabla n? 7. Comparacién inter-grupos tras el tratamiento.
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lll. Tras el periodo post-tratamiento

Tabla n2 8. Areas de lesiones tras 1 mes sin tratamiento.

4,938 ,001*

*p< 0,05 deferencias estadisticamente significativas

Tabla n2 9. ANOVA tras el periodo post-tratamiento.
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Intervalo de confianza al
Diferencia 95%

GRUP |GRUP |de medias |Error Limite
O(A) |0O(B) |[(A-B) tipico p Limite inferior superior
I I 1,30 0,60 0,03 0,10 2,51
I -0,19 0,60 0,76 -1,39 1,01

v -0,76 0,60 0,21 -1,97 0,44

Vv -0,92 0,60 0,13 -2,13 0,28

VI -1,42" 0,59 0,02 -2,60 -0,25

Il I -1,317 0,60 0,03 -2,51 -0,10
Il -1,49° 0,61 0,02 -2,73 -0,26

\Y -2,07" 0,61 0,00 -3,30 -0,84

Vv -2,237 0,61 0,00 -3,46 -1,00

VI -2,73" 0,60 0,00 -3,93 -1,52

Il I 0,19 0,60 0,76 -1,01 1,39
Il 1,49" 0,61 0,02 0,26 2,73

v -0,57 0,61 0,35 -1,81 0,66

Vv -0,74 0,61 0,24 -1,97 0,50

VI -1,237 0,60 0,04 -2,44 -0,03

\Y I 0,76 0,60 0,21 -0,44 1,97
Il 2,07 0,61 0,00 0,84 3,30

Il 0,57 0,61 0,35 -0,66 1,81

v -0,16 0,61 0,79 -1,39 1,07

VI -0,66 0,60 0,28 -1,86 0,54

v I 0,92 0,60 0,13 -0,28 2,13
I 2,23° 0,61 0,00 1,00 3,46

Il 0,74 0,61 0,24 -0,50 1,97

v 0,16 0,61 0,79 -1,07 1,39
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Vi -0,50 0,60 0,41 -1,70 0,71
\ I 1,42° 0,59 0,02 0,25 2,60
Il 2,73" 0,60 0,00 1,52 3,93
1] 1,23" 0,60 0,04 0,03 2,44
v 0,66 0,60 0,28 -0,54 1,86
\Y 0,50 0,60 0,41 -0,71 1,70

*La diferencia es estadisticamente significativa al nivel p<0,05. Diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos: | con Il y el VI y del Il con

todos.

Tabla n2 10. Comparacion inter-grupos tras el periodo post-tratamiento.
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IV.Resumen de los 3 periodos

X: drea media, s: desviacion estandar

Tabla n? 11. Resumen de las areas de lesiones por etapas.

V. Total
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rea de lesion {cm2)

Tabla n2 12. Areas totales de lesidn.

2. Grafico de area media de lesion

Areas de lesion por grupos

4,00
3,50
3,00
2,50

=
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o

B TRAS IRRADIACION

Grafico n? 1. Area media de lesién por grupo en las 3 etapas con

barras de error tipico.
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C. Resumen de las lesiones de cada grupo en cada
etapa

1. Tabla de estado de las lesiones

Extension de las Evolucion de las lesiones
Evolucidn de las lesiones
lesiones tras el tras el tratamiento
Grupo al mes de finalizar el
periodo de (o tras 1 mes de
tratamiento
irradiacion* observacion en el control)
Control 91% minima 77% No remision 100% Lesiones remanentes
(1) 9% media 23% Remision del 50% con crecimiento
Ingenol
mebutato 100% No remisidn
m 100% minima 100% No lesion
]
92% Lesiones remanentes
Paclit. con L L
100% minima 100% No remision con crecimiento
5% 3 sem.
) 8% Lesiones remanentes sin
crecimiento
Paclit. con 100% N o 100% Lesiones remanentes
6 No remision
5% 6 sem. 100% minima con crecimiento
(1v)
Paclit. con 55% No remision
1,2% GES 90% minima 18% Remision50% 100% Lesiones remanentes
3 sem. 10% media 18% Remision 75% con crecimiento
(v) 9% Remisién 100%
Paclit. con 67% Lesiones remanentes
1,2% GES 100% minima 90% No remision con crecimiento
6 sem. 10% Remision 50% 33% Lesiones remanentes
(V) sin crecimiento

*Extension: minima O-3,3cm2, media 3,4-6,6 cm? y maxima mayor de
6,7cm2.

Tabla n2 13. Evolucién de las lesiones por etapas.
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2. Grafico de estado de las lesiones por etapas

AREA DE LESION TRAS LA
IRRADIACION
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AREA DE LESION TRAS

DESCANSO
100 100 100 92 100 100
60
40 33
20 3
0
| 1 1 v v VI
B No lesion

[ Lesion remanente sin crecimiento

M Lesion remanente con crecimiento

Grafico n2 2, 3 y 4. Estado de las lesiones en las 3 etapas.
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D. Incidencia de lesiones microscdpica por grupos

1. Tabla de incidencia de lesiones

Se considera incidencia el porcentaje de ratones con

presencia de al menos una lesién de la malignidad maxima en el

area observada:

Invasor

Paclit. | Paclit. | Paclit. | Paclit.
Ingenol 5% 5% 1,2% 1,2%
Control

mebutato | GES 3 | GES 6 | GES3 GES 6

4 (1) sem. | sem. sem. sem.

(1) (1v) (V) (Vi)

Hiperplasia 100% 100% 100% | 100% | 100% 100%
Displasia/
Carcinoma

in situ/ 7,7% 25% 33,35 | 45,5% | 54,6% | 33,3%
Carcinoma

microinvasor

Carcinoma

Espinocelular 92,3% 75% 66,7% | 54,5% 45,4 66,7%

Tabla n2 14. Incidencia de lesiones microscépicas.
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Grafico de lesiones microscépicas
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Grafico n2 5. Lesiones microscépicas.
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C. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

I. PCNA

En las figuras 98, 99 y 100, se muestran unos cortes
marcados con anticuerpo anti-PCNA de la piel de los animales de
cada grupo. Puede observarse el intenso marcaje de los nucleos
celulares, que presentan una coloracién marrdon oscura. Debido
a que todos los animales fueron irradiados, observamos un
aumento de células proliferantes en capas basales vy
suprabasales, pero el nimero de células positivas y la intensidad

del marcaje fue menor en los grupos tratados que en el control.

2 L
Fig. 98. Hiperplasia epidérmica en un animal del grupo Il (Paclitaxel
1% con 5% GES 3 semanas). Obsérvese la marcada positividad para
PCNA de la mayoria de las células del estrato basal y capas
suprabasales. (PCNA 200x.)
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Fig. 99. Periferia de un carcinoma de células escamosas de un
animal del grupo control. (PCNA 312,5x.)

o,

Fig. 100. Perifieria de un carcinoma in situ del grupo IV (Paclitaxel 1%

con 5% GES 6 semanas). (PCNA 200x.)
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. MMP-9

La expresidon positiva de MMP-9 fue observada
principalmente en el citoplasma de las células del estroma vy
células epiteliales proliferantes, y se presentaba como granulos
pardos (Fig. 101,102 y 103). En las zonas alejadas de las lesiones,
como en la piel del vientre de los animales, no habia marcaje. En
el caso de los carcinomas microinvasores, carcinomas in situ y
displasia de grado Ill, el marcaje solia ser de tipo severo,
mientras que en los tumores infiltrantes, existia un marcaje
moderado o leve en el interior del tumor, que se hacia mas
intenso en la periferia (frente de invasidon tumoral). No existian

diferencias entre los distintos grupos.

DS S

Fig 101. Marcaje leve de MMP-9 en un caso de hiperplasia cutanea
en un animal del grupo lll (Paclitaxel 1% con 5% GES 3 semanas).
(MMP9 200x.)
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Fig. 102. Positividad moderada para MMP-9 en un animal del grupo
V (Paclitaxel 1% con 1,2% GES 3 semanas) con hiperplasia cutanea.
(MMP-9 200x.)

Fig. 103. Destruccion de la matriz extracelular mediada por MMP-9
en un carcinoma de células escamosas del grupo control. (MMP9
340x.)
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Fig. 104. Marcaje leve de MMP-9 en piel ligeramente engrosada de
la periferia de la zona irradiada. Grupo Il (Ingenol mebutato).
(MMP9 200x.)

Fig. 105. Marcaj practicamente negativo con MMP-9 de un
carcinoma de células escamosas en un animal del grupo |l
(Paclitaxel 1% con 5% GES 3 semanas). (MMP9 312,5x.)
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Fig. 106. Detalle del caso anterior. (MMP9 340x.)

200



. TIMP-1

En todos los casos, TIMP-1 presentaba un patrén de marcaje
citoplasmatico y nuclear, siendo positivas tanto células
tumorales (epiteliales) como las del tejido conectivo
(mesenquimales). En general, el marcaje con este anticuerpo fue
leve, aunque en los grupos tratados con paclitaxel se observé un

ligero incremento de su expresion (Fig. 107 y 108).

Fig. 107. Positividad moderada para TIMP-1 en un caso de hiperplasia
cutanea en un animal del grupo Il (Paclitaxel 1% con 5% GES 3
semanas. (TIMP1 200x.)
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Fig. 108. Marcaje moderado con TIMP-1 en un animal del grupo IV
(Paclitaxel 1% con 5% GES 6 semanas). (TIMP1 200x.)
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VII. DISCUSION
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La piel sufre a lo largo de la vida un proceso continuo de
envejecimiento, debido a la disminucidén progresiva por parte
del organismo de su capacidad de respuesta frente al estrés
fisioldgico que se denomina envejecimiento intrinseco o
fisiolégico. Ademas, al ser el érgano que separa al cuerpo del
medio ambiente sufre un proceso adicional de envejecimiento
extrinseco, debido principalmente a la radiacidon solar. Los
efectos adversos de la radiacion UV en la piel han sido
estudiados desde |la década de 1890. Sin embargo, no fue hasta
la década de 1980 cuando se aclaré6 que la radiacion UV
aceleraba el envejecimiento de la piel, y se acuiid el término
"fotoenvejecimiento” (Kligman, 1982). En 1992 se determind
gue existia suficiente evidencia como para considerar la
radiacion solar como principal agente causante del cancer de
piel (De Gruijl, 1994).

Curiosamente, a partir del primer tercio del siglo XX,
comienza a cambiar la idea mantenida durante los ultimos
veinticinco siglos sobre el importante papel que la piel blanca
habia desempefiado en el modelo de belleza humana entre Ia
poblacién del hemisferio norte. Este cambio fue debido
fundamentalmente al conocimiento de los efectos beneficiosos
del sol sobre algunos procesos patolégicos de la piel (lupus
vulgar, viruela, psoriasis, etc.) que llevaron a la concesién del

Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el afio 1903 a Niels
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Finsen (Vicente, 1999); lo que unido a la reduccidon progresiva de
la jornada laboral de hasta un tercio de las horas de la jornada
semanal, llevd a un aumento de actividades al aire libre y el
consiguiente aumento de horas de exposicion solar de la
poblacion general (Giordano, 2003), asi como a la labor de Ia
famosa disefadora Coco Chanel sobre el vanguardismo del
bronceado cutaneo, de forma que la exposicion solar pasé a
considerarse como la consecucion de mayor libertad individual y
por tanto, algo socialmente deseable. De este modo vy
progresivamente, la piel bronceada pasé a considerarse como
un nuevo estandar de belleza (Vicente, 1999).

Por otra parte, los mensajes enviados desde la propia
comunidad cientifica eran contradictorios. Un claro ejemplo
corresponde a una de las afirmaciones publicada en la revista
Lancet en 1910: “un rostro bronceado es un buen indicador de
salud” (Qiu, 2013). Por lo que todo esto ha llevado a un
aumento de la exposicidon solar con motivos estéticos y
recreativos principalmente en personas jovenes, de modo que a
finales del siglo XX el empleo de fuentes de radiacion
ultravioleta artificial para la obtenciéon de un bronceado mas
rapido se estableci6 como practica estética ampliamente
extendida (Camacho, 2001). No obstante, durante las ultimas
décadas se ha ido generando de forma paulatina un nuevo

cambio social, gracias al cimulo progresivo de conocimientos,
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en el sentido de que la exposicidn solar y, por tanto, el
bronceado pueden comportar un grave riesgo.

Es por tanto facil de entender que actualmente el
fotoenvejecimiento cutaneo represente uno de los procesos
mas frecuentes en patologia humana, y que el cancer cutdneo
sea la neoplasia maligna humana mas frecuente (Matsumura,
2002). Por otra parte, también es légico que la prevalencia del
cancer cutaneo en las sociedades occidentales haya aumentado
exponencialmente en las ultimas décadas; asi, en los Estados
Unidos, en el afio 2013, se diagnosticaron mas de un millén de
casos nuevos de cancer cutdaneo no melanoma y 53.000
melanomas (Jemal, 2013).

Ademas, supone uno de los motivos de consulta médica
mas frecuentes. Aunque su prondstico es excelente tras la
cirugia, excepto el melanoma, su manejo clinico y terapéutico
representa la dedicacién 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 econdmicas que
comporta (Kawada, 2011).

Uno de los principales efectos de la exposicidn crdnica a
las radiaciones solares es la aparicidon de queratosis actinica, que

se trata de una de las neoplasias intraepiteliales mas frecuentes,
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especialmente en personas de piel clara (Salasche, 2000), y
constituye una fase previa al desarrollo del carcinoma de células
escamosas, de ahi el creciente interés en el estudio de su
progresion y en el desarrollo de sustancias capaces de frenar
esta evolucion o incluso revertir la fotocarcinogénesis (Rossi,
2007).

Todo ello ha provocado en las sociedades occidentales un
aumento de la preocupacion sobre dicho fendmeno, tanto con
motivos estéticos como clinicos y como consecuencia se han
incrementado las consultas médicas, demandando a la
comunidad cientifica un profundo conocimiento de los procesos
patoldgicos de las radiaciones solares sobre la piel, lo que ha
provocado el desarrollo de multitud de estudios y modelos de
investigacion centrados en el fotoenvejecimiento.

Sin embargo, existen importantes problemas para la
implantacién de los modelos de investigacidon en seres humanos,
qgue corresponden no sélo a dificultades de tipo metodoldgico,
relacionados con la larga y lenta evoluciéon del desarrollo
neopldsico, como sobre todo a las de tipo ético. Esto explica el
progresivo desarrollo ocurrido durante las ultimas décadas de
modelos de fotoenvejecimiento tanto “in vitro” como
fundamentalmente en animales de laboratorio. El objetivo
principal de los mismos ha estado dirigido al conocimiento

ultimo de los mecanismos de produccion y evolucidon de los
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cambios que tienen lugar en la piel tras la exposicion prolongada
a las radiaciones ultravioleta, asi como a poder ensayar los
posibles efectos beneficiosos de diversas sustancias con fines
terapeuticos (Yaar, 2007).

En este sentido, se han realizado estudios con distintas
especies animales: minipig (Kligman, 1982), ratas (Nakamura,
1968), cobayas (Kreuzmann, 1990) e incluso peces
(Xiphophorus, medaka y pez cebra) (Kurita, 2004).

No obstante, los animales mas utilizados corresponden a
ratones, tanto con pelo como sin él, debido a que estos
animales desarrollan fotoenvejecimiento y carcinomas
escamosos de caracteristicas similares a las de los humanos;
pero su empleo no esta exento de limitaciones, como que su
epidermis es mas fina que la de los humanos. Se han utilizado
ratones con distintas variaciones genéticas, como C3H/HeN,
C3H/Hel y Balb/c (Kyung, 2011), a partir de 1980 comenzaron a
emplearse ratones hairless y hacia 1996 los principales estudios
de fotoenvejecimiento empleaban ratones SKH-1 hairless
albinos, que son mas sensibles a las radiaciones UV por lo que
estos animales se han convertido en el modelo animal mas
empleado en la actualidad. En concreto los ratones hairless SKH-
1 deben su falta de pelo a una mutacién en el gen Hr, y a pesar
de la falta de pelo conservan los foliculos, aunque éstos son

atréficos (Hankodo, 2015).
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Para la realizacion de nuestro estudio elegimos como
modelo animal al ratén hairless SKH-1, desarrollado por la
Universidad de Temple (Philladelphia) en 1986. Estos animales
son considerados como modelo de eleccién 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 presentaciéon de
las lesiones, ademdas de ser animales eutimicos, es decir
inmunocompetentes, y por su facil manejo y bajo coste.

Como primer objetivo en nuestro estudio nos planteamos
desarrollar un modelo de fotoenvejecimiento y carcinogénesis
cutdaneos mediante el empleo de RUV, para lo que nos basamos
en los resultados obtenidos en los estudios previos de nuestro
grupo de investigacién (Cano Gémez, 2010; 2014; Gil Ortega,
2014; Ruiz Sadnchez, 2014).

Para ello utilizamos 72 ratones SKH-1, hembras de cuatro
semanas de edad, a las que expusimos a radiacion UV mediante
la ldmpara Philips Type HB 554/01/A, 100 W-R35, que emite en
un espectro de 220-425 nm y un pico maximo de 364 nm (98,6%
UVAy 1,4% UVB).

Los ratones fueron expuestos a 65 sesiones de irradiacion
de 60 minutos de duracién 4 veces por semana. Para ello los
colocamos en jaulas de PVC con separadores individuales para

cada ratén y cubiertos de una malla de celosia metdlica a una
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distancia de 20 cm entre la piel y el foco de irradiacion, siendo la
radiacion recibida por cada animal al final del experimento de
1.371,5 J/cm?.

Para el estudio de las lesiones macroscépicas los animales
fueron anestesiados mediante inhalacion de isofluorano vy
fotografiados junto a papel milimetrado en las sesiones 0, 30, 50
y 65 de exposicidon. Esta medida se repitidé al mes y a los dos
meses de finalizar la irradiacion en el grupo control y en el resto
de grupos al terminar el periodo de tratamiento asi como
después de un mes de post-tratamiento.

Aunque durante muchos afios se creyd que el fotodano
sobre la piel era irreversible, se ha demostrado que en Ia
finalizacion temprana de la exposicion a la radiacion alarga la
fecha de aparicion de tumores (Kligman, 1989; De Gruijl, 1991),
de ahi que midiéramos las lesiones desarroladas sobre los
animales tanto al finalizar el tratamiento como tras un mes de
observacion.

Los animales, pertenecientes a todos los grupos, fueron
sometidos a RUV y mostraron todo el espectro clinico vy
patoldgico del fotoenvejecimiento que comienza con el
desarrollo de eritema desde la primera sesidén, asi como
telangiectasias y arrugas, pérdida de laxitud, sequedad cutanea,
engrosamiento cutaneo y lesiones escamosas y nodulares

(Magliano, 2014) y que pueden evolucionar hasta lesiones
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neoplasicas de los queratinocitos a partir de la 60 sesion de
irradiacion.

En la patogenia de estas lesiones, se han implicado varios
mecanismos fundamentales como consecuencia de la accion de
las radiaciones a su paso a través de los tejidos. Nosotros,
siguiendo los trabajos de (Cano Gémez, 2010; Gil Ortega, 2014;
Ruiz Sanchez, 2014), hemos considerado tres grupos
fundamentales:

En primer lugar, como consecuencia de la alteracion de
los queratinocitos epidérmicos que lleva a la degradaciéon del
acido araquiddnico de las membranas celulares, se liberan
metabolitos mediadores de la inflamacién (prostaglandinas,
interleuquinas, cininas, etc.). Estos, parecen ser los responsables
de los cambios vasculares de la piel sometida a irradiacion
(expresada inicialmente por eritema cutdneo) a través de la
regulacion de la expresion de moléculas de adhesidon en el
endotelio vascular y de la migracion de células sanguineas a la
dermis (Svobovova, 2006). También los neutrdfilos al activarse
producen mieloperoxidasa, que cataliza la produccion de ROS,
mientras que los monocitos y los macroéfagos fagocitan los
restos tisulares. Por otra parte, las células de la inflamacidn
segregan factores quimiotacticos y factores de crecimiento que
promueven un mayor reclutamiento de células inflamatorias y la

reparacién de tejidos dafiados (Wilgus, 2003).
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Un segundo mecanismo corresponde a la produccion de
distintos tipos de radicales libres que van a ser responsables de
la degradacion de las proteinas dérmicas (coldageno, elastina,
etc.), fundamentales en la produccion de elastosis solar o
actinica, que llevan clinicamente a la formacién de arrugas
cutaneas e incluso las mutaciones que pueden abocar en
neoplasias (Scharffetter-Kochanek, 2000; Halliday, 2005).

Y el tercer mecanismo corresponderia a la absorcion
directa de la energia por cromdforos de la epidermis (ADN, ARN,
melanina, acido urocdnico, lipidos y proteinas) que van a dar
lugar a la formacidn de fotoproductos, especialmente dimeros
de pirimidina que absorben diferentes longitudes de onda
especificas (Young, 1997). Estas, al liberarse posteriormente
originan reacciones fotoquimicas con produccion de daio
genético directo y de mutaciones que constituyen la base de la
fotocarcinogénesis, y que fundamentalmente se ha relacionado
con las longitudes de onda corta de las RUV B y A (Brash, 1997;
Young, 1998).

También se produce dano oxidativo directo por efecto de
las reacciones de fotosensibilizacion enddgena en relacién con
estas longitudes de onda mayores de la RUV A (Burren, 1998).
Este dafo celular va a generar, a su vez, la liberacidén de diversos
mediadores quimicos de la inflamacién con las acciones

descritas en primer lugar junto a la accion moduladora sobre
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otros tipos celulares como queratinocitos, células de
Langerhans, fibroblastos, etc.

En nuestro modelo, las primeras alteraciones clinicas que
se presentaban tras la irradiacién de los animales del grupo |
correspondian a la presentacién de eritema difuso, observado
en todos los animales de los distintos grupos. Se desarrollaba en
toda la zona del dorso de los animales y ocurria desde la primera
sesion. Era de caracter pasajero durante las primeras sesiones,
aunque a partir de la sesidn 15 se volvia de caracter permanente
y de color rojo violaceo presentando aspecto reticular o
telangiectasico caracteristico. El eritema consiste en |la
respuesta cutdnea aguda mas evidente y conocida tras la
exposicion a las radiaciones UV. Esta justificada por el primer
mecanismo antes descrito como consecuencia directa del dafio
vascular dérmico.

No obstante, el mecanismo intimo no esta bien
establecido, pues no se conocen con precisidon los cromdéforos
responsables, pero parece que junto al dafio directo de la RUVB
y la RUVA de onda corta sobre el ADN, se sumaria el dafio
oxidativo indirecto secundario a las reacciones enddgenas de
fotosensibilidad, ademas de la posible accion del dxido nitrico
como causa de la vasodilatacion que segun el estudio de
Suschek (2006), es producido por los queratinocitos después de

la irradiacion UVB.
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Ademas, se ha demostrado el papel que los leucocitos
polimorfonucleares neutrdfilos, fundamentalmente sus enzimas,
desempefian en el mantenimiento de la vasodilatacion capilar
tras la exposicién a la radiacion ultravioleta (Rijken, 2004; 2005;
Samanek, 2006). Junto a esto, tras la irradiacién cutdnea se
produce liberacién de mediadores quimicos del eritema como
son los eicosanoides, la histamina y otros factores
guimiotacticos, que regulan la expresion de las moléculas de
adhesion en el endotelio vascular y en los queratinocitos,
produciendo  migracion de las células  sanguineas,
mononucleares y neutréfilos encargados de la vasodilatacion y
la inflamacion (Rijken, 2009).

Por otra parte, estda demostrado que la RUV afecta a las
moléculas de adhesion, aumentando la expresion de ICAM-1
(moléculas de adhesién de células endoteliales-1) en
gueratinocitos 48-96 horas después de la exposicidon y la ELAM-1
(molécula de adhesién intercelular-1), en las células
superficiales endoteliales del plexo venular a las 24 horas,
encontrandose una disminucién a las 72 horas (Norris, 1991).

Asimismo, el aumento de los niveles cutdneos basales de
histamina disminuye dentro de las primeras 24 horas, lo que
indica la presencia de otros mediadores, como las
prostaglandinas y el acido araquiddnico, que estan elevadas a

las 6 horas y alcanzan un pico maximo entre las 18 y 24 horas
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post-exposicidon a RUV, cuando la reaccidn se torna mas intensa;
los valores basales disminuyen en el término de 48 horas.
Parecen existir otros mediadores con capacidad vasodilatadora
que se han encontrado aumentados en estas situaciones, como
la sustancia P, el dxido nitrico, interleucinas, etc. (Clydesdale,
2001).

También se ha demostrado que después de la irradiacion
UV, los inhibidores de las prostaglandinas, como |la
indometacina, reducen la intensidad de la fase inicial de eritema
por RUV B hasta 24 horas; sin embargo, la fase mas tardia se
mantiene sin cambios (lbbotson, 1996). Asimismo, el acido
araquidonico y las prostaglandinas E2 y F2a muestran niveles
elevados a las 6 horas de la exposicidon, alcanzando un pico
maximo entre 18 y 24 horas, cuando la reacciéon 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 inflamacién (Black,
1978).

Ademas se ha descrito que tanto la RUVA como la RUVB
producen cambios en la dermis, como consecuencia de la
degranulacidon de las células cebadas que ocurre durante las
primeras 24 horas tras la irradiacion, seguido por una rapida

recuperacion hasta la normalidad. Ademas se ha observado un
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infiltrado inflamatorio mixto, alrededor de los vasos
superficiales, que aparece en horas y alcanza el maximo a las 24-
48 horas (Nathan, 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, 10y 12) y
el factor de necrosis tumoral a, asi como un aumento de las
concentraciones de la sustancia P y de calcitonina (Berking,
2005).

En nuestro modelo, los cambios microscépicos mas
llamativos en estas areas cutaneas correspondian al aumento y
dilatacion de la red 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
gue presentaban clinicamente los animales.

En patologia humana, las siguientes alteraciones cutdneas
tras el eritema corresponden al bronceado por aumento de la
pigmentacion melanica. Se debe a la oxidacidén 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
(Honigsmann, 2002). En los animales de nuestro estudio, sin

embargo no pudimos observar el bronceado ya que son
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animales albinos en los que no funciona el sistema de la
melanogénesis.

Otro efecto observado tras la irradiacién correspondié al
endurecimiento cutaneo también denominado “hardening”
consistente en el engrosamiento de la capa cornea y el estrato
de Malpighio (acantosis). Aunque clasicamente se consideraba
que las exposiciones aisladas a RUV A no aumentaban el espesor
de la epidermis, las exposiciones repetidas y continuas pueden
hacerlo, como hemos observado en nuestro estudio, en el que
todas las zonas cutaneas expuestas a las a las radiaciones
experimentaron hiperplasia de los queratinocitos, alcanzando
gran espesor del epitelio en algunas zonas. Este fendmeno
representa un mecanismo de proteccion frente a las radiaciones
UV. En este modelo, a partir de las 25 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 patréon geométrico de la piel.

Las siguientes alteraciones desarrolladas correspondian a
arrugas cutaneas, que se observaban a partir de las 32 sesiones.
Inicialmente eran de disposicidon longitudinal en todo el dorso de
los animales y alternaban con otras zonas cutdneas de
engrosamiento irregular. Estas lesiones se mantenian durante
todo el experimento y se acompafiaban de engrosamiento

nodular difuso y progresivo; ademas, en las zonas con lesiones
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neoplasicas, las arrugas se disponian en forma radial a los
tumores.

En nuestro modelo en estas dreas destacaba
microscopicamente en la dermis el engrosamiento marcado,
tanto de la papilar, por aumento y disposicién tortuosa de los
capilares sanguineos y de la red capilar subpapilar, como de la
dermis reticular, y sobre todo 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 depdsito 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
con aumento de metaloproteinasas de la matriz que estimulan
la produccidn de colagenasa, gelatinasa y estromelisina-1 de los
fibroblastos y queratinocitos. El resultado es la desorganizacion
del colageno y de la elastina, asi como otros componentes de la
matriz extracelular dérmica. La exposicion repetida a la
radiacion UV hace que la reparacién de la matriz dérmica, sea
cada vez mas deficiente, con un efecto acumulado sobre Ia
estructura y organizacion del colageno (Kyung, 2011). Cuando la

piel esta sometida a ciclos repetidos de exposicidén a la RUV, se
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hace visible a simple vista en forma de flacidez de la piel y
formacién de arrugas (Kang, 2003).

Bernstein (1995) demostrd en ratones, que la elastosis
solar estd acompafiada por un aumento de elastina y fibrilina
ARNm vy la regulacion positiva de la actividad del promotor de la
elastina. En las alteraciones microscdpicas observadas en
nuestro modelo, destacaban los fendmenos de desorganizacidn
de la estructura general asi como la disposicion del entramado
de las fibras colagenas y elasticas, distinguiéndose tres grados
de disposicién: 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 las que se disponian en cumulos irregulares y
compactos de elastina, ligeramente baséfilos o grado Il; y por
ultimo, en el que observamos un predominio marcado de los
cumulos compactos de elastina o de grado lll.

La radiacién UV también es la responsable del incremento
de la actividad catalitica de diversas metaloproteinasas de la
matriz extracelular (MMP), con lo que se favoreceria en
principio, el recambio de las proteinas y glucosaminoglicanos
danados por las radiaciones. Ademas, la agresidon actinica
acelera la infiltracién de leucocitos neutrofilos en el seno de la

dermis, que secretan una elastasa de amplio espectro, muy
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activa en el proceso de degradacidén de diversas moléculas de la
matriz  extracelular: elastina, fibronectina y diversos
glucosaminoglicanos (Rijken, 2004; 2005).

La sobreproduccion y/o el descenso en la degradacion de
las fibras eldsticas, ocasiona la acumulaciéon anormal de las
mismas en la dermis. En este sentido, numerosos estudios han
demostrado la sobreexpresion de elastina y fibrilina en la piel
expuesta a las radiaciones (Bernstein, 1994). Algunos
investigadores han documentado que la exposicion cronica a las
radiaciones ultravioleta provoca la estimulacién de la secrecién
de MMPs (MMP-1, -2, -7, -8 y -12) y elastasa por los
polimorfonucleares neutréfilos o por los fibroblastos dérmicos,
lo que implicaria que la degradacion de las fibras elasticas por
enzimas elastéticas estaria también relacionada con Ia
patogenia de la elastosis actinica. La actividad de las MMPs y la
elastasa esta regulada por inhibidores especificos de proteasas,
inhibidores  tisulares de  MMPs (TIMPs) 'y  por
antileucoproteinasas cutaneas (elafin) (Muto, 2007).

Existen TIMP naturales y sintéticos, como algunos
derivados de tetraciclinas. Los TIMP enddgenos son proteinas
que se secretan en respuesta a una sobreproduccién de MMPs.
TIMP-1 es mas ponente que TIMP-2 y TIMP-3 frente a MMP-1,
MMP-3 y MMP-9. En este sentido, algunas sustancias naturales

como la melatonina han demostrado capacidad para inhibir la
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expresion de las MMPs (especialmente la 2 y la 9) y favorecer la
activacion de los TIMP en diversos tipos de cancer.

Los TIMPs son considerados como elementos anti-
invasivos y anti-metastasicos en el cancer. Por este motivo,
decidimos realizar el marcaje inmunohistoquimico de TIMP-1 en
los tumores desarrollados en los animales de nuestro estudio.

Por otra parte, la liberacion de esta elastasa por los
neutrofilos requiere la previa activacion de receptores
especificos presentes en la membrana plasmatica de estos
leucocitos, en especial los conocidos con el nombre de B-
integrinas. Diversos estudios han demostrado que los ligandos
mas caracteristicos de estos receptores son citosinas (IL-8, TNF-
«) liberadas como consecuencia de la radiacién UV (Shapiro,
2002; Chua, 2006).

Estudios realizados durante los ultimos afos han
permitido identificar enzimas que incluyen atomos metalicos
(Zn) en su molécula, conocidas como MMP, antes denominadas
colagenasas, elastasas, etc. Esta actividad de degradacion
también incluye algunas serinproteasas, e incluso proteasas
inespecificas, y depende de la intensidad de la agresiéon de la
RUV. Los fibroblastos no soélo sintetizan proteinas poco
funcionales, sino que también incrementan los niveles de MMP;
algunas  células  sanguineas, como los leucocitos

polimorfonucleares neutréfilos también liberan MMP en el
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especio extracelular dérmico. Ademas, se ha demostrado que
algunas MMP degradan la fibrilina de las microfibrillas que
rodean la elastina (Muto, 2007; Rijken, 2009).

El primer estudio encontrado en la bibliografia sobre la
produccién de elastosis en un ratdn sin pelo (de la cepa albina
Ng/) corresponde al de Berger en 1980. También hemos
encontrado descrito en la bibliografia, entre los cambios
inducidos por la radiacion UV en la dermis de ratones SKH-1,
alteraciones de las fibras elasticas, degradacion del colageno y
glicosaminoglicanos, asociados con la alteracion de la actividad
de las metaloproteinasas de la matriz. De modo que los ratones
expuestos de forma crdnica a la radiacion UV desarrollaban
arrugas, como importantes pliegues longitudinales en el dorso
como las que describimos en los animales de nuestro estudio.

Asimismo, otros estudios han demostrado que Ia
expresion de MMPs por parte de los fibroblastos puede ser una
consecuencia de la actividad del oxido nitrico (NO). Este radical
gaseoso es una molécula mensajera multifuncional formada a
partir de la L-arginina por enzimas como la oxido nitrico
sintetasa (iNOS). Los fibroblastos dérmicos que expresan MMPs
también se hallan sometidos a la influencia de las moléculas
mensajeras que liberan los queratinocitos irradiados y también
se ha comprobado que los queratinocitos expuestos a la

radiacion UV sintetizan y liberan NO, el cual es capaz de
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dispersar la sintesis de melaninas por los melanocitos (Reelfs,
2004).

La radiacion UV provoca en la dermis una reaccién
molecular en cadena, que en uUltima instancia da como resultado
un aumento, tanto en la dermis como en la epidermis, de MMPs
que estimulan la produccion de colagenasa, gelatinasa y
estromelisina-1, tanto en fibroblastos como en queratinocitos.
El resultado es la alteracion del colageno y de la elastina, asi
como otros componentes de la matriz extracelular dérmica
(Choe, 2003).

La exposicidn repetida a la RUV hace que los mecanismos
de la reparacion de la matriz dérmica, sean cada vez mas
deficientes, con un efecto acumulado sobre la estructura y la
organizacion de la base de colageno. Lo que en principio son
defectos invisibles en la matriz dérmica reparada, cuando se
utilizan ciclos repetidos de exposicion, se hacen visibles a simple
vista en forma de flacidez de la piel y la formacién de arrugas
(Kang, 2003).

Diversos estudios experimentales con modelos animales
han confirmado que la porcién mas corta y mas enérgica del
espectro UV (UVB) es responsable de la desestructuraciéon del
tejido conectivo dérmico observado en la piel fotoenvejecida.
Mas recientemente, se ha demostrado que los rayos UVA y la

radiacion infrarroja contribuyen de manera significativa al
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fotoenvejecimiento, produciendo, entre otros cambios, elastosis
severa. Debido a que las tres bandas de ondas amplias estan
inseparablemente unidos en la luz solar terrestre, todos son
motivo de preocupacion en el fotoenvejecimiento de la piel
humana (Kligman, 1989).

Las siguientes alteraciones macroscopicas relevantes,
desarrolladas a partir de las 40 sesiones de irradiacidon
correspondian a las lesiones eritemato-escamosas, que se solian
disponer en placas irregulares, con el centro de aspecto erosivo
y los bordes sobreelevados recubiertas por costras fibrino-
hemorragicas. También se observaban, en toda la superficie
cutanea del dorso areas de engrosamiento cutaneo irregular de
aspecto queratosico, firmes al tacto, e incluso con fijacidon a
tejidos subyacentes.

Microscépicamente, se correspondian con las areas de
atrofia que alternaban con otras de engrosamiento epitelial con
hiperplasia de células basales, acantosis, con frecuente
pleomorfismo celular y nuclear, ademdas de fendmenos de
hiperqueratosis, paraqueratosis, disqueratosis e incluso diversos
grados de displasia.

Las lesiones neoplasicas eran manifiestas a las 60 sesiones
de irradiacidon. Estas lesiones eran generalmente multiples, la
mayoria desarrolladas sobre las zonas de engrosamiento

queratdsico y muchas estaban ulceradas con bordes irregulares
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y engrosados. Con menos frecuencia, las lesiones tumorales
adoptaban un aspecto verrucoso con la porcion central
deprimida recubierta de costra queratésica. Microscopicamente
correspondian a multiples areas de carcinoma “in situ”, asi
como focos de carcinoma microinvasor o carcinomas de células
€scamosas.

En los estudios centrados en el desarrollo de queratosis
actinica con ratones hairless, se consigue generar estas lesiones
en periodos mds cortos (30 sesiones de irradiacién) (Burns,
2012).

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo (Gil
Ortega, 2014; Ruiz Sanchez, 2014) también observamos que
hacia la sesidon 60 de irradiacién el 100% de los animales del
grupo sometido exclusivamente a irradiacion presentaba todo
el espectro del proceso neoplasico.

En nuestro estudio, en los animales del grupo control las
lesiones epiteliales malignas eran muy frecuentes, pues
afectaban al 92% de los animales al final del mismo y al
contrario que en la patologia humana, en este modelo de
carcinogénesis cutanea experimental, no se observaron
carcinomas de células basales ni melanomas, correspondiendo
todas a carcinomas espinocelulares.

La alta incidencia de carcinomas en el grupo control

demuestra la eficacia del modelo experimental desarrollado,
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gue consideramos como un modelo idéneo para el estudio del
fotoenvejecimiento cutaneo y la fotocarcinogénesis. La
radiacion UV se considera un carcindégeno de tipo completo, ya
gue actua tanto como iniciador de la carcinogénesis a través de
la mutacién del ADN, como promotor del crecimiento
neopldsico a través de los procesos inflamatorios secundarios a
la exposicion a la RUV acumulativa (Ismail, 2011). La Agencia de
Investigacion del cancer de la OMS, incluyd a las radiaciones
ultravioleta en el grupo 1 de agentes carcinégenos (Landrigan,
2011).

Durante mucho tiempo, los estudios de proliferacion
celular estuvieron dedicados exclusivamente al estudio de la
division celular, mediante el recuento de las mitosis. Sin
embargo, en los ultimos ainos se han ido desarrollando técnicas
inmuno histoquimicas, no sélo para detectar los precursores de
la sintesis de ADN incorporados por la células en la fase S, sino
para detectar antigenos nucleares. Estos antigenos se engloban
bajo el término genérico de antigenos nucleares de proliferacién
celular (PCNAs), debido a que constituyen estructuras
antigénicas que no se pueden observar en las células en reposo.
El estudio de estos antigenos se ha desarrollado
fundamentalmente en el campo de la oncologia, pues su
expresion es diferente en células normales y en las

transformadas (Busch, 1977; Davies, 1978; Smetana, 1983).
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El PCNA es una proteina acidica nuclear no histona,
molécula de 36-KDa con 261 aminodcidos con alto contenido
glutdmico y aspartato (Almendral, 1987) que funciona como
molécula accesoria de la ADN polimerasa y 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 con regiones donde esta
ocurriendo sintesis de ADN vy se correlaciona con otros
marcadores de proliferacion celular como Ki67 y mitosis,
expresandose en células que se encuentran en proliferacidon
activa. Se ha encontrado que la reaccidon inmunohistoquimica
con este marcador es util en la prediccion de agresividad en
algunos tumores con una tasa de proliferacion alta (Kelman,
1997; Ben-lhzak, 2002).

Casi todas las mutaciones originadas experimentalmente
por la RUV A y B se localizan en las pirimidinas adyacentes, y
alrededor de dos tercios son mutaciones distintas (Brash, 1991).
El tercio restante también son generadas por las radiaciones
ultravioleta, pero probablemente surjan a partir de |Ila
produccién de ROS (Wondrak, 2006).

Los radicales libres o especies reactivas de oxigeno son

moléculas en las que existen electrones desapareados en su
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orbital externo. Las radiaciones UV son el principal mecanismo
externo al organismo que provoca la formacion de estas
especies reactivas. Estos radicales libres reaccionan con
moléculas de la matriz extracelular como el coldgeno vy la
elastina provocando su oxidacion y la fibrosis en los vasos
dérmicos. Ademds afectan a la expresion de genes de
transduccidon de sefiales implicados en la proliferacion y Ia
apoptosis celular lo que conduce a la carcinogénesis (Magliano,
2014).

Uno de los mecanismos moleculares implicados en el
cancer cutaneo es el intercambio de las bases nitrogenadas T
por G, originando dimeros de pirimidina (T-T). Estos
intercambios se observan raramente con las UVB u otros
carcinégenos, por lo que se considera que sean consecuencia de
la RUV A (Halliday, 2005), presente en la radiacion utilizada en
nuestro estudio.

La radiaciéon UVA es extremadamente cancerigena pues
penetra mas profundamente en el interior de los tejidos
cutaneos, causando 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 reactivas de oxigeno (ROS), que

provocan dafos en el ADN (de Gruijl, 1993; 2000; 2002).
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Ademas se ha descrito que puede dar lugar a alteraciones
gendmicas, como translocaciones cromosdmicas.

Por otro lado, la radiacion UVB interactua con la
epidermis, causando la activaciéon de las enzimas que alteran el
ADN, lo que conduce a patologias como la inflamacion, la
degradacidn de la elastina, la proliferaciéon celular, etc. Es mas
cancerigena que la radiacién UVA en la induccion experimental
de carcinoma de células escamosas. El impacto de la radiacion
UVB puede deducirse claramente de las mutaciones puntuales
caracteristicas de p53 que se encuentran en el SCC humano y el
BCC (Gupta, 2014).

El segundo objetivo de nuestro trabajo correspondia al
estudio de los efectos de la aplicacion de ingenol mebutato y
paclitaxel sobre las lesiones desarrolladas.

En el tratamiento del fotoenvejecimiento se han utilizado
una serie de antioxidantes naturales cuyo empleo de forma
tépica puede contrarrestar el dafio producido por las
radiaciones UV sobre la piel, los de origen vegetal consisten
sobre todo en polifenoles, como los flavonoides o los estilbenos
y terpenos como los carotenoides (Magliano, 2014) que también
han sido ensayados previamente en otros estudios de nuestro
grupo de investigacion. Asimismo, algunas especies botanicas
como la uha de gato, granada, uva, soja, café, regaliz o el té

verde han demostrado retrasar la aparicion de carcinomas al
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administrar sus extractos a ratones expuestos a radiacién UV
(Menter, 2014).

El tratamiento de este tipo de lesiones cutdaneas puede
estar dirigido a la eliminacién de una lesion aislada o al
tratamiento de toda una zona de la piel.

Entre las terapias dirigidas a una lesidon aislada se
engloban un grupo de técnicas de tipo fisico entre las que
destacan la cirugia micrografica de Mohs, el curetaje y la
electrodesecacion. Las lesiones también pueden ser destruidas
mediante criocirugia, laser de CO2, radioterapia o terapia
fotodindmica (Marini, 2008).

Ademas existen una serie de farmacos para el tratamiento
tépico de las lesiones pre-cancerosas o queratosis actinica, que
afectan a toda una zona de la piel, entre las que destacan el 5-
Fluorouracilo, el imiguimod y el diclofenaco. En este sentido, y al
tratarse de tratamientos tdpicos se esperaba que la absorcion
fuera minima, y por tanto que sus efectos se limitaran a las
alteraciones en la piel, no obstante todos ellos pueden provocar
efectos no deseados a nivel sistémico (Kircik, 2016).

Otra batalla contra la que tienen que luchar los
tratamientos topicos para esta patologia consiste en la falta de
adhesion por parte de los pacientes. En ésta intervienen
multiples factores como la percepcién por parte del paciente del

bajo riesgo que comportan estas lesiones, la aparicion de
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efectos no deseados asociados al tratamiento, las multiples
aplicaciones diarias requeridas por algunos productos vy, la que
consideran los expertos como mas relevante, la larga duracion
de la mayor parte de los tratamientos que provoca el abandono
de la terapia. Se estima que en los tratamientos tdpicos que
exceden las 5 semanas de duracion se aumenta
exponencialmente la tasa de abandono (Shergill, 2013).

Tras la irradiacion y el tratamiento, el periodo de
observacion se fijo en nuestro trabajo en un mes, aunque otros
autores han empleado periodos mas prolongados, existiendo
estudios en que los animales son observados durante 8 y hasta
21 semanas (Cozzi, 2012) o incluso un ano (Stockfleth, 2015),
asegurandose asi la eficacia del farmaco en la prevencién de la
recidiva de los tumores.

En nuestro estudio hemos utilizado el ingenol mebutato
(Grupo 1) aplicado de forma tépica durante 3 dias, ya que es el
farmaco con menor duracidn de tratamiento por lo que se
podria esperar que fuera el tratamiento de eleccién para los
pacientes. Su mecanismo de accion rapido es una de las
principales ventajas frente a otros tratamientos que precisan la
aplicacion a lo largo de varias semanas o incluso meses, lo que
puede provocar su abandono. Ademas, no pasa a la circulacién

sistémica, incluso cuando las dreas tratadas son amplias y se
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encuentran ulceradas, por lo que sus efectos adversos se limitan
a la zona de lesidon (Anderson, 2009; Le, 2009).

Para ejercer su accién este farmaco, atraviesa el estrato
corneo gracias a la Glicoproteina-P y actia en la dermis e
hipodermis mediante un doble mecanismo (Aditya, 2013). En
primer lugar, hay una rapida toxicidad celular que es detectable
una hora después de su aplicacién y conduce a la muerte celular
dentro de las 24 horas siguientes. En segundo lugar, se produce
una citotoxicidad mediada por anticuerpos, que se dirige a las
células epidérmicas displasicas restantes y se liberan radicales
libres de oxigeno, entre otros agentes liticos, que provocan la
destruccion de éstas (Ogbourne, 2004; Rosen, 2012). A las 48
horas de la aplicacion se observa una fuerte tincion de Ki67 que
sugiere la rapida replicacion de los queratinocitos (Cozzi, 2012).
Este rapido mecanismo de destruccion celular explica el gran
aumento del drea de lesion que se produce durante el
tratamiento, y que alcanza el maximo nivel el cuarto dia tras el
inicio del tratamiento (Hofbauera, 2014).

En este sentido, los ratones del grupo tratado con ingenol
mebutato quintuplicaron el area media de lesidn con respecto
a la etapa previa y ésta fue significativamente mayor que en el
resto de los grupos tras el tratamiento (2,18cm?). Esto pone de
manifiesto la rapida afectacion de la piel. Esta reaccién puede

llegar a ser muy antiestética, provocando su rechazo por parte

232



de los pacientes que pueden preferir tratamientos mas
prolongados con un mecanismo de eliminacién mas progresivo.
Sin embargo, la piel recupera la normalidad en torno al mes de
tratamiento (Anderson, 2014), mostrando una enorme
reduccién del drea media de lesién (0,41 cm?) tanto en
comparacion con su estado en el periodo previo como al
compararlo con el mismo periodo entre el resto de los grupos.
Por lo que, al final del estudio, los ratones tratados con ingenol
mebutato (lI) fueron los que presentaron mejor respuesta
clinica.

La  utilizacion de este farmaco se centra
fundamentalmente en el tratamiento de las lesiones
premalignas o queratosis actinica, para evitar su evolucién y
desarrollo de neoplasias malignas. Ademas, al ser capaz de
atravesar el estrato cérneo y alcanzar la dermis, se considera
qgue puede presentar también efecto sobre los carcinomas de
células escamosas que ya hayan infiltrado la dermis. En este
sentido, desde el punto de vista del estudio microscdpico, el
grupo tratado con este farmaco desarrollé carcinoma
espinocelular de tipo invasor en 9 animales (75%) y en los 3
restantes observamos lesiones precancerosas de distinto grado
desde displasia hasta carcinoma microinvasor.

Este efecto parece ser debido a su actuacion a nivel del

gen TP53 mediante la reducciéon de clones celulares con
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alteraciones en dicho gen habiéndose descrito una reduccién de
estas mutaciones en un 70% (Cozzi, 2013).

Las alteraciones de TP53 son las principales mutaciones
desarrolladas en las especies expuestas a este tipo de radiacién;
de modo que en el 50% de los carcinomas de células escamosas
en humanos se ha podido demostrar esta modificacién (Yaar,
2002; Chen, 2008). En animales de experimentacion, tales
mutaciones a nivel de TP53 se producen precozmente en el
curso de la irradiacion UV, antes de que la atipia nuclear sea
evidente y los tumores puedan ser detectados (Ananthaswamy,
1998); asimismo, también ha sido descrita en la piel humana
danada por el sol crénicamente (Nakazawa, 1994). Estas
observaciones sugieren que las mutaciones en TP53 son un
primer paso importante en la desregulacion del crecimiento
celular epidérmico en la via que conduce a su malignizacion.

El gen TP53 es un supresor tumoral que participa en la
apoptosis, el control de la proliferacién celular y la respuesta de
la piel al dafno solar. Si el ADN en una célula epidérmica tiene un
dafio irreparable, la proteina p53 puede inducir la muerte
celular. Sin embargo, si la RUV causa una mutacion en este geny
lo vuelve afuncional, la célula dafiada continua reproduciéndose
y degenera en una neoplasia. De este modo, la positividad
inmunohistoquimica para p53 se incrementa a medida que las

lesiones neoplasicas epidérmicas van progresando (Arévalo-
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Suarez, 2006). Esta mutaciéon es un proceso que se desarrolla en
multiples pasos: inicialmente se produce un cambio de C por T o
de CC por TT, se produce la proliferacidon celular y finalmente la
progresion a CCE (Benavides, 2009; Handoko, 2015).

En el estudio se realiza el estudio inmunohistoquimico de
p53 pero no se obtiene expresion de dicha proteina en los
distintos grupos estudiados.

El otro agente que hemos utilizado en el tratamiento de
las lesiones en nuestro estudio fue paclitaxel. Se trata de una
molécula capaz de inhibir la mitosis de células tumorales que
ademas presenta actividad antiangiogénica y antiinflamatoria
(Ehrlich, 2004); asi como capacidad de inhibir la sintesis de
colageno y la hiperplasia de fibroblastos (Huang, 2015). Por
estas propiedades, ha sido utilizado en la clinica por via
intravenosa en una amplia gama de enfermedades oncoldgicas
(que no incluye el cancer cutaneo no-melanoma). Dada su
elevada toxicidad, se han investigado variaciones en la molécula
para reducir el perfil de efectos adversos (Yared, 2012), como su
formulacion junto a albumina, o bien encapsulado o en micelas
(Han, 2006; Hennenfent, 2006; Ma, 2013).

También se ha estudiado su utilizacion en el tratamiento
de patologias no tumorales de tipo inflamatorio, fibrdtico, asi
como de tipo isquémico para el recubrimiento de stents

arteriales (Zhang, 2014).
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En patologias cutdneas se ha ensayado en conejos para el
tratamiento de escaras hipertroficas mediante su inyeccion
directa sobre las lesiones, consiguiendo la reduccién de la
hiperplasia de los fibroblastos, el depdsito de coldgeno vy la
microangiogénesis (Huang, 2015).

La psoriasis ha sido otra patologia diana de los estudios
con paclitaxel, en la que se ha ensayado en forma de micelas
gue, administradas por via intravenosa, conseguia una mejoria
del paciente con relativamente buena tolerancia (Ehrlich, 2004;
Zhang, 2014) o por medio de la aplicacién tépica de
nanoemulsiones de paclitaxel mediante el uso de parches
dérmicos en ratas (Khandavilli 2007) o en forma de cremas
(Kilfoyle, 2012; Paolino; 2012).

En la revision bibliografica realizada sélo hemos
encontrado referencia a un estudio “in vitro” realizado por
Paolino (2012). En éste se ensayaba la aplicacion de paclitaxel
sobre lineas celulares de carcinoma de células escamosas, y
demostraba su capacidad de inhibir su proliferaciéon y provocar
la muerte celular. Al tratarse el paclitaxel de una molécula muy
hidrofébica, se acumula en el estrato corneo y no penetra a
capas mas profundas de la piel como la dermis, donde debe
ejercer su efecto. Para conseguir su penetracién hasta la dermis
en este estudio el paclitaxel era encapsulado en particulas

coloidales (Paolino, 2012).
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Por lo que nuestro trabajo seria el primer trabajo “in vivo”
en el que se ha ensayado la aplicacidon de paclitaxel en animales
de experimentacidn para el tratamiento de la queratosis
actinica y su evolucion a carcinoma de células escamosas.

En nuestro estudio, el paclitaxel ha sido utilizado en forma
liqguida formulado junto al polimero Gantrez® para su aplicacién
sobre la zona lesionada mediante un pincel. Esta sustancia
posee propiedades adhesivas que permiten un mayor tiempo de
contacto del principio activo con la piel a tratar.

El Gantrez® también ha sido empleado en inmunoterapia
para la formulacion del alérgeno en los que actia como
adyuvante mediante dos mecanismos: aumentando la captura
del alérgeno por las células presentadoras de antigeno (CPAs) y
activando directamente las células del sistema inmune (Ferrer,
2012).

Asimismo, en la revisién bibliografica realizada hemos
encontrado referencia a su utilizacion en estudios “in vitro”
junto a una sustancia de caracter hidrofébico que contiene una
molécula de aluminio. Con esta sustancia se han tratado,
mediante terapia fotodinamica, lesiones cancerosas en tejido
mamario y no cancerosas en lesiones formadas por fibroblastos
cutdneos (Muelhmann, 2014).

El paclitaxel fue utilizado en nuestro estudio en los

ratones de los grupos Ill con 5% GES tépico durante 3 semanas,
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IV con 5% GES 6 semanas, V con 1,2% GES 3 semanas y VI con
1,2% GES 6 semanas.

En los animales que iban a ser tratados con paclitaxel se
observd una extension media de sus lesiones entre 0,64 y 0,91
cm? al finalizar la irradiacion. Tras la aplicacién de los
tratamientos, el grupo Ill (5% GES 3 semanas) mostraba un
aumento de la extensidon media de las lesiones (1,51 cm?), que
era mayor que en el resto de grupos, y al finalizar el
correspondiente mes de descanso, fue el grupo que presentaba
una menor area media de lesién (1,89 cm?).

Un efecto similar, aunque provocado en menos tiempo de
tratamiento, fue observado en el grupo tratado con ingenol
mebutato (Il). Ante estos hechos consideramos que ambas
moléculas producen el desarrollo de reacciones antiestéticas
durante el tratamiento, que en el caso de paclitaxel es mas
progresiva y de menor magnitud aunque tras un mes desde la
aplicacion no supera la tasa de eliminaciéon conseguida con
ingenol mebutato (ll), obteniéndose un area media final de
lesién de 0, 41 cm? en éste y de 1,89 cm? en el grupo de
paclitaxel que mejor respuesta clinica mostraba (llI).

A pesar de que clinicamente mostraron mayor area de
lesion los grupos tratados con paclitaxel, y por tanto peor

resultado estético; la ventaja residia en que a nivel microscépico
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las lesiones mas graves se presentaron en los grupos Control (1)
y el de Ingenol mebutato (l1).

Desde el punto de vista microscdpico, entre los animales
de los grupos que en nuestro estudio fueron tratados con
paclitaxel, los pertenecientes a los grupos Il (5% GES 3
semanas) y VI (1,2% GES 6 semanas), mostraron resultados
similares, desarrollando carcinomas invasores 8 (66,7%) de los
animales; teniendo en cuenta que los ratones del grupo VI se
expusieron al farmaco el doble de tiempo que los del grupo Ill.

Finalmente el grupo V (1,2% GES 3 semanas) fue el que
mostraba mejor respuesta a nivel microscopico, al desarrollar
carcinoma invasor solo en 5 (45,4%) de los ratones, lo que
supone una reduccion de la incidencia de tumores a la mitad
respecto a los desarrollados por los animales del grupo control.

Tradicionalmente, nuestro grupo de investigacion ha
estudiado la fotocarcinogénesis en varios modelos durante el
periodo de irradiacion (Ruiz Sanchez, 2014), tras el cual los
animales eran sacrificados, obteniendo tasas de reduccién de
carcinomas invasores respecto al control elevadas (reduccion
hasta del 77%). Probablemente en nuestro modelo no hayamos
observado tal efecto debido al periodo de estudio tras la
irradiacion mas prolongado (7 6 10 semanas, segun la duracién
del tratamiento) que permitié la progresion tumoral de aquellas

lesiones precancerosas ya iniciadas.

239



Otro de los estudios de nuestro grupo de investigacion,
realizado por Gil Ortega (2014), analiz6 los efectos de los
extractos de aceite de almendras dulces y de aceite de crisalida
sobre un modelo similar de fotoenvejecimiento, con los que
lograba la reduccion de la incidencia de carcinoma invasor en
torno al 17 y 30%, respectivamente; de manera similar a los
estudios de Cano Gédmez (2014) que lograba la reduccion del
40% mediante la aplicacidon de acido carndsico y rosmarinico vy
de Belmar Ruiz (2014) que alcanzaba el 90% de reduccién de
CCE mediante la aplicacion de extracto de granada. Puesto que
en dichos trabajos se emplearon sustancias naturales, y en el
presente estudio se utiliza un farmaco de origen semisintético, y
por consiguiente de mayor pureza, consideramos que este
hecho justifica la mayor capacidad de paclitaxel para detener el
proceso de progresion neoplasica de las células con dafio
actinico.

En nuestro trabajo, de modo similar a lo observado en los
distintos modelos desarrollados por nuestro equipo, todas las
neoplasias malignas desarrolladas correspondian a carcinomas
de células escamosas, en las que no podiamos distinguir entre
los carcinomas basocelulares y los espinocelulares.

Actualmente en el proceso  patoldgico  del
fotoenvejecimiento se le otorga gran trascendencia a las

alteraciones que ocurren a nivel de la dermis, es decir, a la
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elastosis solar o actinica. En ellas se han implicado la actuacion
de las enzimas, las metaloproteinasas de la matriz (MMPs)
cuyas funciones y papel en la progresién del cancer han sido
estudiadas con gran interés en los ultimos afos. También
algunos estudios clinicos han sefialado aspectos prometedores
respecto a la expresidon de inhibidores de MMP, aunque con
resultados muy limitados. En este sentido, la utilizaciéon de
agentes de origen natural como drogas frente a MMP para
evitar la proliferacion del cancer cutaneo no melanoma
provocado por la exposicion solar cronica a las radiaciones
solares ha supuesto una innovacion en el tratamiento
farmacoldgico clasico de esta enfermedad. La degradacion de la
matriz extracelular (MEC) se produce por la actividad de diversas
enzimas proteoliticas (proteasas), conocidas como
metaloproteinasas (MMPs). La gran familia de las MMPs puede
dividirse en 8 clases atendiendo a su estructura. La caracteristica
comun a todas ellas es la presencia de un pre-dominio N-
terminal al que sigue un pro-dominio que guarda una fuerte
asociacion con el zinc y el calcio y otros dominios cataliticos.
Otro aspecto comun en la estructura de las MMPs es el dominio
para el enlace de colageno, implicado en la unidn al colageno,
elastina, acidos grasos, etc. Por otra parte, ademas de en los

mecanismos de progresion del cdncer, las MMPs estan
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relacionadas con un gran numero de aspectos patolégicos
(Fisher, 1998; 2002; 2008).

Las colagenasas, también Illamadas colagenasas
neutrofilicas, especialmente la MMP-8 has sido utilizada
ampliamente para romper el colageno fibrilar, mientras que las
gelatinasas, de las que las mas conocidas son las MMP-2 y -9,
muestran una presencia relevante en cancer de mama, célon,
pulmoén, piel y ovarios. Estas MMPs degradan el colageno, la
elastina y otros componentes 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 angiogénesis y las metastasis. El papel crucial que
juegan estas gelatinasas en la angiogénesis 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
actividad de la MMP-9 ha sido estudiada en diferentes tipos de
cancer. En un estudio realizado por Poswar, 2013 se observo
una expresion similar de esta enzima en SCC de diferente grado
de malignidad. Ademas encontraron una mayor positividad 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).
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La expresion y la activacion de enzimas proteoliticas es
necesaria para la invasidon y metastasis de los tumores malignos
(Franchi, 2002). Las MMPs son una familia de enzimas
proteoliticas que tienen la capacidad de degradar la matriz
extracelular (especialmente el coldeno tipo IV), por lo que su
papel es critico en la progesion tumoral, angiogénesis vy
metdstasis de muchos tumores humanos (Ohashi, 2000). Entre
las difrentes técnicas que pueden ser empleadas para la
deteccion y cuantificacion de dichas enzimas, |a
inmunohistoquimica presenta ciertas ventajas, entre las que se
encuentran la correlaciéon directa con la morfologia y Ia
posibilidad de su estudio desde tejidos incluidos en parafina. Sin
embargo, existen algunas desventajas, como la imposibilidad de
distinguir entre enzimas latentes y acitvas, que si es posible
realizar con enzimografia (Curran, 1999). En nuestro estudio, el
marcaje con MMP-9 fue severo en el caso de los carcinomas
microinvasores, carcinomas in situ y displasia de grado llI,
mientras que en los tumores infiltrantes, existia un marcaje
moderado o leve en el interior del tumor, que se hacia mas
intenso en la periferia (frente de invasién tumoral). Segun
algunos autores (Gupta, 2014), la mayor actividad de estas
enzimas se daria en estadios iniciales de la carcinogénesis, para
descender posteriormente. Esta podria ser la explicacién de los

resultados observados en nuestro estudio. Algunos trabajos han
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demostrado la relacién entre la expresion de MMP-9 y la
agresividad de diversos tumores epietliales, hecho que podria
ser utlizado como factor prondstico y terapéutico (Katayama,
2004). Sin embargo, la literatura cientifica no es clara aun al
respecto. Asi, mientras algunos autores coinciden con la teoria
qgue acabamos de comentar, en otros estudios, como el de
Poswar (2013) no encuentran diferencias significativas en la
expresion de MMP-9 en muestras de carcinomas
espinocelulares cutaneos humanos, al compararlas con
basocelulares y lesiones de queratosis actinica y en otros, como
el de Werner (2002), la mayor expresion de MMP-9 se observd
en tumores evolucionados, pudiendo establecerse wuna
correlaciéon entre agresividad (fenotipo invasor) y el marcaje. De
hecho, en dicho estudido, la sobreexpresion de MMP-9 se
relacionaba estadisticamente con la metastasis linfatica y el
estadio clinico.

En definitiva, son necesarios mas estudios para indagar en
los mecanismos intimos de la relacion entre la produccién de
MMPs y los procesos de invasion y metastasis, pero parece que
el mecanismo de accidon prinicpal seria la promocion de la
angiogénesis, que se ve favorecida por el microambiente idéneo
qgue provoca la degradacién de la matriz extracelular (Franchi,

2002).
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Existen inhibidores de los MMPs naturales (TIMP) y
sintéticos, como algunos derivados de tetraciclinas. Los TIMP
enddgenos son proteinas que se secretan en respuesta a una
sobreproduccion de MMPs. TIMP-1 es mds ponente que TIMP-2
y TIMP-3 frente a MMP-1, MMP-3 y MMP-9. En este sentido,
algunas sustancias naturales como Ila melatonina han
demostrado capacidad para inhibir la expresién de las MMPs
(especialmente la 2 y la 9) y favorecer la activacién de los TIMP
en diversos tipos de cancer.

Debido al papel inhibitorio de los TIMPs sobre las MMPs,
éstos son considerados como moléculas anti-invasivas y anti-
metastasicas, por lo que han sido multiples los estudios que se
han realizado para intentar correlacionar la expresion de unos y
otras. Algunos de ellos han demostrado cdmo su inhibicién o
aumento de produccion, podia hacer aumentar o disminuir
respectivamente, la capacidad de invasién de los tumores
estudiados (Alexander, 1992; Ahonen, 1998). Sin embargo,
otros trabajos sugieren que los TIMPs podrian tener
propiedades similares a los factores de crecimiento, que les
proporcionarian papeles muy distintos en la progresion tumoral
a los aceptados clasicamente (Gomez, 1997). En el caso
particular de los tumores cutdneos, el papel de los TIMPs no es
conocido en profundidad. En algunos experimentos de

microarrays se ha detectado una baja expresion de RNAm de
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TIMP en muestras de carcinomas espinocelulares, al
compararlos con la piel normal (Haider, 2006). Sin embargo, in
vitro, en un estudio realizado por Sand et al. (2012), no se
detectd expresion de TIMP en una linea celular de SCC ni en
gueratinocitos sanos. En el estudio realizado por Poswar (2013)
se compard la expresion inmunohistoquimica de TIMP-3 en
diferentes tumores cutaneos derivados de queratinocitos. Estos
autores, unque observaron un aumento de TIMP-3 en los
tumores mas agresivos, no pudieron establecer una correlacion
estadisticamente significativa con la MMP-9, concluyendo que
TIMP-3 no juega ningun papel importante como antagonista de
MMP-9 en tumores cutaneos no melanociticos. En nuestro
estudio, la expresion de TIMP-1 fue muy débil y escasa, por lo
gue tampoco consideramos que estas moléculas intervengan de
manera importante en el proceso de carcinogénesis en nuestro
modelo.

Teniendo en cuenta su papel como inhibidores de los
MMPs, los TIMPs son considerados como elementos anti-
invasivos y antimetastasicos del cancer.

Los estudios realizados por Gil Ortega y Ruiz Sanchez,
(2014) los resultados de la inmunotincion con MMP-9 en los
grupo Control desarrollaban menor intensidad que los animales
tratados, al igual que en anteriores estudios realizados con

grupos de ratones mds amplios (Poswar, 2013). Ademas, los
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resultados de TIMP mostraban mayor marcaje para los grupos
tratados que para los controles, con diferencias
estadisticamente significativas en ambos trabajos.

Estos resultados sugieren que la inhibicién de la
carcinogénesis y de la progresion tumoral experimentada por los
animales tratados con paclitaxel, podria deberse a Ia
estimulacidn, por parte de ésta, de la produccidon de TIMP en el
estroma tumoral.

Con respecto a la expresion de PCNA, los estudios previos
de nuestro grupo como el de Belmar Ruiz (2014) mostraban en
los animales de los grupos tratados una disminucion del marcaje
(39%, 19% y 20%) con respecto a la obtenida por el Control.
Estos resultados nos indican que los extractos estudiados
contribuian a disminuir la tasa de proliferacién celular de los
tumores cutaneos desarrollados en nuestro modelo, hecho que
se asocia con un comportamiento bioldgico menos agresivo y
por tanto, mejor prondstico. En nuestro trabajo, estudio, debido
a que todos los animales fueron irradiados, observamos un
aumento de células proliferantes en capas basales vy
suprabasales en todos los casos, pero el niumero de células
positivas y la intensidad del marcaje fue menor en los grupos
tratados que en el control.

Basandonos en los resultados obtenidos, podemos

concluir que los distintos tratamientos a base de paclitaxel
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consiguen reducir la incidencia de carcinomas con respecto al
Control e incluso en comparacion con el tratamiento estandar a
base de ingenol mebutato. Concretamente el tratamiento con
paclitaxel 1,2% GES aplicado diariamente durante 3 semanas
(V) fue el que consigui6 mejores resultados. Por lo que
consideramos que este agente puede suponer una alternativa
terapéutica de gran interés a la utilizada actualmente en la

clinica.
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VIIl. CONCLUSIONES
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12 La exposicidn crdnica, 65 sesiones, a radiacion ultravioleta
provoco todo el espectro lesional del fotoenvejecimiento y la

fotocarcinogénesis cutaneos.

22 La aplicacién de ingenol mebutato origind la reduccion del 3%
del area media de las lesiones cutaneas de los ratones de este
grupo, asi como una disminucién del 17% de la incidencia de

carcinoma de células escamosas.

32 Entre los grupos tratados con paclitaxel ocurrié reduccidn de
la incidencia de lesiones neoplasicas malignas que oscilaba entre
el 55y el 67%; siendo el paclitaxel+1,2% GES aplicado durante 3
semanas, el que origind la mayor reduccidon (47%) de Ia

incidencia de carcinomas escamosos respecto al grupo control.

42 En nuestro estudio la extension clinica de las lesiones

cutaneas no se correlaciona con la gravedad de las mismas.

52 El estudio inmunohistoquimico mostré disminucién de la
expresion de PCNA en las lesiones cutaneas de los animales
tratados con ingenol mebutato y paclitaxel, y por tanto, de la
proliferacion celular. La mayor expresion de metaloproteinasa 9
fue observada en los carcinomas in situ y microinvasores,

independientemente del grupo de estudio, lo que sugiere una
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mayor acitividad de estas enzimas en estadios iniciales de la
carcinogénesis. El inhibidor de metaloproteinasas TIMP-1 parece

tener poca relevancia en el proceso neoplasico en nuestro

modelo.
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