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PRESENTACION

|. PRESENTACION

Esta tesis doctoral es el fruto de cuatro afios de trabajo en el ambito de la
investigacion del estrés oxidativo derivado de la exposicion a la luz ultravioleta (UV)
y se ha desarrollado como parte especifica de una linea de trabajo del grupo de
Farmacobiologia Celular de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad Rovira y Virgili de Reus.

El estrés oxidativo es una consecuencia directa del necesario consumo de oxigeno
por parte de los organismos vivos aerobios, y su intensidad y consecuencias
dependen de la capacidad de nuestros sistemas de defensa especificos para
contrarrestar las especies reactivas del oxigeno (ERO) generadas, entre las cuales
destacan los radicales libres del oxigeno (RLO). Numerosas circunstancias,
fisiolégicas o patoldgicas, pueden incrementar la produccion de RLO vy, por tanto,
aumentar el estrés oxidativo. Entre ellas esta la radiaciéon UV (RUV), a la que todos
nosotros estamos expuestos con mayor o menor intensidad y asiduidad.

La exposicion a la RUV es causa de numerosas alteraciones cutaneas, incluido el
cancer de piel. El progresivo aumento de este tipo de cancer en las ultimas décadas
ha suscitado una gran preocupacién sanitaria y social, por lo cual todos los aspectos
relacionados con la fotoproteccidon son objeto de investigacion desde diversos

puntos de vista: fisico, quimico, biolégico y sanitario.

En este sentido, no cabe duda de que actualmente disponemos de una informacion
muy valiosa acerca de los riesgos de la exposicion a la RUV y, al mismo tiempo,
existen fotoprotectores muy eficaces y desarrollados con criterios cientificos
avanzados. No obstante, y a pesar de que el consumo de fotoprotectores no cesa de
incrementarse, la incidencia del cancer de piel sigue aumentando. Con este trabajo
pretendemos llamar la atencion sobre la falsa sensacién de seguridad que puede
derivarse del uso incorrecto de fotoprotectores y sobre la necesidad de revisar en

profundidad algunos de los conceptos sobre los que se basa la fotoproteccion.
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Il. INTRODUCCION

1. LUZSOLAR

Ya hace mas de 400 afios que Copernico declaré que el sol era el centro del
universo. A lo largo de la historia, la especie humana ha tenido una relacién especial
con el sol. Desde Egipto hasta Méjico se rendia culto al astro rey, que era
considerado como el dios que daba calor y permitia el crecimiento de los cultivos. De
hecho, no hay ningin aspecto del mundo en el que vivimos que no esté influenciado
por el sol. Desde la fotosinteis hasta nuestro estado de animo, estan condicionados
por dicho astro. No es de extrafar, pues, el papel central que juega la radiacion solar
en nuestra vida diaria. A pesar de ello, no todos los aspectos de dicha radiacion son
positivos; ya que como veremos a continuacion, existen unos efectos deletéreos
causados por la naturaleza intrinseca de la radiacion solar.

El sol emite diversos tipos de radiaciones: rayos X, radiaciones ionizantes,
radiaciones ultravioleta (RUV), luz visible, radiaciones infrarrojas y otras.

Desde el punto de vista fotobiolégico el espectro solar en la superficie terrestre (nivel
del mar) est4d formado por radiaciones con longitudes de onda de energia
electromagnética comprendida entre 290 y 3000 nm. Y debido a esta gran
diversidad, desde el punto de vista de la practica clinica se considera que el
espectro solar esta formado por: radiaciones ultravioleta (290-400 nm), luz visible
(400-760 nm) y radiaciones infrarrojas (>1800 nm). (Pathak, 1996).

La proporcion de cada una de las radiaciones es la siguiente:

sun - 40% luz visible
Ultraviolat Infrared
light light
- 0 I 16 I I
a 50% radiacion infrarroja
- ———— — layer
" il o
- L - 10% radiacién ultravioleta
" VA Visible o

light

Earth c\ﬁ"\&,&\\

Figura 1. Proporcion y atenuacion de las radiaciones incidentes sobre la superficie terrestre.
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Aunque el sol emite radiaciones de longitud de onda menores a 290 nm, dichas
radiaciones no llegan a la superficie terrestre debido a la selectiva absorcion que
sufren por parte de las moléculas de ozono y oxigeno molecular presentes en la
estratosfera (Figura 1).

Por lo tanto, hay una radiacion incidente de elevada energia que se ve atenuada por
los componentes de la estratosfera, haciendo que la energia que recibamos sea
menor a la inicial.

La mayoria de los efectos perjudiciales para la salud, principalmente sobre la piel, se
deben a la accion de la radiacion ultravioleta. La luz visible y la radiacién infrarroja
son generalmente inocuas para el hombre (Ribera y Paradelo Garcia, 1997).

Por convenio, el espectro ultravioleta se subdivide arbitrariamente en tres bandas de
mayor a menor longitud de onda. Estas bandas o regiones se denominan UVA, UVB
y UVC respectivamente.

La region UVA abarca de los 400 a los 320 nm. Este espectro es el responsable de
la reaccion de pigmentacion de la piel, y de muchos otros efectos como son el
fotoenvejecimiento de la piel (elastosis solar) y la fotosensibilizacion (Gilchrest y
Tang, 1996).

La banda correspondiente a UVB engloba a las radiaciones comprendidas entre los
320 y 290 nm. Tiene también una marcada accion pigmentdgena y es la region
responsable de las quemaduras solares; otro efecto importante que se le atribuye es
el cancer cutaneo.

La radiaciéon UVC comprende las longitudes de onda menores a 290 nm (200-290
nm). Esta region es eritematdgena, mutagénica y carcinogénica;, pero no esta
presente en la superficie terrestre debido a la filtracion producida por la capa de
0zono.

Existe una creciente preocupacion respecto las radiaciones UVC y UVB, ya que
debido a la persistente y continua degradacién de la capa de ozono de la
estratosfera por parte de los fluorocarbonos, CFCs, etc., se prevé un incremento de
los niveles de irradiacion sobre la superficie terrestre de estas dos regiones del
espectro ultravioleta, asi como de los efectos nocivos que estas radiaciones pueden

producir sobre la salud (Amron y Moy, 1991).
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2. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PIEL

La piel se compone de dos capas: la epidermis y la dermis. Por debajo de ella se
encuentra el tejido subcutaneo conocido como tejido celular subcutaneo o paniculo
adiposo.

La epidermis, que es la capa mas externa, esta directamente en contacto con el
medio ambiente.

La epidermis adulta esta compuesta por tres tipos celulares basicos: queratinocitos,
melanocitos y células de Langerhans. Dos tipos adicionales de células, la célula
dendritica indeterminada y la célula de Merkel pueden encontrarse ocasionalmente
en el interior de la epidermis.

El queratinocito, o célula escamosa, es la célula principal de la epidermis. Tiene la
funcién especializada de producir queratina, que es un proteina filamentosa que
cumple una funcioén protectora y que no solamente forma la capa superficial (estrato
cérneo) de la epidermis, sino que también es la proteina estructural del pelo y de las
ufias.

La epidermis puede dividirse en las siguientes zonas (Figura 2), comenzando por la
capa mas interna: capa basal, capa de Malpighi o de células espinosas, capa
granulosa y capa coérnea o estrato corneo. Estos nombres reflejan el diferente
aspecto del queratinocito a medida que se va transformando en célula queratinizada.
El melanocito es la célula productora de pigmento (melanina) de la epidermis. En la
epidermis adulta normal, los melanocitos se asientan en la capa basal, con una
frecuencia de aproximadamente uno por cada diez queratinocitos basales. El
namero de melanocitos en la epidermis es constante, independientemente de la raza
o del color de la piel; es mas bien el numero y el tamafio de los melanosomas, o
granulos de pigmento sintetizados continuamente por estos melanocitos, lo que
determina las diferencias raciales en la coloracién de la piel. Aunque el melanocito
es la fabrica de pigmentos de la piel, los melanosomas sintetizados por €l son
continuamente transportados a los queratinocitos adyacentes, que actiGan como
depdsitos del pigmento en la piel.

Los melanocitos de la piel oscura sintetizan melanosomas de mayor tamafio que los
producidos en la piel clara. El tamafio del melanosoma es el principal factor que

determina la forma de distribucion de los melanosomas en los queratinocitos. Los
4
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grandes melanosomas de la piel oscura estan dispersos aisladamente en el
citoplasma de los queratinocitos; los melanosomas menores de la piel clara estan
agrupados en complejos revestidos de membrana en el interior del queratinocito. La
exposicion crénica al sol puede "engafiar" al melanocito para que produzca
melanosomas de mayor tamafio haciendo asi que la distribucion de los
melanosomas en los queratinocitos se asemeje al patrén que se observa en los
sujetos de piel oscura.

Las células de Langerhans se encuentran normalmente dispersas entre los
queratinocitos del estrato espinoso. Constituyen el 3-5% de las células de esta capa.
Funcionalmente, las células de Langerhans pertenecen a la linea de los monocitos-
macrofagos, y se originan en la médula 6sea. Desempefian un papel en la induccion
del rechazo de injertos, en las reacciones de hipersensibilizacion por contacto y en la

inmunovigilancia.

THE EPIDERMIS La dermis es la capa intermedia. Su
o= principal componente es una proteina
=

CORMNEUM

e STRATUM estructural fibrosa denominada colageno. La

capa mas interna de la piel es el tejido

: e ‘\nsﬁi—x, SIRATL :
e s Se® e eT omwuwoswe | celylar cutdneo o paniculo adiposo, esta

oo
i |1';\$_'.‘? ’ - .
s _H; sriceieaver| COMpuesto por I6bulos de adipocitos o

*ﬁ"i%

.. células grasas.

3 % 1 %ﬁ;zbﬁ : ##_ BASAL LAYER

% : ’@:;.h‘ Eﬁ Respecto a la RUV, los estudios se centran
RS = . , .
\‘t ’ F% - !,E mayoritariamente en epidermis, ya que
'f %& 3 i como veremos posteriormente con mayor

detalle, corresponde a la porcion de la piel

mas afectada por dicha irradiacién

Figura 2. llustraciéon de las diferentes capas de la epidermis. Los nombres de las diferentes
capas corresponden a los diferentes estadios de maduraciéon de los queratinocitos que las
componen.
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3. EFECTO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA SOBRE LA PIEL

La presencia de la radiacion solar asociada a la vida en una atmosfera rica en
oxigeno produce efectos indeseados y perjudiciales sobre la piel. La consecuencia
mas severa del dafio producido por la radiacion solar es el cancer de piel. Cambios
menos severos, reflejo del fotoenvejecimiento cutaneo, son la presencia de arrugas,
descamaciones, sequedad de la piel y anormalidades en la pigmentacion cutanea
como la hiper y la hipopigmentacion.

Para que ocurra una reaccion fotoquimica en la epidermis, es necesario que la
radiacion ultravioleta sea absorbida por un cromoforo, iniciandose asi una serie de
reacciones fotoquimicas que desembocardn en un fotoenvejecimiento o incluso en
un cancer cutaneo (Trautinger, 2001).

Estas reacciones fotoquimicas pueden implicar cambios en el DNA, incluyendo la
oxidacion de los acidos nucleicos.

Las reacciones oxidativas pueden también modificar proteinas y lipidos,
produciendo, en consecuencia, cambios en la funcionalidad de las estructuras
afectadas. La acumulacién de dichas oxidaciones puede desembocar en
envejecimiento tisular, y si la capacidad natural del organismo para contrarrestar
este acumulo de oxidaciones se ve superada por el efecto de las radiaciones
ultravioletas, asociadas a la presencia de otros generadores de radicales libres

(humo del tabaco, polucion), pueden aparecer dafios oxidativos mas graves.

CROMOFOROS

Existen muchas moléculas capaces de absorber la luz UV en la piel, entre las cuales
el DNAy el acido urocénico se consideran cromoforos con relevancia bioldgica.

El DNA puede absorber UVB (290-320 nm), produciéndose cambios entre bases de
pirimidina adyacentes de una hebra del DNA. Ello da lugar a la formacion de
dimeros de ciclopirimidina, particularmente los dimeros de timina o, menos
comunmente, los 6-4 fotoderivados. El espectro de accidon para estos cambios es
méaximo sobre los 300 nm, aunque los rayos UVA (320-400 nm) pueden también

generar dimeros de timina (Young et al., 1998; Kielbassa y Epe, 2000).
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El 4cido urocénico ha sido identificado recientemente como el segundo cromoforo
para las reacciones fotoquimicas en la piel (Hanson y Simon, 1998; Simon, 2000).
Un foton de luz tiene suficiente energia como para generar oxigeno singulete (Darr y
Fridovich, 1994). Cuando la luz UV es absorbida por el &cido trans-urocanico, se
genera una molécula de oxigeno singulete, que como veremos posteriormente es
una especie de elevada reactividad que puede atacar estructuras celulares y generar

otras especies reactivas de oxigeno.

ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ERO)

Las ERO se generan de manera habitual durante las reacciones metabdlicas
tisulares, incluyendo en la piel (Young y Woodside, 2001; Bergendi et al., 1999). La
mayoria del oxigeno del organismo es utilizado en el metabolismo celular. A través
de una serie de adiciones de un electrén, el oxigeno molecular es secuencialmente
transformado en anion superoxido, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo vy
finalmente en agua (Figura 3). La mayoria de las reacciones ocurren en la
mitocondria y estan relacionadas con la produccion de energia. Las enzimas
celulares y los procesos metabdlicos controlados, habitualmente mantienen el dafio
oxidativo de las células al minimo. En cambio, en situaciones de elevada demanda
metabdlica y en presencia de agentes externos como la luz solar, el tabaquismo o la
polucion, en las que los mecanismos de proteccion pueden no ser adecuados o

suficientes, puede producirse un dafio oxidativo, como veremos posteriormente.

singlet
oxygen

0
v B

or other B H-0
anarg-,r/”\ 2

3. Y0 ar e, *B_/_ sa
O2—/% 02—~ H202 75 -OH— 77~ H20

triplet  superoxide peroxide hydromyl
oxXygen radical radical

Figura 3. Transformacion secuencial del oxigeno en agua por reduccién progresiva.
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FOTOCARCINOGENESIS

La radiacion UVB es un carcinogeno completo y puede generar carcinomas de tipo
escamoso en animales (Black et al., 1997). Como hemos dicho anteriormente, el
DNA absorbe UVB, hecho que implica la generacion de mutaciones puntuales del
tipo COT y CC® TT. El espectro de accidon para la generacién de carcinoma
escamoso abarca principalmente la region UVB, aunque existe también una cierta
actividad carcinogénica en UVA (de Gruijl y van der Leun, 1994). Mientras que la
energia UVB es importante en la iniciaciéon del tumor, la energia UVA interviene
predominantemente en la promocion del tumor.

Comparada con la energia UVB, la radiacion UVA genera mayor estrés oxidativo
(Gaboriau et al., 1995; Tyrrell, 1996). En el conjunto de la radiacién solar, la energia
UVA es 10 veces mas eficiente que la UVB en la produccién de reacciones de
peroxidacion lipidica (Morliere et al., 1995). La radiacion UVA es mas citotoxica que
la UVB (de Gruijl, 2000). La energia UVA dafia el DNA mediante la produccion de
rupturas de cadenay la oxidacion de los acidos nucleicos (Wenczl et al., 1997).

La lesibn mutagénica caracteristica generada por el estrés oxidativo es la formacion
de 8-hidroxiguanosina, la cual genera transversiones tipo G:C a T:A mediante el
emparejamiento con adenina en lugar de citosina durante el proceso de replicacion
(Kielbassa et al., 1997).

La radiacion UVA puede inhibir la reparacién del DNA (Parsons y Hayward, 1985).
Ademas, puede inducir la sintesis de metaloproteinasas de la matriz celular (MMP),
lo que puede aumentar la agresividad biolégica del cancer de piel (Fisher et al.,
2001).

La luz solar puede suprimir la funcién inmunitaria de la piel y promover la formacion
de canceres cutaneos (Streilein et al., 1994). Aproximadamente un 40% de los seres
humanos son susceptibles a esta inmunosupresion inducida por la radiacion UV; de
hecho, virtualmente todas las personas con carcinomas cutaneos de células basales
0 escamosos, presentan inmunosupresion debida a la radiacion UV.

Aungue la mayoria de estudios de inmunosupresiéon debida a la radiacién UV se han
llevado a cabo utilizando fuentes de energia UVB (Duthie et al., 1999), estudios

recientes han resaltado la importancia de la radiacion UVA en la produccién de
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inmunosupresion (Nghiem et al., 2001) y la capacidad de los antioxidantes para
prevenirla (Halliday et al., 1998).

La importancia de la inmunosupresion en el desarrollo del cancer cutaneo se pone
de manifiesto en las personas inmunodeprimidas como consecuencia de haber sido
sometidas a un transplante de oOrganos, ya que estas personas presentan una
incidencia maxima de carcinomas cutaneos letales (Berg y Otley, 2002).

La energia correspondiente a la region UVA de la luz solar es unas 20 veces
superior a la de la region UVB. Ademas, mientras que la radiacion UVB es
practicamente absorbida en su totalidad por la epidermis, la energia UVA es capaz
de alcanzar las capas dérmicas (Gilchrest et al., 1983) e incluso afectar las células
sanguineas circulantes (Moller et al., 2002). La radiacion UVA, ademas de ser mas
eficiente que la UVB para la produccion de ERO en la piel, provoca efectos

adicionales distintos de los provocados por la radiacién UVB.

UvA UvE uvC
(36ENM) (313 nm) (361 nmj

Oueratinocitos
Melanocitos
Célula basal
Celulas de
Langerhang

Epidermis

Capilaras
Fibroblastos @
Linfocitos E
Macrifagos 2
Células

Gramulocitos

Colageno, vasos

Fibras elasticas Tejido subcutaneo m
GAG, fibroneetina | |

Figura 4. Capacidad de penetracién de los diferentes tipos de radiacion UV en la piel.
(Tomado de Bruls et al., 1984)
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FOTOENVEJECIMIENTO

La exposicion a la luz solar tiene un profundo efecto sobre la piel, produciendo un
envejecimiento acelerado que puede apreciarse a simple vista: arrugas,
descamacion, deshidratacion, telangiectasias y alteraciones de la pigmentacion
(hiper e hipopigmentacién) (Berneburg et al., 2000; Yaar y Gilchrest, 2001).
Microscopicamente, pueden apreciarse también numerosas alteraciones. Entre ellas,
destaca la presencia de acumulaciones amorfas de fibras de colageno
desestructuradas que se tifien con una coloracion baséfila. Los glicosaminoglicanos
son abundantes. Los vasos sanguineos estan dilatados y con formas tortuosas. Hay
una mayor presencia de células inflamatorias en la dermis. Los queratinocitos son
irregulares. Los melanocitos se distribuyen de forma irregular, con zonas de mayor
acumulacién y zonas en las que son mas escasos. El nimero de células de
Langerhans esta disminuido en la piel sometida a la radiacion solar.

Debido a que la radiacion UVB es absorbida de forma practicamente completa en la
epidermis, es importante tener presente que los cambios caracteristicos del
fotoenvejecimiento pueden ser producidos solo por la radiacion UVA. De hecho,
estos cambios se han observado incluso en pieles protegidas con fotoprotectores y
tras un escaso numero de exposiciones de radiacion UVA de baja intensidad (Lowe
etal., 1995).

Pequefas cantidades de radiacion UV provocan la induccién de una serie de MMPs
incluyendo MMP-1, MMP-2, MMP-3, y MMP-9 (Fisher et al., 1996). Estas proteasas,
de forma conjunta, son capaces de degradar la matriz de colageno de la piel. Al
mismo tiempo, se inhibe la sintesis de procolageno (Fisher et al.,, 2000), quizas
mediante un mecanismo relacionado con la degradacion del colageno (Varani et al.,
2001). En la piel expuesta a la RUV, los niveles de procolageno | estan disminuidos
y la actividad de las proteinas MMP-1 y MMP-2 esté incrementada, en comparacion
con lo que ocurre en la piel no expuesta a la radiacion (Chung et al., 2001).

Estos cambios aparentemente se derivan de la induccion del factor de transcripcion
de activacion proteica (AP-1), el cual es activado por una serie de proteincinasas,
activadas a su vez por mitégenos. La radiacion UV también activa al factor de

transcripcion nuclear Kg (NF-Kg), el cual estimula la migracion de los neutrdfilos
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hacia el lugar de la irradiacion aumentando la presencia de colagenasa neutrdfila
(MMP-8) y agravando de esta manera la degradacion de la matriz de coldgeno.

En esta activacion de AP-1 y NF-Kg participan directamente las ERO, que son el
denominador comun de esta compleja interaccion bioldgica (Siwik et al., 2001).

El estrés oxidativo puede también incrementar los niveles de RNA mensajero de
elastina en los fibroblastos dérmicos contribuyendo asi a los cambios elastoticos
hallados en la dermis fotoenvejecida (Kawaguchi et al., 1997)

Las ERO pueden modificar las proteinas en los tejidos a través de mecanismos de
carbonilacion. Estas proteinas carboniladas se acumulan en la dermis papilar de la
piel dafiada por la radiacion solar.

La radiacién UVA induce procesos de peroxidacion lipidica en membranas, lo que
puede alterar la fluidez de las membranas celulares (Gaboriau, 1993).

Aparte de la afectacion del DNA nuclear, el DNA mitocondrial puede también sufrir
alteraciones debido al estrés oxidativo (Krutmann, 2001). Debido a que los
mecanismos de reparacion del DNA son menos eficientes en la mitocondria en
comparacion con el ndcleo, las mutaciones se acumulan a un ritmo mucho mayor.
En este sentido, se ha identificado una delecién comun en el DNA mitocondrial y se
demuestra que aparece de forma significativamente mayor en las zonas de piel
fotoenvejecida (cuello, cara, etc.) respecto a las zonas de piel protegidas del sol
(Birch-Machin et al., 1998). La delecién puede generarse por la radiacion UVA y es
mediada por el oxigeno singulete (Berneburg et al., 1999). Estas mutaciones pueden
alterar la capacidad de llevar a cabo la fosforilacion oxidativa y en consecuencia se

puede generar mayor estrés oxidativo.

4. RADICALES LIBRES DE OXIGENO (RLO)

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mas electrones
desapareados en sus orbitales externos. Un compuesto puede convertirse en radical
libre captando o perdiendo un electrén. Asimismo, también pueden formarse
radicales libres cuando un enlace covalente se rompe y cada electron de la pareja
compartida permanece en un atomo (fision homolitica). Como consecuencia de

poseer electrones desapareados, estas especies quimicas son extremadamente
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reactivas, tienen por tanto una semivida corta y su concentracion en el estado
estacionario es baja (Armstrong et al., 1984; Pryor, 1986; Webster y Nunn, 1988).

La molécula de oxigeno, como tal, puede ser calificada de birradical puesto que
tiene dos electrones desapareados, cada uno de ellos localizado en un orbital
antienlazante p”. Sin embargo, la reactividad de esta molécula es mas baja de la que
cabria esperar debido a que los espines de estos dos electrones presentan
direcciones paralelas. Para que el oxigeno pudiese oxidar un a&tomo o molécula que
no fuese radical libre aceptando un par de electrones, éstos deberian ser de espines
paralelos (Cadenas, 1989; Jamieson, 1989). Segun el principio de exclusion de
Pauli, los electrones de un orbital atbmico o molecular nunca tienen direcciones
paralelas, por tanto, para que el oxigeno molecular aumentase su reactividad habria
de invertirse el espin de uno de los electrones de sus orbitales externos, o bien,

sufrir una reduccion secuencial y univalente produciendo radicales libres de oxigeno.

La inversidn de los electrones de los orbitales externos del oxigeno molecular origina
dos formas de oxigeno singulete: el oxigeno singulete delta que, debido a su larga
semivida, es el de mayor importancia bioldgica, y el oxigeno singulete sigma, mas
reactivo que el anterior pero de corta semivida porque rapidamente decae al estado
delta (Cadenas, 1989; Webster y Nunn, 1988).

Cuando un unico electron reduce la molécula de oxigeno se produce el i6n radical
superoxido (O.7). Esta es una especie quimica muy reactiva pero inestable en
soluciones acuosas, ya que reacciona consigo misma mediante una reaccion de
dismutacion (Cadenas, 1989; Fridovich, 1983).

12
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Figura 5. Diferentes transformaciones sucesivas del oxigeno molecular por adicion de

electrones.

Si son dos electrones los que se incorporan a la molécula de oxigeno se forma el i6n
perdxido (0,%), cuya forma protonada es el peréxido de hidrogeno (H»0,). Este
compuesto es peligroso para las células porque es un potente oxidante que
atraviesa facilmente las membranas biolégicas y del que se puede originar el radical
hidroxilo (OH") (Pryor y Church, 1991). La reduccién del oxigeno molecular por tres
electrones da lugar al citado radical hidroxilo. Esta especie es una de las mas
reactivas que se conocen y, por tanto, presenta una semivida y un radio de accion
muy cortos (microsegundos y angstroms, respectivamente). Asi, un radical hidroxilo
formado en la mitocondria sera improbable que, por si mismo, tenga un efecto
directo en otras partes de la célula (Pryor, 1986). Una fuente importante de radicales

hidroxilo es la reaccion de Haber-Weiss que es, a su vez, el balance de dos
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reacciones (Halliwell y Gutteridge, 1992) (Figura 6). Finalmente, la reduccién

tetravalente del oxigeno molecular origina una molécula de agua.

0s-. + Fe3* — Q9 + Fel*
H,04 + Fe?* —> .OH + OH- + Fe3*

0s-. + H03 —> .OH + OH-+ 0y

Figura 6. Reaccion de Haber-Weiss mediante la cual se generan radicales hidroxilo.

5. REACTIVIDAD DE LOS RADICALES LIBRES DE OXIGENO

La mayoria de los radicales libres de interés biolégico suelen ser extremadamente
reactivos e inestables, por lo que tienen una semivida muy corta, que se puede
medir incluso en fracciones de microsegundo. No obstante, cuando un radical libre
reacciona con un compuesto no radical pueden formarse otros radicales libres, de
manera que es posible que se creen reacciones en cadena y den lugar a efectos
biolégicos lejos del sistema que origind el primer radical. Un ejemplo lo constituye la
peroxidacion de lipidos (Harman, 1992; Webster y Nunn, 1988).

Las proteinas, los lipidos insaturados, los acidos nucleicos y los carbohidratos son
los blancos fundamentales de las reacciones de los radicales libres. A continuacion,
se describen los dafios que pueden sufrir estas moléculas debido a los radicales

libres.

Proteinas

Las proteinas son modificadas de diferente manera por las especies reactivas de
oxigeno. Los radicales libres de oxigeno, por ejemplo, pueden reaccionar
directamente con el ligando metdlico de muchas metaloproteinas. Se ha
comprobado que el hierro de la oxihemoglobina puede reaccionar con el radical
superéxido o el peroxido de hidrogeno para formar metahemoglobina (Freeman y
Grapo, 1982). Otra importante hemoproteina citoplasmatica, la catalasa, es inhibida

por el Oz, que la convierte en sus formas inactivas ferroxi y ferrilo (Kono y Fridovich,
14
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1982). Por dultimo, el peréxido de hidrogeno producto de la dismutacion del G,
también puede reducir el Cu** de la superéxido dismutasa CuZn a Cu'*,
reaccionando después con €l y generando radical hidroxilo. A su vez, este radical
hidroxilo ataca un residuo adyacente de histidina del centro activo de la enzima,
necesario para la actividad catalitica (Hodgson y Fridovich, 1975).

Debido a la reactividad de los radicales libres con las moléculas insaturadas o que
contienen azufre, las proteinas con proporciones elevadas de triptéfano, tirosina,
fenilalanina, histidina, metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones de sus
aminoacidos mediadas por radicales libres. En este sentido, se ha observado que
enzimas tales como la papaina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa e incluso
la superéxido dismutasa, que dependen todas ellas de dichos aminoacidos para
desarrollar su actividad, sufren también alteraciones en su estructura proteica, que
dan lugar a entrecruzamientos y fenémenos de agregacion, que se ven favorecidos
por la formacion de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Freeman y Grapo,
1982; Gebicki y Gebicki, 1993; Stadtman, 1992; Webster y Nunn, 1988; Wolpp et al.,
1986).

Los enlaces peptidicos también son susceptibles de ser atacados por los radicales
libres. Estos enlaces pueden romperse tras la oxidacién de residuos de prolina por
radicales hidroxilo o superéxido (Wolff y Dean, 1986).

Finalmente, la reaccion de los radicales libres con las proteinas también puede
generar subproductos que amplificarian el dafio inicial. Un ejemplo lo constituye la
oxidacion del triptofano hasta H,O, y N-formil kinurenina (Freeman y Grapo, 1982;
Nielsen, 1981; Stadtman, 1992).

Lipidos

Los radicales libres hidroxilo e hidroperoxilo y el oxigeno singulete pueden
reaccionar con los 4cidos grasos de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de
las membranas para formar hidroperoxidos lipidicos. (Aikens y Dix, 1991; Choe et
al.,, 1995; Gutteridge y Halliwell, 1990). Este proceso de peroxidacion lipidica
comienza cuando el radical libre quita un &omo de hidrogeno de uno de los
carbonos metilenos de la cadena carbonada para formar un radical libre lipidico (L).

Los &cidos grasos poliinsaturados de membrana son especialmente susceptibles de
15
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ser atacados por radicales libres, puesto que contienen grupos metilenos separados
por dobles enlaces que debilitan el enlace C-H metileno. Cuando el radical lipidico
se origina, sufre inmediatamente un reajuste molecular, produciéndose un dieno

conjugado que puede reaccionar con el O, y formar un radical hidroperoxilo. Este

radical libre da lugar a endoperoxidos, o bien puede tomar un atomo de hidrégeno

de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado adyacente para formar,
de nuevo, un radical libre lipidico y un hidroperoxido (Figura 7).

El radical lipidico se combina con otra molécula de oxigeno y asi se establece una

cadena de propagacion del dafio oxidativo. Por su parte, el hidroperdxido, que es un
compuesto estable, si entra en contacto con iones metalicos de transicidn, producira
mas radicales libres que iniciaran y propagaran otras reacciones en cadena.

Asi, las membranas resultan seriamente dafiadas y, por tanto, su funcionalidad se ve

alterada (Rice-Evans y Burdon, 1993).

Los productos finales del proceso de peroxidacion lipidica, entre los que se incluyen
hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del lugar donde
se originaron y causar edema e influir en la permeabilidad vascular, inflamacion y
quimiotaxis (Blake et al., 1987; Pryor y Church, 1991). Estos productos pueden
también alterar la actividad fosfolipasa e inducir la liberacion de acido araquidénico y
la subsiguiente formacién de prostaglandinas y distintos endoperdxidos (Sevanian et
al., 1981).

El malondialdehido, que es otro producto final de la peroxidacion de acidos grasos
con tres 0 méas dobles enlaces, puede causar entrecruzamientos y polimerizacion de
distintos componentes de la membrana (Nielsen, 1981; Valenzuela, 1991). Asi pues,

las propiedades de las membranas aun resultan mas dafiadas.
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Figura 7. Reacciones de la peroxidacién lipidica.

Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos también pueden ser atacados por los radicales libres.
Realmente la citotoxicidad de estas especies quimicas, en gran parte, es una
consecuencia de las aberraciones cromosomicas producidas por las modificaciones
quimicas que sufren las bases y los azlUcares del DNA al reaccionar con los
radicales libres, especialmente con el OH (Harman, 1992; Randerath et al., 1992;
Higuchi y Linn, 1995). Las modificaciones quimicas de los nucleétidos provocan, en
muchos casos, la ruptura de hebras del DNA. Si el dafio que se origina es tan
grande que no puede ser reparado, se produce una mutacion, o bien la célula muere
(Cerutti, 1985; Davies et al., 1990; Demple, 1990).
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Carbohidratos

Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor proporcidon que
otras moléculas. Azucares tales como la glucosa, el manitol o ciertos desoxiazlcares
pueden reaccionar con el radical OH para producir sustancias reactivas (Blake et al.,
1987; Sies, 1985). Asimismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los
radicales libres, en este caso fragmentandose a unidades mas sencillas. Greenwald
y Moy (1980) han demostrado que el &cido hialurénico se despolimeriza en
presencia de concentraciones elevadas de radicales hidroxilo, provocando un

descenso de la viscosidad del liquido sinovial de las articulaciones.

A pesar de que los radicales libres son especies extremadamente reactivas, las
células disponen de sistemas de proteccion frente a ellos. De hecho los radicales
libres se estan produciendo continuamente en el organismo (Freeman y Grapo,
1982; Halliwell, 1989), el problema sdélo surge cuando hay una sobreproduccién o
cuando los sistemas antioxidantes, que comentaremos con posterioridad, estan
debilitados.

6. SISTEMAS ENDOGENOS DE PROTECCION DE LA PIEL FRENTE A LA
RADIACION ULTRAVIOLETA

Podemos diferenciar dos mecanismos de proteccion de la piel en funcidén de si son

preventivos de la lesion o si son reparadores de los efectos de la lesion:

MECANISMOS PREVENTIVOS

= Fisicos: pelos (queratina), lipidos de la superficie epidérmica.
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La queratina y los lipidos de la superficie de la epidermis actian como una barrera
fisica, que mediante un fenédmeno de reflexion impiden que un porcentaje importante

de la radiacion ultravioleta incida sobre las células de la epidermis.

= Quimicos o debidos a cromoforos enddgenos: 4cido urocanico y melanina

La melanina esta considerada como el factor de proteccion fisiologico mas
importante y realiza su accién absorbiendo la radiaciéon entre los 300 y los 1200 nm.
Hay dos tipos importantes de melanina, la eumelanina de color negro y la
pheomelanina, de color rojizo (Figura 8). La eumelanina tiene su maximo espectro
de absorcion en los 300 nm. La pheomelanina esta presente en proporciones

importantes en los individuos pelirrojos y su capacidad filtrante es poco significativa.

The Melanin Chemical Pathway
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Figura 8. Sintesis de los diferentes tipos de melanina a partir de la tirosina.
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La radiacion UVB tiene una marcada accion pigmentdgena, que se lleva a cabo

mediante tres mecanismos:

1. Estimula la formacién de nuevo pigmento en el melanocito.
2. Produce una mayor y mas rapida transferencia de dicha melanina a los
gueratinocitos.

3. Realiza una accién proliferante sobre los propios melanocitos.

La banda UVB de maxima accién pigmentogena es la de longitud de onda de 300 a
320 nm. La pigmentacién empieza a ser visible a los tres o cuatro dias de la primera
exposicion y, si ésta es aislada, llega a su maximo al cabo de 15 dias, perdiéndose
posteriormente con mucha lentitud. En exposiciones reiteradas, el efecto
pigmentdgeno se acumula, alcanzandose una mayor resistencia de la piel al sol.

La pigmentacion por UVA empieza practicamente de forma inmediata pero mucho
menos acentuada; no hay neoformacion de melanina sino tan sélo oxidaciéon de la
preexistente y una mayor transferencia de este pigmento a los queratinocitos. La

pigmentacién por UVA es mucho mas transitoria, perdiéndose a los pocos dias.

La respuesta de la piel frente la exposicion solar no es uniforme en todos los
individuos y razas, esto ha llevado a la clasificacion de los individuos en fototipos
cutaneos, que se establecen en funcion de la respuesta de la piel después de la

exposicion a la luz solar del mediodia durante 45 minutos. (Tabla 1)
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Fototipo |

Siempre se queman y nunca se pigmentan

Fototipo Il

Siempre se queman y se pigmentan ligeramente

Fototipo Il

Casi nunca se queman y se pigmentan de forma
gradual

Fototipo IV

Nunca se queman y siempre se pigmentan

Fototipo V

Razas pigmentadas
Fototipo VI

Raza negra

Tabla 1. Fototipos cutaneos segun la clasificacidon de Fitzpatrick.
(Fitzpatrick, 1988)

Desde un punto de vista practico, las personas pueden dividirse en dos grandes

grupos: los melanocomprometidos (fototipos I-111) y los melanocompetentes (fototipos
IV-VI) (Figura 9).

—_— MELANOCOMPROMETIDOS

fototipo 3

g
t\ ; \
\ —  MELANOCOMPETENTES
h

| Fototipo 6 |

Figura 9. Clasificacion de los diferentes fototipos cutaneos en funcién de su patrén de

melanina.
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A pesar de la actuacion de estos “filtros naturales”, continGa llegando una cierta
proporcion de UVB a la dermis superficial. Los UVA son insensibles a estos filtros,
transmitiéndose a través de la epidermis y alcanzando una mayor profundidad en la
dermis. Las energias correspondientes al espectro de la luz visible y de la radiacion

infrarroja tienen aun mas capacidad de penetracion.

* Inmunoldgicos: Células de Langerhans

Las CL son el principal componente del sistema inmune en la piel. Actuarian como
"centinelas" epidérmicos encargados de velar por la salud cutéanea, y cuando ésta se
viese alterada, informar a otros sistemas para provocar la reaccion inmunitaria

adecuada (Toews et al., 1980).

MECANISMOS REPARADORES

=  Genéticos.

La reparacion por escision de los dimeros de pirimidina provocados por la radiacion
ultravioleta es un ejemplo de mecanismo genético. La importancia de estos
mecanismos de reparacion queda patente en el caso de una enfermedad como es el
Xeroderma Pigmentosum. Los individuos que padecen esta enfermedad presentan
una deficiencia de los mecanismos de reparacion de las lesiones que la radiacion
ultravioleta provoca en la piel; como triste consecuencia de este hecho, estas
personas presentan una tasa de mortalidad a los 40 afios de un 70%, como
consecuencia de canceres cutaneos (Cleaver y Bootsma, 1975; Dumaz, 1993).

Otra forma de "reparar" la lesién del DNA producida por la radiacion ultravioleta, de
extrema importancia, es la muerte celular programada o apoptosis.

Ambas estrategias previenen la evolucién de las mutaciones, impidiéndose asi el
posible proceso de transformaciéon celular y consiguiente carcinogénesis (Soehnge
etal., 1997).
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= Antirradicalares: Sistema defensivo antioxidante

El organismo dispone de toda una serie de mecanismos para neutralizar la accion de

los radicales libres generados, en este caso, por la radiacion ultravioleta.

1. Glutation (GSH): Es un componente no enzimético del sistema defensivo
antioxidante. Es un tripéptido endégeno compuesto por acido glutamico, cisteina

y glicina (Figura 10).

SH
O O H—1—H H e
-
N 0
NH 0

GLUTATHIONE (GSH)

garnma-glutarmyl-cysteinyl-ghycine

Figura 10. Estructura quimica del glutation (GSH).

Juega un papel central en la defensa celular contra el dafio oxidativo. Una
disminucion en el GSH de un cultivo de células epidérmicas humanas, las hace
sensibles a las mutaciones causadas por las radiaciones UVA y UVB, con la
consiguiente muerte celular (Tyrrell y Pidoux, 1986; Tyrrell y Pidoux, 1988). EI GSH
puede actuar directamente como un "scavenger" o limpiador y se cree que éste es el
efecto protector mas potente contra la radiaciéon UVB (Tyrrel et al., 1991).

El GSH neutraliza los radicales libres mediante la donacion de un atomo de
hidrogeno, y el resultante radical tiol, mucho menos reactivo, decae o degenera
biomolecularmente o a través de un mecanismo dependiente del oxigeno, en ambos
casos formando glutation oxidado (GSSG) (Ross et al., 1987). Ademas, el GSSG

puede neutralizar radicales libres por donacion de electrones (Prutz, 1989).
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En relacidon a la radiacion UVA, el GSH es especialmente importante ya que es el
Unico donador de hidrogeno en la neutralizacion de H,O, catalizada por la glutation
peroxidasa (GPx) (Tyrrell et al., 1991). El GSH puede también actuar como donador
de hidrégeno para varios antioxidantes endégenos como el ascorbato. En este
sentido, puede potenciar la eficacia en la proteccion llevada a cabo por una amplia
variedad de mecanismos enddgenos que son activos frente a diferentes reactivos
intermediarios.

En el sistema de fotoproteccion epidérmico, la disponibilidad de suficiente glutation
reducido (GSH) es absolutamente esencial.

El glutatién oxidado (GSSG) es reciclado por la glutatién reductasa (GR), utilizando

NADPH como donador de hidrogeno.
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Figura 11. Recuperacion de los niveles de GSH a partir de GSSG
por parte de la glutatién reductasa (GR).

La actividad de GR en la piel es extremadamente alta y se ha estimado que el
tiempo necesario para reciclar todo el GSH cutaneo es inferior a un minuto (Connor
y Wheeler, 1987). Esta increible sobrecapacidad da una idea de la importancia del

mantenimiento de los niveles minimos de GSH en la piel.
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La fundamental posicion del GSH como eje en la defensa contra la oxidacion, hace
qgue dicho compuesto sea el centro de atencion a la hora de intentar conseguir una

estimulacion de la fotoproteccion endogena.

2. Superoéxido dismutasa (SOD)

La SOD es una enzima que cataliza la reduccién del anién superdxido, producido
como producto resultante de la fosforilacion oxidativa, o bien derivado de la radiacion
UV y durante la inflamacion, transformandolo en un producto menos reactivo como
es el H,O,. La glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT) seguidamente
descomponen este H,O..

La SOD esta presente en la piel en diferentes formas: SOD cobre/zinc (Cu/Zn-SOD)
y la SOD manganeso (Mn-SOD) (Vessey, 1993). La Cu/Zn-SOD se encuentra en el
citosol, tiene un peso molecular de 32 KDa con dos subunidades idénticas. La Mn-
SOD se localiza en la matriz mitocondrial y tiene un peso molecular de 88 KDa con
cuatro subunidades idénticas. La Mn-SOD actia como primera linea de defensa en
la detoxificacion del anion superdxido y parece estar implicada en procesos como la
supresion tumoral o la diferenciacion celular (Church et al., 1993; Akashi et al.,
1995).

La aplicacion tépica de una crema que contiene SOD es efectiva contra varias
afecciones asociadas con el aumento en la produccion de ERO (Mizushima et al.,
1991).

Irradiaciones puntuales y repetitivas con bajas dosis de UVA a fibroblastos dérmicos
humanos "in vitro" dié lugar a un aumento significativo de Mn-SOD, tanto en los
niveles de mMRNA como de proteinas, y esta induccion produjo una proteccién

sustancial frente al efecto citotoxico de la agresion por UVA (Poswig et al., 1999).

3. Glutation peroxidasa (GPx)

La GPx es una selenoproteina tetramérica con una selenocisteina en cada uno de
los cuatro centros activos ( Wendel et al., 1978; Gunzler et al., 1984). Es una enzima
intracelular ubicua que utiliza los peréxidos lipidicos como substrato. La GPx cataliza

la conversion del H,O», inducida por la RUV, en agua y oxigeno, usando GSH como
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cofactor. La GPx reduce los peroxidos lipidicos toxicos a compuestos menos toxicos
utilizando GSH.

Existen dos formas de GPx, la selenio dependiente y la selenio independiente. La
GPx selenio dependiente muestra una alta reactividad tanto frente al H,O, como
frente a hidroperdxidos organicos. Se encuentra tanto en el citosol como en las
mitocondrias.

Una deficiencia en selenio determina una disminucion de la actividad GPx en la piel,
un incremento en la carcinogénesis en ratones inducida por la radiacion UVB (Pence
et al., 1994) y un incremento en la lipoperoxidacion lipidica inducida por UVA en

fibroblastos en cultivo (Moysan et al., 1995).

4. Catalasa (CAT)

La CAT cataliza la conversion del H,O, en agua y oxigeno molecular reduciendo, en
consecuencia, los efectos dafinos del H,O,.

El H,O, es producida in vivo como consecuencia normal del metabolismo celular o
como consecuencia de la actividad de agentes oxidantes; pero el ritmo de
generacion de este producto se incrementa de forma extrema tras la exposicion a la
radiacion UV.

A pH fisiolégico, la larga semivida del H,O,, su capacidad para atravesar bicapas
lipidicas y su reactividad con membranas o proteinas unidas a Fe®*, hace que dicho
compuesto sea una forma extremadamente peligrosa de oxigeno activado (Liochev y
Fridovich, 1994; Hoffschir et al., 1998).

El H,O, es un compuesto toxico per se, pero probablemente sélo a concentraciones
gue excedan las concentraciones intracelulares normales (Fridovich, 1977). Por otro
lado, los hidroperéxidos reaccionan con metales de transicion parcialmente
guelados, formando especies radicalares muy reactivas, como los radicales hidroxilo
y alcoxilo, a través de una reaccion de Fenton.

Una concentracion intracelular elevada de H,O, puede ser el resultado de una
concentracion elevada de anion superoxido (Nohl et al., 1981).

La capacidad de las células para eliminar el H,O, se ve comprometida por la

disminucion de la actividad CAT inducida por la luz ultravioleta/visible. EI mecanismo
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de inactivacion es probablemente la descomposicion, dependiente del oxigeno, de

uno de los cuatro anillos de porfirina (Aronoff, 1965).

2 Hzﬂ‘l‘ Uz

catalase
20z GSH
4 035905 ny0, reductase \ yNADP*
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4 H,0

peroxidase NADPH

Figura 12. Intervencion coordinada de los diferentes mecanismos enzimaticos

para detoxificar los radicales libres.

5. Glutation-S-transferasa (GST)

Las GST son enzimas miembros de una familia de supergenes. Se encuentran tanto
en el citosol como en la mitocondria (Sun, 1990) y juegan un papel primordial en la
detoxificacion de productos derivados del estrés oxidativo, incluyendo los
hidroperoxidos de DNA (Hayes y Strange, 1995).

Se considera que la formacién de especies reactivas del oxigeno es la responsable
de los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta sobre la piel. Como ya sabemos,
los efectos de la radiacién ultravioleta implican dafios moleculares con la
consecuente inflamacion, mutagénesis y genotoxicidad (Halliwell y Arouma, 1991;
Darr y Fridovich, 1994). Ademas, sabemos que las radiaciones UVA y UVB tienen
diferentes efectos sobre el DNA. La radiacion UVA, predominantemente de forma
indirecta, produce dafio en el DNA a través de los radicales libres, produciendo
rupturas en la cadena de DNA y formacién de lesiones premutagénicas de 8-
hidroxiguanina (Peak et al., 1987; Audic y Giacomoni, 1993). En cambio, la radiacion
UVB induce directamente la formacion de uniones covalentes entre bases
pirimidinicas adyacentes, generando fotoderivados como los dimeros de
ciclopirimidina (T/T) y lesiones pirimidina-pirimidina (6-4) (Setlow, 1966). Estos
productos resultan mutagénicos si no son reparados (Setlow, 1978).

El papel de la GST se observé inicialmente respecto a la catalizacién del primer

paso en la formacién del &cido mercapturico (Habig et al., 1974). Pero se sabe que,
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ademas, la GST contribuye a la proteccion frente al estrés oxidativo, tanto mediante
la inactivacion directa de peréxidos (de los lipidos o del DNA) como mediante la
detoxificacion de xenobidticos, los cuales son conocidos cofactores para la
formacion de radicales libres (Ketterer y Meyer, 1989; Berhane et al., 1994).

Las GST catalizan la conjugacion de los productos electrofilicos con el glutation
reducido, y se dividen en cinco clases, (i) a (GST A), (i) m(GST M), (iii) p (GST P),
(iv) g (GST T), y (V) x (GST Z) (Mannervik et al., 1992; Board et al., 1997). Se han
hallado alelismos en los genes de las familias a, m qy p. Las isoenzimas codificadas
por estos genes catalizan la detoxificacion de varios compuestos toxicos Yy
mutagénicos incluyendo epoxidos que resultan del metabolismo de hidrocarburos
policiclicos aromaticos, mediados por el citocromo P450, asi como la detoxificacion
de lipidos y productos del DNA derivados del estrés oxidativo (Hayes y Strange,
1995; Smith et al., 1995).

Las GST estan distribuidas ampliamente por todo el organismo, y su aparicion en el
feto se inicia muy tempranamente durante el proceso de desarrollo (Pacifici et al.,
1988). Esto sera importante para metabolizar rapidamentre los compuetos extrafios,
sobre todo en aquellos tejidos que se hallan en los lugares de entrada o de salida
del organismo, como son los pulmones o el higado.

Las formas cationicas a de la GST se describieron el afio 1975 en el higado
humano, y posteriormente se han purificado en muchos otros tejidos: glandulas
adrenales, aorta, cerebro, colon, cornea, diafragma, fibroblastos fetales, mucosa
gastrica, corazoén, ileo, rifién, higado, pulmén, préstata, piel, intestino, estbmago,
testiculos y Utero (Awasthi et al., 1994).

La clase mse ha identificado en aorta, cerebro, colon, diafragma, corazon, rifidn,
higado, pulmén, musculo, pancreas, glandulas salivales, bazo, testiculos y utero
(Awasthi et al., 1994).

La presencia de las formas p se ha demostrado en aorta, vejiga urinaria, cerebro,
mamas, colon, cérnea, diafragma, duodeno, mucosa gastrica, corazén, ileo, riiidn,
pulmén, mduasculo, placenta, prostata, glandulas salivales, piel, bazo, tiroides,
estbmago y utero (Awasthi et al., 1994).

Las GST hepéticas tienen una actvidad enzimatica claramente superior a la de otros

tejidos, como por ejemplo pulmén, rifién, piel, intestino, capsulas suprarrenales,
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bazo, placenta, sangre total y plasma (Strange et al., 1982; Guthemberg y
Mannervik, 1981), aunque esto dependera también del substrato utilizado en la
reaccion enzimatica "in vitro".

Por otro lado, estudios cromatograficos e inmunolégicos muestran claramente una
cierta expresion especifica para cada tipo celular de las isoenzimas de la GST. Por
ejemplo, todas las isoenzimas observados en las células sinusoidales hepaticas se
detectan también en parénquima hepatico, pero en las células de Kupffer y en las
endoteliales faltan muchas de las isoenzimas presentes en el parénquima. La
importancia de este hecho radica en que, cuando un compuesto xenobiédtico entra en
la circulacion hepatica, las primeras células con las que se encuentra son las
sinusoidales; por lo tanto, la presencia de muchas isoenzimas capaces de detoxificar
una gran variedad de compuestos en las células de Kupffer o en las endoteliales -
ambas forman parte de las sinusoidales- podria ser crucial para proteger al higado
del dafio provocado por sustancias parcialmente hepatotoxicas (Steinberg et al.,
1989).

En el caso de la piel humana, se han identificado en el citosol 6 formas diferentes
con punto isoeléctrico (pl) de 4,6, 5,9, 6,8, 7,1, 8,5, 9,9 mediante la técnica del
cromatoenfoque. Las tres mas abundantes son una &cida de clase p (pl 4,6), una
basica de clase a (pl 8,5) y una muy basica de clase a (pl 9,9). Esta ultima
representa 10-20% del total de las GST de piel, con alta actividad glutation
peroxidasa para los hidroperédxidos linolénicos e hidroperoxidos cuménicos (Del
Boccio et al., 1987), y se expresa también en prostata humana.

Utilizando anticuerpos policlonales especificos para la GST se han identificado
isoenzimas de la clase p, de forma mayoritaria, y también formas a en el citosol de la
piel humana (Raza et al., 1991).

La GST p de piel humana y en concreto, de la epidermis, es la misma enzima
GSTP1-1 descrita en placenta, y por lo tanto, producto de un mismo gen. (Konohana
et al., 1990).

Numerosos estudios describen la actividad GST p, de forma mayoritaria, y a en piel
humana normal y en diversas patologias como cancer de vejiga (Lafuente et al.,
1990), carcinoma cutdneo y de células escamosas (Shimizu et al., 1995), en lineas

celulares tumorales humanas (Campbell et al., 1991), en metastasis de melanoma y
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en melanoma maligno (Peters et al., 1994), en glandulas salivales normales y
tumorales (Zieper et al., 1994) y en diversos tumores de piel (Kantor et al., 1991).

Aunque la piel esta continuamente expuesta a gran cantidad de moléculas y agentes
causantes de dafo tisular, se conoce muy poco el papel que pueden jugar las
diversas isoenzimas de la GST en el metabolismo de substratos fisiologicos y

xenobidticos en el tejido cutaneo.

Desde un punto de vista compartimental podemos establecer dos grupos respecto a

los mecanismos expuestos con anterioridad:

A/ En el medio intracelular:

= Enzimas citosélicas que catalizan la eliminacion del anién superéxido (O2 7) y
del peroxido de hidrégeno (H»0-), reduciendo al maximo la formacion de
radical hidroxilo ((OH)

» Moléculas con capacidad de fijar y destruir los radicales libres: scavengers
(limpiadores)

= Los neutralizadores del oxigeno singulete (*O,): quenchers (amortiguadores),

como el glutation, la vitamina E, etc.

Scavengers y enzimas son principalmente endocelulares, hecho que deja la piel
relativamente desprotegida a causa de la importante presencia de espacio

conjuntivo extracelular (Cerimele et al., 1990).

B/ En el medio extracelular:

» El compartimiento extracelular solo dispone de débiles medidas de proteccion.
Por ello, en las reacciones inflamatorias, el radical superéxido producido por
las células fagocitarias activadas ejerce localmente, de una forma casi

exclusiva, su potencial toxico frente a las membranas plasmaticas (Pre, 1991).

En la figura 13 podemos observar el conjunto de los sistemas bioldgicos de

defensa antioxidante y su interrelacion.
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Figura 13. Sistemas biol6gicos de defensa antioxidante.

7. CANCER DE PIEL Y RADIACION ULTRAVIOLETA. EVOLUCION DEL

CONOCIMIENTO

La relacion entre el cancer de piel y la exposicion a la luz solar se conoce desde

finales del siglo XIX, cuando se observd que la aparicion de este tipo de neoplasias

se producia, en su mayoria, en personas con la piel dafiada por el sol (Unna, 1894;

Dubreuilh, 1896).

Estudios posteriores a mediados del siglo XX demostraron claramente el papel

inductor de la radiacién ultravioleta en la aparicion del cancer de piel (Roffo, 1933;

Rusch et al., 1941).

Fue en este periodo cuando se publicé que el proceso de carcinogénesis en la piel

era un mecanismo formado por dos etapas (Beremblum, 1954), consistentes en una

“iniciacion” (una alteracion

irreversible del

"promocion” (la cual es un proceso reversible).
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Desde entonces, ha sido claramente demostrado que la radiacion ultravioleta tiene la
propiedad de ser capaz de actuar como iniciador i/o promotor, es decir, puede actuar
como carcindgeno completo (Epstein y Roth, 1968; Pound, 1970).

Los estudios epidemiolégicos del cancer cutaneo empezaron sobre el afio 1960.
Estos trabajos aportaron una evidencia experimental de la relacion entre la
exposicion solar y el cancer de piel en humanos, y apuntaron la importancia del
fenotipo y el genotipo en la determinacion de la susceptibilidad a la
fotocarcinogénesis (Urbach, 1969).

Los posteriores estudios se centraron en la respuesta celular a la radiacion
ultravioleta, trabajando tanto sobre piel humana y de animales de experimentacién
como en cultivos celulares.

En los afios 70 la investigacion en fotocarcinogénesis paso de un nivel celular a un
nivel molecular, en gran medida debido a dos influencias: la primera fue el estudio
de cdmo la radiacion ultravioleta producia mutaciones en las bacterias, estudio que
abrié las puertas hacia una experimentacién en este sentido pero con células
animales (Setlow y Setlow, 1972). La segunda influencia fue el descubrimiento que
permiti6 conocer que las células procedentes de pacientes con Xeroderma
Pigmentosum eran deficientes en la capacidad de reparar las alteraciones en el DNA
producidas por la radiacion ultravioleta (Cleaver y Bootsma, 1975).

Actualmente, los estudios se centran en comprender los mecanismos moleculares
implicados en el proceso de carcinogénesis, como por ejemplo las mutaciones en
p53 Yy ras, y en el estudio del proceso de inmunosupresion cutaneo (Soehnge et al.,
1997).

8. INDUCCION DEL CANCER DE PIEL DEBIDO A LA RADIACION
ULTRAVIOLETA

Los queratinocitos epidérmicos son las células de la piel mas susceptibles al dafio
producido por la exposicion a la radiacion ultravioleta, debido a su localizacion en la
superficie de la piel; por esta razon, la mayoria de los canceres de piel son de origen
epidérmico.

Los sucesos celulares y moleculares que contribuyen al desarrollo de los canceres

de piel, inducidos por la radiacion ultravioleta, estan formados por una serie de
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complejos procesos que incluyen como minimo dos vias bien diferenciadas, las

cuales interacttan o intervienen en la generacion de estos tipos de cancer.

Estas vias o procesos son:

1. Accién directa y/o indirecta de la radiacion ultravioleta sobre las células diana
(queratinocitos) en el proceso de transformacion neoplasica, poniéndose de
manifiesto en los sucesos moleculares que ocurren en las células después de la

exposicion a la radiacion ultravioleta:

Dafio en el DNA

» |nduccion de p53y proteinas reguladas por p53
= Parada del ciclo celular

= Errores en la reparacion del DNA y/o replicacion

= Mutaciones en p53 y otros genes

2. Efectos de la radiacion ultravioleta sobre el sistema inmune del huésped (células

de Langerhans)

Asi pues, la radiacién ultravioleta que llega a la superficie terrestre interviene en el
desarrollo del cancer cutaneo de dos maneras. Por un lado, provocando mutaciones
en el DNA de los queratinocitos, a las que se asociaran las posteriores deficiencias
en la reparacion de estas alteraciones genéticas, las cuales finalmente dan lugar a
un crecimiento no controlado y a la formacion del tumor (Figura 14). Y por otro lado,
la radiacion ultravioleta tiene marcados efectos sobre el sistema inmune,
produciendo una situacion de inmunosupresion relativa que evita el rechazo del

tumor (Figura 15).

El primer estadio de iniciacion tumoral viene determinado por una Unica mutacion
inducida por la radiacion ultravioleta en p53 y, a partir de aqui, se produce la
expansion clonal de las células premalignas. La proliferacion tumoral se caracteriza
por un aumento en la proliferacion celular en la que se produce un papiloma

escamoso benigno o una queratosis actinica. En ausencia de mas exposiciones a la
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radiacion ultravioleta, ello puede producir mutaciones adicionales y dar lugar a
cambios celulares del tipo aneuploide, alteraciones cromosomicas y displasia
citoloégica. Este estadio incluye diversos ciclos de seleccion y puede ser un factor
limitante en la carcinogénesis dado que la mayoria de las mutaciones son deletéreas
para las células. La conversion maligna a carcinoma escamoso representa la etapa
final, sucediendo espontaneamente en el 5% de los papilomas o lesiones

premalignas.
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Figura 14. Modelos de los diversos estadios de desarrollo tumoral

en el cancer cutaneo (Alam y Ratner, 2001).

Como podemos observar en la figura 15, la radiacion ultravioleta altera la funcion de
presentacion antigénica de las células de Langerhans y produce un influjo de otro
tipo de células inflamatorias; la radiacion ultravioleta también facilita la produccion de
citocinas por parte de los queratinocitos. Estos fendmenos inhiben el desarrollo de
linfocitos Th1l y facilitan el desarrollo de linfocitos Th2, dando lugar a la supresion de
la inmunidad celular.
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Figura 15. Mecanismo por el que se ve afectado el sistema inmune del huésped

debido a laradiacién ultravioleta (Alam y Ratner, 2001).

9. PROCESO DE INMUNOSUPRESION CUTANEA

El inicio del conocimiento de este fenomeno se debio a la observacion de una
inusual propiedad de los canceres de piel inducidos por la radiacion UV, segun la
cual éstos son rechazados cuando se transplantan a ratones no irradiados de la
misma cepa, y en cambio no son rechazados en animales irradiados (Kripke, 1974).
¢ A qué se debe este peculiar comportamiento?

Para responder a esta pregunta se disefid0 el siguiente esquema experimental:
extirpar un trozo de tumor del huésped primario irradiado y volverlo a implantar en la
zona ventral no irradiada (Figura 16). Los resultados obtenidos fueron que los

tumores crecian progresivamente en los huéspedes primarios.
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Estos resultados indicaban que el huésped primario tiene una alteracion sistémica
que interfiere en el rechazo del tumor. Ademas, esta propiedad era aplicable no sélo
a su propio tumor, sino a cualquier tumor inducido por la radiacion ultravioleta.

La siguiente cuestion importante era, en qué momento a lo largo del proceso de
carcinogénesis, el raton perdia su capacidad de rechazo. Se hall6 que ya muy
temprano, tan so6lo después de pocos meses del inicio del tratamiento, aparecian
canceres primarios en la piel. Por otro lado, después de diversas semanas el raton
ya pierde la capacidad de rechazar el tumor (Kripke y Fisher, 1976).

La conclusion que se desprendié de estos resultados es que la exposicion de los
ratones a la radiacién ultravioleta produce una alteracion sistémica que incapacita el
rechazo de canceres de piel, y esta alteracion precede a la aparicion de este cancer.
Para demostrar la naturaleza sistémica de esta alteracion inmunoldgica, se inyectd
una suspension de células tumorales en ratones irradiados y no irradiados. El
estudio histologico posterior de los pulmones de estos ratones revelo la presencia de
metastasis en los ratones irradiados que contrastaba con una ausencia de dichas

metastasis en los ratones no irradiados (Kripke y Fidler, 1980).

Primary Hosts

6aa

u Yo Ja

Fig. 1. Experimental protocol used to determine whether the primary host is systemically
or locally unresponsive to ultraviolet-induced skin cancers. Transplantation of tumor
fragments into normal syngeneic mice results in tumor rejection, but transplantation into
immunosuppressed mice results in tumor growth. Transplantation back into the primary
host or into a second primary host also results in progressive tumor growth, indicating
that their inability to reject skin cancers is a systemic phenomenon.

Figura 16. Demostracién experimental de la ausencia de rechazo del tumor por parte de los

animales irradiados (Kripke, 1986).
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Pero, ¢cual era la naturaleza de esta alteraciéon sistémica?

Se demostré mediante diversos tests inmunolégicos que estos ratones eran
inmunolégicamente competentes en muchos aspectos, pero que eran deficientes en
la generacion de reacciones alérgicas por contacto y en su capacidad para rechazar
los canceres de piel inducidos (Kripke, 1981). Por lo tanto, esta alteracion era
altamente selectiva.

¢ Era esta alteracion de tipo inmunol6gico?

Si lo era, tenia que ser transferible por medio del suero o de las células inmunes.
Para demostrarlo se utilizaron ratones totalmente inmunosuprimidos por rayos X, a
los cuales se les habia restablecido el sistema linfocitario, transfiriendo linfocitos
procedentes de animales no irradiados con UV, en un caso, y de ratones
inmunodeficientes que habian sido sometidos a radiacién UV, en otro.

Cuando a estos animales se les transplantaba un tumor de piel inducido por
radiacion ultravioleta, se observaba que, en aquellos animales que tenian linfocitos
procedentes de ratones no irradiados se producia el rechazo del tumor, mientras que
esto no sucedia en el caso de los ratones que poseian linfocitos provenientes de
animales irradiados con UV.

Por lo tanto, la alteracion sistémica producida por la radiacién ultravioleta era
inmunoldgica porgue ésta podia ser transferida por células linfoides.

El siguiente paso fue plantearse si el fallo de las células linfoides procedentes de
animales irradiados en el rechazo del tumor era debida a la ausencia de un efector o
a la presencia de células supresoras.

Se demostré que se trataba de un mecanismo supresor, ya que cuando a los
animales inmunosuprimidos por rayos X se les restablecia la poblaciéon linfocitaria
con una mezcla de linfocitos procedente tanto de animales irradiados con UV como
de animales no irradiados, se observaba que eran también incapaces de rechazar el
tumor transplantado (Fisher y Kripke, 1977).

Ademas, de forma paralela, se habia demostrado que la inyeccion de linfocitos T
procedentes de un ratén irradiado con UV a un animal no irradiado, lo hacia incapaz
de rechazar los tumores inducidos por UV (Daynes y Spellman, 1977).

Gracias a estos conocimientos se pudieron deducir las tres caracteristicas
importantes de los efectos de la radiacién ultravioleta: sistémica, selectiva y

supresora.
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Trabajos posteriores demostraron que la radiacion ultravioleta no sélo afectaba a la
capacidad de rechazar los tumores que ella misma provoca, sino también que tenia
un efecto importante respecto al desarrollo de los canceres primarios de piel. Esto se
consiguié comparando la induccién de canceres de piel por mutagenos (no UV) en la
zona dorsal de ratones, con y sin irradiacion previa en la zona ventral. Se demostré
una inducciébn muy superior de canceres en aquellos animales previamente
irradiados (de Gruijl y van der Leun, 1982; Strickland et al., 1985).

10. CELULAS DE LANGERHANS

Las células de Langerhans epidérmicas (CL) (Langerhans, 1868) son potentes
presentadoras de antigenos vy, debido a su localizacion en la capa suprabasal de la
epidermis, son susceptibles a los efectos de la radiacion ultravioleta.

Tienen su origen en la médula 6sea y son transportadas por la sangre hasta la piel,
donde se introducen entre los queratinocitos adoptando una forma dendritica.

Se ha demostrado "in vitro" que incorporan timidina y son, por lo tanto, capaces de
multiplicarse; a pesar de ello se cree que la contribucion de la division celular en el
mantenimiento de su poblacién en la epidermis normal es poco relevante.

Se sabe que participan en las respuestas inmunitarias del organismo. Tienen
receptores de superficie y marcadores inmunologicos similares a los de los
macrofagos. Estos se unen al fragmento Fc de la IgG y de la IgA, y al componente
C3 del complemento. Al igual que los linfocitos T, presentan en su superficie el
antigeno T4.

En las lesiones por dermatitis de contacto se observan linfocitos que se agrupan
alrededor de las células de Langerhans. Estas captan antigenos extrafios en su
superficie y los presentan a los linfocitos T, de forma que estos puedan responder.
Por tanto, las células de Langerhans son importantes agentes en las respuestas
alérgicas de contacto y otras reacciones inmunitarias cutaneas mediadas por
células.

Un cuestion importante que se plante6 fue de qué forma la exposicion de la piel a la
radiacion ultravioleta induce los linfocitos T inmunosupresores, responsables de

inhibir las reacciones de rechazo del tumor.
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La induccién de las células supresoras (linfocitos T supresores) se debe a que la
radiacion ultravioleta cambia la forma en la que el antigeno es presentado al sistema
inmune central.

Estas conclusiones se alcanzaron a raiz de los trabajos en los que se estudiaba la
inhibicion de la reaccion alérgica por contacto en ratas irradiadas. Se utilizaban
como agentes alérgicos haptenos como el dinitrofluorobenzeno (DNFB)
(Bergstresser et al., 1980). Usualmente el hapteno (antigeno) es presentado por las
células de Langerhans, las cuales estimulan la via efectora del sistema inmune. Si
estas ceélulas son inactivadas por la radiaciéon UV, se bloquea la via efectora. En
consecuencia, el antigeno es presentado por medio de una ruta diferente, la cual es
resistente a la radiacion ultravioleta y activa la via supresora del sistema inmune
(Figura 15) .

De la misma forma, las células supresoras que incapacitan el rechazo del tumor
actian segun un mecanismo similar.

En las lesiones de dermatitis por contacto se observaron linfocitos que se agrupaban
alrededor de las CL, ésta fue otra demostracién experimental de la funcionalidad de
las CL en la captacion de antigenos en su superficie y posterior presentacion a los
linfocitos T.

Es obvio, por tanto, que una alteracion tanto en el niumero como en la funcionalidad
de la CL puede provocar una pérdida en la capacidad de reaccién de la piel frente
las lesiones iniciadas por la RUV, generandose asi un compromiso en el
mantenimiento de la salud cutanea.

El proceso de defensa inmune de la piel (figura 17), en el que se ve implicado este

tipo celular, es el siguiente (Pauly y Pauly, 1996):

Penetracion del exoantigeno o creacion del antigeno en la epidermis
Captura y procesamiento del antigeno por parte de las CL
Migracion y maduracion de las CL desde la epidermis hasta el nddulo linfatico

Presentacién del antigeno por parte de las CL a los linfocitos T

ok~ N PE

Induccion de una respuesta inmune especifica: estimulacion y proliferacion de los
linfocitos T especificos para el antigeno

6. Migracion de los linfocitos T por via sanguinea hasta la dermis
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7. Induccion de una respuesta inmune especifica cuando se produce una nueva
exposicion al antigeno produciéndose una eliminacion del mismo por un proceso

inflamatorio

A lo largo de todo este proceso, las CL tienen un papel fundamental y permanente
como centinelas: detectan y capturan antigenos, y los transforman mediante un

proceso de endocitosis mediada por receptores (Hanau et al., 1988).

Environmental antigens
(foreign subst., vims, pollutants elc)
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Figura 17. Etapas del proceso de defensa inmune de la piel (Schmitt, 1991).

11. FOTOPROTECCION

Como ya sabemos, la mayoria de los efectos dafinos de la radiacion solar resultan
de los sucesos que siguen a la absorcion de la radiacion ultravioleta por parte del
DNA, RNA, proteinas, enzimas, organulos, lipidos de membrana celular, etc.,
presentes en las células de la epidermis y de la dermis.

La fotoproteccion y la prevencion de los efectos deletéreos de la radiacion

ultravioleta se pueden conseguir mediante procesos de atenuacidén que comprenden:

A) Absorcion de la radiacion incidente
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B) Dispersion de la radiacion

C) Reflexidon de la radiacion

D) Inhibicion de las reacciones implicadas en la generacioén de radicales libres que

suceden en las células viables de la epidermis y de la dermis

Considerando dichas premisas, en la practica, la fotoproteccion se consigue

siguiendo dos estrategias diferentes:

1/ Aplicacion topica de filtros solares sobre la piel, los cuales contienen una cantidad
conocida de productos quimicos (0 no quimicos) con capacidad de absorcion en el

espectro UV, y que previenen la penetracién de los rayos incidentes de luz UV.

2/ Administraciéon oral de productos fotoprotectores que son no toxicos y efectivos en
el aprovisionamiento de una elevada concentracion de moléculas con capacidad de
absorcién UV en el lugar de reaccion, a través del fluido extracelular (plasma) que

bafa las células de la epidermis y de la dermis.

En relacién con todo lo visto hasta el momento, los fundamentos en los que se basa

la accion de los filtros solares son los siguientes:

= Absorcion de la radiacion UV incidente en la piel, que se lleva a cabo mediante la
creacion de una fina capa sobre la superficie de la epidermis, la cual contiene
uno 0 mas compuestos quimicos con gran capacidad de absorcion selectiva de la
radiacion ultravioleta, y que no permiten que una proporcion significativa de esta

irradiacion (95%) penetre en la piel.

= La dispersion y reflexion se consiguen gracias a la utilizacion de formas
particuladas de oOxido de zinc (ZnO) y/o dioxido de titanio (TiO;). Estos
compuestos tienen unas propiedades fisicas que hacen que sean unos buenos

elementos refractarios de la radiacion UV.
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= La inactivacion de los radicales libres y/o especies reactivas del oxigeno (ERO)
generadas en la piel por la radiacién UV, se consigue parcialmente mediante la
utilizacion selectiva de quenchers o scavengers de estas especies radicalares.
Estas especies son moléculas antioxidantes necesarias en la piel a una elevada
concentracion (b-caroteno, vitamina C, a-tocoferol, ciertos tioles o compuestos

ricos en grupos SH como el glutation).

Mientras que las dos primeras medidas son muy efectivas en la proteccion de la piel
frente a la luz ultravioleta, la efectividad de la tercera medida es limitada debido a la
pobre capacidad de estas substancias de difundirse en la epidermis. Conseguir una
concentracion adecuada de estos productos antioxidantes, los cuales han de pasar
el estrato cérneo para llegar a la epidermis es complejo. Por eso, se tiene una
tendencia a hacer una complementaciéon en este aspecto desde un punto de vista

sistémico mediante una administracion oral de antioxidantes (Pathak, 1996).

Llegados a este punto, vemos que los filtros solares comerciales se pueden dividir

arbitrariamente en cuatro categorias:

= CATEGORIA A:

Los productos englobados dentro de esta categoria contienen principalmente
compuestos con capacidad de absorcion de UVB (Tabla 2). El factor de proteccion
solar (FPS) de dichos productos puede ser de 15 o inferior (rango de FPS de 4 a
15).

Contienen compuestos quimicos que bloquean o filtran la radiacion UVB como por
ejemplo el PABA (acido para amino benzoico) o ésteres de PABA conocidos como

octil-salicilato, cinamatos (octilmetoxi cinamato), homomentil salicilato, etc.
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Grupo Nombre del compuesto Concentracién Rango de

maxima absorbancia

Aminobenzoato (1) Acido para-aminobenzoico 5% 260-313
(PABA)

(2) Etil-4-[bis(hidroxipropil)- 5% 260-313
aminobenzoato]

(3) Gliceril PABA 5% 264-315
(4) Amil p-dimetilbenzoato 1.4-8% 260-325
(5) 2-etilhexil PABA 1.4-8% 264-320
(Padimato-O)

Cinamatos (6) Cinoxato 1-3% 280-310
(7) Dietanolamina p-metoxi 8-10 % 280-310
cinamato
(8) 2-etil p-metoxi cinamato 2-7% 280-320

Salicilatos (9) 2-etilhexil salicilato 3.5-5% 280-320
(10) Homosalato 10% 290-320
(11) Trietanolamina salicilato 5-12% 260-320
(12) Trolamina salicilato 3% 260-355

Benzofenonas (13) Dioxibenzona 3% 260-355
(14) Sulisobenzona 5-10% 260-360
(15) Oxibenzona 2-6% 270-360
(16) Etil-hexil, 2-ciano-3,3 7-10% 290-360
difenil acrilato

Diversos (17) Lawsona con 0.25-5% 320-380
dihidroacetona
(18) Acido 2- 1-4% 290-320
fenilbenzimidazol-5-sulfonico
(19) Digaloil trioleato 2-5% 270-320
(20) Red vet-petrolatum >30%

(21) Diéxido de titanio 2-2.5% 250-380
(22) Mentilantralinato 3.5-5% 280-340

Tabla 2. Ejemplo de algunos compuestos con capacidad de absorcién UVB utilizados en la

formulacién de filtros solares (tomado de Pathak, 1996).
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= CATEGORIASBYC

Compuestos que son una combinacion de productos, conteniendo productos con
capacidad de absorcion de la radiacion UVB (Tabla 2) y productos capaces de

absorber la radiacion UVA, habitualmente conocidos como benzofenonas (Tabla 3).

Compuesto quimico Concentracién Rango de proteccion Efectos adversos
recomendada (nm)

Benzofenonas

1) Oxibenzona 2-6% 320-360 Parcialmente efectivo

y un poco irritante

2) Sulisobenzona 5-10% 320-360 Parcialmente efectivo

y un poco irritante

3) Dioxibenzonas 3% 320-260 Parcialmente efectivo

y un poco irritante

Otros compuestos quimicos

4) Metilantranilato 3% 300-340 Parcialmente efectivo

5) Butilmetoxi- 3% 0 menos 320-400 Efectivo hasta 400 nm

dibenzoil metano pero irritante

(Parsol 1789)

6) Red-Vet-petrolatum >30% 320-370 Sensibilizante e
irritante

7) Dioxido de titanio 2-25% 300-400 Efectivo pero
cosméticamente no
aceptable

8) Oxido de zinc 2-20% 300-400 Efectivo pero

cosméticamente no

aceptable

Tabla 3. Ejemplo de algunos compuestos con capacidad de absorcion UVA utilizados en la

formulacién de filtros solares. (tomado de Pathak, 1996)
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Los productos tipo B son efectivos protegiendo frente a la radiacion UVB, pero solo
son parcialmente efectivos protegiendo frente a la radiacion UVA. Sus valores de
FPS varian de 15 a 30. Las benzofenonas estan disponibles en el mercado y no
estan sujetas a ninguna restriccion por patente. En consecuencia, su uso es amplio y
son comercializadas por muchas empresas de produccion de filtros solares. Los
filtros solares de tipo B estan ampliamente comercializados y, de hecho, dominan el
negocio de los filtros solares hoy en dia.

Los filtros solares de tipo C son mas efectivos que los de tipo B respecto a la
proteccién frente a UVA. Esta capacidad se debe a que habitualmente estos

compuestos contiene un producto denominado Parsol 1789.

= CATEGORIAD

Ademas de contener compuestos quimicos contra la irradiacion UV, estos filtros
contienen filtros fisicos (dioxido de titanio, 6éxido de zinc, sales de hierro como el

oxido férrico). Son filtros efectivos tanto frente a la radiaciéon UVA como a la UVB.

12. LA PARADOJA DE LOS FILTROS

Los filtros solares nos protegen frente a los efectos nocivos de los rayos solares.
Pero ¢ qué se entiende por proteccion? ¢ Es total esta proteccion?

Como hemos visto anteriormente, uno de los efectos de la radiacion ultravioleta es
una disminucion en la eficacia del sistema inmune. Ello implica un cierto riesgo
respecto a la eficacia del funcionamiento de nuestro sistema inmune, con todos los
peligros asociados que ello implica.

Esta disminucion, ¢es previa a la aparicion del eritema producido por esta
irradiacion?

En este punto reside la importancia de los efectos nocivos de la radiacidon
ultravioleta.

Actualmente los filtros solares presentan un factor de proteccion solar (FPS) que es
el reflejo de la capacidad de prevenir la generacion del eritema. En este sentido, la
denominada DEM (Dosis Eritemogena Minima) indica la energia minima necesaria

para desencadenar eritemay, a efectos practicos, habitualmente se expresa como el
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tiempo minimo necesario para que la RUV produzca eritema. Es decir, un filtro con
un FPS de 20 nos indica que con la aplicacion del filtro se multiplica por 20 el tiempo
gue podemos exponernos a la RUV sin que aparezca eritema (20xDEM).

Asi pues, hoy en dia los filtros solares sélo toman como referencia para su
evaluacion la DEM, sin tener en cuenta, por ejemplo, la desaparicion de las células
de Langerhans, que acarrea una disminucion en la eficacia del sistema inmune.

La paradoja obviamente es la siguiente: la poblacién se ha ido acostumbrando a
exponerse a la radiacion solar tranquilamente, ya que cada vez los filtros solares
tienen factores de proteccion mas elevados; pero esta exposicion intensiva tiene una
contrapartida menos aparente que una quemadura. Los efectos nocivos sobre el
sistema inmune hacen que seamos mas susceptibles a sufrir toda una serie de
efectos indeseables y a mas largo plazo.

Por ello, se hace necesaria una reconsideracién respecto la evaluacion de la
capacidad protectora de los filtros solares, en la que no sélo se tenga en cuenta la
proteccion frente al eritema sino que también tendriamos que considerar las
capacidades preventivas y protectoras del filtro frente a la inmunosupresion,
generacion de radicales libres, dafio en el DNA, etc. Ya que, si la dosis necesaria
para producir estas alteraciones es inferior a la necesaria para producir el eritema,
entonces el FPS se deberia revisar a la baja. En consecuencia, el FPS se deberia
basar, respecto a su evaluacién, por lo menos en aquella afectacion o lesién

biolégica que aparezca antes.
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1. HIPOTESIS

La radiacién ultravioleta produce cambios en el organismo humano. Estos dafios se
ponen en evidencia en la epidermis mediante el eritema. Pero hay también
consecuencias no tan evidentes a nivel local sobre la inmunidad celular (células de
Langerhans) y probablemente a nivel sistémico que aparecen posteriormente, como
por ejemplo el cancer cutaneo.

Todos estos procesos han sido relacionados, estos ultimos afios, con reacciones
donde estan implicados los RLO que por su poder oxidante dafian el DNA, las

membranas celulares y las proteinas.

Para determinar el factor de proteccion (FPS) de los filtros solares, actualmente se
valora su capacidad para prevenir el eritema, una vez establecida la dosis
eritemdgena minima (DEM). En ningln caso se tienen en cuenta otras afectaciones
locales y sistémicas que puedan darse con intensidades energéticas equivalentes a

1 DEM o inferiores.

Nuestra hipoétesis de trabajo es la siguiente:

Tras una irradiacion UV, se produce una pérdida de la inmunidad celular y un
aumento del estrés oxidativo en la piel, y dichas alteraciones tienen consecuencias a
nivel sistémico. Puesto que estos efectos pueden aparecer a dosis energéticas
inferiores a las equivalentes a 1 DEM, la determinacion del FPS debe revisarse

teniendo en cuenta estas circunstancias.
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Para confirmar esta hip6tesis nos planteamos los siguientes objetivos:

2. OBJETIVOS

Desarrollar un modelo de estudio de las células de Langerhans (numero,
funcionalidad, forma, dendritas, etc) para conocer su grado de afectacion

después de la irradiacion UV.

Determinar parametros de interés, relacionados con el estrés oxidativo, tanto
locales (epidermis) como sistémicos (sangre), y sus alteraciones tras la

radiacion UV.
Establecer las posibles interrelaciones locales y sistémicas entre los cambios
observados en las células de Langerhans y en los parametros relacionados

con el estrés oxidativo, derivados de la radiacion UV.

Validar la utilidad del modelo de rata hairless para alcanzar los objetivos

propuestos.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES UTILIZADOS

Se utilizaron ratas hairless macho Ico:OFA hr/hr (CRIFFA) de entre 8 y 10 semanas.

Los animales se mantuvieron en el estabulario previamente al inicio del proceso
experimental, durante un periodo de 15 dias, a fin de aclimatarlos a las condiciones
de estabulacion estandar.

Las condiciones de vida, las mismas para todos los animales, se detallan a
continuacién: las ratas se mantuvieron en el estabulario en jaulas estandar de
MAKROLON® (23x46x14cm) a una temperatura ambiental regulada con un
termostato eléctrico de 20-22° C y una humedad relativa del 60-70%. Los animales
fueron sometidos a ciclos de 12 horas de luz artificial con nedn de luz blanca y 12
horas de oscuridad.

Respecto a la alimentacién, se utilizé pienso de mantenimiento de tipo A.04
PANLAB®y agua clorada. Tanto el pienso como el agua se suministraron ad libitum.

Los animales fueron sacrificados mediante exsanguinacion completa bajo anestesia
(ver més adelante).

Se obtuvo la autorizacion del Comité Etico de Experimentacion Animal de la
Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad Rovira y Virgili para la
realizacion del procedimiento experimental asi como para el sacrificio de los
animales. El cuidado y manipulacion de los animales se realizé siguiendo la ley
aprobada en el afio 1995 por el Parlamento de Catalufia 5/1995, del 21 de junio, de
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y para otras finalidades

cientificas.
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Figura 18. Rata hairless como modelo experimental utilizado

en los estudios con radiacién ultravioleta.

2. PATRON DE IRRADIACION

Los animales se sometieron, bajo condiciones controladas, a diferentes intensidades
de radiacion UV.

El proceso de irradiacion se llevd a cabo mediante la utilizacion de un solarium
artificial consistente en 6 lamparas PHILIPS TL 20W/12 RS UVB Medical, sobre una
estructura disefiada para poder ubicar y tratar con comodidad y eficacia los animales
de experimentacion (Figura 21A).

La comprobaciéon del rango energético de la lampara utilizada en el proceso
experimental se realiz6 mediante un radibmetro (Solatell Sola-Scope 1); esta
comprobacion es necesaria para conocer que realmente cada lampara tiene el
maximo energético en la longitud de onda que nos interesa (en nuestro caso rango
UVB) (Figura 19).

El mantenimiento de este patrén energético se comprobd antes de cada irradiacion

para poder detectar variaciones o alteraciones en las lamparas y ajustar la dosis si la
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magnitud de esta variacion no es muy grande, o bien, en caso contrario, sustituir la

lampara por una nueva.
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Figura 19. Rango energético de la bateria de lamparas utilizadas en nuestro experimento.

El tratamiento se realiz6 colocando a los animales en una jaula, especialmente
disefiada para esta finalidad, en la cual se dispusieron a la vez 4-6 ratas, separadas
unas de otras de forma individual. La parte superior de dicha jaula se cubrié con una
fina red de plastico, o que no representd ningun impedimento o interferencia
respecto la irradiacion de los animales.

En cada experimento se utilizd6 un lote control, que fue sometido a las mismas
condiciones experimentales que los animales irradiados, excepto en la exposicion
directa a la RUV. En estos animales se coloc6 una cubierta entre las lamparas y los
animales, de forma que recibieron el calor que desprenden dichas lamparas, pero no

la irradiacién. Definiremos estos grupos control como pseudoirradiados.
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Los animales se sometieron a diferentes intensidades de irradiacion, en funciéon de

los objetivos experimentales:

Irradiaciones agudas de intensidad 1, 1,25y 1,56 DEM (irradiacion puntual de un
dia). Este patron es el habitualmente utilizado en la determinacion experimental
del FPS de los filtros solares. Se utilizaron 7 ratas en cada uno de los lotes
irradiados y 7 ratas en el lote control no irradiado. Los animales incluidos dentro

de estos experimentos fueron sacrificados después de 72 horas de la RUV.

El tiempo de irradiacion se obtuvo, en todos los casos, conociendo previamente la

equivalencia del valor de la DEM para nuestro modelo experimental (es decir, la

dosis de energia minima que provoca la aparicion de un eritema con una intensidad

dada), mediante la utilizacion del radiémetro, lo que nos permitié la medida exacta

de este parametro. Este valor resulté ser 1,546 J/cm?.

1DEM 1,25 DEM |1,56 DEM
Tiempo 409s 511s 638s
UV total (J/cm?) 1,546 1,932 2,412
UVB (J/cm?) 0,777 0,971 1,212
UVA (J/cm?) 0,769 0,961 1,200

Tabla 4. Tiempo de irradiacién en funcién de la energia obtenida.

(s = segundos)

Irradiaciones cronicas: este patron de irradiacion intenta reflejar los efectos a mas
largo plazo de las irradiaciones. Se irradiaron tres lotes de seis animales cada
uno de la siguiente forma: un lote se irradi6 durante 2 meses de tratamiento,
recibié 13 dosis de RUV a razén de 1,10 J/cm2 que corresponde a 0,71 DEM.
Otro lote se irradio durante 3 meses, recibié 13 dosis de RUV, a razén de 0,77
J/icm2 que corresponde a 0,5 DEM. Y un ultimo lote que se irradié durante 5
meses, recibié 25 dosis de 0,94 J/cm?, lo que corresponde a 0,61 DEM. Cada

lote irradiado tenia el correspondiente control pseudoirradiado.
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La utilizacién de intensidades semanales mas bajas en el caso de las exposiciones
cronicas se debe al hecho que para tiempos prolongados de tratamiento no se
puede mantener un nivel energético demasiado elevado a la hora de irradiar, ya que
ello implicaria la aparicion de lesiones cutaneas, como por ejemplo el cancer

cutaneo, las cuales invalidarian el protocolo experimental.

= Irradiaciones para validar el efecto protector de un filtro solar. Se irradiaron dos
lotes de 7 animales cada uno. EIl primer lote, sin fotoprotector, recibio 1,54 J/cm?
gue corresponde a 1 DEM durante 2 dias consecutivos. Mientras que el segundo
lote, tratado con filtro solar, recibio 23,1 J/cm? que corresponde a 15 DEM,
durante dos dias consecutivos, ya que el filtro solar tenia un factor de proteccion
igual a 15. Ambos lotes disponian de sus correspondientes lotes control, como se

detalla mas adelante.

3. PROTOCOLO DE SENSIBILIZACION

Dicho protocolo se realizdé siguiendo el método descrito por Roberts y Beasley
(1995).

Se determiné la funcionalidad de las CL de la epidermis en animales irradiados y
pseudoirradiados de forma crénica durante dos meses. Para ello, se sensibilizaron
dichos animales con 100m de dinitrofluorobenzeno al 0,3% (DNFB) en
acetona:aceite de oliva (4:1) colocado en un receptaculo de plastico tipo "Hill Top
Chamber" sobre la piel del dorso durante tres horas, dos dias consecutivos. Al cabo
de 5 dias se aplicaron dos dosis de recuerdo, en dias consecutivos, de 25n1 de
DNFB al 0,3% en la oreja derecha de todas las ratas y 25ni de excipiente en la oreja
izquierda. Al cabo de 24 y 48 horas se midi6 el grosor de las orejas con un
micrometro Mitutoyo (Tokio, Japdn). En cada oreja, también se valoré de forma
semicuantitativa el eritema, puntuando de 0 (nada) a 5 (muy enrojecida), y el area
afectada mediante una valoracion de 0 (nada), 1 (oreja), 2 (orejatbase) a 3

(orejatbase+nuca).
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4. APLICACION DE FILTRO SOLAR

En este apartado se utilizaron cuatro lotes, de 7 animales cada uno. El primer lote no
fue sometido a irradiacion ni a la aplicacion de filtro solar (lote CONTROL). El
segundo lote de animales recibié una dosis de 1 DEM y consecutivamente se
pseudoirradid (como si fuesen controles) hasta un tiempo total equivalente a 15
DEM.

El tercer lote de animales se tratd, en la zona dorsal, con el filtro solar a razon de
2mg/cm? de piel, y se sometié a una irradiacién de 15 DEM (coincidente con el FPS
del filtro).

Finalmente, el cuarto lote de animales se traté con el filtro, pero no se irradio
(pseudoirradiacion). Este lote nos sirvid para determinar el efecto del filtro por si

solo.

La composicion cualitativa del filtro solar aplicado, fue la siguiente:

Tioveil MOTG 50

Aceite de germen de trigo

Aceite de girasol

Urea

Alfa-Bisabolol racémico

Nucledtidos reparadores del ADN (Repair complex)
Citrato trisédico

Soylife Extra

Complejo proteico (MPC)

Entre los ingredientes conservantes destaca la presencia de butil-OH-tolueno

Este filtro fue preparado por Novartis CH y poseia un FPS nominal de 15, valorado
segun el método COLIPA. Se trata de un filtro de proteccion UVB+UVA con

productos antioxidantes.

En la tabla 5 se resumen los diferentes tratamientos aplicados a los diversos lotes.
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PATRON DE|LOTES | DESCRIPCION LOTES/INTENSIDADES OBJETIVO EXPERIMENTAL
IRRADIACION
CONTROL Patron de irradiacion
AGUDA 4 IRRADIACION 1 DEM habitualmente utilizado en la
IRRADIACION 1,25 DEM determinacion del FPS de los
IRRADIACION 1,56 DEM filtros solares. Utilizdndose
aqui para determinar
experimentalmente las
alteraciones adicionales al
eritema, que se producen por
estas intensidades de
irradiacion
CONTROL CRONICO 2 MESES Patron de irradiacién que
CRONICA 6 IRRADIACION CRONICA 2 MESES (0,71 DEM) intenta reflejar los efectos a
CONTROL CRONICO 3 MESES mas largo plazo de las
IRRADIACION CRONICA 3 MESES (0,5 DEM) irradiaciones. Simulandose
CONTROL CRONICO 5 MESES asi una situacion de
IRRADIACION CRONICA 5 MESES (0,61 DEM) | exposicion mas continuada o
sostenida en el tiempo a la
radiacion ultravioleta, que es
lo que realmente sucede en
las exposiciones de forma
"natural”
CONTROL Irradiaciones utilizadas para
IRRADIACION |4 IRRADIACION 1 DEM+14 DEM PSEUDOIRRAD. | determinar la capacidad de
+ FILTRO IRRADIACION 15 DEM + FILTRO proteccion real del filtro solar

PSEUDOIRRADIACION 15 DEM + FILTRO

frente a las afectaciones
adicionales al eritema que

produce la RUV.

Tabla 5. Resumen de los diferentes tratamientos realizados en funcion del objetivo

experimental.
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5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.1 Esquema del protocolo experimental

A continuacién se muestra de una forma visual el resumen del tratamiento
experimental realizado, desde el inicio del tratamiento hasta la obtencion de

resultados.

=D
@4_ D .

ICIO Y OBTENCION DE MUESTRA
SANGRE

|

/3 b
¢ ¢

HE-LI EDTA

CELULAS LANGERHANS

DETERMINACION PARAMETROS BIOQUIMICOS

Figura 20. Esquema general del protocolo experimental.

5.2 Detalle del protocolo experimental

De la figura 21B a la 21H se muestran una serie de fotografias que ilustran algunos

de los pasos importantes del protocolo experimental, para obtener las muestras que
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posteriormente fueron procesadas Yy, finalmente, los datos experimentales de los

parametros estudiados.

Figura 21. Secuencia que muestra algunos de los pasos importantes del procedimiento
experimental. A) solarium UV, B) anestesia del animal, C) depilacion de los escasos pelos
presentes, D) incisién quirargica para acceder a la cavidad abdominal, E) canulacién de la

arteria aorta, F) inicio del proceso de exsanguinacidén, G) recogida de sangre en tubos de EDTA
y heparina-litio, H) extraccién de piel del dorso.
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6. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

El mismo proceso de sacrificio implica la obtencién de las muestras de sangre. Este
consiste en la exsanguinacién exhaustiva del animal por medio de puncién en la
arteria aorta abdominal.

El acceso a esta via se llevo a cabo quirdrgicamente, con el animal previamente
anestesiado con hidrato de cloral (300mg/Kg i.p. disuelto en suero fisioldgico).

Una primera muestra de sangre (5ml) se recogio en un tubo de heparina-litio (He-Li);
la segunda muestra, también de 5ml, se recogié en un tubo de EDTA. El tipo de
anticoagulante condiciona el procesamiento y las posteriores analiticas a realizar en
cada muestra de sangre, ya que el anticoagulante puede interferir en la practica de
algunas determinaciones enzimaticas.

La muestra se mantuvo en frio, y el procesamiento y realizaciébn de diferentes

analiticas sobre esta sangre se inici6é de forma inmediata a su obtencion.

6.1 Obtencién de plasmay eritrocitos

En el procesamiento inicial de la muestra, se separaron el plasma y los eritrocitos de
cada uno de los tubos (He-Li y EDTA), mediante una centrifugacion (5200 x g,
durante 15 minutos a 4° C), ya que las posteriores analiticas se realizaron en una u
otra fraccion de la sangre total recogida. Una vez realizada esta separacion, se retird
el plasma con una pipeta pasteur para su inmediato procesamiento y realizacion de
las determinaciones analiticas pertinentes. La fraccion de los eritrocitos se lavo dos
veces con suero fisioldgico (2,5ml de suero y posterior centrifugacion a 6500 x g,
durante 5 minutos). Finalizados estos lavados, se procesO esta fraccion de

eritrocitos, preparandola asi para su posterior analisis.

Del tubo de He-Li, se realizaron las siguientes determinaciones analiticas: actividad
de la glutation S-transferasa (GST) en eritrocitos y concentraciones de glutation
reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en plasma y eritrocitos. Del tubo de EDTA, se
llevaron a cabo las siguientes determinaciones: actividad superéxido dismutasa

(SOD), catalasa (CAT), glutation reductasa (GR), glutation peroxidasa (GPx) en
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eritrocitos y concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) en

eritrocitos y plasma.

7. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE PIEL

Posteriormente a la obtencion de las muestras de sangre y consiguiente sacrificio de
los animales, se obtuvieron las muestras de piel del dorso de los animales mediante
diseccion quirdrgica. La piel se dispuso en una placa de petri con PBS (tampoén
fosfato salino), se retird el tejido adiposo subcutaneo y se corté en trozos en funcién

de su destino experimental:

a) Trozos pequeiios en forma de rectangulo, de unas dimensiones aproximadas de
0,3cm x 0,4cm, de los cuales, una vez procesados, se obtuvo el material
necesario para realizar las diferentes técnicas microscopicas de observacion y

recuento de células de Langerhans.

b) Porciones de piel de mayores dimensiones (0,7cm x 0,9cm) para determinar los

parametros bioquimicos relacionados con el estrés oxidativo en epidermis.

c) Una zona central de 0,5cm de ancho por 8cm de largo para poder incluir en
parafina y determinar, en los animales irradiados cronicos, los derivados

hidroxilados de los acidos nucleicos (8-OH-desoxiguanosina, 8-OH-guanosina).

7.1 Extraccién de la epidermis y técnica histoquimica para determinar el

numero de células de Langerhans

El procedimiento para la extraccion de la epidermis se basa en el protocolo descrito
por Scaletta y MacCallum (1972).

Una parte de la piel troceada se dispuso en un vial con unos 5ml de tampon
NasEDTA-PBS, 20mM, se tap6 con Parafilm® y se dejé incubar durante una hora en
un bafio de 37° C. Pasado este tiempo y comprobado que la epidermis se podia

separar bien, se cambi6 el tampon por suero fisiologico en el mismo vial.
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Los rectangulos de piel del vial con suero se fueron introduciendo en una placa de
petri de 3,5cm de diametro, con tampdn de lavado frio (tampén trismal 0,2M; Merck,
ref. 8387, con un 6,48% de sacarosa). En dicha placa, se separ6 la epidermis
mediante dos pinzas, una con dientes para sujetar la dermis y otra, mas fina, para
poder estirar la epidermis méas facilmente. Esta se dispuso en el tampon estirada al
maximo y con la cara dérmica en contacto con el liquido.

Este proceso se hizo bajo una lupa binocular, y se obtuvieron entre 6 y 8 cortes de
piel de cada animal, que se depositaron en una misma placa, conservada en frio

sobre una bandeja con hielo.

Una vez separadas todas las muestras de epidermis, se aplico el método descrito
por Mackenzie y Squier (1975), para la tincion y posterior visualizacion de las CL al
microscopio Optico. Para ello, las muestras de epidermis se lavaron tres veces,
durante 7 minutos cada vez, con el mismo tampon de lavado y sobre hielo. Una vez
finalizados los lavados, se extrajo el tampoén y se afiadié formaldehido tamponado
frio al 4% (Panreac 172931), manteniéndose asi durante 20 minutos, también sobre
hielo. Finalizado este tiempo, se extrajo el formaldehido y se lavaron las muestras
tres veces, durante 10 minutos cada vez, con tampon de lavado y sobre hielo.
Posteriormente, se saco el tampdn de lavado y se puso en tampdn de incubacion
(2,5mg de ADP, 2,5ml SO4Mg al 5%, 1,5ml (NOs),Pb al 2%, con 21ml de trismal pH
7,3 que contenia un 8,55% de sacarosa) (Chaker et al., 1984) durante 50 minutos a
37° C en un incubador. Finalizada la incubacion, se saco el tampdn de incubacion y
se introdujeron las muestras de epidermis en un tubo lleno de pequefias bolitas de
vidrio; se llené este tubo con tampoén de lavado y se hicieron 4 lavados de 10
minutos cada uno, en agitacion continua. Una vez finalizados los lavados, se saco el
tampon de lavado y se afiadio sulfuro de amonio (Fluka, ref. 09981) diluido 1:10 con
agua destilada, incubandose durante 5 minutos.

Posteriormente, se retir6 el sulfuro de amonio y se hicieron 4 lavados de 10 minutos
cada uno con el tampdn de lavado y bajo agitacién continua.

Una vez finalizados los lavados, las muestras de epidermis ya tefiidas se dispusieron
sobre un portaobjetos con glicerol y se cubrieron con un cubreobjetos de 22mm x

22mm, que se fijo, una vez seco, con laca de uias.
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Se contaron 10 campos de cada muestra de epidermis con la ayuda de una rejilla

ocular cuadriculada, con un area de cuadricula de 0,0144 mn?.

7.2 Procesamiento de la piel para determinar los pardmetros biogquimicos en

epidermis.

Las restantes porciones de piel (40-50 porciones de cada animal) se introdujeron en
otro vial con tampon Na4,EDTA-PBS 20mM, y se mantuvieron en un bafio a 37° C
durante dos horas (Scaletta y MacCallum, 1972). Pasado ese tiempo, se extrajo el
tampdn y se puso suero fisioldgico. Seguidamente, se procedid a la separacion de la
epidermis. Una vez conseguidos unos 200mg de epidermis bien escurrida mediante
una fina malla de nylon, se homogeneizé la muestra en un homogeneizador de vidrio
y émbolo de teflébn, con tampdn fosfato sddico 0,2M, pH 6,25 (1:25 p/v).

El homogeneizado se centrifugd durante una hora a 105000 x g a 4° C. Una vez
finalizada la centrifugacion, se recuperd la fraccién soluble, se alicuoté en las
cantidades adecuadas para las posteriores determinaciones y se congel6 a -20° C.
La determinacion de la actividad GST debe realizarse justo después de la
ultracentrifugacion, ya que esta enzima pierde su actividad si se somete a un

proceso de congelacion.

7.3 Procesamiento de la piel para determinar los derivados hidroxilados de
DNA.

Para observar el dafio oxidativo de los RLO en el DNA de las células de la piel, se
llevé a cabo una técnica inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo primario de
conejo anti-8-OH-desoxiguanosina, que también reacciona con la 8-OH-guanosina,
ambos derivados hidroxilados de DNA (Kikuchi et al., 2002)

Se partio de cortes de piel parafinada de un grosor de 6 a 8 um. La muestra, una vez
fijada al porta, se desparafind e hidrat6 sumergiendo los portaobjetos a los
siguientes productos: xilol, etanol absoluto, etanol de 70°, etanol de 50°, etanol de
30°y agua destilada, durante 7 minutos cada uno y a temperatura ambiente.

A continuacion, las muestras se sumergieron durante 30 minutos en una solucion de

metanol/H,O, al 10%, para bloquear la actividad peroxidasa endégena.
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Posteriormente, se realizo un lavado, sumergiendo los portaobjetos en soluciones de
TBS (Tris HCI 20 mM NaCl 150 mM pH 7,4) durante 5 minutos.

El siguiente paso consistié en la incubacién con suero normal de conejo, durante 30
minutos, con la finalidad de disminuir la proporcién de uniones inespecificas.
Seguidamente, se incubd el tejido con el anticuerpo primario anti-8-OH-
desoxiguanosina (AHP592 de Serotec) a una dilucion al 1/500 con PBS, durante
toda la noche.

El anticuerpo secundario (anti-conejo) asociado a peroxidasa (sc-2768 de Santa
Cruz Biotechnology) diluido 1/100, se incubd durante una hora a temperatura
ambiente. Para aumentar el marcaje posterior con DAB, y tras un lavado con TBS de
5 minutos, se incubd la muestra durante una hora con PAP procedente de cabra
(Peroxidase-Anti-Peroxidase Soluble complex, P-1901 de Sigma) a una dilucién
1/100. Se realiz6 otro lavado con TBS y, a continuacion, el revelado de la peroxidasa
con 3,3'-diaminobenzidina (DAB, D-4418 de Sigma) durante 5 minutos. La reaccion
se detuvo con agua.

Posteriormente, se deshitrataron las muestras sumergiendo los portaobjetos
sucesivamente en: agua destilada, etanol 30° etanol 50° etanol 70° etanol
absoluto, xilol 100% (unos 7 minutos en cada uno de ellos, a temperatura ambiente).
Finalmente, se montaron los cubreobjetos sobre las muestras con DPX Qistrene,
Dibutyl phthalate and xylene) y se procedié a la observacion al microscopio 6ptico y

al fotografiado de los cortes histologicos.

8. METODOLOGIAS UTILIZADAS

8.1 Estudio de los sistemas defensivos enziméticos en eritrocitos y epidermis:

8.1.1 GST

Los eritrocitos lavados se diluyeron 1:20 con tampon fosfato sédico 10 mM, pH 6,25
con EDTA 1mM para su hemdlisis. Se prepararon 10ml de Sephadex CM 50
(Pharmacia Biotech ref.17-0220-01) con el tampon anterior a la proporcién 1:100, y
se centrifugaron durante 10 minutos a 6500 x g para la compactacion de la columna.

Cinco ml del hemolizado se mezclaron con 5ml del Sephadex compactado, se agitd
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manualmente durante 3 minutos para fijar la hemoglobina y se centrifugé de nuevo
utilizando las mismas condiciones (10 minutos a 6500 x g). Del sobrenadante
obtenido (5ml), se separaron 3ml en un tubo de vidrio, que se calenté durante 25
minutos a 52° C. Esta fraccion se utilizo para calcular la actividad GST termoestable.
Los 2ml restantes del sobrenadante se conservaron en un tubo de plastico a 4° C; a
partir de este tubo se calculé la actividad GST total.

Para analizar la actividad de la GST (total y termoestable) se siguié el método
descrito por Habig et al. (1974), utilizando 1-cloro-2-4-dinitrobenzeno 30mM (CDNB)
(Sigma G-4251) como substrato.

La actividad GST se valor6 con un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 2,
determinando la formacion del conjugado GSH-CDNB a 340nm durante 5 minutos
(reaccion lineal).

La actividad de la GST se expreso en unidades (una unidad U=1 mmol de CDNB

conjugado/minuto).

8.1.2SOD

La SOD se analizo por el método de la autooxidacion de la epinefrina, que se basa
en la produccién de aniones superéxido mediante la oxidacion espontanea de la
epinefrina a pH alcalino (Misra y Fridovich,1972).

Los superoxidos formados oxidan la epinefrina (Sigma E-4355) a adrenocromo. La
SOD transforma los superoxidos en H,O, y O, evitando de esta manera la formacion
de adrenocromo. La cantidad de adrenocromo formado se registré de modo continuo
con el espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 2, a una longitud de onda de 480nm.
En primer lugar se determiné la curva de autooxidacion de la epinefrina, mezclando
2,5ml de tampdn Na,COs3 (Merck, ref. 6392) - NaHCOs (Probus, ref 2030) 50mM, pH
10,2, EDTA 0,1mM (Merck, ref 8418.0100) con 300n1 de agua bidestilada y 200ni de
epinefrina 6mM en HCI 1mM, haciendo las lecturas a 30° C, cada minuto, durante 10
minutos.

Después se hicieron diluciones sucesivas del citosol para determinar la

concentracion que inhibia en un 50% la formacion de adrenocromo (Ckyp).
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Los resultados se expresaron como Unidades/gramo de hemoglobina o
Unidades/mg de proteina (una unidad, U=cantidad o contenido de muestra que

inhibe en un 50% la transformacion de epinefrina en adrenocromo).

8.1.3 CAT

Si se parte de la muestra de eritrocitos lavados, éstos se lisaron con 10 volimenes
de agua destilada fria. En el caso de las muestras de epidermis se utilizo
directamente la fraccién soluble para determinar la actividad de esta enzima en la
piel.

Dicha actividad se determind también con el espectrofotometro Perkin-Elmer
Lambda 2, a una longitud de onda de 240nm, calculandose la velocidad de
desaparicion del peroxido de hidrégeno (15mM) siguiendo el método de Cohen et al.
(1970).

Los resultados se expresaron como Unidades/gramo de hemoglobina o
Unidades/mg de proteina (una Unidad=1 nmmol de peroxido de hidrégeno

transformado/minuto).

8.1.4 GPx

A partir de una dilucién del hemolizado (1:20) de la muestra de eritrocitos del tubo
con EDTA, se introdujeron 120m de hemolizado en una cubeta con 2,75ml de
tampodn fosfato potasico 100mM, pH 7,5, EDTA 0,5mM.

A esta mezcla se afiadieron: 30m de NADPH 20 mM, 100m de GSH 60 mM y 4ml de
GSSG reductasa (1U de enzima en la cubeta).

Tras una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 100n de
hidroperoxido de cumeno 36mM.

La disminuciéon de la absorbancia, como resultado de la desaparicion del NADPH
debida a la actividad de la GPx, se registro en el espectrofotometro Perkin Elmer
lambda 2, a una longitud de onda de 340nm (Wheeler et al., 1990).
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Los resultados se expresaron en Unidades/gramo de hemoglobina, en el caso de los
eritrocitos y como Unidades/gramo de tejido o miligramo de proteina en el caso de la

epidermis (una Unidad, U=1 nmol de NADPH transformado/minuto).

8.1.5 GR

Para un volumen final de 3ml en la cubeta, se partié de 120m del mismo hemolizado
utilizado para la determinacion de la GPx y se mezclaron con 2,75ml de tampén
fosfato sédico 100 M, EDTA 5mM y 100nm de GSSG 75mM.

Después de una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 30m
de NADPH y se registraron las lecturas en el espectrofotdmetro Perkin EImer lambda
2 (340nm) (Wheeler et al., 1990).

Se calculé la actividad de la enzima de forma indirecta, a través de la produccion de
NADP a partir del NADPH consumido durante el proceso de reduccion del GSSG.
Los resultados se expresaron en Unidades/g de hemoglobina, en el caso de los
eritrocitos, y en Unidades/gramo de tejido o miligramo de proteina, en el caso de la

epidermis (una Unidad, U=1 nmol de NADPH transformado/min).

8.2 Andlisis del glutation reducido (GSH) y del glutation oxidado (GSSG) en

eritrocitos y epidermis

El GSH reacciona especificamente con el O-ftalaldehido (OPT) (Merck 11452) a pH
8. Si el pH se incrementa por encima de 8, se produce espontaneamente el paso de
GSH a GSSG.

El GSSG reacciona con el OPT a pH 12 y no se afecta por pequefias variaciones del
pH. La N-etil-maleimida (NEM) (Merck 1308) impide la oxidacion de GSH a GSSG.

La determinacion se realizd midiendo en paralelo, a partir de la misma muestra
inicial, el contenido de GSH y GSSG.

La porcion de muestra utilizada para valorar el GSH se disolvié en tampon fosfato
sédico 100mM, EDTA 5mM (pH=8) y se puso en contacto con el OPT, se mezclo y
se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente; pasado este tiempo se

hicieron las lecturas en un fluorimetro Perkin Elmer LS 50B.

65



MATERIAL Y METODOS

En cambio, a la fraccién de la muestra utilizada para valorar el GSSG, se afiadio
NEM y se dej6 incubando 20 minutos, para evitar el paso de GSH a GSSG, y asi
descartar que la cantidad de GSSG sea mayor como consecuencia de la propia
oxidaciéon del GSH. Una vez pasados los 20 minutos, se diluyé la preparacion en
tampon (pH=12) y se afiadio el OPT. Se mezclé y se incub6 durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Transcurridos los 15 minutos se procedio a la lectura en el
fluorimetro.

Las condiciones del fluorimetro tanto para GSH como para GSSG fueron: longitud
de onda de excitacion 350nm, longitud de onda de emisiébn 420nm; rendija

excitacién/emision 5nm (Hissin y Hilf, 1976).

8.3 Determinacién de proteinas

Las proteinas fueron evaluadas segun el método de Lowry et al.(1951). Se utilizd
como estandar la seroalbumina bovina (BSA) (Merck 12018). La medicion se realiz6
en el espectrofotometro Perkin EImer Lambda 2 a 750nm.

Los resultados se expresaron en miligramos de proteinas/g de tejido.

8.4 Determinacion de los TBARS

Los TBARS se valoraron utilizando el método de Buege y Aust (1978). Este método
se basa en la reactividad del acido tiobarbiturico (TBA) con el malondialdehido
(MDA), lo que genera un producto MDA:TBA (1:2) rojo fluorescente. Para valorar el
contenido de TBARS, modificamos el método de lectura para aumentar la
sensibilidad, y lo adaptamos segun el método de Richard et al. (1992) para su
lectura fluorimétrica. Esto se llevo a cabo con el fluorimetro Perkin Elmer LS B50 a
515nm de excitacién y 548nm de emision con una rendija de excitacion-emision de
15-20nm.

Los TBARS se generan a partir de la oxidacion enzimatica del acido araquiddnico vy,
también, como producto final de la degradacion oxidativa de algunos acidos grasos
poliinsaturados que poseen tres 0 mas dobles enlaces. Por lo tanto, constituyen una

medida indirecta de la lipoperoxidacion de las membranas provocada por los RLO.
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La curva patron se calculé utilizando como estandar MDA, por lo cual los TBARS se
expresaron en nmol equivalentes de MDA por gramo de hemoglobina, en el caso de
los eritrocitos, y por miligramo de proteina o gramo de tejido, en el caso de la

epidermis.

8.5 Técnicas microscopicas

8.5.1 Microscopia Optica visible

Las células de Langerhans fueron cuantificadas en un microscopio optico equipado
con una rejilla ocular. Se procesaron seis muestras de epidermis por animal para
realizar este recuento y se analizaron entre 10 y 20 campos, de forma que el
coeficiente de variabilidad fuese menor al 10%. El numero de CL en cada rata se

expres6 en células/mm?.

Respecto a la captacion de imagenes para el estudio de la morfologia celular, ésta
se realiz6 en un microscopio Leitz Dialux 20, el cual llevaba asociada una camara
Olympus DP 10. El soporte de software utilizado fue el Soft Imaging System
(analySIS).

8.5.2 Microscopia 6ptica de fluorescencia

Para poder observar las células de Langerhans en el microscopio Optico de
fluorescencia se llevé a cabo una técnica inmunohistoquimica, utilizando un
anticuerpo primario anti-S-100 de conejo. Para revelar el anticuerpo primario se
utilizé un anticuerpo secundario (anti-conejo) marcado con fluoresceina.

Se partié de una porcién de epidermis, que se fij6 con paraformaldehido al 4%
durante 30 minutos a temperatura ambiente y se lavo tres veces con PBS. Luego, la
piel se incubdé 30 minutos con glicina 0,1M para eliminar los restos de fijador.
Después de tres nuevos lavados con PBS, se permeabilizé la epidermis mediante
incubacion durante 3 horas con Triton al 0,5% en una solucion de BSA al 4% en
PBS a temperatura ambiente. Seguidamente, se incub6 el tejido con el anticuerpo

primario anti-S-100 (Dako P-zZ0311) a una diluciéon al 1/10000 durante toda una
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noche a una temperatura de 4° C. La dilucion del anticuerpo se hizo también con
Triton 0,5% en una solucion de BSA al 4% en PBS, para potenciar la
permeabilizacion.

Entre el anticuerpo primario y el secundario (Dako P-Z2422) se realizaron tres
lavados con PBS.

El anticuerpo secundario se aplicé a una dilucién del 1/300. La dilucion de este
anticuerpo también se realizé con Tritén al 0,5% en una solucion de BSA al 4% en
PBS, y el tiempo de incubacién fue de una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se montaron las muestras de epidermis con Mowiol (ref. 475904
Calbiochem), para su observacion al microscopio.

Las muestras se conservaron a oscuras a 4° C hasta que se solidificd bien el medio
de montaje (24 horas), antes de su observacion al microscopio Optico de
fluorescencia.

La visualizacion y captacion de las caracteristicas morfologicas de las células se
realizaron en un microscopio 6ptico de fluorescencia modelo Nikon Eclipse TE200
que lleva asociado una camara WALLAC LSR Ultra Pix FKI 300 y mediante la

utilizacion del software apropiado.

8.5.3 Microscopia electrénica

Se realizaron dos técnicas microscopicas:

A) Microscopia electronica de rastreo (MER)

Para marcar de una forma especifica las CL es necesario el revelado previo de las
células de Langerhans mediante la tincién de la ATPasa. Una vez finalizada esta
tincién y de manera consecutiva se procedié a los pasos especificos para preparar
los fragmentos de epidermis para la microscopia electrénica. El protocolo llevado a
cabo para visualizar este tipo celular mediante esta técnica fue el siguiente: (1) se
realizo la fijacion (1h a 4° C) en una mezcla 1:1 formada por 25ml de glutaraldehido
al 3,4% - acido picrico al 0,30%, en un tampén cacodilato, y por 25ml de una
solucion de acido 6smico al 4% en agua destilada (Takahashi, 1980); (2) post-

fijacion con acetato de uranilo acuoso; (3) deshidratacién en bateria de alcohol-
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amilacetato; (4) desecacién por la técnica del punto critico con COy; (5) montaje en
un soporte de aluminio; (6) con una cinta semiadhesiva se realiz0 la técnica llamada
"stripping”, que consiste en la separacion de las capas superficiales de la muestra
(en este caso epidermis) para asi poder acceder a regiones mas profundas del tejido
donde se localizan las CL; (7) metalizacion con oro de 120nm de grosor.

Las muestras fueron examinadas con el microscopio electrénico de rastreo modelo

JEOL 6400 15 KV, que lleva asociado el software de captacién de imagenes INCA.

B) Microscopia electrénica de transmision (MET)

Para visualizar las células de Langerhans mediante el microscopio electronico de
transmision, es necesario también el revelado previo de las células de Langerhans
mediante la tincibn de la ATPasa. Una vez finalizada esta tincion y de manera
consecutiva se procedido a los pasos especificos para la preparacion de los
fragmentos de epidermis para la microscopia electronica, de acuerdo con la técnica
de Takahashi: (1) Fijacién (1 hora a 4° C) en una mezcla 1:1 formada por 25ml de
glutaraldehido al 3,4% - acido picrico al 0,30%, en un tampon cacodilato, y por
25ml de una solucion de &cido 6smico al 4% en agua destilada; (2) lavado en
tampon cacodilato y (3) post-fijacion en una solucion acuosa de acetato de uranilo al
1%. Después de la deshidratacion de las muestras mediante una bateria de
alcoholes e incluidas en resina epoxi, se realizaron cortes semifinos de 0,7 nm para
escoger la zona donde hacer los cortes ultrafinos de 60nm; una vez realizados, se
examinaron los cortes ultrafinos contrastados con citrato de plomo (Reynolds, 1963)
y acetato de uranilo bajo microscopio electronico de transmision modelo ZEISS
10CA 60KV (Hanau et al, 1986).
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9. ANALISIS ESTADISTICO

El estudio estadistico se llevo a cabo utilizando el programa estadistico SPSS/PC+

version 10.0

Se analizaron:

La distribucion de frecuencias de cada variable.

Para variables cuantitativas continuas, las diferencias entre grupos se
determinaron mediante las pruebas de comparacion de medias, en el caso de
dos grupos (prueba de Student-Fisher o de Mann-Whitney, dependiendo de la
normalidad de la distribucion), o mediante el analisis de la varianza (ANOVA) en
el caso de mas de dos grupos. El andlisis de la varianza (ANOVA) se
complementd con la prueba post hoc de Scheffé, para establecer las posibles
diferencias entre parejas de grupos.

Para variables discontinuas, se utilizaron pruebas no paramétricas (Mann-
Whitney, para muestras no apareadas, o Wilcoxon, para muestras apareadas).
En cada caso, se verificaron las condiciones de aplicacion pertinentes: la prueba
de Kolmogorov-Smirnov, para determinar la normalidad, y el analisis de la
homogeneidad de varianzas, mediante la prueba de Snedecor.

La relacion entre dos variables cuantitativas se valord, mediante el modelo de
regresion lineal simple de Pearson.

El anélisis de regresion lineal maltiple (R?) entre la variable dependiente (nimero
de CL) y el resto de variables cuantitativas, sirvié para establecer el peso relativo
de cada una de estas variables sobre la variable dependiente.

El nivel de significacién estadistica, en todos los casos, se establecié a partir de
p=0,05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. RESULTADOS DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

Todas las técnicas microscopicas llevadas a cabo tenian como objetivo determinar o
establecer un buen patrén de estudio de este tipo celular para asi poder definir con
mayor claridad las alteraciones de estas células producidas por parte de la radiacién
ultravioleta y aplicar este conocimiento en la determinacion experimental de los FPS

de los filtros solares.

1.1. Microscopia 6ptica visible (MOV)

Para tener una vision general de las CL y de sus alteraciones, se llevé a cabo una
tincion especifica basada en la presencia de una ATPasa de membrana,
caracteristica de las células de Langerhans. De esta forma se pudieron determinar el
namero de CL y sus caracteristicas morfolGgicas.

Aungue en el protocolo inicial de la técnica histoquimica se utiliza el ATP como
sustrato de la reaccion, la utilizacién del ADP como alternativa a este sustrato da
unos mejores resultados en rata hairless, obteniéndose imagenes mas nitidas en las
cuales se ha eliminado el ruido de fondo que representaba la tincion inespecifica de
los queratinocitos (Chaker et al, 1984).

Ademads, otra modificacion introducida en el protocolo ha hecho que obtengamos un
menor namero de precipitados, ya que se han optimizado los posteriores lavados al
proceso de tincién con sulfuro de amonio.

Esta variacion consiste en lavar las epidermis en agitacion dentro de unos viales

llenos de pequeniias bolas de vidrio y realizandose los lavados en agitacion.

A continuacion podemos observar las mejoras conseguidas mediante la optimizacion

del protocolo:
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°  Menor definicion de las células de
Langerhans

° Ruido de fondo

° Interferencia de los precipitados

° Interferencia de los queratinocitos

Figura 22. Células de Langerhans de rata control a 400x
utilitzando ATP en la tincion (MOV).

° Imagen mas nitida
°  Mayor definicién de la morfologia celular

Figura 23. Células de Langerhans a 400x de rata control
pseudoirradiada 3 meses (MOV).

La utilizacion de estas modificaciones técnicas permite determinar con mayor
claridad el namero de células de Langerhans asi como sus caracteristicas

morfoldgicas.
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1.1.1. Recuento de células de Langerhans

1.1.1.1. Irradiacion aguda

A continuacidon mostramos el recuento de las células de Langerhans en las
diferentes irradiaciones agudas (Tabla 6), asi como la significacion entre las
diferentes dosis de radiacion y entre animales tratados y control (Tabla 7) (la
significacion es la obtenida a partir del test estadistico de la prueba de Scheffé,
generado en el ANOVA).

CONTROL 1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM

Células
Langerhans/mm2 563 + 26 433 + 39 399 +43 435 + 41

Tabla 6. Media * desviacion estandar del nimero de células de Langerhans para las distintas
dosis de tratamiento agudo con RUV. n =7 para cada grupo.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 <0,001 <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

— —

INS |

Tabla 7. Significacion entre los tratamientos y control, y entre los tratamientos entre si del
numero de células de Langerhans, correspondiente a la tabla 6.

6001

500

4001

3001

2001

100+

control 1 DEM 125DEM 1,56 DEM

Figura 24. Representacion grafica de la disminucidon del numero de células de Langerhans en
funcion de las diferentes dosis de RUV.
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Observamos una disminucion significativa respecto al control en los tres niveles de
tratamiento (Figura 24). El porcentaje de disminucién fue de un 23,09% a 1 DEMy a
1,25 DEM esta disminucion fue de una magnitud del 29,12% y en la tercera dosis de

tratamiento (1,56 DEM) esta disminucién fue de un 22,73%.

1.1.1.2. Irradiacion crénica

En las tablas 8, 9 y 10 se muestra el recuento de las células de Langerhans en las
diferentes irradiaciones cronicas, asi como las diferencias significativas entre el
grupo control e irradiado para cada dosis de radiacion (la significacién se obtuvo a

partir del test estadistico T-Student).

2 MESES CONTROL [p IRRADIADO 0,71 DEM
Células
Langerhans/mm? |707 + 92 NS 592 + 108

Tabla 8. Media + desviacidon estandar del niumero de células de Langerhans en la irradiacion
cronica de 0,71 DEM durante 2 meses. n = 6 en cada grupo.

3 MESES CONTROL |p IRRADIADO 0,5 DEM
Células
Langerhans/mm? [883 + 100 NS 760+111

Tabla 9. Media + desviacion estandar del numero de células de Langerhans en la irradiacion
cronica de 0,5 DEM durante 3 meses. n = 6 en cada grupo.

5 MESES CONTROL |p IRRADIADO 0,61 DEM
Células
Langerhans/mm? |776 + 137 NS 699 £ 104

Tabla 10. Media * desviacion estandar del nGmero de células de Langerhans en la irradiacion
cronica de 0,61 DEM durante 5 meses. n = 6 en cada grupo.
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% disminucién CL

NN NN NN NN

2 meses 3 meses 5 meses

Figura 25. Representacion grafica de la disminucidon del numero de células de Langerhans en
funcion de los diferentes tiempos de irradiacion crénica.

Respecto a la irradiacion cronica, aunque no fueron significativas las diferencias
obtenidas, observamos una tendencia a la disminucién que en el caso de la
irradiacion crénica de 2 meses tuvo una magnitud del 16,26%, para una irradiacion
cronica de 3 meses la disminucion es de un 14% y para una irradiacion cronica de 5

meses esta disminucion fue de un 9,92%.

En las irradiaciones cronicas se utilizdé un control para cada patrén de irradiacion (2,
3y 5 meses). Esto fue debido a que, a diferencia de las irradiaciones agudas en las
que el tratamiento desde un punto de vista de manipulacion fue muy similar en todos
los niveles (1, 1,25 y 1,56 DEM), para irradiaciones a largo plazo el proceso de
manipulacién vari6 mucho en funcién del patron de irradiacion aplicado (2, 3y 5
meses respectivamente), asi como la edad de la rata.

Es obvio pues, que no podemos comparar un animal que ha sido manipulado 2
meses con un grupo control el cual ha sufrido una manipulacién de 5 meses. Como
vemos en los resultados, las ratas de mas de dos meses tienen mayor numero de
células de Langerhans que las ratas jovenes de 8 semanas, utilizadas en los
experimentos de irradiacion aguda.

El hecho que la disminucién en el numero de células de Langerhans en las ratas
irradiadas crénicamente no sea estadisticamente significativo, al contrario de lo que

sucede en las irradiaciones agudas, se puede explicar por el hecho que la irradiacion
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cronica posiblemente induzca una estimulacion sobre la médula ésea y se genera un

namero mayor de células dendriticas precursoras de las células de Langerhans.
Este efecto estimulador no se manifiesta en las pautas de irradiacién aguda. Este
fendmeno es de un gran interés clinico y patolégico y es objeto de un nuevo

proyecto de investigacién de nuestro grupo.

1.1.2. Caracteristicas morfologicas de las células de Langerhans

Se estudiaron, utilizando la microsocopia Optica visible, los pardmetros morfol6gicos
de las células de Langerhans, tefiidas mediante la técnica de la ATPasa. A
continuacion se exponen las imagenes obtenidas tanto en animales control como en

animales irradiados:

Figura 26. Células de Langerhans a 200x del grupo
control pseudoirradiado 0,5 DEM y sacrificado
alos 3 meses (MOV).
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Figura 27: Células de Langerhans a 400x del grupo control pseudoirradiado 0,5 DEM y
sacrificado a los 3 meses (MOV); al lado detalle de las CL control.

Podemos observar las caracteristicas de estas células. La tincion hace que adopten
una coloracion marrén permitiéndonos observar su caracteristica forma estrellada y
con abundantes prolongaciones dendriticas. Estas células tienen una amplia
distribucién y se disponen entre los queratinocitos.

Los resultados obtenidos en los animales irradiados fueron los siguientes:

Figura 28. Células de Langerhans a 200x del grupo irradiado 0,5 DEM y sacrificado a los 3
meses (MOV).
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Figura 29. Células de Langerhans a 400x de rata irradiada 0,5 DEM y sacrificada a los 3
meses (MOV); al lado detalle de CL irradiada.

Observamos que en los grupos irradiados las diferencias son evidentes. En
comparacion con el grupo control obtuvimos un menor nimero de células y su forma
varid de una forma importante, ya que observamos una disminucién considerable
tanto en el nimero de dendritas como en su longitud, asi como un redondeamiento
de las células que ya no muestran la caracteristica forma estrellada observada en

los grupos control.

Este hecho, desencadenado por la radiacion ultravioleta, esta relacionado con la
pérdida de las funciones de estas células, que como hemos visto en la introduccion

puede desembocar en patologias importantes.

En general la microscopia 6ptica visible nos permite hacer un recuento celular, ver la

forma y perfil de las células, medir el tamafio y poder valorar la longitud de las

dendritas.

78



RESULTADOS Y DISCUSION

1.2 Microscopia optica de fluorescencia (MOF)

Con la intencién de complementar los resultados obtenidos mediante microscopia
Optica visible, se realizaron también técnicas de inmunohistoquimica. En concreto,
se realizé la tincion especifica de este tipo celular en epidermis fresca con el
anticuerpo S-100, utilizandose como secundario un anticuerpo conjugado con la
fluoresceina.

Previamente a esta técnica, se habian realizado técnicas para observar estas
células en el microscopio Optico en muestras de piel incluidas en parafina de ratas
hairless, y utilizandose el mismo anticuerpo primario (S-100) y un secundario
conjugado a la peroxidasa.

Los resultados obtenidos utilizando esta técnica en cortes de parafina nos permitian
visualizar las células de Langerhans, pero éstos no eran lo suficientemente
satisfactorios desde el punto de vista de la observacion, con cierto detalle, de las

caracteristicas morfoldgicas asi como el recuento de dichas células.

A Ay g B
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Figura 30. Inmunotincion de células de Langerhans en epidermis de rata hairless incluida
en parafina. Corte sagital tratado con anticuerpo S-100 y revelado mediante la reaccion de
la peroxidasa. En A, célula de Langerhans individual puede ser observada en la epidermis
cercana a la capa basal (flecha). En B, una célula S-100 positiva aparece en la parte
superior de la dermis (flecha). Esta célula posiblemente sea una célula de Langerhans en
migracion. Aumentos: 400x.
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Por ello que se optod por realizar la técnica sobre epidermis fresca, obteniéndose

unos resultados muy satisfactorios.

Figura 31 Células de Langerhans a 200x del grupo
control pseudoirradiado 0,5 DEM y sacrificado
a los 3 meses (MOF).

Se realizO esta metodologia de una forma paralela a las otras técnicas
microscopicas de forma que obtenemos una amplia informacién, como resultado de
la aplicaciéon de diferentes técnicas, sobre las células de Langerhans de los mismos

individuos.

Figura 32. Células de Langerhans a 200x de grupo

control pseudoirradiado 0,5 DEM y sacrificado
a los 3 meses (MOF).
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Los resultados obtenidos en animales irradiados fueron los siguientes:

Figura 33. Células de Langerhans a 200x grupo
irradiado 0,5 DEM y sacrificado a los 3 meses (MOF).

Figura 34. Células de Langerhans a 200x del grupo
irradiado 0,5 DEM y sacrificado a los 3 meses (MOF).

La gran especificidad de esta técnica nos permite observar con mayor claridad las
diferencias de tamafio y forma de las células, asi como el nimero y longitud de

dendritas entre los animales irradiados y los controles.
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Observamos que en las pieles control las células presentan un mayor niamero de
dendritas y éstas tienen mas ramificaciones y son de mayor longitud.

Mientras que los grupos irradiados, al igual que observabamos en microsocopia
Optica, tienen un menor tamafio, son mas redondeadas y las pocas dendritas que

presentan son de menor longitud.

1.3 Microscopia electronica (ME)

Para intentar relacionar los cambios morfolégicos con los posibles cambios
ultraestructurales se realizaron técnicas de microscopia electrénica.

Mediante estas técnicas se intentd observar las diferencias a nivel de estructuras
celulares (membranas, nucleos, granulos de Birbeck, etc.), entre las células control y
las irradiadas, para relacionarlo con las diferencias respecto a la morfologia celular
observadas mediante las dos técnicas anteriores.

Estas técnicas también permiten observar en detalle el cambio de morfologia
caracteristico en funcion de la irradiacion.

Se han realizado dos técnicas de microscopia electronica:

= Microscopia electronica de transmision (MET)

= Microscopia electrénica de rastreo (MER)
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1.3.1 Microscopia electrénica de transmision (MET).

Intentamos observar la ultraestructura celular caracteristica de estas células y

determinar los posibles cambios en funcién de la irradiacion.

Figura 35. Célula de Langerhans a 3150x de grupo
control pseudoirradiado 0,71 DEM y sacrificado
alos 2 meses (MET).

Figura 36. Célula de Langerhans a 8000x de grupo
irradiado 0,71 DEM y sacrificado a los 2 meses (MET).

Podemos observar el contorno de la célula gracias a los precipitados de nitrato de
plomo que se disponen en la membrana, éste es el fundamento del revelado de las

83



RESULTADOS Y DISCUSION

células de Langerhans, a través de la tinciébn que aprovecha la funcidén de la ATPasa
de membrana.

Observamos también una clara diferencia en la forma de estas células en funcién de
la irradiacion; las células irradiadas tienen una forma mucho mas redondeada que
las células control, asi como una mayor vacuolizacién citoplasmatica y picnosis
nuclear.

1.3.2 Microscopia electrénica de rastreo (MER).

Mediante esta técnica, no observamos la ultraestructura celular, sino que
determinamos, en detalle, la forma diferenciada de estas células en funcién de la

irradiacion, asi como la longitud y recorrido de sus dendritas.

Figura 37. Células de Langerhans a 1500x
del grupo control.
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Figura 38: Detalle a 6000x de célula Langerhans
de la figura 37 (MER).

Figura 39: Células de Langerhans a 1000x
de grupo irradiado con 1,25 DEM.
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Figura 40. Detalle a 1500x de célula de Langerhans
de la figura 39 (MER).

Como podemos observar, la microscopia electrénica permite valorar determinados
parametros especificos de las células de Langerhans que no son asequibles con
otras técnicas de microscopia Optica. En nuestro trabajo aun no hemos podido
obtener conclusiones definitivas respecto las posibles diferencias entre las muestras
de ratas control e irradiadas. En este apartado nos interesa destacar que ademas de
la disminucion del nimero de células en los animales irradiados (bien valorable
mediante la microscopia O6ptica visible y de fluorescencia), la microscopia de
fluorescencia y la microscopia electrénica de transmision ponen en evidencia que en
los animales irradiados cronicamente hay: una disminucién en el nimero y longitud
de las prolongaciones dendriticas, una vacuolizacién del citoplasma y una picnosis

nuclear, en comparacién con los animales control.
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2. RESULTADOS RELATIVOS A LOS RLO EN IRRADIACIONES AGUDAS

Para facilitar el analisis de los resultados no se ha entrado directamente a discutir
globalmente estos datos, sino que se ha hecho una primera exposicion donde se
comparan de una forma consecutiva los diferentes grupos de tratamiento respecto al
control.

Estos datos, que cumplen los criterios de normalidad y han sido generados mediante
la realizacién de un test ANOVA y la realizacién de una prueba Scheffé como prueba
post-hoc, se representan en forma de media + desviacion estandar.

La significacion estadistica es la obtenida en el test estadistico de Scheffé, ya que
posteriormente se analizaran los mismos datos de una forma general para intentar
hallar tendencias o patrones de comportamiento en funcion de la irradiacion. Es en

este segundo analisis mas general donde se realiza una discusion de los resultados.
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2.1 Resultados del tratamiento con 1 DEM

SANGRE
CONTROL 1 DEM

GST total 640,14+88,55 <0,001 939,57+117,32
umol/min/g Hb
GST 52° 43,8+11,55 <0,001 95,28+18,17
umol/min/g Hb
Residual 6,76%1,05 <0,001 10,09+1,21
%
GSH eritrocito 5,25+0,44 0,001 3,91+0,70
umol/g Hb
GSSG 1,19+0,15 <0,001 0,79+0,13
eritrocito
umol/g Hb
GSH/GSSG 4,45+0,63 NS 5,05+1,29
eritrocito
TBARS 3,92+1,20 NS 3,71+0,74
eritrocito
nmol/g Hb
CAT 108,23+9,00 NS 108,34+15,46
mmol/min/g Hb
GPx 12,33+1,25 <0,001 20,86+3,03
mmol/min/g Hb
GR 218,63%66,27 NS 145,29+22,59
umol/min/g Hb
SOD 2756,86+922,27 NS 2445,71+451,89
U/g Hb
GSH plasma 20,41+2,19 <0,001 11,59+3,08
nmol/ml
GSSG plasma 42,90+5,47 NS 35,68+5,33
nmol/ml
GSH/GSSG 0,48+0,071 0,022 0,32+0,089
plasma
TBARS plasma 2,3129+0,50 NS 2,0610,24
nmol/ml

Tabla 11. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en eritrocitos con
un tratamiento de 1 DEM. n =7 en cada grupo.
GST: La actividad GST total y termoestable (52 °C) aumenté significativamente

respecto al control, observandose un incremento de un 46% respecto al control en la
actividad total de la GST y un incremento de un 117% en el caso de la termoestable.

El porcentaje de la GST residual también aumenté significativamente.

88



RESULTADOS Y DISCUSION

GSH y GSSG: Las dos formas de glutation eritrocitario disminuyeron
significativamente después de la exposicion equivalente a 1 DEM de radiacion
ultravioleta. En el caso del glutation reducido (GSH), la disminucion fue de un
25,52%, mientras que el glutation oxidado (GSSG) presento una disminucion de un
33,61%.

En el caso del plasma, solo se observo esta disminucion significativa en el caso del
GSH, hallandose que el GSH plasmatico disminuyd en un 43,21% respecto al lote no
irradiado. Esta disminucion del GSH afecté también al cociente GSH/GSSG, que

también disminuyd significativamente en los animales irradiados.

TBARS: No hubo diferencias significativas de este parametro respecto al grupo

control ni en eritrocitos ni en plasma.

Otras enzimas: La actividad CAT, GR y SOD no vario significativamente en el caso
de 1DEM, respecto al grupo control; mientras que la actividad GPx present6 un

aumento de un 69,2%.
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EPIDERMIS

CONTROL p 1 DEM
GST 6,15+1,54 <0,001 16,74+3,70
nmol/min/mg prot
GST 263,91£93,22 <0,001 679,10+183,34
nmol/min/g tej.
CAT 50,72+7,96 0,023 65,11+9,16
umol/min/mg prot
CAT 2,13+0,42 NS 2,61+0,29
umol/min/q tej.
TBARS 81,38+13,21 NS 66,21+9,57
nmol/mg prot
TBARS 3,39+0,51 NS 2,68+0,52
nmol/q tej.
GSH 13,98+2,66 <0,001 5,44+1,52
nmol/ mg prot
GSH 591,98+158,24 <0,001 217,81+57,14
nmol/g tej.
GSSG 26,04+3,52 <0,001 14,48+1,78
nmol/ mg prot
GSSG 1082,71+75,23 <0,001 583,4+76,92
nmol/q tej.
GSH/GSSG 0,55+0,15 NS 0,38+0,13
GPx 35,27+6,31 NS 35,05+4,07
umol/min/mg prot
GPx 1475,14+253,68 NS 1410,43+160,21
umol/min/g tej.
GR 11,11+1,76 NS 13,71+1,61
pmol/min/mg prot
GR 467,71+93,69 NS 550,71+48,07
umol/min/g tej.
SOD 9,74+3,21 NS 13,31+4,73
U/mg prot
SOD 402,29+102,54 NS 529,43+161,80
U/q tej.
Proteinas 42,15+5,98 NS 40,36+3,22
mg prot/g tej.

Tabla 12. Resultados analiticos de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en
epidermis con un tratamiento de 1 DEM. n = 7 en cada grupo.

GST: al igual que en eritrocitos, hallamos un aumento significativo respecto a la

actividad de esta enzima. Este aumento lo hallamos tanto si lo expresamos por g de
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tejido como si lo expresamos por mg de proteinas. La magnitud del aumento fue de

un 172% en mg de proteina y de un 157,8% si lo expresamos por gramo de tejido.

CAT: respecto a la actividad CAT, vemos que su significacion estadistica varia en

funciéon de su representacion (por mg de proteina o por g de tejido).

TBARS: al igual que lo que sucedia en sangre, no se observd ninguna variacion

significativa respecto al control en este parametro.

GSH y GSSG: los niveles de glutation reducido siguen el mismo patron que en
sangre, es decir, sufren una disminucion respecto al control, esta disminucién fue de
un 61% si lo expresamos por mg de proteina y de un 63,2% si lo expresamos por
gramo de tejido. Lo mismo sucede en el caso del glutation oxidado, disminuyendo un
44,4% si lo expresamos por mg de proteina y de un 46% si lo expresamos en

funcién de tejido.

Otras enzimas: las actividades GR, GPx y SOD no fueron significativamente

diferentes entre el control y el tratamiento con 1 DEM.

Proteinas: No varié significativamente el contenido de proteinas en funcion de la

irradiacion con 1 DEM.
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2.2 Resultados del tratamiento con 1,25 DEM

SANGRE

CONTROL p 1,25 DEM
GST total 640,14+88,55 <0,001 991,66+64,38
umol/min/g Hb
GST 52° 43,8+11,55 NS 65,46+8,48
umol/min/g Hb
Residual 6,76+1,05 NS 6,59+0,68
%
GSH eritrocito 5,25+0,44 NS 4,74+0,33
umol/g Hb
GSSG 1,19+0,15 <0,001 0,48+0,086
eritrocito
umol/g Hb
GSH/GSSG 4,45+0,63 <0,001 10,16+2,25
eritrocito
TBARS 3,92+1,20 NS 3,59+0,55
eritrocito
nmol/g Hb
CAT 108,23+9,00 NS 125,68+11,29
mmol/min/g Hb
GPx 12,33+1255,87 <0,001 23,73+2819,54
mmol/min/g Hb
GR 218,63+66,27 NS 183,02+43,89
pmol/min/g Hb
SOD 2756,86+922,27 NS 3130,57+251,04
U/g Hb
GSH plasma 20,41+2,19 NS 17,17+4,62
nmol/ml
GSSG plasma 42,90+5,47 NS 46,78+8,67
nmol/ml
GSH/GSSG 0,48+0,071 NS 0,360,072
plasma
TBARS plasma 2,3129+0,50 NS 2,43+0,29
nmol/ml

Tabla 13. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en eritrocitos con
un tratamiento de 1,25 DEM. n =7 en cada grupo.
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GST: la actividad total de este enzima aumento significativamente un 55% respecto

al control; por otro lado, la diferencia observada entre la actividad GST termoestable

control y la GST termoestable 1,25 DEM no fue estadisticamente significativa.

GSH y GSSG: los niveles eritrocitarios y plasmaticos de GSH no fueron
significativamente diferentes en este modelo de tratamiento, mientras que
observamos una disminucion significativa de una magnitud del 60% en el caso del
glutation oxidado eritrocitario. Esto determiné un aumento significativo del cociente
GSH/GSSG eritrocitario.

TBARS: el contenido de TBARS eritrocitario y plasmatico no fue estadisticamente

diferente respecto al control.

Otras enzimas: se observé un aumento significativo de un 92% en la actividad GPx
gue contrasta con la no significacion en las variaciones de las actividades de las
enzimas GR, CAT y SOD.
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EPIDERMIS

CONTROL p 1,25 DEM
GST 6,15+1,54 0,022 11,47+3,28
nmol/min/mg prot
GST 263,94£93,22 NS 459,52+125,10
nmol/min/g tej.
CAT 50,72+7,96 <0,001 77,52+8,65
umol/min/mg prot
CAT 2,13+0,42 <0,001 3,11+0,27
umol/min/mg prot
TBARS 81,38+13,21 NS 75,37+19,86
nmol/mg prot
TBARS 3,39+0,51 NS 340,65
nmol/g tej.
GSH 13,98+2,66 0,001 8,26+2,51
nmol/ mqg prot
GSH 591,98+158,24 0,004 334,42+111,39
nmol/g tej.
GSSG 26,04+3,52 <0,001 15,75+£2,19
nmol/ mqg prot
GSSG 1082,71+75,23 | <0,001 636,27+111,23
nmol/g tej.
GSH/GSSG 0,55+0,15 NS 0,52+0,11
GPx 35,27+6,31 NS 29,88+3,93
pmol/min/mg prot
GPx 1475,14+253,6 NS 1201,29+155,33
pmol/min/g tej. 8
GR 11,11+£1,76 NS 13,11+2,18
pmol/min/mg prot
GR 467,71+93,69 NS 526+75,75
pmol/min/g tej.
SOD 9,74+3,21 NS 10,34+1,68
U/mg prot
SOD 402,29+102,54 NS 413,57+49,70
U/g tej.
Proteinas 42,15+5,98 NS 40,25+2,16
mg prot/g tej.

Tabla 14. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en epidermis con
un tratamiento de 1,25 DEM. n =7 en cada grupo.
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GST: hallamos un aumento significativo de la actividad GST de un 86,5% en el caso

de referirlo en mg de proteina, ya que el aumento de actividad de esta enzima

expresado por g de tejido no fue significativo.

CAT: se observo un incremento significativo de la actividad enzimatica de esta
enzima tanto si lo expresamos por mg de proteina (52,8%) como si lo expresamos
por g de tejido (46%).

TBARS: las variaciones observadas de este parametro no fueron estadisticamente

diferentes.

GSH y GSSG: se observaron disminuciones significativas en ambos tipos de
glutationes (reducido y oxidado) tanto si lo expresamos por mg de proteina como si
lo hacemos por g de tejido. De forma que hubo una disminucion del 41% de GSH
por mg de proteina y del 43,5% si lo referimos a g de tejido. Respecto al GSSG, si
hacemos referencia a mg de proteina la disminucién fue del 39,5%, mientras que si
lo hacemos por g de tejido esta reduccion del nivel de glutation oxidado fue del
41,2%.

Otras enzimas: Las variaciones en las actividades enziméticas de GPx, GR y SOD

no fueron significativamente diferentes.

Proteinas: el contenido de proteina no vari6é de una forma significativa en funcién de

la irradiacion (1,25 DEM).
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2.3 Resultados del tratamiento con 1,56 DEM

SANGRE

CONTROL p 1,56 DEM
GST total 640,14+88,55 NS 660,28+111,07
umol/min/g Hb
GST 52° 43,8+11,55 NS 56,78+15,87
umol/min/g Hb
Residual 6,76+1,05 NS 8,55+1,64
%
GSH eritrocito 5,25+0,44 NS 4,73+0,49
umol/g Hb
GSSG 1,19+0,15 0,007 0,90+0,16
eritrocito
umol/g Hb
GSH/GSSG 4,45+0,63 NS 5,36+1,08
eritrocito
TBARS 3,92+1,20 NS 5,43+1,47
eritrocito
nmol/g Hb
CAT 108,23+9,00 0,003 134,13+7,02
mmol/min/g Hb
GPx 12,33+1255,87 <0,001 21,95+3356,09
mmol/min/g Hb
GR 218,63+66,27 NS 223,94+56,99
umol/min/g Hb
SOD 2756,86+922,27 NS 3143,86+205,33
U/ g Hb
GSH plasma 20,41+2,19 NS 23,70+2,79
nmol/ml
GSSG plasma 42,90+5,47 NS 35,95+3,09
nmol/ml
GSH/GSSG 0,48+0,071 0,005 0,66+0,0971
plasma
TBARS plasma 2,3129+0,50 <0,001 3,59+0,40
nmol/ml

Tabla 15. Resultados de los pardmetros relacionados con el estrés oxidativo en eritrocitos con
un tratamiento de 1,56 DEM. n = 7 en cada grupo.

GST: no hallamos diferencias significativas en las actividades de la GST total y GST

termoestable (52° C).
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GSH y GSSG: respecto al glutation eritrocitario reducido (GSH), la variacion

observada no fue significativa; por otro lado en el caso del glutatiébn eritrocitario
oxidado (GSSG) obtuvimos una disminucion significativa de su cantidad en el
tratamiento de 1,56 DEM. Esta disminucion fue de un 24,3%. En el plasma, las
variaciones observadas no fueron significativas en ninguno de los dos tipos de
glutation, aunque la disminucion del GSSG fue superior, determinando un aumento

significativo del cociente GSH/GSSG.

TBARS: no hubo diferencias significativas de este parametro en eritrocitos, pero si
gue observamos un aumento significativo de TBARS en plasma. Este aumento fue

de un 55,4% respecto al control.

Otras enzimas: observamos un aumento significativo en las actividades de las

enzimas CAT (19,3%) y GPx (78%), mientras que las diferencias observadas en las

actividades enzimaticas de GR y SOD no fueron estadisticamente significativas.
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EPIDERMIS

CONTROL p 1,56 DEM
GST 6,15+1,54 0,032 11,2142,72
nmol/min/mg prot
GST 263,9+93,22 0,018 506,88+96,09
nmol/min/g tej.
CAT 50,72+7,96 0,017 65,72+5,55
umol/min/mg prot
CAT 2,13+0,42 0,001 3,01+0,28
umol/min/mg prot
TBARS 81,38+13,21 <0,001 119,18+10,95
nmol/mg prot
TBARS 3,39+0,51 <0,001 5,47+0,67
nmol/g tej.
GSH 13,98+2,66 NS 16,48+1,94
nmol/mg prot
GSH 591,98+158,24 NS 758,27+114,96
nmol/g tej.
GSSG 26,04+3,52 <0,001 15,96+1,23
nmol/mg prot
GSSG 1082,71+75,23 <0,001 739,80+130,38
nmol/g tej.
GSH/GSSG 0,55+0,15 <0,001 1,03+0,14
GPx 35,27+6,31 NS 36,91+4,38
umol/min/mg prot
GPx 1475,14+253,68 NS 1684,71+126,05
umol/min/g tej.
GR 11,11+£1,76 NS 12,21+1,36
umol/min/mg prot
GR 467,71+93,69 NS 557,1429+24,59
umol/min/g tej.
SOD 9,74+3,21 NS 11,66+2,76
U/mg prot
SOD 402,29+102,54 NS 533,43+120,15
U/q tej.
Proteinas 42,15+5,98 NS 46,13+5,87
mg prot/g tej.

Tabla 16. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en epidermis con
un tratamiento de 1,56 DEM. n = 7 en cada grupo.

GST: observamos una variacion significativa de la actividad GST, tanto si lo

expresamos por proteinas como si lo hacemos por tejido. Esta variacion consistio en
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un incremento del 82,2%, expresado por proteinas, y del 92% si lo referimos a

tejido.

CAT: se hall6 un aumento significativo de la actividad catalasa, este aumento fue del

29,5% por mg de proteina, y del 41,31% por gramo de tejido.

TBARS: se observé un aumento significativo del contenido de TBARS del 46,4%,

por mg de proteina, y del 61,3% por g de tejido.

GSH y GSSG: el contenido de glutation reducido (GSH) no varié significativamente
en funcién de la irradiacion, a diferencia del glutation oxidado (GSSG), que sufrié
una disminucién significativa de su concentracion en funcion de la irradiacion. Esta
disminucion fue del 38,7% por mg de proteina y del 31,6% per g de tejido. Como

consecuencia de ello el cociente GSH/GSSG aument6 significativamente.

Otras enzimas: no hallamos variaciones significativas en las actividades

enzimaticas de GPx, GR y SOD en este tratamiento.

Proteinas: no hubo variacion significativa del contenido de proteinas en funcion de

la irradiacion.
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2.4 Andlisis y discusién de resultados
GST total
La actuacion de la enzima GST se basa en asociar o conjugar los radicales libres

con el glutation (GSH), neutralitzandose asi el efecto nocivo de estas especies tan

reactivas.

GST STAND BY

p GSTON
IEAI .

RADIACION * v
U.V. > RADICALES LIBRES

* RADICALES LIBRES

Figura 41. Induccion de la actividad de la enzima GST debido a los radicales libres.

Asi pues, en los animales irradiados podriamos esperar obtener unos valores mas
elevados de la actividad GST que en el grupo control, ya que una mayor produccion
de RLO habria provocado una estimulacion de su actividad detoxificadora. Pero, en
el caso de la GST y de las otras enzimas se ha de tener en cuenta que los eritrocitos
circulantes no pueden sintetizar nuevas moléculas de proteina, al ser células
anucleadas, al contrario de lo que sucede en piel. Por lo tanto, en las experiencias
obtenidas en tratamientos agudos de RUV, como es nuestro caso, los posibles
incrementos de actividad enzimética en eritrocitos no serian debidos a un
incremento de la sintesis, sino a cambios conformacionales, activaciones de la
enzima o a inhibiciones de reguladores. En cambio, la sintesis de GSH si que esta

conservada en los eritrocitos circulantes.
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CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM

GST total 640,14+88,55 | 939,57+117,32 | 991,66+64,38 | 660,28+111,07
umol/min/g Hb

Tabla 17. Media * desviacién estandar de la actividad GST en sangre para los diferentes
tratamientos. n =7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 <0,001 NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM 0,001 IRR.1,56 DEM
| <0,001 |

Tabla 18. Actividad GST. Significacién estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la
tabla 17.

Obtuvimos un aumento significativo de la actividad GST en los grupos de tratamiento
de 1 DEM y 1,25 DEM respecto al control en eritrocitos. Observamos que este
aumento de la actividad enzimatica no se manifesto en el caso del grupo irradiado
con 1,56 DEM.

Ademas, observamos un descenso significativo de la actividad de esta enzima en el
tratamiento 1,56 DEM respecto a los tratamientos de 1,25y 1 DEM.

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
GST 6,15+1,54 16,74+3,70 11,47+3,28 11,21+2,72
nmol/min/mg prot
GST 263,9+93,22 | 679,10+183,34 | 459,52+125,10 | 506,88+96,09
nmol/min/g tej.

Tabla 19. Media * desviacién estandar de la actividad GST en epidermis, expresado por
miligramo de proteina y por gramo de tejido, para todos los diferentes tratamientos. n = 7 en
todos los grupos.
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CONTROL CONTROL CONTROL
0,022 <0,001 0,032
IRR.1,25 DEM 0,024 IRR. 1 DEM 0,017 IRR.1,56 DEM

e ——————

Tabla 20. Actividad GST por miligramo de proteina. Significacién estadistica de las diferencias
observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento.
Resultados de la tabla 19.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS <0,001 0,018
IRR.1,25 DEM 0,036 IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

e

Tabla 21. Actividad GST por gramo de tejido. Significacion estadistica de las diferencias
observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento.
Resultados de la tabla 19.

En epidermis, este incremento también se produjo en todos los diferentes
tratamientos. El incremento de actividad observado en los grupos irradiados fue mas
elevado si lo comparamos con los resultados obtenidos en eritrocitos, sugiriendo que
hay un efecto mas evidente o aparente en el tejido diana y un reflejo un poco mas
débil de este efecto en sangre (este comportamiento también se observé en otros

parametros).

Tanto en eritrocitos como en epidermis, hallamos el valor mas elevado de actividad

de la enzima GST en el grupo de tratamiento correspondiente a 1 DEM.

GST termoestable (52° C)

Parametro que nos muestra la termoestabilidad de la enzima, es decir, es un reflejo
del buen estado o calidad de la enzima. Cuanta mayor sea la proporcion de la

enzima termoestable, mayor sera la calidad del enzima. Esta caracteristica sélo ha

sido descrita en eritrocitos, no en piel (Ortin et al, 1996).
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Asi pues, podremos observar el efecto de la radiacion sobre la estabilidad

enzimatica de la GST.

Esperariamos que:

) Efecto negativo
RADIACION U.V. > GST

Independientemente de que un incremento de los RLO induzca la sintesis de nuevas
moléculas de GST, el efecto directo de la RUV y de los RLO sobre las moléculas ya
presentes de GST puede producir una alteracion de su "calidad". Por lo tanto, a
medida que fuésemos aumentando la intensidad de la irradiacion podriamos
detectar una disminucion de la termoestabilidad enzimatica de la GST en eritrocitos.

Pero, ¢como es, pues, que la termoestabilidad de los grupos irradiados no fue mas
baja que en el control? De hecho, la Unica diferencia significativa la hallamos en el
grupo irradiado con 1 DEM, donde la proporcién de GST termoestable fue superior a
la del control. En este caso hemos de concluir que la RUV induce algun tipo de
cambio que activa la conformacién de la enzima hacia una forma de mayor

termoestabilidad.

] Efecto negativo Efecto inductor
RADIACION U.V. pGST « RADICALES
LIBRES
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CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM

GST 52° 43,8+11,55 95,28+18,17 65,46+8,48 56,78+15,87
umol/min/g Hb

Tabla 22 . Media *+ desviacion estandar de la actividad GST termoestable en eritrocito para todos los
tratamientos. n =7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS <0,001 NS
IRR.1,25 DEM 0,010 IRR. 1 DEM 0,001 IRR.1,56 DEM

T p

Tabla 23. Actividad GST termoestable. Significacion estadistica de las diferencias observadas
entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de

la tabla 22.

De todas formas, se observd una tendencia a la afectacion global de la GST
eritrocitaria a medida que se incrementa la dosis de RUV. Asi, vemos que para el
tratamiento més elevado de (1,56 DEM) hubo una disminucion de la actividad total
de la GST respecto a los dos tratamientos anteriores (1, 1,25 DEM). En cuanto a la
actividad termoestable, ésta aumento, en relacion al control, tras la irradiacion a 1

DEM, disminuyendo proporcionalmente tras las irradiaciones a 1,25y 1,56 DEM.

GSHy GSSG

El glutation reducido (GSH) es una molécula antioxidante en si misma. Su
concentracion nos indica la reserva de este componente y refleja su grado de
utilizacion. Asi pues, esperariamos que tras una mayor irradiacion se produjese un
mayor consumo de esta molécula, ya que a ella se asociarian muchos de los
compuestos nocivos generados por la radiacién ultravioleta, neutralizdndose asi su

efecto negativo.
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Asi pues, a medida que fuese aumentando la intensidad de la irradiacién, podriamos
esperar que los niveles de reserva de este compuesto fueran mas bajos.
El glutation oxidado (GSSG) es un reflejo del consumo de glutation reducido por

parte de la GPx, de forma que cuanta mayor actividad enzimatica GPx, mayor

contenido de glutation oxidado esperariamos hallar.

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
GSH eritrocito 5,25+0,44 3,91+0,70 4,74+0,33 4,73+0,49
umol/g Hb
GSSG 1,19+0,15 0,79+0,13 0,48+0,086 0,90+0,16
eritrocito
umol/g Hb
GSH plasma 20,41+2,19 11,59+3,08 17,17+4,62 23,70+2,79
nmol/ml
GSSG plasma 42,90+5,47 35,68+5,33 46,78+8,67 35,95+3,09
nmol/ml

Tabla 24. Media * desviacién estandar de los nivells de GSH y GSSG en eritrocitos y plasma
para los diferentes tratamientos. n = 7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS 0,001 NS
IRR.1,25 DEM 0,049 IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

\ NS

Tabla 25. GSH eritrocitario. Significacion estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la

——

tabla 24.
CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 <0,001 0,007
IRR.1,25 DEM 0,003 IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

\L <0,001 /

Tabla 26. GSSG eritrocitario. Significacion estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la

tabla 24.
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CONTROL CONTROL CONTROL
NS <0,001 NS
IRR.1,25 DEM 0,042 IRR. 1 DEM <0,001 IRR.1,56 DEM

\ 0,014 /

Tabla 27. GSH en plasma. Significacién estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la
tabla 24.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

\l NS

Tabla 28. GSSG en plasma. Significacién estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la
tabla 24.

———

Se observd, efectivamente, una disminucion de la concentracion de GSH en los
grupos irradiados respecto al control. A pesar de ello, las diferencias en el caso del
glutation eritrocitario y plasméatico solo fueron significativas respecto al grupo tratado
con 1 DEM.

Por otro lado, observamos una disminucion significativa respecto al control en el
contenido de glutation oxidado en los tres tratamientos, aunque, como veremos
posteriormente, la actividad de la enzima GPx aumentd significativamente respecto
al control.

¢A qué podria ser debida la no-disminucién significativa del glutation en el caso de
1,25y 1,56 DEM?

¢, Como se puede explicar que no aumentasen los niveles de GSSG en los animales
irradiados?

Antes de abordar estas cuestiones, tenemos que recordar el papel del glutation

como componente principal en la maquinaria antirradicalar:
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GAMMA-GLUTAMIL CISTEINA

H20;
GLUTATION SINTETASA GLUTATION PEROXIDASA (GPx)
v
v A
2 H,0
GLUTATION GLUTATION
(GSH) DISULFITO
(GSSG)

GLUTATION REDUCTASA (GR)

GLUTATION-S-TRANSFERASA (GST)

CONJUGADO MENOS TOXICO

Figura 42. Papel del glutation en el mecanismo de defensa antirradicalar.

Podemos observar como no solo la GST consume el glutation sino que éste también
es utilizado por la GPx.

Observamos que los niveles de actividad de la GPx fueron significativamente
diferentes del control, observandose un aumento de su actividad en los tres
tratamientos. A pesar de ello, el incremento de actividad enzimética de la GPx no fue
significativamente diferente entre las tres pautas de irradiacion; por lo tanto, las
posibles modificaciones que se produzcan en las concentraciones de glutation
deberan (o deberian) ser homogéneas o iguales para los tres tratamientos.

Como respuesta a las cuestiones anteriores, podriamos pensar que esta diferencia

no significativa en los tratamientos de 1,25 y 1,56 DEM respecto al consumo de
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glutation podria ir ligada a la disminucion de la actividad GST total y de la
termoestabilidad (GST termoestable) de la enzima GST, lo que implicaria un menor
consumo de este componente. Ademas, es justamente en el tratamiento de 1,56
DEM en el que se observd un aumento significativo respecto al nivel anterior en el
contenido de GSSG.

Podriamos pensar pues, que lo que sucede inicialmente es que esta potenciada la
actividad de la enzima GST, que implica el consumo masivo de glutation por parte
de esta enzima, “secuestrandolo” e impidiendo su utilizacién por parte de la GPx.
Posteriormente, a medida que aumenta la intensidad de la irradiacion, se empieza a
producir la transicién respecto al consumo de glutation, ya que éste pasa de ser
utilizado per la enzima GST (mas fragil y afectada ya por los efectos de la
irradiacion) a ser utilizado por la GPx, empezandose a observar entonces el

correspondiente aumento en el contenido de GSSG.

En epidermis este fendmeno seria también evidente, observandose un patrén de

accion paralelo al de los eritrocitos.

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
GSH 13,98+2,66 5,44+1,52 8,26+2,51 16,48+1,94
nmol/ mg prot
GSSG 26,04+3,52 14,48+1,78 15,75+£2,19 15,96+1,23
nmol/ mg prot
GSH 591,98+158,24 | 217,81+57,14 | 334,42+111,39 | 758,27+114,96
nmol/g tej.
GSSG 1082,71+75,23 | 583,4+76,92 | 636,27+111,23 | 739,80+130,38
nmol/g tej.

Tabla 29. Media * desviacidn estandar de las concentraciones de GSH y GSSG en epidermis,
expresadas por miligramo de proteinay por gramo de tejido, para todos los tratamientos. n =7
en todos los grupos.
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CONTROL CONTROL CONTROL
0,001 <0,001 NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM <0,001 IRR.1,56 DEM

<0,001 N

Tabla 30. GSH en epidermis por miligramo de proteina. Significacion estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de

tratamiento. Resultados de la tabla 29.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 <0,001 <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM
—_— N

| NS

Tabla 31. GSSG en epidermis por miligramo de proteina. Significacién estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de

tratamiento. Resultados de la tabla 29.

CONTROL CONTROL CONTROL
0,004 <0,001 NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM <0,001 IRR.1,56 DEM
|  <0,001 |

Tabla 32. GSH en epidermis por gramo de tejido. Significacion estadistica de las diferencias
observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento.
Resultados de la tabla 29.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 <0,001 <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM
= —
| NS |

Tabla 33. GSSG en epidermis por gramo de tejido. Significacién estadistica de las diferencias
observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento.
Resultados de la tabla 29.
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TBARS

El contenido de TBARS es un reflejo del nivel de lipoperoxidacion, que podemos

relacionar con el ataque de los radicales libres sobre las membranas celulares

RADIACION ULTRAVIOLETA > t RADICALES LIBRES

Relacioén indirecta

e

ﬁ TBARS€—_
ATAQUE SOBRE ESTUCTURAS CELULARES

(MEMBRANAS)

Figura 43. Esquema del mecanismo de produccién de los TBARS.

En eritrocitos y plasma:

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
TBARS 3,92+1,20 3,71+0,74 3,59+0,55 5,43+1,47
eritrocito
nmol/g Hb
TBARS plasma| 2,31+0,50 2,06+0,24 2,43+0,29 3,59+0,40
nmol/ml

Tabla 34. Media + desviacion estadndar de los niveles de TBARS en eritrocitos y plasma para
todos los diferentes tratamientos. n = 7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM 0,047 IRR.1,56 DEM

\l 0,031 |/

Tabla 35. TBARS en eritrocito. Significacién estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la
tabla 34.
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CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM <0,001 IRR.1,56 DEM
|  <0,001 |

Tabla 36. TBARS en plasma. Significacion estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la
tabla 34.

Observamos que en los niveles de irradiacion de 1y 1,25 DEM no hubo variacion ni
en eritrocitos ni en plasma, pero en el nivel mas elevado de irradiacion (1,56 DEM)
hubo un aumento en el contenido de este producto de lipoperoxidacion en los dos
compartimentos (plasma y eritrocito).

Este hecho se puede interpretar como que en este nivel de tratamiento las
estructuras celulares ya empiezan a sufrir de una forma importante los efectos de la
RUV.

En epidermis:

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
TBARS 81,38+13,21 | 66,21+9,57 75,37+£19,86 | 119,18+10,95
Nmol TBARS/mg
prot
TBARS 3,39+0,51 2,68+0,52 3+0,65 5,47+0,67
Nmol TBARS/g
tej.

Tabla 37. Media * desviacion estandar del contenido de TBARS en epidermis expresado por
miligramo de proteina y por gramo de tejido para todos los tratamientos. n = 7 en todos los
grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM <0,001 IRR.1,56 DEM

T [ <0.001 I/

Tabla 38. TBARS en epidermis por miligramo de proteina. Significacion estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 37.
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CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM <0,001 IRR.1,56 DEM
|  <0,001 |

Tabla 39. TBARS en epidermis por gramo de tejido. Significacién estadistica de las diferencias
observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento.
Resultados de la tabla 37.

El comportamiento en epidermis fue similar a lo observado en sangre, y es que solo
se produjo un aumento significativo en el Ultimo nivel de tratamiento.

Esto nos esta indicando que para este nivel de irradiacion ya se produce un dafio
importante en estructuras celulares como las membranas.

Respecto a la técnica fluorimétrica utilizada para detectar los TBARS, hemos de
comentar que es mas sensible y especifica que la técnica original
espectrofotométrica; por otro lado, no detectamos sélo malondialdehido, que es uno
de los tipos de TBARS, sino que detectamos inespecificamente todos los TBARS, lo

gue nos permite valorar de una forma mas completa los efectos de la RUV.

CATALASA

La funciébn de esta enzima es detoxificar o eliminar el peroxido de hidrégeno
generado. A diferencia de la GPx, no consume GSH.
Frente a un incremento de radicales hidroxilo, cabria esperar un incremento de su

actividad como respuesta al estrés oxidativo generado.

En eritrocito:

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM

CAT 108,23+9,00 | 108,34+15,46 | 125,68+11,29 | 134,13+7,02
mmol/min/g Hb

Tabla 40. Media + desviacion estandar de la actividad CAT en sangre, para todos los
tratamientos. n = 7 en todos los grupos.

112




RESULTADOS Y DISCUSION

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM 0,003 IRR.1,56 DEM

T [ ]

Tabla 41. Actividad CAT en sangre. Significacion estadistica de las diferencias observadas
entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de
la tabla 40.

En epidermis:

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
CAT 50,72+7,96 65,11+9,16 77,52+8,65 65,72+5,55
umol/min/mg prot
CAT 2,13+0,42 2,61+0,29 3,11+0,27 3,01+0,28
umol/min/qg tej.

Tabla 42. Media * desviacién estandar de la actividad CAT en epidermis expresada por
miligramo de proteina y por gramo de tejido para todos los diferentes tratamientos. n = 7 en
todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 0,023 0,017
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

| NS |

Tabla 43. Actividad CAT en epidermis por miligramo de proteina. Significacién estadistica de
las diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 42.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 NS 0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM
= — —
| NS |

Tabla 44. Actividad CAT en epidermis por gramo de tejido. Significacion estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 42.
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Observamos que en eritrocito hubo un aumento progresivo de la actividad CAT en

funcion de la irradiacion, que se hizo significativo en el nivel de tratamiento 1,56
DEM. En epidermis este aumento ya fue significativo en los primeros niveles de
tratamiento. Por lo tanto, dentro de los limites de intensidad UV utilizados, podemos
concluir que hay una induccion en la actividad de la enzima. Esta induccion se
podria explicar por un aumento de su sintesis en epidermis. En sangre, al no
poderse sintetizar la enzima en los eritrocitos circulantes, el incremento de la
actividad seria secundario a algun tipo de cambio en la conformacién de la enzima o

a la inhibicion de algun factor represor.

GPx
La actividad de esta enzima, como ya hemos visto en la figura 42, permite la
detoxificacion de los compuestos nocivos derivados del estrés oxidativo, mediante la

oxidacion del GSH y generando GSSG.

En eritrocito:

CONTROL 1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM

GPx 12,33+1255,87 20,86+3035 23,73+2819,54 | 21,95+3356,09

mmol/min/g Hb

Tabla 45. Media + desviacion estandar de la actividad de la GPx en sangre, para todos los
tratamientos. n = 7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0,001 <0,001 <0,001
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM
—_— — =
| NS |

Tabla 46. Actividad GPx en sangre. Significacion estadistica de las diferencias observadas
entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de
la tabla 45.

Observamos un aumento significativo de la enzima respecto al control en los tres

niveles de tratamiento. De la misma forma que hemos comentado para las otras
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enzimas, el incremento de la actividad de esta enzima sélo se puede explicar por
algun mecanismo diferente al aumento de su sintesis: activacion de algun cofactor,

inhibicidon de represores, etc.

En epidermis:

CONTROL 1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
GPx 35,27+6,31 35,05+4,07 29,88+3,93 36,91+4,38
pmol/min/mg prot
GPx 1475,14+253,68 | 1410,43+£160,21 | 1201,29+155,33 | 1684,71+126,05
umol/min/g tej.

Tabla 47. Media = desviacién estandar de la actividad GPx en epidermis expresada por
miligramo de proteina y por gramo de tejido para todos los tratamientos. n = 7 en todos los
grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

— ———=

Tabla 48. Actividad GPx en epidermis por miligramo de proteina. Significacion estadistica de
las diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 47.

| NS |

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

| 0,001 |

Tabla 49. Actividad GPx en epidermis por gramo de tejido. Significacién estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 47.

En epidermis, a diferencia de lo que sucede en eritrocito no hallamos diferencias
significativas entre los animales irradiados y controles. Esta discrepancia se podria
explicar por el hecho que los RLO generados por la RUV son neutralizados por otros
sistemas protectores (como la GST y la CAT), de tal forma que la cantidad de

peréxidos sin neutralizar seria pequefia y, por tanto, no seria necesario la

115



RESULTADOS Y DISCUSION

intervencion de la GPx. Esta explicacion se veria reforzada por el hecho que la
cantidad de TBARS en epidermis s6lo aumento significativamente en el caso de los

animales irradiados con la dosis mas alta de RUV.

GR

CONTROL |1DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
GR 218,63+66,27| 145,29+22.59 | 183,02+43,89 223,944+56,99
umol/min/g Hb

Tabla 50. Media * desviacién estandar de la actividad de la enzima GR en sangre, para todos
los tratamientos. n = 7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

I —

Tabla 51. Actividad GR en sangre. Significacion estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la
tabla 50.

CONTROL |1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
GR 11,11+1,76 13,71+1,61 13,11+2,18 12,21+1,36
umol/min/mg prot
GR 467,71+93,69 | 550,71+48,07 526+75,75 557,1429+24 59
umol/min/q tej.

Tabla 52. Media * desviacién estandar de la actividad GR en epidermis expresada por
miligramo de proteina y por gramo de tejido para todos los tratamientos. n = 7 en todos los
grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

e ————

Tabla 53. Actividad GR en epidermis por miligramo de proteina. Significacién estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 52.
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CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

= —

| NS |

Tabla 54. Actividad GR en epidermis por gramo de tejido. Significacién estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 52.

La GR es la enzima que reduce las moléculas de GSSG. Si no hay un incremento
significativo de la forma GSSG, puede ser que la actividad GR no se modifique. En
nuestros resultados, las pequefias variaciones de los valores de actividad GR no
fueron significativos, ni en eritrocitos ni en epidermis. Este hecho se correlaciona con
los resultados hallados de GSH y GSSG. Si la mayor parte del GSH se consume por
la accion de la GST, tal como hemos sugerido anteriormente, no habria un

incremento suficiente de las concentraciones de GSSG para activar la GR.

SOD

Esta enzima se encarga de la eliminacion o detoxificacion de un compuesto muy

reactivo como es el anion superoxido.

CONTROL 1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM

SOD 2756,86+922,27 | 2445,71+451,89 | 3130,57+251,04 | 3143,86+205,33

U/g Hb

Tabla 55. Media + desviacidén estandar de la actividad de la enzima SOD en sangre, para todos
los tratamientos. n = 7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

S e e

Tabla 56. Actividad SOD en sangre. Significacion estadistica de las diferencias observadas
entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de
la tabla 55.
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No se observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos respecto

la actividad de esta enzima en sangre.

En epidermis:

CONTROL 1 DEM 1,25 DEM 1,56 DEM
SOD 9,74+3,21 13,31+4,73 10,34+1,68 11,66+2,76
U/mg prot
SOD 402,29+102,54 | 529,43+161,80 | 413,57+49,70| 533,43+120,15
U/qg tej.

Tabla 57. Media + desviacion estandar de la actividad SOD en epidermis expresado por
miligramo de proteina y por gramo de tejido para todos los tratamientos. n = 7 en todos los
grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

e ———

Tabla 58. Actividad SOD epidermis por miligramo de proteina. Significacion estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 57.

CONTROL CONTROL CONTROL
NS NS NS
IRR.1,25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1,56 DEM

D —

Tabla 59. Actividad SOD en epidermis por gramo de tejido. Significacion estadistica de las
diferencias observadas entre animales tratados y control, y entre los distintos modelos de
tratamiento. Resultados de la tabla 57.

No se observaron tampoco diferencias significativas en la actividad de la enzima

SOD entre los diferentes tratamientos en epidermis.

El hecho de no haber observado cambios significativos en la actividad SOD nos lleva
a pensar que no hay un incremento importante de produccion de radicales

superéxido, sobre los cuales actia la SOD. Las especies reactivas de oxigeno,
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capaces de generar radicales superoxido, se forman después de la RUV, al igual

gue otras formas reactivas del oxigeno. Ahora bien, en nuestro caso es posible que
estas formas reactivas sean mayoritariamente neutralizadas por la GST, la CAT y
directamente por el GSH; en este caso, no habria modificaciones importantes de la
SOD. También hemos de recordar que los TBARS aumentan Unicamente después
de la dosis de RUV mas elevada; y los TBARS proceden, en parte, del peroxido de
hidrogeno derivado del efecto neutralizador de la SOD.

Si nos fijamos en la evolucién de los valores de la SOD en funcién de la intensidad
de la RUV, vemos que en eritrocitos el valor mas elevado se obtiene a la dosis mas
elevada de RUV, igual que sucedia con los TBARS. Por lo tanto, es posible que
utilizando dosis mas altas de RUV, una vez agotados los otros sistemas de

proteccién, también se haya afectado la SOD.
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2.5 Correlaciones y regresiones

Con el modelo experimental utilizado para determinar la afectacion de los

pardmetros derivados de la generacion de RLO se llevé también a cabo el recuento

de células de Langerhans por la técnica de la ATPAasa.

Los resultados fueron los siguientes:

CONTROL

1 DEM

1,25 DEM

1,56 DEM

Células
Langerhans/mm?

563 + 26

433 + 39

399 + 43

435 +41

Tabla 60. Media * desviacion estandar del niumero de células de Langerhans para todos los

tratamientos. n = 7 en todos los grupos.

CONTROL CONTROL CONTROL
<0.001 <0.001 <0.001
IRR.1.25 DEM NS IRR. 1 DEM NS IRR.1.56 DEM

 | NS | 

Tabla 61. Células de Langerhans. Significacion estadistica de las diferencias observadas entre
animales tratados y control, y entre los distintos modelos de tratamiento. Resultados de la

tabla 60.
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600
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T _ T
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Cel. Langerhans

300

CONTROL 1DEM  125DEM 1,56DEM

Figura 44. Representacion grafica del nimero de células de Langerhans en funciéon del
tratamiento. Resultados de la tabla 60.

Para hallar las relaciones a nivel sistémico entre los procesos inmunitarios (que
vienen determinados por las células de Langerhans) y los radicales libres derivados
de la radiacion ultravioleta, se realizaron dos pruebas estadisticas: las correlaciones
de Pearson, que nos mostraran las relaciones entre el parametro "células de
Langerhans" con los pardmetros estudiados de estrés oxidativo, y las regresiones

lineales multiples que nos indicaran las variables predictoras.

2.5.1. Correlaciones de Pearson

Mediante este test estadistico observamos la relacion que mantienen los diferentes
parametros estudiados generados como consecuencia de la radiacién ultravioleta,
con el numero de células de Langerhans, en funcion de la irradiacion. Para asi poder
observar patrones en el "comportamiento” de los valores de estrés oxidativo

analizado y el nimero de estas células.
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En la siguiente tabla hemos

significativas.

resumido todas las correlaciones que han sido

Eritrocitos GST GST GSH GSSG |GSH/IGSSG| CAT GPx
total 52°
Células r=-0,497 | r=-0,396 | r=0,406 | r=0,638 | r=-0,380 |r=-0,460 |r=-0,837
Lang_]erhans p=0,008 | p=0,041 | p=0,032 | p<0,001 | p=0,046 | p=0,014 | p<0,001
Epidermis GST GST CAT CAT GSSG GSSG
mg prot| gtej. [ mgprot| gtej. mg prot g tej.
Células r=-0,541|r=-0,507 {r=-0,703 | r=-0,651| r=0,749 r=0,779
Langerhans | p=0,003 | p=0,006 | p<0,001 | p<0,001| p<0,001 | p<0,001

Tabla 62. Correlaciones de Pearson entre las CL y los diferentes parametros relacionados con
los RLO en eritrocitos (parte superior) y epidermis (parte inferior). r= valor de la r de Pearson;
p= significacion estadistica.

En primer lugar se muestra la correlacion entre las células de Langerhans y la

actividad de la enzima GST (figura 45).

Cel Langerhans/mm?
700 -

600 I

500 A , |

400 o

300 ~

200 T T T T 1
300 500 700 900 1100 1300

GST total

Figura 45. Correlacion negativa entre la actividad GST y el nUmero de células de Langerhans.

La correlacion obtenida podria venir expresada por la siguiente férmula: células de
Langerhans =-0,1918 GST total + 615,02.
De forma que un menor numero de células de Langerhans va asociado a una mayor

actividad de la enzima GST.
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La correlacion entre el niamero de células de Langerhans y la actividad GST

termoestable se muestra en la figura 46

Cel Langerhans/mm?
650
600 :
550 - Y
500 | :
450 - | | [ [ |
400 1 b |
350 l
300
250 1
200 . . . . . . .

0 20 40 60 80 100 120 140
GST 52 °C

Figura 46. Correlacion negativa entre el nimero de células de Langerhans y la actividad
termoestable de la GST.

La correlacién entre los dos parametros podria venir expresada por la siguiente
formula: células de Langerhans =-1,1838 GST 52 °C + 539, 36.

El contenido de glutatién reducido presentd una correlacion positiva respecto al

numero de células de Langerhans, como podemos observar en la figura 47.

De forma que la disminucion en el nimero de células de Langerhans se ve
acompafiada por un menor contenido de GSH eritrocitario.

La correlacion se podria expresar por la siguiente formula: células de Langerhans =
43,194 GSH eritrocito + 256,2
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Cel Langerhans/mm?
650 -
600 - M
550 o« t
500 - ¢ . ——
450 * & r XK 3 " L 2
400 - —— M4 Py *
350 - . P44
300 -
250 -
200 T T T T T T T 1

2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6
GSH eritrocito

Figura 47. Correlacién positiva entre el niumero de células de Langerhans y el contenido de
glutatiéon reducido eritrocitario.

La correlacion entre el nimero de células de Langerhans y el contenido de glutation

oxidado (GSSG) se muestra en la figura 48.

Cel Langerhans/mm?
650 A
600 A
550 A
500 A
450 A
400 A
350 A
300 A
250 T
200 T T T T T T T T T T T T T T 1

0O 010203040506 070809 1 11 12 13 14 15
GSSG eritrocito

Figura 48. Correlacion positiva entre el nimero de células de Langerhans y el contenido de
glutation oxidado eritrocitario.

Podriamos expresar esta relacibon mediante la siguiente férmula: células de
Langerhans = 160,44GSSG + 321,87.
De forma que una disminucion en el niumero de células de Langerhans se ve

acompafiada por unos bajos niveles respecto al contenido de GSSG en eritrocito.
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La correlacion entre el cociente GSH/GSSG eritrocitario y el nUmero de células de

Langerhans viene determinada por el grafico mostrado en la figura 49.

650
600
550
500
450
400
350

Cel Langerhans/mm?

*

L ¢
o % o
d *
Chame

* 0 B

‘0”0
.

300 A
250 T
200 T T T T T T T T T T T T T T 1

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

cociente

Figura 49. Correlacion negativa entre el niumero de células de Langerhans y el cociente
GSH/GSSG eritrocitario.

Observamos una correlacion negativa entre el numero de células de Langerhans y el
cociente GSH/GSSG eritrocitario.

Esta relacion se podria expresar por la siguiente formula: células de Langerhans = -
10,313 cociente + 522,16

La correlacion entre la actividad CAT eritrocitaria y el nimero de células de

Langerhans se muestra en la figura 50.
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Cel Langerhans/mm?
650 -
600 - ¢
550 | = ¢ R 'S
500 - d .

450 1 ® v .
* - “*\

400 - . ! PR

350 1 *

300 T

250 1
200 T T T T T T T T T T T T T T 1

75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
CAT eritrocito

Figura 50. Correlaciéon negativa entre el nimero de células de Langerhans y la actividad de la
enzima CAT en eritrocito.

Se observo que a medida que disminuia el nUmero de células de Langerhans, la
actividad enzimatica de la catalasa disminuy6; la relacion se podria expresar gracias

a la siguiente formula: células de Langerhans = -2,1652CAT + 715,48

La correlacion entre la actividad GPx eritrocitaria y el nimero de células de

Langerhans se muestra en el grafico de la figura 51.

Cel Langerhans/mm?
650 -
600 1*
550 -
500 -
450
400
350 -
300 -
250 -
200 T T T T T T T T T

10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000 26000 28000
GPx eritrocito

Figura 51. Correlaciéon negativa entre el numero de células de Langerhans y la actividad de la
enzima GPx en eritrocitos.
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La disminucion en el numero de células de Langerhans se veia acompafiada por un
aumento en la actividad de esta enzima.

La correlacion se podria expresar por la siguiente férmula: células de Langerhans = -
0,0119 GPx eritrocito + 691,6

La relacion entre el nimero de células de Langerhans y la actividad GST en

epidermis expresada por mg de proteina se muestra en la figura 52.

Cel Langerhans/mm2

650
600 !
550 - A !
500 'S

450 - *e T 22

400 | ! e
350 !
300
250
200 T T T T T T T T T T T T T T T T 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
GST prot

Figura 52. Correlacion negativa entre el nimero de células de Langerhans y la actividad de la
enzima GST en epidermis (expresado por proteinas).

El nimero de células de Langerhans disminuy6 a medida que aumento la actividad
de esta enzima.

La correlacion se podria expresar per la formula: células de Langerhans = - 8,4073
GST proteina + 553,43

La actividad catalasa por mg de proteina y el nUmero de células de Langerhans se

correlacionaron de forma negativa tal como se muestra en la figura 53.
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Cel Langerhans/mm2

650
600 -
550 +
500 +
450
400
350
300 A
250
200 T T T T T T T T T 1

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
CAT prot

Figura 53. Correlacion negativa entre el nimero de células de Langerhans y la actividad de la
enzima catalasa en epidermis.

Una disminuciéon en el numero de células de Langerhans se acompafié de un
aumento de la actividad de esta enzima.

La formula que expresa esta correlacion, es la siguiente : células de Langerhans = -
4,2004 CAT prot + 729,66.

El contenido de glutation oxidado por mg de proteina presenté una correlacion
positiva respecto al numero de células de Langerhans que podemos ver en la figura
54.

Observamos que a medida que dismuy6 el nimero de células de Langerhans,
menor fue también el contenido de GSSG en epidermis (por mg de proteina).

La correlacion existente se podria expresar mediante la siguiente formula: células de
Langerhans = 10,504 GSSG prot + 267,86.
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650 -
600 -
550 A
500 A
450 A
400 -
350 A
300
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Cel Langerhans/mm2

200

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 54. Correlacién positiva entre el niumero de células de Langerhans y el contenido de

GSSG prot

glutation oxidado en epidermis (por miligramo de proteina).

La actividad de la enzima GST en tejido presenté una correlacion negativa respecto

al numero de células de Langerhans, tal como se muestra en la figura 55.

Cel Langerhans/mm?
650 -
600
550 1 |
500
450 -
400 -
350 I
300 1
250
200 T T T T T T T T T T T T T T 1

250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580 610 640 670 700
GST tejido

Figura 55. Correlacidon negativa entre el numero de células de Langerhans y la actividad de la
enzima GST en epidermis.

De forma que la disminucion en el nUmero de células de Langerhans se acompafio

por un incremento de la actividad GST en epidermis (expresada por g de tejido).
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Esta correlacion se puede expresar mediante la siguiente formula: células de
Langerhans =-0,1912 GST tejido + 548,86.

La actividad CAT en tejido presenté una correlacion negativa con el nimero de

células de Langerhans como podemos ver en la figura 56.

Cel Langerhans/mm?

650 -
600 -
550 A
500 A
450
400 A
350 T
300 A
250 T
200 T T T T T T T T

15 1.8 2.1 2.4 2.7 3 3.3 3.6 3.9
CAT tejido

Figura 56. Correlacion negativa entre el nimero de células de Langerhans y la actividad de la
catalasa en epidermis (por gramo de tejido).

De forma que una disminucion en el numero de células de Langerhans se acompafo
por un aumento en la actividad de esta enzima.

La formula que representa la correlacion existente, es la siguiente: células de
Langerhans =-95,87 CAT tejido + 718,17

El contenido de glutation oxidado en tejido presentd una correlacion positiva

respecto al nimero de células de Langerhans, tal como se muestra en la figura 57.
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Cel Langerhans/mm?
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Figura 57. Correlacion positiva entre el nimero de células de Langerhans y el contenido de
glutation oxidado en epidermis (por gramo de tejido).

De forma que una disminucion en el numero de células de Langerhans se acompafo
por un menor contenido del glutation oxidado en epidermis.

La correlacién existente se puede expresar mediante la siguiente formula: células de
Langerhans = 0,2592 GSSG tejido + 260,46
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2.5.2. Regresiones lineales multiples

Para observar la relacion entre las CL y el estrés oxidativo también se realiz6 el
andlisis de regresion lineal multiple (R? en eritrocitos, plasma y epidermis. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla:

Variable Variable Coef. B+ ET R* F.p
dependiente predictivas
ERITROCITO:
GPx -0,011 £ 0,002 0,741 34,299; < 0,001
GSH 26,403 £ 10,871 GLy 24

Constante | 555,064 + 63,467
EPIDERMIS (mg

CELULAS  DE| prop). 7,196 + 2,002 0,667 24,990; < 0,001
LANGERHANS . GSSG -2,395 + 0,853 Gla,2s
CAT 482,778 + 82,375
Constante
EPIDERMIS (g
tejido): 0,203 + 0,039 0,723 32,557; < 0,001
GSSG -56,047 + 17,311 Glazs
CAT 455,471 + 32,389
Constante

Tabla 63. Variables predictoras halladas mediante el andlisis de la regresién lineal multiple en
eritrocitos y en epidermis; en plasma no se hallé ninguna variable predictora. F proviene de la
varianza del analisis y se incluyen los grados de libertad (GL) (el primer término indica el
numero de grados de libertad de laregresion y el segundo representa los grados de libertad de
la residual). Se muestra también la significacién estadistica ¢) de los coeficientes B y del
andlisis de la varianza (F).

El andlisis de las posibles correlaciones entre los diversos parametros estudiados en
nuestro trabajo, en funcion de las pautas de irradiacién agudas utilizadas, demostro
gue los valores de "r" fueron pequefios cuando se calcularon las correlaciones de
Pearson. Es decir, relacionando el numero de células de Langerhans con el resto de
indicadores de RLO, la implicacion de cada uno de estos parametros fue baja
cuando los consideramos de forma individual. Por esta razon, hemos realizado el
estudio de su peso relativo. De esta forma se comprobé que los valores de “R*”
fueron mucho mas elevados que en las correlaciones de Pearson. Por ejemplo,
valores de R?> = 0,75 quiere decir que los parametros implicados estan

condicionando hasta un 75% el nimero de células de Langerhans.
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En eritrocitos, las variables predictoras de las CL fueron la GPx y el GSH con un
valor de R? de 0,74, mientras que en epidermis las variables resultaron ser el GSSG
y la CAT, tanto si se expresaban por mg de proteina (R? = 0,67) como por gramo de

tejido (R? = 0,72). En plasma no hubo ningtin pardmetro predictor del nimero de CL.

Estos resultados concuerdan con las tendencias que observamos tanto en el estudio
estadistico de los parametros relacionados con los RLO por el test de ANOVA, como
con el estudio de las correlaciones lineales. Por tanto, todo ello sugiere que
probablemente hay una relacién entre la disminucion de las CL, es decir la
inmunidad celular, y la produccién de RLO debido a la RUV. Claramente, diferentes
compuestos y enzimas del eje del glutation y la CAT se vieron afectados por la RUV,
por ejemplo, la GST, la GPx, el GSH y el GSSG se modificaron segun el grado de

intensidad RUV recibida, al mismo tiempo que disminuy6 el namero de CL.
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3. RESULTADOS RELATIVOS A LOS RLO EN IRRADIACIONES CRONICAS

3.1 Resultados del tratamiento con irradiacion durante 2 meses

SANGRE
CONTROL p IRRADIACION

2 MESES

GST total 1268,83+196,40 0,033 1034,83+£121,82

umol/min/g Hb

GST 52° 138,90+£30,78 0,041 103,71+£17,19

umol/min/g Hb

Residual 10,87+1,066 NS 10,14+2,05

%

GSH eritrocito 4,54+0,909 NS 5,97+1,59

umol/g Hb

GSSG eritrocito 1,01+0,24 NS 0,75%0,32

umol/g Hb

GSH/GSSG 4,75+1,54 0,015 8,68+2,91

eritrocito

TBARS eritrocito 4,27+0,32 <0,001 3,44+0,15

Nmol/g Hb

CAT 97,39+8,9 NS 97,33+£26,76

Mmol/min/g Hb

GPx 55,4345,18 NS 64,8919,45

Mmol/min/g Hb

GR 378,31+£31,30 NS 375,74+89,79

umol/min/g Hb

SOD 1990+463,75 NS 2449+246,21

U/ g Hb

GSH plasma 19,93+3,96 NS 22,34+5,52

nmol/ml

GSSG plasma 34,92+8,37 NS 38,13+3,69

nmol/mi

GSH/GSSG 0,62+0,31 NS 0,58+0,13

plasma

TBARS plasma 3,26%0,46 NS 2,76%0,345

nmol/ml

Tabla 64. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en eritrocitos en

el tratamiento de 2 meses de irradiacién. n = 6 en cada grupo.
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GST: la actividad total de esta enzima disminuy0 significativamente en las ratas

irradiadas respecto al lote control un 20%; por otro lado, la actividad GST

termoestable disminuy6 también un 25% respecto al control.

GSH y GSSG: los niveles eritrocitarios y plasmaticos de GSH no fueron
significativamente diferentes en este tratamiento, pero la relacion GSH/GSSG
aumento significativamente un 82% en las ratas irradiadas debido principalmente al
aumento de GSH.

TBARS: el contenido de TBARS eritrocitario disminuyé un 20% en los animales

irradiados respecto al control.

Otras enzimas: no se observaron diferencias significativas en el resto de

parametros eritrocitarios.
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EPIDERMIS

CONTROL p IRRADIACION

2 MESES

GST 8,05+1,089 0,001 12,41+2,15
nmol/min/mg prot
GST 358,65+67,44 0,006 516,55+90,18
nmol/min/g tej.
CAT 45,52+4,46 NS 46,73+2,71
umol/min/mg prot
CAT 2,01+0,22 NS 1,94+0,092
pmol/min/g tej.
TBARS 31,90+7,19 NS 39,55+14,24
nmol/mg prot
TBARS 1,39+0,20 NS 1,64+0,59
nmol/g tej.
GSH 13,59+1,91 0,011 20,85+4,66
nmol/ mg prot
GSH 600,85+72,38 0,025 871,40+213,19
nmol/g tej.
GSSG 14,35+2,64 0,036 18,11+2,75
nmol/ mg prot
GSSG 637,11+131,73 NS 753,85+116,1
nmol/g tej.
GSH/GSSG 0,96+0,15 NS 1,17+0,29
GPx 45,09+5,25 NS 42,18+5,47
pmol/min/mg prot
GPx 1990+152,84 NS 1754,33£219,80
umol/min/g tej.
GR 11,28+1,51 NS 11,17+£1,70
umol/min/mg prot
GR 498,16+50,17 NS 465,16+72,56
pmol/min/g tej.
SOD 14,32+4,13 NS 10,90+2,11
U/mg prot
SOD 631,67+178,17 0,049 452,67+81,107
U/g tej.
Proteinas 44,42+4,00 NSS 41,61+1,08
mg prot/gr tej.

Tabla 65. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en epidermis en el
tratamiento de 2 meses de irradiacién. n = 6 en cada grupo.

GST: se observdé una variacién significativa en la actividad GST tanto si lo
expresamos por proteinas como si lo hacemos por tejido. Esta variacion resulté en
un incremento del 54% por proteinas y del 44% si lo referimos a tejido.
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CAT: no se hall6é ninguna variacion significativa de la actividad catalasa.

TBARS: no variaron significativamente los niveles de TBARS en epidermis.

GSH y GSSG: en animales irradiados, el contenido de glutation reducido (GSH)
aumenté significativamente un 53% y el glutation oxidado (GSSG) aumentd un 26%

respecto al control.

Otras enzimas: la SOD disminuyé significativamente un 40% su actividad en

animales irradiados respecto al control.

Proteinas: no hubo variacion significativa del contenido de proteinas entre los dos

lotes de animales.

3.1.1 Resultados del test de sensibilizacion

En los resultados del test de sensibilizacion observamos que la media de las
diferencias de grosor entre la oreja con sensibilizante (derecha) y la oreja con
excipiente (izquierda) fue significativamente superior en los animales control que en
los irradiados, tanto a las 24 horas (0,225um vs. 0,1167um) como a las 48 horas
(0,2967um vs. 0,055um) (figura 58).

Respecto al eritema, la puntuacion asignada a la oreja derecha de los controles a las
24 horas fue de 4 y en la oreja izquierda de 0, con una significacion de p= 0,024;
mientras que, en los animales irradiados, las respectivas puntuaciones a las 24
horas fueron 1,5y 0,66 (p= 0,102). La puntuacién asignada a la oreja derecha de los
controles a las 48 horas fue de 4 y en la oreja izquierda de 0, con una significacion
de p= 0,024; mientras que en los animales irradiados las respectivas puntuaciones a
las 48 horas fueron 1,5y 0,5 (p= 0,063) (tabla 66).

Respecto al area de afectacion de las orejas después de la sensibilizacion, la
puntuacion asignada a la oreja derecha de los controles a las 24 horas fue de 3y en
la oreja izquierda de 0, con una significacion de p= 0,014; mientras que en los

animales irradiados las respectivas puntuaciones a las 24 horas fueron 1,16 y 0,33
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(p= 0,102). La puntuacion asignada a la oreja derecha de los controles a las 48

horas fue de 3 y en la oreja izquierda de 0, con una significacion de p= 0,014;

mientras que en los animales irradiados las respectivas puntuaciones a las 48 horas

fueron 1,5y 0,33 (p= 0,066) (tabla 66).

4o |

24h*

—

0 0.1

0.2 0.3

diferencia de grosor (um)

O CONTROL HIRRADIADO |

04

Figura 58. Diferencia en el grosor, expresado en um, entre las dos orejas en los animales
control e irradiados a las 24 y 48 h desde la aplicacién del agente sensibilizante.

CONTROL | IRRADIADO
Diferencia eritema 24 h p =0,024 p=0,102
Diferencia eritema 48 h p =0,024 p =0,063
Diferencia area 24 h p=0,014 p=0,102
Diferencia area 24 h p=0,014 p =0,066

Tabla 66. Significacion estadistica de la diferencia de eritema y area afectada en ambas orejas
alas 24y 48 h entre animales control e irradiados.
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3.2 Resultados del tratamiento con irradiacion durante 3 meses

SANGRE

CONTROL p IRRADIACION

3 MESES

GST total 974,5+175,73 NS 1019,50+147,53
umol/min/g Hb
GST 52° 71,68+22,18 NS 78,91+19,05
pmol/min/g Hb
Residual 7,22+0,92 NS 7,73+£1,45
%
GSH eritrocito 5,26+1,40 NS 5,58+0,65
umol/g Hb
GSSG eritrocito 1,94+0,44 NS 2,17+0,58
umol/g Hb
GSH/GSSG 2,89+1,18 NS 2,68+0,65
eritrocito
TBARS eritrocito 2,97+0,51 NS 3,36+0,92
nmol/g Hb
CAT 112,21+4,03 NS 112,1246,19
mmol/min/g Hb
GPx 12,8+0,92 NS 12,63+0,61
mmol/min/g Hb
GR 349,63+61,75 NS 313,59+70,92
pmol/min/g Hb
SOD 1075,49+178,45 NS 1557,77£503,41
U/ gHb
GSH plasma 17,10+4,72 0,010 9,77+3,21
nmol/ml
GSSG plasma 76,7548,44 NS 73,3849,49
nmol/ml
GSH/GSSG 0,22+0,06 0,012 0,13+0,04
plasma
TBARS plasma 1,38+0,49 NS 1,41+0,22
nmol/mi

Tabla 67. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en eritrocito en el
tratamiento de 3 meses de irradiacion. n = 6 en cada grupo.

En este caso, s6lo hallamos diferencias significativas en los valores de GSH
plasméatico que disminuyé un 70%. Esto determin6 una disminucién significativa del
cociente GSH/GSSG plasmatico.
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EPIDERMIS

CONTROL p IRRADIACION

3 MESES

GST 16,40+3,38 NS 17,44+4,59
nmol/min/mg prot
GST 407,86+115,36 NS 402,58+114,12
nmol/min/g tej.
CAT 76,6948,15 NS 73,98+15,41
umol/min/mg prot
CAT 1,89+0,23 NS 1,64+0,26
pmol/min/g tej.
TBARS 92,2+17,62 NS 83,50+24,94
nmol/mg prot
TBARS 2,30+0,61 NS 1,93+0,73
nmol/g tej.
GSH 10,54+4,91 NS 8,79+2,17
nmol/ mg prot
GSH 269,63+158,03 NS 193,46+30,27
nmol/g tej.
GSSG 60,25+7,32 NS 62,56+14,37
nmol/ mg prot
GSSG 1495,51+307,43 NS 1376,85+126,86
nmol/g tej.
GSH/GSSG 0,17+0,061 NS 0,14+0,026
GPx 47,62+8,16 NS 51,36+9,34
pmol/min/mg prot
GPx 1165,50+159,44 NS 1153,50+233,862
umol/min/g tej.
GR 17,58+4,07 NS 20,66%4,62
umol/min/mg prot
GR 425,66+53,60 NS 455,33+30,58
pmol/min/g tej.
SOD 13,1745,24 NS 12,70+3,46
U/mg prot
SOD 346,32+156,32 NS 307,89+86,84
U/g tej.
Proteinas 24,92+4,43 NS 22,92+5,08

mg prot/gr tej.

Tabla 68. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en epidermis en el

tratamiento de 3 meses de irradiacién. n = 6 en cada grupo.
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Como se observa en la tabla anterior, no se obtuvieron variaciones significativas en

ningan parametro epidérmico para una irradiacion cronica de 3 meses.

3.3. Resultados del tratamiento con irradiacién durante 5 meses

SANGRE
CONTROL p IRRADIACION

5 MESES

GST total 943+130,52 NS 866,33+83,36

umol/min/g Hb

GST 52° 90,26+18,67 NS 93,13+12,08

pmol/min/g Hb

Residual 9,54+1,17 NS 10,75+1,01

%

GSH eritrocito 6,66+0,59 NS 6,77+1,17

umol/g Hb

GSSG eritrocito 1,41+0,33 NS 1,50+0,52

umol/g Hb

GSH/GSSG 5,02+1,55 NS 4,85+1,42

eritrocito

TBARS eritrocito 3,82+3,47 NS 4,63+2,89

nmol/g Hb

CAT 109,44+8,7 0,014 93,98+9,38

mmol/min/g Hb

GPx 17,73+£0,77 NS 17,28+0,68

mmol/min/g Hb

GR 292,21+77,95 NS 365,58+98,62

umol/min/g Hb

SOD 1841,33+431,86 NS 1632,33+502,56

U/ gHb

GSH plasma 54,91+12,92 NS 55,83+4,98

nmol/ml

GSSG plasma 53,5945,44 NS 52,51+7,47

nmol/ml

GSH/GSSG 1,02+0,21 NS 1,08+0,18

plasma

TBARS plasma 1,70+0,26 NS 1,51+0,28

nmol/ml

Tabla 69. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en eritrocitos en
el tratamiento de 5 meses de irradiacidon. n = 6 en cada grupo.
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En el modelo de irradiacion crénica durante 5 meses s6lo hallamos las siguientes

diferencias significativas en eritrocitos:

CAT: Disminuy6 un 16% en animales irradiados respecto al control.
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EPIDERMIS

CONTROL p IRRADIACION

5 MESES

GST 23,58+10,39 NS 18,90+6,65
nmol/min/mg prot
GST 506,7+169,95 NS 439,48+177,78
nmol/min/g tej.
CAT 85,11+31,50 NS 80,09+18,59
pmol/min/mg prot
CAT 1,87+0,57 NS 1,83+0,35
umol/min/g tej.
TBARS 84+48,21 NS 81,25+37,03
nmol/mg prot
TBARS 1,68+0,44 NS 1,85+0,80
nmol/g tej.
GSH 56,36+17,66 NS 64,18+9,09
nmol/ mg prot
GSH 1268,26+440,19 NS 1471,73£124,09
nmol/g tej.
GSSG 41,83+18,98 NS 43,84+7,56
nmol/ mg prot
GSSG 884,36+276,45 NS 1005,63+144,20
nmol/g tej.
GSH/GSSG 1,45+0,47 NS 1,48+0,22
GPx 41,55+10,48 NS 46,58+5,73
umol/min/mg prot
GPx 955,17+330,31 NS 1078+179,04
pmol/min/g tej.
GR 8,7945,09 NS 8,86+1,68
pmol/min/mg prot
GR 177,5+£32,06 NS 204,83+39,31
umol/min/g tej.
SOD 18,13+11,24 NS 15,32+3,47
U/mg prot
SOD 370,50+118,08 NS 352,83+75,59
U/g tej.
Proteinas 24,91+10,25 NS 21,63+2,98

mg prot/gr tej.

Tabla 70. Resultados de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en epidermis en el

tratamiento de 5 meses de irradiacién. n = 6 en cada grupo.

Como se observa en la tabla anterior, no se obtuvieron variaciones significativas en

ningun parametro epidérmico después de una irradiacion crénica de 5 meses.
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3.3.1. Resultados de los marcadores de hidroxilaciéon del DNA en irradiaciones

de 5 meses.

En la figura 59 se muestran las imagenes de la inmunohistoquimica realizada para
determinar la 8-OH-desoxiguanosina en los cortes de piel de los animales irradiados

cronicamente.

Las figuras 59a y 59b corresponden a la piel de un animal control de 9 semanas, a
20 y 40 aumentos respectivamente. Se observa que la 8-OH-desoxiguanosina, como
metabolito presente cuando hay dafio en el DNA, soOlo aparecia tefiida de color
marron en las capas mas externas de la epidermis, cercanas a la capa cornea y en
las células mas maduras de las glandulas sebaceas. El resto de capas epidérmicas,
hasta la membrana basal y las zonas donde crecen las células de las glandulas
sebaceas no presentaron tincion.

Las figuras 59c y 59d corresponden a un animal control pseudoirradiado durante 5
meses, a 20x y 40x respectivamente. Observamos que en este caso, al ser ratas de
mayor edad, aparecieron tefiidas, también, algunas células de capas mas profundas
de la epidermis, sin llegar a la membrana basal. Las glandulas sebaceas estaban
también tefiidas de marron, lo que servia como control positivo.

Finalmente, las figuras 59e y 59f son las im&genes de un animal irradiado durante 5
meses, a 20x y 40x respectivamente. En este caso, se observaron claramente
tefiidas las glandulas sebaceas, excepto en los polos mas internos donde las células
son mas jovenes, y todas las capas epidérmicas incluso la membrana basal, lo que

demuestra un mayor dafio en el DNA en estos animales.
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Figura 59. Localizacion de derivados hidroxilados de &cidos nucleicos en piel de rata hairless
por la técnica inmunohistoquimica de la peroxidasa. a, b: piel de animal control de 9 semanas
de edad (20x y 40x, respectivamente); c, d: piel de animal control de 5 meses (20x y 40x,
respectivamente); e, f: piel de animal irradiado con UVB, dosis semanal 0,61 DEM a lo largo de
5 meses (20x y 40x, respectivamente). La marca en cada imagen equivale a 50 um.
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3.4 Andlisis y discusion de los resultados obtenidos tras lairradiacion cronica.

Estos resultados demuestran que la RUV es capaz de alterar diversos parametros
relacionados con el estrés oxidativo, tanto en eritrocitos como en epidermis, adn a
dosis claramente suberitemdgenas pero repetidas. Por otra parte, aparecen también
importantes alteraciones en la capacidad de respuesta de las células de
Langerhans, junto con modificaciones morfolégicas y disminucion del nimero de las
mismas. En cuanto a los parametros bioquimicos, las alteraciones observadas
fueron mas abundantes tras el periodo mas corto de irradiaciébn (2 meses) y
desaparecieron casi completamente en los animales irradiados durante 5 meses.
Estas diferencias se explican basicamente porque la cantidad de energia UV
recibida por dia en los animales irradiados 2 meses fue mayor que en los irradiados

durante 3 meses y aun mayor que en los irradiados 5 meses.

Es interesante el hecho de que tras la irradiacion cronica de dos meses la actividad
GST eritrocitaria disminuya en comparacion con los controles pseudoirradiados. En
cambio, dicha enzima aumentd en los animales irradiados de forma aguda (ver
resultados anteriores, tabla 19). Ello puede explicarse por una alteracion molecular
de la enzima inducida por la produccion de ERO y de sustancias electrofilicas en
general durante un tiempo relativamente prolongado. La disminucién de la actividad
GST termoestable apoyaria esta hipoétesis, ya que una disminucion de la actividad
GST termoestable se acompafia de una disminucion de la afinidad de la enzima
(valores de K, superiores), tal como se demostré anteriormente en otros trabajos
(Ortin et al., 1996). Esta disminucion de la actividad GST tampoco puede achacarse
a una disminucion de la disponibilidad de GSH, ya que la concentracién eritrocitaria
de este tripéptido no se modificd en los animales irradiados, al contrario, mostré una
tendencia a aumentar, junto con un cociente GSH/GSSG més favorable en los
animales irradiados. En conjunto, estos dos cambios, sugieren una situacion latente
de estrés oxidativo, debida a la RUV continuada, que induce una mayor
disponibilidad del GSH para la actividad de la GST, a pesar de que ésta
probablemente se encuentra en una situacion de alteracion alostérica negativa para

su funcion.
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Por altimo, con los datos disponibles, no podemos explicar la disminucion de la

actividad CAT eritrocitaria observada tras cinco meses de irradiacion, ya que el resto
de parametros se mantuvieron sin variaciones significativas en comparacion con los

animales pseudoirradiados.

Los cambios observados en la epidermis, tras la RUV crénica reproducen también el
incremento de actividad GST observado en la irradiaciébn aguda, pero con una
diferencia interesante: el GSH aumenta tras la RUV cronica durante dos meses,
mientras que disminuia o no se modificaba en las pautas de irradiacion aguda. Este
hecho indicaria una mayor actividad del sistema glutation sintetasa, para mantener
el nivel de actividad exigido por parte de la GST. Al mismo tiempo, parece claro que
el tipo de ERO, y de compuestos electrofilicos en general, derivados de la accion de
la RUV sobre la epidermis sigue mayoritariamente la via detoxificadora de la GST,
ya que no se alteran los valores de la GPx ni de la GR. La disminucion de la
actividad SOD observada tras dos meses de RUV, es un resultado opuesto al
observado tras la irradiacién aguda. Ello puede explicarse por una saturacion de la
actividad de la enzima, por exceso de formacién de aniones superoxido, tras un
periodo transitorio de induccion de la enzima (irradiacion aguda).

En cualquier caso, la formacion de hidroperéxidos parece suficientemente
neutralizada por los restantes sistemas (CAT, GST, GPx), ya que no se llega a
observar un aumento de los valores de TBARS en ninguna de las pautas de RUV
continuada. En este sentido, recordemos que s6lo observamos un aumento de

TBARS epidérmicos en irradiaciones agudas equivalente a 1,56 DEM.

Como deciamos antes, es plausible que la escasa afectacién de los parametros
bioquimicos observada en los animales irradiados durante cinco meses, en
comparacion con los irradiados durante dos meses, se deba simplemente a que la
dosis/dia recibida fue menor en los irradiados durante cinco meses. De todos
modos, esto contrasta con el hecho de que el nUmero de células de Langerhans se
mantiene disminuido incluso en los animales irradiados durante cinco meses. Asi
pues, las CL constituirian el elemento més afectado de todos los estudiados,
independientemente del nivel de irradiacion aplicado. La renovacion de la poblacion

de CL en la epidermis se hace a expensas de nuevas células predendriticas que
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llegan de la médula 6sea, a través de los precursores sanguineos indiferenciados.
No sabemos cuél es el ritmo normal de repoblacion de CL en la rata hairless y, por
otra parte, este aspecto ha sido muy poco estudiado en otras especies (Banchereau
y Steinman, 1998; Beissert et al., 2001; Hart et al., 2002). En cualquier caso, la
implantacion de nuevas CL en la epidermis depende fundamentalmente de dos
factores: de la llegada de nuevas células y de la posibilidad de que estas nuevas
células puedan insertarse correctamente entre los queratinocitos. La disminucion del
numero de células de Langerhans tras cinco meses de irradiacién, aun tratandose
de pautas de irradiacion muy suaves, hace pensar en que probablemente se alteran
de manera persistente los mecanismos de sefalizacién que permiten a las nuevas

CL asentarse entre la poblacion de queratinocitos.

Las pruebas de sensibilizacion en los animales irradiados durante dos meses
muestran una pérdida de la funcionalidad de las CL frente a las reacciones de
hipersensbilidad, ya que, en los animales irradiados previamente a la sensibilizacion,
no se observan diferencias significativas en el grosor de la oreja tratada con
sensibilizante respecto a la oreja con excipiente, y tampoco signos de eritema ni
mayor area de reaccion. Este hecho nos indica que la irradiacion a dosis
suberitemodgenas, pero repetidas, provoca una disminucion de la funcién inmunitaria
de las CL y deja sin defensas a la capa epidérmica. Ademas, los resultados
observados del aumento de hidroxilacion de los acidos nucleicos, en todas las capas
epidérmicas de los animales irradiados durante cinco meses (Figura 59), refuerzan
la idea de que existe riesgo de carcinogénesis en irradiaciones continuadas

suberitemdgenas.
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4. RESULTADOS RELATIVOS A LOS RLO EN RATAS TRATADAS CON FILTRO

4.1. Efecto de lairradiacion

nmol/min/mg prot.

CONTROL IRRADIADO
Residual 6,46+1,68 9,77+2,32
%
GSH eritro. 3,30+0,98 4,61+0,88
umol/g Hb
GSSG eritro. 1,13+0,47 0,62+0,12
umol/g Hb
GSH/GSSG 3,02+0,57 7,57+1,24
GPX eritro. 46,14+4,38 39,99+45,01
mmol/min/g Hb
GSH plasma 40,31+7,71 30,96+1,57
nmol/ml
GSSG plasma 40,93+6,99 28,01+6,03
nmol/ml
GST epi. 8,15+2,30 13,23+3,09

pmol/min/mg prot.

GST epi. 265,91+74,79 442,24+124,7
nmol/min/g tej.

TBARS epi. 64,62+16,70 43,00+10,75
nmol/mg prot.

TBARS epi. 2,09+0,37 1,40+0,27
nmol/g tej.

GSH epi. 16,48+3,06 11,9942 41
nmol/mg prot.

GSH epi. 536,81+76,12 398,34+83,02
nmol/g tej.

GSSG epi. 17,57+2,24 13,26+1,54
nmol/mg prot.

GSSG epi. 576,24+75,96 439,74+60,73
nmol/g tej.

GPX epi. 34,72+1,35 44,33+3,72
pmol/min/mg prot.

GPX epi. 1426+175 1835+206
umol/min/g tej.

GR epi. 9,40+1,54 11,1141,22

Tabla 71. Parametros significativamente distintos entre los

irradiados. p<0,05.
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En eritrocitos, la irradiacion aumenté el porcentaje de GST residual, asi como el

cociente GSH/GSSG ya que aumentd el GSH y disminuy6 el GSSG, y se observé
también una disminucién en la actividad GPX. En plasma disminuyeron tanto el GSH
como el GSSG. En epidermis, se activaron algunos sistemas enzimaticos como la
GST, la GPX y la GR, éstos consiguen mantener la piel sin otras alteraciones
bioquimicas siempre que exista aporte suficiente de GSH. Este se hall6é disminuido
en la epidermis irradiada debido a su consumo como substrato por parte de las dos
enzimas (GST y GPX) citadas; pero ambos sistemas detoxificadores parecian
funcionar porque los TBARS en epidermis irradiada estaban también disminuidos

respecto al control.

4.2. Efecto de lairradiacion en animales con filtro

CONTROL+ FILTRO IRRADIADO + FILTRO
GST 52° 81,02+16,69 102,24+16,72
umol/min/g Hb
Residual 9,67+1,40 11,48+1,20
%
GSH eritro. 4,41+0,78 5,65+0,83
umol/g Hb
GPX eritro. 43,29+3,24 38,97+£2,20
mmol/min/g Hb
CAT epi. 32,81+2,75 45,00+2,63
umol/min/mg prot.
CAT epi. 1,55+0,46 2,17+0,13
pmol/min/g tej.
GPX epi. 26,59+1,83 31,66%4,14
pmol/min/mg prot.

Tabla 72. Parametros significativamente distintos entre los animales control con filtro y los
animales irradiados con filtro. p<0,05.

Al comparar los animales control con filtro con los animales irradiados con filtro se
observaron sélo siete parametros con diferencias significativas. Algunos de estos
parametros aparecieron también alterados en el mismo sentido en animales
irradiados sin filtro cuando los comparabamos con los controles sin filtro. Dichos
parametros fueron: un aumento del porcentaje residual, un aumento del GSH y de la

GPX, todo ello en eritrocitos; y un aumento de la GPX en epidermis. Por tanto,
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podemos concluir que estos cuatro efectos causados por la irradiacion no se ven
modificados en los animales irradiados aunque lleven un fotoprotector. En cambio,
habia un aumento de la GST termoestable y de la CAT epidérmica en los animales
irradiados con filtro, que no aparecia en los animales irradiados respecto a sus

controles.

4.3. Efectos del filtro

CONTROL CONTROL + FILTRO
GST 52° 52,51+14,44 81,02+16,69
umol/min/g Hb
Residual 6,46+1,68 9,67+1,40
%
GSH eritro. 3,30+0,98 4,41+0,78
umol/g Hb
TBARS eritro. 4,98x1,06 6,24+0,82
nmol/g Hb
CAT eritro. 100,52+8,45 493,27+78,89
mmol/min/g Hb
GSH plasma 40,31+7,71 13,40+2,33
nmol/ml
GSSG plasma 40,93+6,99 65,22+6,24
nmol/ml
GSH/GSSG plasma 0,99+0,20 0,20+0,04
TBARS plasma 3,08+0,27 1,38+0,36
nmol/ml
GST epi. 265,91+74,79 449,64+190
nmol/min/g tej.
GSH epi. 536,81+76,12 248,88+80,50
nmol/g tej.
GSSG epi. 576,24+75,96 2042+505
nmol/g tej.
GSH/GSSG epi. 0,94+0,15 0,11+0,01
SOD epi. 369,14+59,17 508,14+145
U/g tej.
Proteinas epi. 33,02+4,16 48,29+14,20
mg/g tej.

Tabla 73. Pardmetros significativamente distintos entre los animales control y los animales
control con filtro. p<0,05.
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Nos planteamos también ver las modificaciones que era capaz de producir el filtro
solar por si solo en animales no irradiados.

En eritrocitos, el filtro provocaba un aumento de la GST termoestable y del
porcentaje de GST residual, un aumento en la CAT, el GSH y los TBARS. En
plasma, el filtro disminuyé el GSH con el consiguiente aumento del GSSG y en
consecuencia también disminuy6 la relacibn GSH/GSSG vy finalmente también
estaban disminuidos significativamente los TBARS.

Respecto a la epidermis, aumento la actividad GST, lo que provocé una disminucion
del GSH y un aumento del GSSG, igual que sucedia en plasma, y también estaba

aumentada significativamente la SOD.

4.4. Analisis y discusion de los resultados obtenidos con los filtros

Los resultados obtenidos con los animales irradiados, con y sin filtro solar, no son
comparables con los obtenidos en los estudios de irradiacion aguda, ya que las
pautas de irradiacion fueron distintas. Es especialmente importante sefialar que los
animales del estudio con el fotoprotector fueron sometidos a dos irradiaciones con
un intervalo de 24 horas. Por lo tanto, el efecto del estrés provocé alteraciones
distintas en estos animales que en el estudio de irradiacion aguda, en el que los

animales sélo se irradiaron una vez.

Vemos que la irradiacion en los animales sin filtro induce un aumento de la GST
termoestable eritrocitaria, junto con un incremento del cociente GSH/GSSG. Este
incremento del cociente se hace a expensas tanto del aumento de los valores de
GSH como de una disminucion del GSSG. Al mismo tiempo, en el eritrocito, se
observa una disminucion de la actividad GPx. Todos estos cambios sugieren una
mayor actividad de la GSH sintetasa, que favorece la disponibilidad de GSH y una
mayor afinidad de la actividad GST global, derivada del aumento del porcentaje de
enzima termoestable. La mayor produccion de ERO generaria mayores niveles de
peréxidos que llegarian a saturar parcialmente la actividad GPx, con un descenso
del GSSG. En esta situacion, la actividad de todos los sistemas enzimaticos
eritrocitarios seria suficiente para mantener un nivel aceptable de estrés oxidativo,

sin que se aprecie aumento de los valores de TBARS.
152



RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto a los valores observados en epidermis, se observa un incremento de la
actividad GST, GPx y GR. Esto indica una mayor produccion de ERO que induciria
una mayor actividad de estos sistemas de defensa, con un mayor consumo del GSH,
tanto por parte de la GST como de la GPx. En cualquier caso, los animales
irradiados mantienen los niveles de TBARS por debajo de los valores control, o que

indicaria una eficacia de estos sistemas de defensa.

En conjunto, pues, se comprueba que tras dos irradiaciones de 1 DEM, con un
intervalo de 24 horas, se producen diversas alteraciones de los sistemas de defensa
relacionados con la produccion de ERO. El hecho de que tras irradiaciones repetidas
a dosis inferiores a 1 DEM (estudio de irradiacién crénica) también aparezcan
alteraciones de estos sistemas confirma que la energia UV ya induce cambios
significativos en la epidermis y en el eritrocito con dosis energéticas inferiores a las

necesarias para desencadenar eritema.

En los animales irradiados y protegidos con filtro, se observaron muy pocas
alteraciones, en comparacion con los animales irradiados sin filtro (tablas 71 y 72).
Esto indica que el filtro no sélo ha sido capaz de proteger frente al eritema, sino
también frente a una gran parte de las alteraciones bioquimicas inducidas por la
RUV. Por otra parte, hay que destacar que algunas de las variaciones observadas
en los animales irradiados con filtro se deben a los cambios inducidos por el propio
filtro, debidos a algunos de los ingredientes de la preparacion utilizada. En este
sentido, es especialmente importante sefialar que en dicha formulacion habia aceite
de germen de trigo, aceite de girasol y extracto de soja con fitoestrogenos, asi como
butilhidroxitolueno. Estos cambios se aprecian mejor si comparamos los resultados
obtenidos en animales pseudoirradiados con filtro con los animales pseudoirradiados
sin filtro (tabla 73). Asi, los ingredientes del filtro inducen un aumento de la actividad
GST termoestable, lo cual redunda en una mayor eficacia de la actividad de la
enzima y un aumento del GSH disponible, probablemente por el aporte de
aminoécidos que facilita la sintesis de nuevas moléculas del tripéptido. Al mismo
tiempo, hay una mayor disponibilidad de la CAT eritrocitaria. Mas dificil de explicar

es el aumento de los valores de TBARS eritrocitarios, que podrian simplemente ser
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debidos a una mayor presencia de lipidos por el aporte de los componentes del filtro.
Esta mayor presencia de lipidos favoreceria las reacciones de lipoperoxidacion y

explicaria también el aumento de la actividad CAT.

En epidermis, el mayor aporte proteico (MPC) facilitado por el filtro obliga a valorar
los cambios observados con prudencia. En efecto, en los animales tratados con filtro
hay una mayor cantidad de proteinas, por lo cual es poco representativo hacer
comparaciones basadas en dicho contenido proteico. Por lo tanto, debemos
basarnos en los cambios observados expresados por gramo de tejido. Asi, vemos
gue existe una mayor disponibilidad de la GST y de la SOD en valores absolutos. La
mayor actividad GST consume mas cantidad de GSH y la mayor presencia de SOD
genera mas hidroperoxidos que se traducen por una mayor concentracion de GSSG,
procedente de la actividad GPx. Todo ello dentro de los limites aceptables, ya que

no aumentan los TBARS.

Algunos de estos efectos concuerdan con trabajos previamente publicados por otros
autores, en relacién con los efectos de los acidos grasos de aceites vegetales y de
los fitoestrégenos. Asi, Rohrdanz et al (2002) describen un aumento de la actividad
CAT en cultivos de células de hepatoma en presencia de fitoestrégenos. Mizutani et
al (2000) describieron un aumento de GSH en ratas tras la administracion de
daidzeina, genisteina o resveratrol. De todos modos, los efectos de los acidos
grasos vegetales y de los fitoestrogenos sobre los mecanismos de defensa
relacionados con el estrés oxidativo no estan claros y algunos resultados son
contradictorios. Asi, Ansell et al (2004) describen que los estrogenos naturales y los
fitoestrégenos disminuyen la sintesis de GST, de quinona reductasa y de otras
enzimas implicadas en los procesos de metabolizacién de fase Il; Mortensen et al
(2001) observaron que el 17-b-estradiol, pero no asi la naringenina, disminuia la
actividad de la GST hepética y aumentaba los valores de LDL oxidadas en conejos
ovariectomizados. Rohrdanz et al (2002) demuestra que, a pesar del aumento de la
actividad catalasa inducida por la daidzeina, dicho fitoestrégeno no protege del
estrés oxidativo derivado del peréxido de hidrégeno y que la propia daidzeina posee
una cierta actividad promotora del estrés oxidativo. Finalmente, Ruiz-Gutiérrez et al.

(2001) demuestran que la dieta rica en &cidos grasos procedentes de aceites de
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pescado inducen un aumento de CAT, GPx y SOD en higado de rata mayor que los
animales alimentados con dietas ricas en aceites de oliva y de girasol.

No hemos encontrado antecedentes que permitan explicar la disminucion de las
concentraciones de GSH plasmatico y el aumento de los valores del GSSG en los

animales tratados con el fotoprotector.

En resumen, los animales irradiados en presencia de filtro muestran menores
afectaciones que los irradiados sin filtro, asumiendo que ambos grupos de animales
han absorbido la misma cantidad de energia UV. Pero, en cualquier caso, es
evidente que algunos de los ingredientes de la formula fotoprotectora ensayada

pueden inducir cambios significativos en los sistemas de defensa anti-radicalares.
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VI. DISCUSION GLOBAL

La radiacion ultravioleta procedente de la luz solar ejerce efectos beneficiosos sobre
nuestro organismo, a través de su accién sobre la piel, como la sintesis de vitamina
D, pero también es responsable de efectos adversos. Entre estos ultimos, el efecto
mas evidente e inmediato es la aparicidon del eritema solar, o quemadura de primer
grado, especialmente visible en las pieles del tipo | y Il, pero también en las de tipo
lll durante las primeras exposiciones (Pathak, 1996; Pinnell, 2003). Uno de los
problemas que plantea la exposicidbn a los rayos UV es establecer el nivel de
seguridad aceptable que permita al organismo asimilar la energia recibida sin
riesgos. Hasta ahora, la fotoproteccion mediante filtros solares se basa en la
capacidad de dichos filtros para absorber la energia UV, medida segun el
denominado FPS (factor de proteccion solar). Dicho FPS viene determinado por la
capacidad del filtro para prevenir la aparicion del eritema, pero si alguno de los
efectos adversos derivados de la exposicidén a los rayos UV aparece ya con dosis
energeéticas inferiores a las necesarias para desencadenar eritema, entonces el valor

del FPS es insuficiente para garantizar una adecuada fotoproteccion.

Diversos trabajos han demostrado que con energias UV inferiores a las necesarias
para producir eritema ya disminuye el nimero de células de Langerhans (Aberer et
al., 1981; Bacci et al., 1998; Young y Walker 1999). En el presente trabajo, hemos
podido comprobar que a dosis equivalentes a 1 DEM también se producen
alteraciones en los sistemas de defensa frente a los radicales libres y a las ERO en
general. En los estudios de irradiacién crénica, con energias inferiores a 1 DEM,
también se producen alteraciones en dichos sistemas de defensa, ademas de la
disminucion de las células de Langerhans. Estos resultados ponen de manifiesto,
una vez mas, la necesidad de establecer los niveles de seguridad frente a la energia
UV por debajo de la DEM.

Del trabajo presentado, queremos destacar, en primer lugar, el interés del modelo
animal utilizado: la rata hairless. Este modelo permite estudiar simultdneamente una
amplia gama de parametros relacionados con el estrés oxidativo, tanto en la piel

como en la sangre, y tiene la ventaja de que los animales estan desprovistos de
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pelo. En este sentido, la mayoria de trabajos relacionados con el estrés oxidativo en
piel o sangre, en relacién o no con la radiacion UV, se han desarrollado en ratones
hairless o en otros animales provistos de pelo (Noona, 1981; Aberer et al., 1981; Jun
et al., 1988). Asimismo, dichos trabajos se centraban en el estudio de un nimero
reducido de parametros relacionados con el estrés oxidativo, sin poder obtener una
vision de conjunto de los sistemas relacionados con el GSH y la formacién de
superoxido y peréxidos. Al mismo tiempo, a diferencia de los ratones hairless, la rata
hairless proporciona suficiente cantidad de material biolégico para poder estudiar
simultdneamente los sistemas relacionados con el estrés oxidativo en sangre y piel,
junto con el analisis de las células de Langerhans, sin necesidad de proceder a una
depilacion, generalmente traumatica. En este sentido, pues, consideramos que el
modelo utilizado es, en buena medida, una aportacion original tal como se expuso

en una publicacion previa (Romeu et al., 2002).

En cuanto a los resultados obtenidos, es importante destacar que a dosis de energia
UV bajas, equivalentes tan solo a 1 DEM, se afectan sistemas relacionados con el
estrés oxidativo del eritrocito. Es decir, los efectos de la RUV sobrepasan
ampliamente la barrera epidérmica. Esta afectacion sin duda obedece al aumento de
produccién de ERO a partir de la piel irradiada, que afecta a todo el organismo. En
las pautas de irradiacién aguda, los efectos son distintos en funcién de la dosis de
energia recibida. En el eritrocito, en general podemos concluir que, a las dosis mas
bajas, los sistemas de defensa se activan lo suficiente para mantener controlado el
aumento de ERO, como lo demuestra que los valores de TBARS no inicien un
ascenso hasta las dosis de energia equivalentes de 1,56 DEM.

En la epidermis, se pone de relieve la importante funcién del sistema GST en la
detoxificacién de los compuestos electrofilicos generados tras la RUV, asi como las
diversas adaptaciones del resto de las enzimas relacionadas con el GSH, como la
GR y la GPx. ElI aumento de la actividad SOD sin duda refleja el aumento de
produccion del radical superéxido. En conjunto, a las dosis de energia mas bajas (1
DEM vy 1,25 DEM) los sistemas de defensa se muestran suficientes para neutralizar
el exceso de ERO generados, pero a la dosis de 1,56 DEM ya se observa un
aumento de la concentracion de TBARS, indicativo de que se han superado dichos

sistemas defensivos.
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Los efectos de la RUV tras la exposicion cronica a dosis suberitemdgenas son
I6gicamente menos evidentes que tras la exposicion aguda de dosis superiores. Lo
mas importante de estos resultados es que demuestran la existencia de alteraciones
en los parametros relacionados con el estrés oxidativo y una reduccion del nimero
de células de Langerhans, aun a dosis claramente suberitemdgenas y espaciadas
en el tiempo. Desde el punto de vista practico, aplicable a la especie humana,
muchas personas exponen su piel a radiaciones suberitemdgenas todos los dias del
afio, con picos importantes de exposicion durante el verano, practica de deportes de
verano e invierno, actividades profesionales al aire libre, etc. Es de esperar, pues,
gue las alteraciones observadas en el modelo de exposicion crénica se produzcan

también en el ser humano durante esas exposiciones “involuntarias” a los rayos UV.

Los efectos de la RUV sobre la piel a dosis suberitemdgenas han sido estudiados
por diferentes autores, sobre todo desde la vertiente de pérdida de células de
Langerhans (Bergstresser et al., 1980; Noona et al., 1984; Bacci et al., 1998) y de
las alteraciones histolégicas cutaneas como elastosis, colagenosis, trastornos de la
pigmentacion, cancer de piel, etc (Varani et al., 2001; Kang et al., 2001). En cambio,
el estudio de las alteraciones de los pardmetros relacionados con el estrés oxidativo
en sangre y epidermis esta muy poco estudiado. Los resultados obtenidos en el
modelo de irradiacion cronica reafirman la conveniencia de revisar a la baja los
indices de seguridad en el uso de fotoprotectores. En este sentido, la disminucion
del numero de células de Langerhans contintia siendo un buen indicador como sefal
de alerta para determinar los niveles de seguridad tras la exposicion a la RUV. No
obstante, la determinacion de este parametro exige la practica de biopsias cutaneas
y, por tanto, limita su utilidad. El hecho de que determinados parametros sanguineos
se correlacionen con el niumero de células de Langerhans, como la acividad GST,
CAT y GPx y las concentraciones eritrocitarias de GSH y GSSG y que,
especialmente, la GPx y el GSH eritrocitarios se comporten como variables
predictoras del numero de células de Langerhans, puede ser de gran ayuda para
establecer el umbral de afectacion de las CL tras la URV, sin necesidad de practicar

biopsias cutaneas.
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En cualquier caso, en nuestra opinion, es necesario establecer nuevos criterios para
la determinacion del FPS de los filtros solares, basados precisamente en aquellos
indicadores mas precoces de alteracion celular y molecular, como los descritos en
nuestro trabajo. Es previsible que, desde esta nueva Optica, los FPS de los filtros
solares deban reducirse considerablemente por dos razones fundamentales. La
primera porgue, segun la normativa mas al uso en la actualidad (COLIPA) el FPS de
los fotoprotectores se basa en un modelo estandar, segun el cual se aplica una
cantidad de fotoprotector equivalente a 2mg/cm2. En realidad, es practicamente
imposible que un usuario de filtros solares se aplique dicha cantidad sobre su piel en
un uso cotidiano; mas probable es que la cantidad aplicada se sitie alrededor de
1mg/cm2, con lo cual el valor del FPS se reduce practicamente a la mitad. La
segunda razon es que, como hemos visto, bastan dosis claramente inferiores a 1
DEM para inducir alteraciones en el numero de células de Langerhans y en los
sistemas de defensa frente a las ERO. Por todo ello, no seria aventurado sugerir que
los valores nominales de los actuales filtros solares se redujeran como minimo a la

tercera parte.

En otro orden de cosas, no debemos olvidar que la exposicion al sol se hace de
manera continuada e inconsciente a lo largo de nuestra vida, fuera de las
exposiciones puntuales que sefialdbamos antes (deportes, verano, etc.). Asi, la piel
de la cara, cuello y manos estan expuestas al sol de manera permanente. En los
meses de verano, esta exposicidn se extiende a brazos, pecho y piernas de manera
importante. Es bien conocido que las alteraciones cutaneas debidas a la exposicion
solar, desde las mas frecuentes y benignas (alteraciones de la pigmentacion) a las
mas graves (elastosis y cancer de piel) se dan preferentemente en las zonas
expuestas al sol. Por todo ello, consideramos necesario impulsar una nueva cultura
en temas de fotoproteccion, que deberia incluir una actitud de proteccion activa de la
piel frente a esa agresion continua y solapada de la RUV, que no manifiesta sus

efectos hasta pasados muchos afios.

Las interrelaciones entre RUV, formacién de radicales libres y de ERO y pérdida de
la capacidad inmunitaria cutanea (células de Langerhans) pone de relieve la

conveniencia de desarrollar fotoprotectores que contengan ingredientes
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encaminados a potenciar los sistemas defensivos cutaneos y a minimizar los efectos
de la RUV sobre el estrés oxidativo. En nuestro caso, hemos realizado algunas
experiencias preliminares con una formulacién que contenia diversos ingredientes
gue cumplian algunos de estos requisitos. La formulacién utilizada presentaba un
FPS nominal de 15, segun el método COLIPA y, de acuerdo con los resultados
obtenidos, fue capaz de prevenir eficazmente la aparicion del eritema tras una
exposicion de RUV equivalente a 15 DEM. Pero, ademds, pudimos observar que, a
igualdad de energia RUV recibida (supuestamente muy cercana a 1 DEM), los
animales pretratados con filtro presentaban menos alteraciones que los animales
irradiados con 1 DEM, sin fotoproteccion. Es decir, los ingredientes de la formula
ensayada fueron capaces de prevenir o contrarrestar algunas de las alteraciones

inducidas por la RUV a una dosis equivalente a 1 DEM.

Por otra parte, parece que los ingredientes presentes en el filtro fueron capaces de
modificar sustancialmente los sistemas de defensa antirradicalares, como lo
demuestran las diferencias observadas entre los animales no irradiados con filtro y
los controles no irradiados sin filtro. Una buena parte de estos cambios pudieron ser
interpretados de manera légica y considerados positivos, pero alguno de ellos no es
facilmente explicable, como la disminucion de los valores de GSH plasmatico.
Aungue estos resultados son preliminares, es evidente que abren un camino lleno de
posibilidades para el disefio de nuevos fotoprotectores que no se limiten Unicamente
a filtrar la RUV, sino que también contribuyan a potenciar los mecanismos de

defensa antirradicalares y a neutralizar los efectos de la RUV de manera mas eficaz.
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VII. CONCLUSIONES

1. La rata hairless es un buen modelo para estudiar los efectos sistémicos y
cutdneos relacionados con el estrés oxidativo y la pérdida de la capacidad

inmunitaria, derivados de la radiacion UV.

2. La radiacion UV, a partir de dosis equivalentes a 1 DEM, induce cambios
sistémicos y cutaneos en los sistemas de defensa especificos frente al estrés

oxidativo, simultdneamente a la pérdida de la inmunidad cutanea.

3. Dosis suberitemogenas y repetidas de radiacién UV, asimilables a las que recibe
una persona sometida a exposiciones moderadas al sol, también determinan
pérdida de la inmunidad cutanea y alteraciones indicativas de desequilibrio

oxidativo.

4. El numero de células de Langerhans de la epidermis se correlaciona con
diversos parametros sanguineos y epidérmicos relacionados con el estrés
oxidativo. El hecho de que la actividad de la glutation peroxidasa y la
concentracion de glutation reducido eritrocitarios sean predictores del nimero de
células de Langerhans, sugiere la posibilidad de que dichos parametros
constituyan una alternativa valida para evaluar indirectamente la capacidad

inmunitaria cutanea.

5. La determinacion del factor de proteccion solar, basado exclusivamente en la
capacidad de prevencion del eritema, no ofrece las garantias necesarias para
una fotoproteccion segura frente a la radiaciéon UV. Es necesario adoptar nuevos
criterios de fotoproteccion, basados en indicadores més sensibles y precoces que

el eritema.
6. Los valores del factor de proteccion solar que presentan los fotoprotectores

actuales deben someterse a un juicio critico. En este sentido, seria prudente

reducir dichos valores a la mitad o a la tercera parte.

161



CONCLUSIONES

7. Puesto que muchos de los efectos de la radiacion UV derivan del estrés
oxidativo, es muy recomendable desarrollar nuevas formulas fotoprotectoras que
incluyan principios activos capaces de restaurar el equilibrio oxidativo y de

neutralizar los efectos de los radicales libres.
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IX. INDICE DE ABREVIATURAS

% Porcentaje

(-SH) Grupo tiol

ADP Adenosina-difosfato

ATP Adenosina-trifosfato

CAT Catalasa
CDNB 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
CFCs Clorofluorocarburos

CL Célula de Langerhans

Coef Coeficiente

DEM Dosis Eritemdgena Minima
DNFB Dinitrofluorobenceno

D.O. Densidad 6ptica

DNA Acido desoxirribonucleico
EDTA Acido etilendiaminotetracético

erit. Eritrocito

ERO Especies reactivas de oxigeno
FPS Factor de proteccion solar
GPx Glutatién peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutatién reducido
GSSG Glutatién oxidado

GSSG/GSH Relacion entre el glutation oxidado y el reducido

GST Glutation S-transferasa
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H,O
H20,
Hb
HCl
KCI
L-OH
LOO
L-OOH
MDA
ME
MER
MET
MF
pmol
min
mM
mmol
MMP
MOF

MOV

Na,CO3
NacCl
NAD

NADP+

Radical perhidroxilo

Peréxido de hidrégeno
Hemoglobina

Acido clorhidrico

Cloruro de potasio

Hidréxidos fosfolipidicos

Radical alquilperoxilo fosfolipidico
Hidroperoxidos fosfolipidicos
Malondialdehido

Microscopia electronica
Microscopia electronica de rastreo
Microscopia electrénica de transmision
Microscopia de fluorescencia
Micromoles

Minutos

Milimolar

Milimoles

Metaloproteinasas de la matriz celular
Microscopia 6ptica de fluorescencia
Microscopia optica visible

Numero de casos de una muestra
Carbonato sddico

Cloruro de sodio

Dinucleétido de adenina y nicotinamida

Fosfato del dinucle6tido de adenina y nicotinamida
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NADPH
NaHCO;
NaOH
NEM
nm
nmol
NO,
NOX
NS
0O,
0,
°C
HO
OPT
PBS
pH
pl.
PM
PO4HK
PO4H;Na
PO4HK>
PO4HNa,
Prot
Ref.

RL

Fosfato del dinucleétido de adenina y nicotinamida reducido
Bicarbonato de sodio

Hidroxido de sodio

N-etil-maleimida

Nandmetros

Nanomoles

Diéxido de nitrégeno

Moléculas de 6xidos de nitrdgeno

No significativo

Oxigeno

Anién superdéxido

Grados centigrados

Radical hidroxilo

O-phtalaldehido

Phosphate buffered saline (Tampén fosfato salino)
Medida cuantitativa de la acidez o basicidad de una disolucién
Plasma

Peso molecular

Fosfato diacido de potasio

Fosfato diacido de sodio

Fosfato acido de potasio

Fosfato &cido de sodio

Proteinas

Referencia

Radical libre
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RLO Radical libre de oxigeno
RNA Acido ribonucleico
RUV Radiacion ultravioleta
RO Radical alcoxi
RO* Radical de oxigeno
ROO Radical peroxi
ROOH Radical peroxido
S.P.S.S. Statistical Package for the Social Sciences
SOD Superoéxido dismutasa
TBA Acido tiobarbitdrico
TBARS Tiobarbituric acid reactive substances
TCA Acido tricloracético
Tej. Tejido
U Unidades
uv Ultravioleta
UVA Ultravioleta A
uvB Ultravioleta B
uvc Ultravioleta C
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