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Resumen

I. RESUMEN

Durante las ultimas decadas la exposicion solar ha sufrido un
aumento considerable, sobre todo la recreativa o intermitente, por lo que el
fotoenvejecimiento afecta también a jovenes que se exponen al sol sin
proteccion o a fuentes ultravioleta artificiales para el bronceado rapido
(Camacho, 2001), de ahi, la inversién millonaria que se realiza en
Occidente en investigacion de sustancias que eviten o retrasen los efectos
del fotoenvejecimiento, tanto por estética como por el coste econémico del
tratamiento de las lesiones. En los ultimos afios, los aceites esenciales han
suscitado gran interés debido a su capacidad antioxidante, que podria
interferir en los mecanismos del fotoenvejecimiento, evitando la formacién
de radicales libres y potenciando el subsistema inmunolédgico cutaneo
(Siegel, 2012).

En nuestro trabajo hemos ensayado tres extractos procedentes del
capullo del gusano de la seda: fibroina, sericina e hidrolizado para conocer

sus efectos “in vitro™:

a) Citotoxicos (viabilidad y proliferacion celular) sobre las lineas

celulares: Vero, TRAMP-C1 y HaCaT.

b) Genotdxico y genoprotector sobre sangre total humana.

c) Sobre la migracion celular y proteccion frente a la radiacion
ultravioleta B en la linea celular HaCaT.

2



Resumen

En los ensayos de CITOTOXICIDAD sobre las células Vero, ni la
fibroina ni el hidrolizado de seda fueron citotoxicos, mientras que la
sericina provocd una disminucion de la viabilidad celular dosis-respuesta
significativa, moderadamente citotoxica. Las células TRAMP-C1
mostraron valores de viabilidad celular a las 24 y 48 horas muy préximos a
los controles (casi del 100%) por lo qué ninguno de los extractos: fibroina,
sericina e hidrolizado de seda presentaron accion anticancerosa sobre la
linea celular TRAMP-C1 a las concentraciones estudiadas.EIl objetivo del
ensayo de citotoxicidad para las celulas HaCaT fue ajustar las dosis de los
extractos para poder utilizar la maxima concentracion que admitiera el
cultivo sin que afectara a su viabilidad y poder llegar hasta ese punto con el

ensayo de fotoproteccion y migracion.

La fibroina no fue citotoxica hasta 0,1%, a partir del cual mostré
cierto efecto citotoxico estadisticamente significativo dependiente de la
dosis. La sericina resultd més citotoxica como también constatamos sobre
la linea Vero. Este efecto comenzd a hacerse evidente con las
concentraciones mas bajas (0,05 y 0,1), alcanzando la IC 50 de forma
temprana en 0,22% a las 24 horas y 0,16% a las 48 horas. El efecto
negativo dosis-respuesta sobre el cultivo fue estadisticamente significativo
a partir del 0,05%. EIl hidrolizado de seda mostr6 mejor comportamiento
respecto a la viabilidad de estas células, con valores proximos e incluso
superiores al 100% (control) en todas las concentraciones estudiadas a 24 y
48 horas. Por lo que el hidrolizado de seda no afecta a la viabilidad celular

de esta linea.



Resumen

En el ensayo de GENOTOXICIDAD, no existian diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de microndcleos por 500 CB
en las muestras tratadas con los tres extractos respecto a las controles. En el
ensayo de GENOPROTECCION, observamos disminucion de MN/500
CB cuando se administraban los tratamientos (fibroina, sericina e
hidrolizado de seda) previamente a la irradiacion aungue ninguno mostro
disminucion estadisticamente significativa respecto al control irradiado.
Por lo que parece existir tendencia a la proteccion frente al dafio producido
por la radiacion X. En cuanto a la MIGRACION CELULAR, el
hidrolizado de seda no mostr6 diferencias estadisticamente significativas a
las concentraciones estudiadas (0’01 y 0’1 %) en relacién a la migracion

de las células HaCaT.

El estudio de FOTOPROTECCION presentd resultados
significativos (p < 0°001) para el hidrolizado y la fibroina, resaltando el
importante incremento de la viabilidad celular a las 24 y 48 horas causado
por el hidrolizado de seda a las concentraciones 0,001; 0,01; 0,05y 0,1,y la
minima intensidad de radiacion ultravioleta (0,08 Jicm®), lo que
consideramos de gran relevancia clinica por la facilidad de incorporacion

de una dosis tan baja de hidrolizado de seda a un producto fotoprotector.
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Introduccion

Il. INTRODUCCION

La piel es el organo que sufre primordialmente alteraciones tras la
exposicion cronica a la radiacion ultravioleta, que han sido denominadas
como fotoenvejecimiento (Kligman, 1982), dermatoheliosis o también
envejecimiento cutdneo extrinseco o patologico. Estan caracterizadas por
un envejecimiento mas precoz, extenso, y sobre todo, de mayor gravedad,
puesto que puede acabar en fotocarcinogenesis o desarrollo de cancer
cutaneo. Actualmente se acepta que, aunque el origen es multifactorial
(factores enddgenos, exdgenos y epigenéticos), los mecanismos intimos de
produccién de dichas alteraciones estan relacionados con el dafio oxidativo

a nivel celular y tisular.

Estos hechos han supuesto un importante reto para la investigacion
cientifica, relacionado, por una parte con el desarrollo de diversos modelos
experimentales “in vitro” de dafo celular por irradiacion UV y posterior
estudio de los efectos fotoprotectores de diversas sustancias, puesto que la
legislacion vigente impide la realizacion de modelos con animales para el
ensayo de sustancias que, como ocurre con los extractos ensayados en este
trabajo, puedan ser utilizados posteriormente en productos cosméticos con
fotoprotectores afiadidos. En este sentido los cultivos celulares constituyen
una alternativa para conocer los mecanismos celulares asi como los
cambios implicados tanto en el fendmeno del fotoenvejecimiento celular

como de la fotoproteccion.



Introduccion

Por otra parte, durante los ultimos afios ha ocurrido algo similar
respecto a los productos o sistemas de fotoproteccion, que ha llevado a un
enorme desarrollo de nuevos protectores solares de naturaleza quimica asi
como de nuevas formulaciones de los de naturaleza fisica, aunque quizas lo
mas novedoso corresponda al gran esfuerzo investigador en relacién con
los de naturaleza bioldgica y al ensayo de distintas sustancias de origen
natural como los aceites esenciales. En nuestro trabajo hemos ensayado tres

extractos correspondientes a este ultimo grupo.
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Antecedentes

A. CULTIVOS CELULARES

HISTORIA

Claude Bernard a finales del siglo XI1X, establecio por primera vez
las bases tedricas para crear un sistema artificial en el que pudieran
sobrevivir las células o tejidos extraidos de un organismo Vivo,
independientemente de él. No obstante, se considera a Ross Harrison, 1907,
el iniciador de los cultivos de tejidos, puesto que fue quien comenzo a
cultivar tejidos de anfibios. Durante esa época, la limitacion mas
importante para el establecimiento de los cultivos era poder conseguir un

medio nutritivo adecuado.

A principios del siglo XX, se inicio el uso de los cultivos celulares y
tisulares, que proporcionaron un método que permitia estudiar érganos y
tejidos aislados del medio original, lo que hizo posible conocer mejor la
composicién, fisiologia, metabolismo, bioguimica y biologia molecular de

los cultivos.

Constituyen un método que permite simplificar el estudio hasta
determinados niveles aceptables, al eliminar las interacciones y variaciones
que se presentan al experimentar con organismos completos. De hecho, el
primer cultivo celular se llevd a cabo con la intencién de estudiar el
comportamiento de células animales, libres de las variaciones sistémicas
que se originan en los animales, tanto durante la homeostasis como durante

el estrés que ocurre en el transcurso del experimento (Harrison, 1907).



Antecedentes

En 1910, Burrows y Carrel (Sharp, 1977) realizaron los primeros
intentos de establecer cultivos de células de mamiferos, asi como el
crecimiento de tumores sélidos, demostrando que la vida del cultivo puede
continuarse mediante subcultivos. Estos autores incorporaron plasma a los
medios de cultivo y, en sus primeros estudios, consiguieron el cultivo de

pequefios fragmentos de tejidos o explantes.

No obstante, la posibilidad de realizar cultivos “in vitro” desde
explantes primarios fue iniciada por Eagle y cols. en 1943. El primer
intento se realiz6 con células de rana y con fibroblastos de ratén, aunque la
posterior accesibilidad a tejidos animales como el embrion de huevo de
gallina, proporciond diversos tipos celulares en cultivos primarios,
consiguiéndose incluso el desarrollo de roedores genéticamente puros, de

cuyos embriones se podian obtener cultivos continuos.

Posteriormente, Gey (1952), demostré6 que a partir de tumores
humanos podian surgir también lineas celulares continuas, (células HELA
procedentes de un adenocarcinoma humano), lo que permitio profundizar
en el conocimiento de la biologia de la célula eucariota, en un entorno libre
de las variaciones sistémicas que suelen ocurrir en el organismo animal “a

la vez que” ampliaron enormemente los tipos celulares cultivables "in
vitro". Mas recientemente, la aparicion de las técnicas de biologia

molecular e ingenieria genética han ampliado ain mas su utilizacion.

A partir de 1956, comenzaron a prepararse vacunas Vviricas
multiplicando cultivos celulares, lo que eliminé la necesidad del sacrificio
de animales para su produccion. Todo esto permitié que los cultivos

celulares pasaran del &mbito del laboratorio basico a ser utilizados tambien
10



Antecedentes

por la industria biotecnoldgica, y en 1965, Harris y Watkins consiguieron
los primeros hibridos de células humanas y de raton. Una década después,
en 1975, Kohler y Milstein describieron el mecanismo de obtencion de los

anticuerpos monoclonales.

Entre las multiples aplicaciones de los cultivos se pueden citar:

e El mantenimientoy propagacion de lineas tumorales.

e Los requerimientos nutricionales y de factores de crecimiento.

e El estudio de las interacciones célula-sustrato y célula-célula.

e Los estudios sobre la diferenciacién y desdiferenciacion celular.

e La manipulacion genética de células eucarioticas.

e La obtencion de sustancias del sobrenadante producidas por el
cultivo (anticuerpos monoclonales, enzimas, factores de
crecimiento).

e El mantenimiento y obtencidn de virus.

e EIl estudio del crecimiento y caracteristicas antigénicas de una
poblacion celular.

e Los efectos citostaticos y citotoxicos de diversas sustancias, etc.

Ademas, desde el punto de vista practico, en la clinica oncoldgica,
los cultivos se pueden dedicar también al estudio del crecimiento, la
viabilidad y la citotoxicidad en lineas celulares, a traves de distintos

métodos de evaluacion directa e indirecta.
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Para realizar todos estos procesos es necesario conseguir el
crecimiento de las células "in vitro", para ello se ha de conseguir un
ambiente lo méas parecido al original. Este método, ademas de su
aproximacion al original, cuenta con la ventaja de ser controlable tanto a
nivel fisico (temperatura, pH, osmolaridad, presion parcial de 0, y de CO,,
tipo de soporte fisico y caracteristicas de adhesividad, etc.), como a nivel
nutricional (aminoacidos esenciales, bases nitrogenadas, carbohidratos,
lipidos, vitaminas, sales, enzimas, factores de crecimiento, etc.), e incluso a
nivel de defensa frente a las infecciones (condiciones continuas de
esterilidad, antibioticos, chequeos rutinarios de las lineas, etc.). Este
conjunto de condiciones varia en funcién del tipo de cultivo, el tejido de

origen y el método utilizado en su mantenimiento.

Cultivos en ensayos de citotoxicidad: La utilizacion de ensayos "in
vitro" tuvo un hito de enorme interés en 1946 (fundamentalmente a partir
del descubrimiento de la actividad antineoplasica de la mostaza
nitrogenada), en el estudio de potenciales sustancias antineoplasicas, asi
como de las ya conocidas. En los primeros estudios se utilizaron explantes
cultivados en medios indefinidos, y la valoracion del efecto era
principalmente cualitativa, lo que dio lugar a estudios poco reproducibles.
Maés tarde, la aparicion de los medios semidefinidos y la utilizacion de
celulas dispuestas en monocapa sobre vidrio, permitio el estudio de réplicas
idénticas de muestras celulares en condiciones reproducibles, lo que a su
vez permitié que pudieran cuantificarse los efectos de las drogas ensayadas,
con lo que se consiguioé una mayor reproductibilidad de los experimentos y

una evaluacion mas precisa de sus efectos.
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Eagle y Foley en 1956, utilizaron estas técnicas, junto con medidas
del contenido proteico de células tratadas y no tratadas, observaron que
existia relacion entre las actividades “in vitro” e “in vivo” de los agentes

neoplésicos, con lo que demostraron la validez del método.

Entre los primeros métodos que permitian la cuantificacion del
efecto de la droga, se encontraba el ensayo de exclusion de colorante con
nigrosina (Kaltenbach, 1958), que fue posteriormente sustituido por otros
colorantes vitales como azul de tripan y rojo neutro (Borenfreund, 1990).
Sin embargo, el recuento en camara hemocitométrica con colorantes
vitales, posee una variabilidad en la estimacion de la viabilidad celular

mayor que otros métodos posteriormente desarrollados (Wilson, 1986).

Algunos ensayos de citotoxicidad ofrecen una interpretacion
instantanea de los resultados, como la exclusién de un colorante por las
celulas muertas, o la liberacion de Cr51 o fluoresceina por células
marcadas, denominados ensayos de viabilidad y son utilizados para
predecir la supervivencia, mas que para medirla directamente. Estos
ensayos son Utiles, en general, para identificar células muertas, peropueden
sobreestimar la supervivencia a largo plazo. La mayoria implican ruptura
de la membrana y muerte celular irreversible. Otros aspectos de la
citotoxicidad, como la inhibicion de procesos metabolicos, pueden
cuantificarse mas exactamente, pero la predicciéon de la supervivencia es
menos segura, ya que muchas formas de inhibicion metabolica pueden ser
reversibles. En estos casos, la reduccion de la supervivencia sélo puede
deducirse si la disminucion en los indices de incorporacion de precursores
en el DNA, RNA o proteinas se mantiene, despues de transcurridos el
equivalente a varios tiempos de duplicacién de la poblacion celular.

13
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Con los métodos utilizados para medir la integridad celular se
consigue una estimacion del dafo, instantaneo o progresivo, a corto plazo.
Entre los primeros métodos se encuentran los ensayos de exclusion del
colorante con nigrosina (Kaltenbach y cols. 1958), antes comentado, que
posteriormente fue sustituida por otros colorantes vitales como el azul de

tripan y el rojo neutro (Borenfreund, 1990).

Tipos de experimentos: La actual variedad de métodos para estudiar
la viabilidad y toxicidad celular es tan amplia, que estos ensayos se
clasifican en funcién del tiempo medio de duracién del experimento y del
sistema de evaluacidon, aunque ambas caracteristicas suelen ir ligadas.

Dendy (1981) los clasifica en tres grandes grupos:

e test de corta duracion, donde la viabilidad se mide a los pocos
minutos u horas de la exposicion a la droga.

e test de duracion intermedia, tras un periodo de 1-3 dias.

e test de larga duracidn, en los que la viabilidad se determina
después de 14-21 dias de cultivo tras el tratamiento de las células

con el antineoplasico

Otros métodos de evaluacion de la viabilidad y efecto de las drogas,
ademas del de exclusion de colorante (Kaltenbach y cols, 1958;
Borenfreund, 1990), que aunque suelen ser muy sencillos resultan

engorrosos y poco reproducibles, son:

14
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e El ensayo clonogeénico (Salmon y cols. 1978, Courtenay y Mills,
1978).

e La incorporacion de marcadores radioactivos.

e Laincorporacion de Bromo desoxiuridina (BrdU).

e La liberacion de Cr51.

e El contenido total de proteina.

e Losensayoscon MTT.

En los ensayos clonogénicos existen tres variantes fundamentales: el
clonado en monocapa, clonado en agar de covertera o ensayo de Salmon y
Hamburger (1977, 1978), y el ensayo de Courtenay (1978):

En el clonado en monocapa, después del tratamiento con la droga,
se siembran nuevas placas a baja densidad y se dejan crecer hasta que se
formen colonias que son contadas y comparadas con los controles

adecuados.

El clonado en agar de covertera o ensayo de Salmon y Hamburger
(1977, 1978) sigue el mismo principio (la pérdida o retencion de la
capacidad para formar clones), pero las células, tras su tratamiento, se
mezclan con agar al 0,3%, vertiéndose sobre otra capa de agar mas densa.
Al cabo de 2 a 4 semanas se hace el recuento de colonias en muestras

tratadas y controles.

El ensayo de Courtenay (1978) solo difiere del anterior en la
adicion de una capa de células soporte o "feeder cells" (células homologas

tratadas con mitomicina C o radiaciones), antes de sembrar las células
15
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tratadas y los controles. Este método logra una mayor eficiencia de
formacion de colonias, lo que es util para aquellas lineas con poca

capacidad clonogénica.

Otro sistema mide la tasa de incorporacion de metabolitos marcados
radiactivamente, como pueden ser los isétopos: 14C de monosacaridos, 32P
y 3H en aminoacidos, etc. Aunqgue el mas utilizado es el marcaje con
timidina tritiada (3HT), ya que la incorporacion de este marcador en el
ADN evalua la actividad proliferativa de la poblacién celular, este método
es adecuado para ensayos de media y larga duracion, pero no para los de
corta duracién, ya que en estos no se dispone de tiempo suficiente, tras el
tratamiento con la droga, para permitir la incorporacion de los is6topos en
las células indemnes al tratamiento, que de esta forma aparecerian como no
proliferantes. Este método es, con diferencia, el méas preciso y reproducible,

aunque tiene el inconveniente de utilizar material radiactivo.

Otro método que utiliza isétopos radioactivos es el de liberacion de
51Cr, que se encuadra dentro de los de corta duracion. Se utiliza
frecuentemente en los estudios de citotoxicidad mediada por linfocitos,
pero ha de realizarse en un plazo de unas 4 horas post-tratamiento, puesto
que las células indemnes pueden expulsar o fijar de nuevo el 5ICr liberado

al medio.

Ensayos con MTT

Més recientemente se ha desarrollado un método colorimétrico,
aplicable a casi todas las condiciones experimentales que tiene, junto a su
precision, similar a la del ensayo con timidina tritiada, la ventaja de no

utilizar is6topos radioactivos y una importante simplificacion del
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experimento. Se trata de los Illamados ensayos con MTT o MTA (MTT
Assays). La primera aplicacion de la sal de tetrazolio MTT (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) se realiz en el campo de la
microbiologia, como colorante vital, donde forma cristales intracelulares de
formazan de color azul. De igual forma, en eucariotas la enzima
mitocondrial Succinato Deshidrogenasa, puede reducir el MTT a un
producto coloreado insoluble (formazan) (Esqg. 8). Puesto que esta enzima
no se encuentra libre en el suero, no existe la posibilidad de que se

enmascare su actividad.

MTT FORMAZAN
AMARILLO SUCCINATODESHIDROGENASA AZUL
(soluble) (insoluble)

Conversion del MTT en producto formazan coloreado.

La primera aplicacion de esta sal, en la evaluacion de la
quimiosensibilidad de los cultivos celulares neoplasicos, fue llevada a cabo
por Mosmann (1983), quien mantenia las células en cultivo en placas de
microtitulacion con medio normal suplementado con suero, y tras su
exposicion a las drogas elegidas, reponia el medio por otro nuevo sin
droga, incubando durante 2-4 horas el MTT disuelto en medio de cultivo
suplementado con suero, eliminando el medio con el MTT sobrante no
metabolizado, directamente en el caso de los cultivos en monocapa, o tras

la centrifugacion para los cultivos en suspension.

La solubilizacion del formazan se realizaba con una mezcla de
isopropanol-medio (1:1 v/v) acidificada con HCI (0,004 N) para evitar la
absorcion tipica del rojo fenol (500-600 pm) (habitual indicador de pH de

17
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los medios de cultivo). Procedia entonces a la lectura de la placa a 620-630

pum de referencia 'y 570 pum de muestreo.

En un trabajo posterior (Denizot, 1986), el MTT se disuelve en
RPMI, sin rojo fenol ni suero, a una concentracion final de 1 mg/ml, que es
utilizado como medio de incubacién de MTT, y una vez eliminado el
sobrante se solubilizaba con propanol o etanol puro. Con este sistema se
evita la contribucidn del rojo fenol al espectro de absorcién, la necesidad de
acidificar el medio, que cambiaria las propiedades espectrofotométricas del
MTT formazan, y la precipitacion de las proteinas del suero, al
solubilizarlo en estos alcoholes. Otra importante variacion es la utilizacion
de 690 pum como longitud de onda de referencia, pues a 620-630 um el
MTT no metabolizado tiene cierta absorbancia, mientras que a 690 pm, ni
MTT ni formazan tienen absorbancia. Con estas pequefias variaciones del
método original, Denizot y col. (1986) consiguieron una mayor linealidad
en las curvas patrén, un menor ruido de fondo y una fuerte correlacion de

los resultados con los obtenidos en los ensayos de incorporacion de 3H-T.

A pesar de estas mejoras, la utilizacion de un medio sin indicador de
pH vy su eliminacién del suero, supone un cambio en las condiciones de
crecimiento del cultivo, que puede inducir alteraciones importantes en los
resultados del experimento para algunas lineas. Ademas, la solubilizacion

de los cristales de formazan es costosa con estos solventes.

La modificacion que introdujeron Carmichael y col. (1987a, 1987b)
fue basicamente la utilizacion de dos solventes distintos: DMSO (Dimetil
Sulfoxido) para las lineas cultivadas en suspension, y aceite mineral para
cultivos en monocapa, utilizando 540um y 570um como longitudes de

onda de lectura respectivamente. Se observo que, tanto el DMSO como el

18
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aceite mineral, disuelven completamente el formazan y no inducen la

precipitacion de las proteinas del suero.

Posteriormente, los estudios de Alley y col. (1988), demostraron que
no era necesario utilizar dos solventes distintos, puesto que el DMSO
constituia un buen solvente, tanto para lineas cultivadas en suspension
como en monocapa, ya que en estas Ultimas, aunque se podia eliminar el
medio, siempre quedaban unos 50 que eran mas miscibles en DMSO que
en aceite mineral. Asimismo, sefialaron que la presencia de proteinas del
suero en la mezcla final (DMSO mas formazan), incrementaba hasta dos
veces la absorbancia del formazan en la region de 500 a 600 pm, de forma
que su coeficiente de eliminacion molar aumentaba tres veces al afiadir un

1% (v/v) de suero en la solucion final.

De esta forma se demostrd, no solo que el DMSO era el disolvente
idoneo para los ensayos de MTT, sino que, ademas, la presencia de rojo
fenol y/o suero en el medio no perjudica la sensibilidad del experimento,
aumentandola incluso en el caso del suero, estableciendo un estandar que

puede ser utilizado para cultivos en suspension y en monocapa.

En estos trabajos, se puso de manifiesto una fuerte correlacion con
los resultados obtenidos con el ensayo clonogénico y de exclusion de
colorante (Carmichael y col, 1987a, 1987b), con el ensayo de contenido
celular de proteina (Alley, 1988) y con los de incorporacién de timidina
tritiada (Arnould, 1990a), llegando en ocasiones a mostrar una mayor

sensibilidad que dichos métodos.
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B. RADIACION SOLAR

El hombre, desde su aparicidn sobre la tierra, ha tenido conciencia de
la importancia del Sol en su vida, por lo que lo ha reverenciado y, desde los
tiempos méas remotos, lo ha considerado como fuente de vida e incluso
Dios principal, lo que algunos antropdlogos han denominado Teologia

Solar.

El culto al Sol esta documentado con numerosisimos ejemplos, no
solo en culturas primitivas, sino en otras mas elaboradas como el Antiguo
Egipto, Mesopotamia, Grecia, Roma, Persia, India, China y las
civilizaciones Precolombinas, simbolizandolo en diferentes divinidades que
ponian de manifiesto su importancia vivificadora. El farabn Amenhotep IV
(1379 — 1372 a.C.) instaurd el culto monoteista al Sol, apartando a todos
los demas dioses existentes en aguel momento. Como consecuencia de ello,
cambid su nombre y se llamé a si mismo Akhenaton (el que sirve a Aton, el
Sol).

En Persia el Sol corresponde al dios Mitra (Sol invicto), que fue
incorporado por los romanos y del que existen templos o mitrarios en
numerosos lugares, especialmente en Roma. La religién mitraica fue el
principal competidor del Cristianismo en los primeros tiempos. Mientras
que los griegos tenian dos divinidades que representaban al Sol, Helios y
Apolo, éste ultimo era el padre de Esculapio, dios de la Medicina. También
hay ejemplos de ritos de la adoracion al Sol entre los incas, los aztecas y
los bramanes de la India (Abad, 1999).
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La humanidad le debe al Sol la luz, la energia, el calor, en definitiva,
la vida: sin €l no tendria lugar la fotosintesis de la que dependen las plantas
y los humanos no podrian fijar el calcio en los huesos o sintetizar la
vitamina D en la piel. Asi mismo esta presente continuamente en nuestro
entorno: rige las horas, los dias, las estaciones e incluso influye en el estado

de animao.

Sin embargo, con los beneficios del sol también se conocieron
rapidamente sus inconvenientes (Muller, 1997). Asi, los egipcios se
protegian del sol con un cucurucho colocado sobre la cabeza que contenia
sebo y mirra y que, al fundirse por el calor, se derramaba por la cabeza y
por el cuerpo, protegiendo a la piel. Los hipocraticos consideraban la
helioterapia como un remedio para consolidar las fracturas, pero tambien
era Util para tratar otros males como la hidropesia, la ciatica, la elefantiasis,
el asma y otros males del rifion o del utero. Durante la Edad Media,
Avicena fue un defensor de las propiedades curativas del sol y de los bafios
en general. Existe una innumerable lista de remedios para las quemaduras
solares, a base de aceites, sebo, mirra, heliotropo, vinagre, etc. Estos serian

los primeros filtros de proteccion frente al sol (Vicente, 1999).

La radiacion solar llega a la tierra en forma de emisiones
electromagnéticas. El espectro solar estd formado por radiaciones de
distinta longitud de onda, cuya energia es inversamente proporcional a su
longitud de onda (Sanchez-Saldaria, 2002).
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Ultravioleta Visible
Rayos X we |uve|uva Infrarrojos Microondas
[ I I
Longitud de onda (nm) 10 100 280315 380 750 1000

Caracteristicas de las radiaciones del espectro solar segun

(Honeyman, 2002):

Longitud de )
o Energia
Radiacién Onda
nm Kcal/Einstein
| Lejano 10.000 2.86
Infra rojo
Cercano 1.000 28.60
Rojo 700 40.8
Luz i
o Anaranjado 620 46.1
Visible
Verde 530 49.3

Las diferentes bandas de la radiacion visible corresponden a los
distintos colores del espectro segun (Montero, 2008): el limite entre las

diferentes partes del espectro ultravioleta se han fijado en:

El limite inferior de la radiacion UV a 200 nm corresponde al de la

accion ionizante sobre las moléculas.
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El limite entre UVC y UVB se sitla, segun el limite de su presencia

en la radiacion solar, a nivel de la superficie terrestre.

El limite entre UVB y UVA corresponde al limite de absorcién de

los acidos nucleicos.

El limite entre UVA vy visible corresponde a la iniciacion de las

reacciones fotoquimicas en la retina con la vision de los colores.

La Radiacion Ultravioleta supone entre el 5y el 10% de toda la
energia del espectro solar, del que la luz visible supone el 50% vy la
infrarroja el 40%; pero estos pueden variar por distintos factores como la
latitud, altitud, capa de nubes, polucion, concentracion de la capa de
ozono, estacion del afio y angulo del cénit solar, e incluso segun las horas
del dia.

Las radiaciones ultravioleta que llegan a la superficie terrestre
suponen alrededor del 7% de las radiaciones solares. El 6,7% corresponden
a la RUVA y el 0,3% a la RUVB; mientras que la radiacion UVC es

absorbida por la capa de ozono (Montero, 2008).

A su vez la RUV se compone de varias bandas de emision con

caracteristicas y efectos diferentes (Montero, 2008):

e La banda UV-A (320-400 pm): Se denomina también region de
onda larga o cercana a la infrarroja, posee mayor capacidad de
penetracion en la piel, pudiendo llegar hasta la dermis. Tiene bajo
poder eritematdgeno y es la responsable de la pigmentacion

directa, ya que actia oxidando la melanina, produciendo el
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bronceado inmediato y tardio de la piel, con o sin eritema.
Asimismo, se le atribuye el fotoenvejecimiento, la

fotosensibilidad cutanea y la inmunosupresion.

e La franja UVA | es menos eritematdgena y melandgena que la
franja UVA Il. Esta ultima tiene efectos similares a la radiacion
UVB respecto a la induccién de reaccion de quemadura solar,
pigmentacion y proliferacion de melanocitos. Se encuentra,
asimismo, en fuentes de luz artificial como las lamparas de vapor
de mercurio y los fluorescentes. Se utilizan para fototerapia y
fotoquimioterapia y tienen la capacidad de atravesar el cristal.

La puvaterapia, es decir, el uso de la combinacién de psoralenos
orales méas radiacion ultravioleta A (PUVA) se introdujo en 1974 en el
tratamiento de varias patologias cutaneas, especialmente en psoriasis y
linfomas cuténeos de células T. De modo que la pigmentacion que solia
presentarse en los pacientes, dio lugar al desarrollo de los centros de
bronceado rapido con radiacion UVA, que se utilizan con la finalidad
cosmética de broncearse rapidamente. Se creyd no nocivo para la piel,

aunque la experiencia ha demostrado que no es asi (Torras, 2004).

Segun Camacho (2001), con so6lo dos semanas de exposicion a RUV
A, se producen las mismas alteraciones moleculares que en las personas
con exposiciones frecuentes al sol, que pueden llevar al desarrollo del
cancer de piel (Whitmore, 2001), e incluso melanomas (Wang, 2001;
Scherschun, 2001). Por eso se puede afirmar que no existe el "bronceado
artificial seguro™ puesto gque, aunque las ldmparas no emitieran RUV-B, 30
minutos de exposicién a RUV-A equivalen a todo un dia expuesto al Sol de

la playa, segun Hanke (2000).
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Existen ademas otras razones para la proteccién frente a la RUV A

segun Camacho (2001):

La cantidad de RUV A que alcanza la epidermis y la dermis es 20
veces mayor que la de RUV B, ya que no se filtra por la capa de
0zono.

La RUV A no se modifica por las condiciones ambientales.

Como tienen mayor longitud de onda penetran mas
profundamente en la piel.

No se bloquean, como la RUV B, por el cristal.

Todo ello lleva a la seguridad de que la RUV A juega un papel

importante en el fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis. Se ha

considerado que la radiacién UVB es la Unica responsable del eritema por

radiacion ultravioleta (RUV). La radiacion UVA también lo puede

producir, aunque se requiere una dosis de 500 a 1.000 veces superior. El

eritema provocado por RUV A es inmediato, y maximo al final de la

exposicion; sin embargo, se desconoce el mecanismo por el que se forma.

Parece que el ADN es el cromo6foro mayor de las radiaciones UVB y UVC.

Por tanto, el dafio del ADN puede coincidir con el eritema.

La banda UV-B (290-320 um): es conocida también como
radiacion de la quemadura solar. A dosis moderadas estimula la
formacion de vitamina D, pero también causa eritema solar y
desencadena la verdadera pigmentacion de la piel con formacion

de melanina. Origina engrosamiento del estrato corneo,
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disminucion de la capacidad del sistema inmunologico y cancer
cutdneo. A nivel ocular produce irritacion de la conjuntiva y la
cérnea. Esta presente en fuentes artificiales de luz como las
lamparas de vapor de mercurio. Es filtrada por el cristal, pero no

por el cristal de cuarzo ni el agua.

La RUV B causa mutaciones en los oncogenes y genes supresores de

tumores que pueden originar cancer de piel: carcinomas basocelulares y

espinocelulares; mientras que la RUV-A origina dafio en el ADN mediante

una reaccion de fotosensibilidad que produce alteraciones cromosomicas,

lo que daria lugar a citotoxicidad y carcinogénesis, que son la causa mas

importante de la presentacion del melanoma, como ha sido demostrado en

modelos animales y cultivo de células cutaneas humanas (Camacho, 2001).

La banda UV-C (100-290 um): es la de menor longitud de onda,
se denomina también radiacion germicida y esta presente solo a
gran altitud, pues afortunadamente es absorbida por la capa de
ozono, ya que es letal para todos los seres vivos. Es
eritematdgena, mutagénica y carcinogénica en animales de
experimentacion. Al ser absorbida totalmente por la capa de
ozono Yy filtrada por el oxigeno, no llega a la superficie terrestre.
Sin embargo, se produce artificialmente y se encuentra en las
lamparas de xenon y las de vapor de mercurio. Estas radiaciones
son bloqueadas por el cristal de las ventanas. Por su poder
germicida se utiliza en la esterilizacion bacteriana del aire. El
personal que esta en contacto con esta longitud de onda debe usar
gafas de proteccion, porque produce irritacion de la conjuntiva y

la cornea. Provoca eritema visible en la piel después de 6 horas, y

el bronceado que produce es suave.
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Los rayos Infrarrojos corresponden a las radiaciones del espectro
solar responsables del efecto caldrico del sol y ademas aumentan la

capacidad eritematogena de la radiacion ultravioleta.

La luz solar produce dafio cutaneo porque las radiaciones
ultravioletas son absorbidas por el ADN, ARN, proteinas, lipidos de las
membranas y organelas celulares de la epidermis y dermis, incluyendo el
sistema vascular. Estos efectos de las radiaciones solares son acumulativos
y dosis-dependiente, relacionados con la duracion, frecuencia y calidad e
intensidad de la radiacién y conducen, como efecto inmediato, a la
liberacion de mediadores de la inflamacion como la histamina,

prostaglandinas y citocinas (Sanchez-Saldafia, 2002).

Los efectos biologicos de la radiacion ultravioleta son provocados
por la acumulacién de energia en las células irradiadas, provocando la
formacion de radicales libres de oxigeno. El anion superdxido (02:-), el
radical hidroxilo (-OH) y el peroxilo (R-OO-) se forman secuencialmente a
partir del oxigeno (Benavente-Garcia, 2002) y, si no son rapidamente
inactivados, oxidan distintas moléculas (Benavente-Garcia, 2002;
Rithidech, 2005a; Alcaraz, 2009).

La radiacion ionizante genera grandes cantidades de radical
hidroxilo, muy reactivo y el méas citotdxico, que, rapidamente, provoca la
peroxidacion de los lipidos (Alcaraz, 2009). A pesar de que, durante la vida
de la célula, se generan grandes cantidades de estos mismos radicales en las
distintas reacciones celulares, los ROS formados por el depoésito de energia
de la radiacion ionizante se diferencian de los enddgenos en su frecuencia

de aparicion y localizacion (Alcaraz, 2009).
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En condiciones normales la célula esta expuesta a la accién de los
radicales, por lo que al mismo tiempo dispone de sistemas antioxidantes
enddgenos y enzimas capaces de reparar los dafios. Sin embargo, en caso
de la generacion masiva de ROS, como ocurre a causa de la radiacion
ionizante, estos sistemas se saturan y el estrés oxidativo puede causar
citotoxicidad radioinducida (dafios cromosomicos y mutaciones) o, incluso,
la muerte de la célula (Rithidech, 2005a).

La radiacion ultravioleta, incluso a dosis bajas, es capaz de aumentar
la actividad y la union al DNA de NF-kB en células hematopoyéticas y en
distintas lineas tumorales (leucemia, cancer de cabeza y cuello, mama,
colon, prostata, etc.). (Garg, 2005; Kim, 2005a; Rithidech, 2005b; Brzoska,
2009). Este factor de crecimiento causa el incremento de la expresionde
moléculas antiapoptoticas (Bcl-2), promoviendo parcialmente la resistencia
a los efectos toxicos de la radiacion (Kim, 2005a; Watanabe, 2007). En el
estudio de Kim, 2005a de tratamiento de células de cancer de prostata con
un inhibidor del proteasoma, bloqued la degradacion de kB y, por tanto, la

actividad de NF-xB, sensibilizandolas a la radiacion.

El mecanismo de accidn de este proceso parece ser multifactorial.
Por un lado, las roturas que la radiacion causa en el DNA disparan varias
vias de sefializacion que convergen en la activacion de NF-xB; una de ellas
estd mediada por la quinasa mutada en ataxia telangiectasia (ATM), un
activador de NF-«kB que, ademas, regula la actividad de proteinas
reparadoras del DNA e implicadas en el ciclo celular (Bakkenist, 2003;
Brzoska, 2009). La activacion de ATM puede generar sefiales a favor de la
supervivencia o a favor de la apoptosis, segun la intensidad del dafio

genotoxico o los perfiles de expresion génica de la célula (Brzoska, 2009).
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Por otro lado, los ROS formados por la radiacién UV, oxidan los
centros cataliticos de las fosfatasas celulares, modificando asi, el equilibrio
entre formas de receptores de membrana y quinasas citosélicas
fosforiladas/defosforiladas (Kamata, 2005), lo que pone en marcha
cascadas de sefializacion hacia el nacleo. Una de las mas importantes, que
implica la activacion de quinasas como algunas MAPK o la quinasa
inductora de NF-xB (NIK), provoca la activacion de ese factor de
transcripcion (Brzoska, 2009). Otra via implica la translocacion al ndcleo,
inducida por ROS, de ciertas proteinas, entre ellas IKK, que forman
complejos con ATM (Wu, 2005; Wu, 2006; Wu, 2007); el complejo ATM-
IKK vuelve al citoplasma, donde activa a NF-kB. Asimismo, en ocasiones
se generan cantidades de ROS suficientes como para que activen
directamente a NF- kB (Brzoska, 2009).

Los radicales libres, ademas de su importancia como causantes de
dafios celulares, han sido propuestos como activadores de distintas
moléculas, como las caspasas, las MAPK y AP-1 (Brzoska, 2009). Debido
a sus efectos sobre las cascadas de sefializacion mencionadas, la radiacion
ionizante causa la expresion de COX-2 y la consiguiente sintesis de PGE2,
lo que se ha relacionado con un aumento de la radiorresistencia (Tessner,
2004).

El exceso de radicales libres provoca una cascada de eventos que
conlleva el deterioro progresivo de la estructura y funcion celulares, al
oxidar distintas biomoléculas celulares. Una de las principales dianas es, de
nuevo, el DNA; los ROS provocan rotura de hebras del DNA,
entrecruzamientos de las proteinas asociadas, y la oxidacion de las bases

del DNA, fundamentalmente de la guanina, que da como resultado la
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formacion de 8-oxo-7,8-dihidroxi-2’deoxiguanina (8-o0xo-dG), causante de
mutaciones (Wilgus, 2003a; Svobodova, 2006; de Gruijl, 2008; Rundhaug,
2008).

Estos dafios inducen la expresion de p53 y de p21, a través de las
quinasas ATM, ATR, p38 y otras MAPK, en las 8-12 horas posteriores a la
exposicion; se detiene el ciclo celular para intentar reparar los dafios
geneéticos y, si no es posible, la célula entra en apoptosis (Svobodova, 2006;
Rundhaug, 2008). Sin embargo, las mutaciones o la pérdida del gen de p53,
muy frecuentemente causadas por la radiacion UV, eliminan este punto de
control, aumentando la susceptibilidad de la piel a la fotocarcinogénesis (de
Gruijl, 2008).

También el DNA mitocondrial sufre dafios oxidativos; ademas,
debido a la menor eficacia de los sistemas reparadores del organulo,
acumula mas mutaciones que el nuclear (Svobodova, 2006). Asi, en la piel
expuesta a RUV, se detecta con mayor frecuencia la deleccion de una zona
del DNA mitocondrial, que contiene regiones codificantes de varios
elementos de la cadena respiratoria. Este dafio, ademéas de afectar a la
funcion mitocondrial, puede causar la acumulacion de mas ROS (Yaar,
2007).

Los ROS formados por la radiacion UV, ademas, son capaces de
atacar a las membranas celulares formando radicales lipoperoxilo y
lipohidroperoxido, que también son especies reactivas y tienen una vida
media mucho mayor (Nishigori, 2006; Svobodova, 2006; Bossi, 2008;
Filip, 2009; Rhodes, 2009).. Oxidan los centros cataliticos de las fosfatasas
celulares, entre ellas PTEN, alterando el equilibrio entre formas

fosforiladas/defosforiladas de receptores y quinasas celulares (Yaar, 2007;
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Rundhaug, 2008; Brzoska, 2009). Esto causa la activacion de los receptores
de IL-1, TNF-a, insulina, factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y
EGF (Yaar, 2007); de las quinasas MAPK, PI3K / Akt (Mahns, 2004;
Bachelor, 2005; Kim, 2005b; Svobodova, 2006; Rundhaug, 2008; Brzoska,
2009; Huang, 2009), asi como de los factores de transcripcion AP-1y NF-
kB (Reelfs, 2004; O'Dea, 2008; Brzoska, 2009). E1 AP-1, que es activado,
ademas, por la liberacion de ceramidasde las membranas oxidadas,
aumenta la proliferacion de queratinocitos, causando la hiperplasia epitelial
tipica del fotoenvejecimiento, e inhibe la sintesis de procolageno de tipo | y
11 (Yaar, 2007).

La radiacion UVA y UVB induce la expresion o activa a las enzimas
del metabolismo del &cido araquidonico. Rhodes et al. (2009) han
demostrado que, tras la exposicion de piel humana a radiacion UV, se
produce una activacion secuencial del metabolismo del &cido araquidénico.
Asi, a las 24 horas de la exposicion, aumenta la expresion de COX-2, que
sintetiza prostaglandinas vasodilatadores (E y F) en las 24-48 primeras

horas, asociado al eritema.

La peroxidacion lipidica activala PLA2 (Bachelor, 2004). Los dafios
a las membranas, asi como la activacion de quinasas de sefializacion
(Mahns, 2004; Bachelor, 2005; Kim, 2005a; Rundhaug, 2008; Brzoska,
2009) aumentan la expresion de COX-2 (Mahns, 2004; Afag, 2005;
Bachelor, 2005; Kim, 2005b; Svobodova, 2006; Yaar, 2007; Harris, 2007b;
Rundhaug, 2008), asi como tras una exposicion aguda a UV, sobre todo en
la capa basal, causando un aumento de la proliferacion y apoptosis de los
queratinocitos (An, 2002; Tripp, 2003; Rundhaug, 2008).
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El incremento de la incidencia del cancer cutaneo, cuyo tratamiento
supone un coste anual de unos 2900 millones de dolares en EEUU segln
Sharma, 2010, asi como el interés de la sociedad de luchar contra el
envejecimiento cutaneo, un mercado que movio unos 10.000 millones de
ddlares segun Yaar, 2007, ha estimulado la investigacion. En 1894 se
establecio la relacidn entre la exposicion solar y el cancer de piel y, desde
entonces, se ha identificado la radiacion UV como el principal factor
etiologico de los carcinomas cutaneos, responsable del 90% de estos
tumores (Filip, 2009), ademas de provocar, aproximadamente, tres millones
de casos de cataratas al afio en todo el mundo (Gonzélez, 2008). La
radiacion UV es un carcindgeno completo que causa eritema, edema,
quemaduras, engrosamiento de la piel y aumento de la pigmentacion tras
exposiciones agudas e inmunosupresion, envejecimiento prematuro y

carcinomas si la exposicion es crénica (Filip, 2009; Nichols, 2010).

De ahi que la fotoproteccion y la quimioprevencién se hayan
constituido en elementos profilacticos y terapéuticos esenciales en la lucha
contra el fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis (Gonzalez, 2008;
Filip, 2009), por lo que existe un enorme interés por el desarrollo y

comercializacion de nuevos compuestos fotoprotectores.
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C. FOTOPROTECCION

Aungue parece logico pensar que la mejor proteccion solar
corresponderia a evitar la exposicién al sol, la conclusién no puede ser
evitar totalmente el sol, sino al contrario y en lo que existe consenso
universal, lo que se debe hacer es practicar la denominada fotoproteccion,
puesto que el exceso de radiaciones solares provoca la presentacion tanto
de lesiones precancerosas como del cancer de piel, especialmente en
personas de edad media y avanzada, de piel clara, que han vivido y
trabajado en climas soleados, aunque esta denominada "dermatoheliosis"” se
produce también en personas jovenes que se exponen excesivamente al sol,
sin proteccion, o a fuentes de luz ultravioleta artificiales para conseguir un
bronceado rapido, lo que ocurria hasta hace poco mas frecuentemente en
mujeres jovenes (Camacho, 2001). De este modo durante las ultimas
décadas, la exposicion solar ha sufrido un aumento considerable, sobre

todo la intermitente o de tipo recreativo.

La FOTOPROTECCION esta centrada en el uso de fotoprotectores,
sustancias en cuya composicion se incluyen filtros solares, que cumplen la
mision de prevenir los dafios causados por la radiacién solar, lo que
ademas, permite el proceso natural del bronceado, evitando sus riesgos y

secuelas. Los principios generales de la fotoproteccidn corresponden a:

e Absorcion y disminucion de la transmision de RUV: se realiza
en el estrato corneo, mediante el uso de sustancias quimicas

absorbentes de RUV B (290-320 um) y RUV A (320- 400 pm).
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e Aumento de la dispersién de RUV: se produce en el estrato
corneo y la epidermis, mediante el uso topico de particulas
micronizadas de dioxido de titanio, 0xido de zinc 0 melanina.

e Inactivacion de los radicales libres y formas reactivas de
oxigeno: se producen en las células viables de la epidermis y
dermis. Son inhibidos por antioxidantes y supresores de radicales
libres. Al contrario de lo que sucede con los anteriores, este tipo
de fotoproteccion es de efectividad variable.

e Blogueo fisico de los RUV: se produce en la superficie cutanea y
se realiza mediante sombrillas, sombreros y vestidos de nilon,

poliéster y algoddn, con efectividad de buena a excelente.

Existen diferentes tipos de fotoprotectores en funcién del tipo de filtro

y su mecanismo de accién (Montero, 2008):

Quimicos: los filtros solares mas usados son los quimicos u
organicos. Sustancias de sintesis que actian como cromoforos absorbiendo
la energia transportada por un foton incidente; posteriormente, las
moléculas vuelven a su estado inicial, liberando el exceso de energia en
forma de calor imperceptible, radiacién fluorescente o transformacion

quimica en un isdmero o fotoproducto potencialmente reactivo.

Cada filtro quimico tiene un espectro de absorcion determinado. Los

filtros que absorben predominantemente la RUV B son los que se utilizan

34



Antecedentes

con mayor frecuencia: PABA, octo-crylene, homosalate, 4-
methylbenzylidene, camphor, ethylhexyl methoxycinnamate,
phenylbenzimidazole sulfonic acid, etc. El espectro de absorcién de otros
filtros, que se emplean en combinacion con los anteriores y que los estan
sustituyendo progresivamente en el mercado, incluye tanto la RUV B como
la RUV A (con un pico de absorcion en este rango): benzophenone-3,
butylmethoxy-dibenzoyl met-hane, terephthalydene dicamphor sulfonic
acid, drometrizole trisiloxane, bis-ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl
triazine (Tinosorb® S), methylene bis-benzotriazolyl

tetramethylbutylphenol (Tinosorb® M), entre otros.

Fisicos: o pantallas fisicas, son polvos inorganicos inertes, formados
por pequefias particulas de 180-190 pm de didmetro, compuestas por
dioxido de titanio, 6xido de zinc, éxido de hierro, éxido de magnesio, mica
0 talco. Actuan reflejando todas las radiaciones solares con independencia
de su longitud de onda. Estas pantallas presentan el inconveniente de
formar una mascara blanca, especialmente inestética a concentraciones
superiores al 5%. La reflexion de la luz visible es menor en las formas
micronizadas o ultrafinas, en las que el diametro de las particulas varia
entre 20 y 50 um, lo que les confiere un aspecto mas transparente,
mejorando asimismo sus propiedades cosméticas. Son eficaces tanto para la
radiacion ultravioleta como para los rayos infrarrojos (Sanchez-Saldafia,
2002).

Bioldgicos: son sustancias que penetran los tejidos y refuerzan las
celulas para que se defiendan mejor de la radiacion. Tienen actividad
antioxidante y, aplicadas topicamente, disminuyen el estrés oxidativo

inducido por la RUV. Potencian la proteccion de los filtros solares
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convencionales, y disminuyen el dafio celular. Entre estos, se encuentran
sustancias que, como diversas vitaminas, presentan actividad antioxidante
directa. Sin embargo, también existen otras sustancias que ejercen esta
actividad antioxidante a través de su capacidad quelante del hierro
(diferentes flavonoides) y sustancias que aumentan la actividad de las
enzimas antioxidantes de la piel (algunos oligoelementos). Estos filtros han
demostrado su eficacia frente a los efectos de las RUV, pues son
antioxidantes que evitan la formacion de radicales libres y potencian el
subsistema inmunoldgico cutaneo. Se estan utilizando cada vez con mas
profusion, siendo las vitaminas A y E las mas utilizadas en forma de

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

Administrados sistémicamente, los filtros biologicos tienen la ventaja
de proporcionar una proteccién basal beneficiosa y permanente, que actla
independientemente del uso de la fotoproteccion topica. Constituyen una
reserva antioxidante que protege a medida que la fotoexposicién va
agotando los antioxidantes naturales de la piel. Ademéas evitan los
problemas inherentes a la fotoproteccion topica, como la aplicacion
insuficiente de producto, poco respeto a los tiempos de reaplicacién o la
influencia del roce, agua o sudor. En ningln caso sustituyen a los

fotoprotectores topicos, sino que los complementan.

Organominerales: parecen representar el futuro de la
“fotoproteccion total”. Se trata de filtros capaces de actuar tanto por
absorcion como por reflexion e incluso, por una combinacion de ambos:
dispersion o scattering. Son filtros quimicos pero insolubles, con lo que

adquieren a la vez, las ventajas de los quimicos (cosmeticidad) y de los
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fisicos (seguridad), siendo ademas de gran capacidad filtrante en el UVA

(derivados del benzotriazol (Tinosorb® M).

De la combinacion de estos tipos de filtros se puede obtener un
fotoprotector cuya capacidad protectora viene determinada por el Factor de
Proteccion Solar (FPS). La actual definicion del factor de proteccion solar,
en la que estdn basados la totalidad de los métodos de evaluacion
conocidos se fundamenta en los trabajos de Schulze (Montero, 2008) quien
en 1956, definid el FPS como la relacion entre la minima dosis eritematica
(MED) de la piel protegida con el producto y sin él, a las 24 horas de
someterse a la irradiacion (Schulze, 1956). Es un indice que da idea del
tiempo que se puede permanecer expuesto al sol sin riesgo de quemadura.
Algunos autores prefieren el término factor de proteccion, debido a que en
su célculo solo se considera la respuesta eritematica (es decir, la respuesta a
RUV B) a las 24 horas (Pons, 1995).

Los protectores solares no evitan el dafio solar, ya que se ha
demostrado que las dosis suberitematosas de RUV causan una variedad de
cambios moleculares (incluyendo dafios en el ADN) en estas células. No
obstante, el espectro de la RUV que llega a las células viables, se ve
alterado por el protector solar aplicado topicamente. Aungue no puede
haber duda acerca de la eficacia de los protectores solares para la
prevencion del eritema, se plantea la cuestion de los posibles efectos
acumulativos de dosis suberitematosas crénicas y el aumento de la
exposicion de las células de la piel para las longitudes de onda maés largas
de RUV. El reto principal de los protectores solares, tiene que ver con su
capacidad de proteger las células contra los efectos de la radiacion UVA.

Estos efectos pueden ser los dafios directos (oxidaciones de bases) o los
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efectos sobre el sistema inmunologico de la piel; sin embargo, no existe un
método aceptado de manera uniforme para la evaluacion de la proteccién a
RUV-A (Gasparro, 2010).

Los recientes avances tecnoldgicos han producido una nueva
generacion de filtros solares UVA estables de espectro completo, que
usados con regularidad pueden reducir el riesgo de fotoenvejecimiento y
cancer cutaneo (Thomas, 2013), tales como el Avobenzona que es,
probablemente, el fotoprotector con el mas amplio y eficaz espectro frente

a RUV A. Sin embargo es inestable cuando se expone a la luz solar.

Para la eleccion del fotoprotector mas adecuado se deben tener en

cuenta varios factores:

e Individuales: fototipo cutaneo (Fitzpatrick), edad, situaciones
especiales (embarazo, patologias, tratamientos farmacoldgicos,

antecedentes familiares de melanoma, etc.).

e Medioambientales:

o Latitud: en el ecuador los rayos inciden sobre la Tierra de
forma perpendicular, la radiacion sera més intensa al acercarse a
los polos.

o Altitud: a mayor altitud mas intensidad de radiacion.

o Estacion del afio: en verano se estd mas cerca del sol por

tanto la radiacion es mayor.
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o Climatologia: las nubes dejan pasar el 90 % de la RUV pero
no IR; aunque desaparece el efecto caldrico, hay que seguir las
normas basicas de la fotoproteccién, aun en dias nublados.

o Reflexion: el agua, la nieve y la arena reflejan la radiacion

solar por lo que a la radiacion habra que sumar la reflejada.

e Dependientes del producto: como crema, locion, gel, gel-crema,
stick, spray, dry-oil, espuma, compacto) y ademas influiran otros
aspectos como su inocuidad, estabilidad, resistencia y accién
prolongada (water-resistant, waterproof y sweatproof). Pero sobre
todo, lo mas importante es elegir el fotoprotector que asegure una
buena absorcidn de las radiaciones nocivas a las que se vaya a

exponer.

La proteccion proporcionada por la proteccion solar se relaciona
ademas de la correcta seleccion del fotoprotector también con la cantidad
del producto aplicado. La aplicaciéon de una cantidad adecuada de protector
solar es, con mucho, el factor mas importante en su eficacia (Thomas,
2013).EI factor de proteccién solar de los filtros solares se estudia usando
un espesor de 2 mg/cm®.Se ha demostrado que una nueva aplicacion o el
uso de un FPS muy alto (70-100) pueden compensar, en parte, la
discrepancia entre la cantidad de protector solar aplicado durante la prueba
y el necesario en realidad asi como que la aplicacion de proteccion solar

puede ser mejorada con la educacion de los consumidores (Petersen, 2013)
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Sustancias con propiedades fotoprotectoras: a lo largo de la
historia, se han ido desarrollando nuevas “férmulas” que ayuden a retrasar
0 mejorar la importancia de los problemas estéticos que ocurren durante el
proceso del envejecimiento. Se puede actuar a nivel tdpico, aplicando
sustancias activas antiglicantes y antioxidantes que consigan disminuir de
forma significativa el acimulo de sustancias toxicas, para devolver la
funcionalidad a la piel y contribuir a romper y frenar el tan temido proceso

del envejecimiento cutaneo (Prieto, 2010).

En 1950, Harman fue el primero en proponer la “Teoria del
envejecimiento celular inducido por radicales libres”. Desde entonces, el
desarrollo de productos farmacéuticos que los contienen, principalmente
enfocados hacia el tratamiento del envejecimiento cutaneo, ha sufrido un
crecimiento acelerado y numerosos estudios han demostrado sus efectos
benéficos respecto a su capacidad fotoprotectora y anticarcinogénica
(Ramos, 2010).

Los principales activos empleados en las férmulas
antienvejecimiento han sido segun Pons, 2008: antioxidantes vy
secuestradores de radicales libres, quelantes de iones ferrosos,
regeneradores y reparadores, enzimas Yy antienzimas, protectores
inmunoldgicos, activos antiglicosilacién, aceites esenciales hidratantes, y
otros fotoprotectores. Recientemente se han comercializado fotoprotectores
orales que contienen distintos principios activos, principalmente
antioxidantes, que pueden regenerar la capacidad antioxidante del

organismo perdida por la exposicion solar.

Los antioxidantes se han utilizado durante siglos en las culturas

antiguas y modernas para las diversas enfermedades.
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Los antioxidantes son sustancias que pueden proteger del estrés
oxidativo enddgeno y exdgeno al eliminar los radicales libres. La mezcla
de antioxidantes de vitamina C, vitamina E, pycnogenol y aceite de onagra
inhibe significativamente la formacion de arrugas por RUV B croénica, a
través de una inhibicion significativa de la actividad de metaloproteinasas
de la matriz extracelular (MMP) y aumento de la sintesis de colageno (Cho,
2007). Asimismo se comercializan antioxidantes topicos para prevenir dafio
en la piel inducido por RUV y el envejecimiento, asi como para tratar las

arrugas y el eritema debido a la inflamacion (Allemann, 2009).

La formulacion se basa principalmente en la utilizacion del
bloqueador del primer radical de oxigeno superdxido dismutasa (SOD), que
se forma en el tejido cutdneo y actla sobre el radical superdxido,
convirtiéendolo en peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular. La
formulacién de los antioxidantes administrados topicamente deben cumplir

dos requisitos:

1. El producto debe ser estable, ya que los antioxidantes pueden
oxidarse e inactivarse antes de llegar al érgano diana.

2. Deben ser adecuadamente absorbidos por la piel, llegar a su
objetivo en la forma activa y permanecer alli el tiempo suficiente

para poder ejercer los efectos deseados.

En este sentido, es importante tener en cuenta también los productos
0 moléculas con propiedades antioxidantes, que pueden ser utilizadas como

ingredientes cosmeticos antienvejecimiento.
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Estos compuestos incluyen, mezclas de vitaminas antioxidantes, el
licopeno, extractos vegetales ricos en polifenoles (extractos de Polypodium
leucotomos o de té verde) y de flavonoides, como la genisteina, que

combinan la accion antioxidante con la antiinflamatoria (Gonzélez, 2008).

Ademéas, es bien conocido que la administracion tépica de
antioxidantes (formulaciones con vitamina C) que puede obtenerse a partir
de alimentos como las frutas citricas en las que predomina en su forma
reducida, el acido ascorbico, han demostrado efectos beneficiosos en la
prevencion de los dafios solares mediante la reduccion de células de
quemaduras solares y la disminucién de eritema por RUV Ay RUV B. La
adicién de vitamina C topica a cualquier protector solar, frente a RUV A o
RUV B, ha demostrado asimismo mejora en la proteccion al sol y ser (til
para secuestrar las especies oxidativas inducida por la radiacién ultravioleta
(Allemann, 2009). En un trabajo en humanos, los polifenoles del té verde
redujeron el edema y la infiltracion leucocitaria inducidos por la radiacién
UV (Nichols, 2010).

El grupo mas importante corresponde al formado por los
antioxidantes fendlicos, como son el x-tocoferol o vitamina E y sus
derivados, como acetato de tocoferol, nicotinato de tocoferol, acetil
salicilato de tocoferol, dioleil tocoferil metil silanol, tocoferil ascorbil
fosfato, liposomas cargados con x-tocoferol y acido urico. De igual forma,
cabe destacar la importancia antioxidante de diversos flavonoides extraidos
del mundo vegetal, como son la rutina, miricetina, kaempferol y quercetina,
entre otros. E incluso dentro de este grupo, extractos vegetales, como
Mimosa tenuiflora, Silybum marinum, Medulat prele, Medulat auberpine y

la vitamina C y sus derivados, como el palmitato de ascorbilo, linoleato de
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ascorbilo, acido ascorbico oxietilenado, que son obtenidos para una mejor

estabilidad de la mencionada vitamina C.

El licopeno, un carotenoide que se encuentra en las frutas rojas y en
algunos vegetales bajo la piel, siendo responsable de su color rojo. Es un
poderoso antioxidante que reduce la peroxidacion lipidica, evita el eritema
causado por la radiacion UV en la piel, asi como aumenta la proteccion a
corto plazo (quemaduras solares) y los efectos acumulativos de la
exposicion al sol (Goswami, 2013) tienen efecto protector frente a la
radiacion RUV (Pinnell, 2003).

Tambien es frecuente la utilizacién de una coenzima de la cadena
respiratoria, la ubiquinona coenzima Q10, cuya aplicacién tépica produce
un potente efecto antieritematdégeno capaz de reducir la formacion de
radicales libres. Para ciertos formuladores parece ser mucho mas
interesante la incorporacién a las formulas cosméticas de ingredientes que
posean una actividad antielastasa y antihialuronidasa (en el caso de este
ultimo, se utiliza el extracto de vid y el extracto de mimosa tenuiflora a
dosis comprendidas entre 3 y 5%) (McDaniel, 2005; Allemann, 2009).

Asimismo, se ha investigando ampliamente el uso de polifenoles
(polifenoles del té verde, resveratrol, curcumina, genisteina, silimarina,
quercetina, apigenina, etc.) como fotoprotectores tdpicos (Yaar, 2007;
Gonzalez, 2008). Numerosos compuestos vegetales han demostrado
proteger frente a los dafios causados por RUV B, entre ellos el resveratrol,
los &cidos cafeico y ferdlico, la apigenina, la genisteina, la quercetina, el
EGCG, la epicatequina, la silibina, y la silimarina (extracto de Sylibum
marianum) y extractos de Ginkgo biloba, Polypodium leucotomos o

Prunella vulgaris. Sin embargo, solamente unos pocos (acido carndsico,
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quercetina, epicatequina, EGCG, silimarina, extractos de P. leucotomos o

P. vulgaris) parecen proteger frente a RUV A (Svobodova, 2006).

El té verde es una bebida muy popular, asi como un antioxidante,
que se extrae de la planta Camellia Sinensis. Existen 4 catequinas
polifendlicas principales, de los cuales, la 3-galato epigalocatequina
(EGCG) es la mas abundante y biologicamente activa. GTP se puede
administrar bien por via oral o topica. Con diversos estudios “in Vitro” e
“in vivo”, el té verde es probablemente el antioxidante mas estudiado
(Afac, 2006). Los polifenoles del té verde (GTP) no sdlo poseen actividad
antioxidante, sino que también actdan como agentes antiinflamatorios y
anticancerigenos. Asi, en aplicacion tépica, los GTP han demostrado que
suprimen la quimio y la fotocarcinogéenesis en ratones y que contribuyen a
evitar el dafio oxidativo inducido por RUV y la induccién de la matriz de
las metaloproteinasas. Como con la mayoria de los antioxidantes, no
existen ensayos clinicos controlados y la concentracion de fenoles en los
diferentes productos no esta estandarizada. A pesar de esto, existen en el
mercado distintos tipos de formulaciones cosméticas segun su forma
farmacéutica o galénica (Wang, 1991). En un trabajo en humanos, los
polifenoles del té verde redujeron el edema y la infiltracion leucocitaria
inducidos por la radiacion UV (Nichols, 2010).

La Silimarina es un flavonoide polifendlico natural derivado de la
planta del cardo mariano, Silybum Marianum. Su componente principal
silibina (silibinina) se considera la mas activa biolégicamente, con potentes
propiedades antioxidantes. Diversos estudios han demostrado efectos
fotoprotectores al aplicarla topicamente, antes o inmediatamente después
de la radiacion UV, por lo que parece razonable incluirla entre los

protectores solares (Allemann, 2009)
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CoffeeBerry ® (FutureCeuticals VDF) es el nombre propio para un
antioxidante extraido del café arabica Coffea. Se ha demostrado que es un
antioxidante mas fuerte que el té verde, extracto de granada, vitaminas C y
E.41. Contiene polifenoles bien conocidos por sus propiedades
antioxidantes. En 2007, fue lanzado un producto que contiene polifenoles
CoffeeBerry ® 1% (Revaléskin TM, Laboratorios)

El resveratrol es un compuesto antioxidante polifenolico que se
encuentra en las uvas, nueces, frutas y vino tinto, entre otros. Estudios “in
vitro e in vivo” han demostrado que, cuando se aplica topicamente, el
resveratrol protege contra el dafio cutaneo, e inhibe el estrés oxidativo
mediados por RUV B. No obstante, no existe demostracion cientifica de
sus efectos sobre la piel humana y el fotoenvejecimiento, aunque se incluye
en algunos productos que dicen tener beneficios antienvejecimiento (Afac,
2006).

Las semillas de uva (Vitis Vinifera), son ricas en proantocianidinas,
potentes antioxidantes, pertenecientes a la familia de los flavonoides.
Presentan fuerte poder inhibidor de radicales libres, mas incluso que las
vitaminas C y E. Mittal, et al. (2003), sugirieron un posible mecanismo
antioxidante de la fotoproteccion de las proantocianidinas de semillas de
uva (SGP), que han demostrado su capacidad de inhibir la depleccion de

los componentes antioxidantes que induce la radiacion de UVB.

Los extractos de granada (Punica Granatum), en concreto los
componentes fenolicos, tienen potente actividad antioxidante. La aplicacion
topica del extracto de cascara in vivo, demostrd su capacidad de restaurar

las actividades enzimaticas de la catalasa, peroxidasa y superdxido
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dismutasa. “In vitro”, el extracto de fruta ha demostrado mejorar el dafio
mediado por RUV Ay proteger contra los efectos adversos de la radiacion
RUV B. El extracto de granada esta disponible en diversos productos de
cuidado de la piel (Afac, 2006), ha demostrado que su incorporacion a
formulas fotoprotectoras mejora el dafio de las quemaduras solares
(Goswami, 2013, Pacheco- Palencia, 2008)

La genisteina es una isoflavona derivada de la soja con capacidad
para inhibir el dafio oxidativo de ADN inducido por RUV. La genisteina,
ya sea aplicada por via topica o suplementada por via oral, ha demostrado
proteger eficazmente la piel humana contra el fotodafio inducido en la piel
por RUV-B. Se incluye en diversos productos como cremas hidratantes
faciales, protectores solares y otras formulaciones de cuidado de piel que

pretenden proveer efectos antienvejecimiento (Afac, 2006).

El Pycnogenol® es el nombre de un extracto estandarizado extraido
de la corteza del pino maritimo francés (Pinus Pinaster). Su uso terapéutico
ya fue descrito en el Siglo IV, y usado desde Hipdcrates en enfermedades
inflamatorias, asi como para la cicatrizacion de heridas. Posee una accién
antiradicales libres muy potente, pues mas del 65% de sus componentes
son polifenoles y procianidinas, aunque el mayor componente son las

catequinas (Prieto, 2010).

Las hojas de Aloe Vera y A. Barbadensis son el origen del gel de
aloe, que se utiliza ampliamente en cosmética para hidratacion y
revitalizacion. Bloquea los rayos UVA y UVB. La bradiquiinasa es la
enzima que detiene las quemaduras de sol al estimular la intervencion del
sistema inmune, por lo que puede actuar como un filtro solar (Goswami,
2013).
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Los Aceites esenciales son mezclas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas por las plantas, que dan el aroma caracteristico a algunas
flores, arboles, frutos, hierbas, especias, semillas y de ciertos extractos de
origen animal (almizcle, civeta, &mbar gris).Un aceite esencial esta
constituido por cientos de sustancias distintas. Generalmente los
componentes mayoritarios son hidrocarburos terpénicos (sin aroma o con
poco aroma) Yy los minoritarios son los responsables del aroma
caracteristico del aceite esencial y quedan englobados en distintas familias
quimicas. Estos son: hidrocarburos terpénicos, aldehidos, acidos (acético,
palmitico), alcoholes (linalol, geraniol, mentol); fenoles, ésteres, cetonas y
otros componentes (como eteres, derivados nitrogenados, sulfuros,
tioéteres, tioestéres). En menor concentracion se encuentran sustancias
quimicas volatiles, responsables principales del aroma global del aceite

esencial.

Otros componentes del aceite esencial no estan relacionados con su
aroma (ceras, acidos, etc.), pero si pueden tener su importancia para
determinadas aplicaciones y pueden actuar como conservantes, antibiéticos
o fijadores del aroma en el aceite esencial. Se trata de productos quimicos
intensamente aromaticos, no grasos (por lo que no se enrancian), volatiles
por naturaleza (se evaporan rapidamente) y livianos (poco densos). Son
insolubles en agua, levemente solubles en vinagre y solubles en alcohol,
grasas, ceras y aceites vegetales. Se oxidan por exposicion al aire. Se han
extraido mas de 150 tipos, cada uno con aroma propio e incluso “virtudes

curativas Unicas” (Goswami, 2013).
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D. ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD Y GENOPROTECCION.

Entre los métodos utilizados se encuentra el denominado ENSAYO
DE MICRONUCLEOS:

Los microndcleos se han definido como estructuras o cuerpos
pequefos y redondos, inmersos en el citoplasma y visiblemente separados
del ndcleo celular. Dichos cuerpos son similares al nucleo en cuanto a su
forma, estructura y caracteristicas de coloracion (Almassy, 1987) y se

denominan asi por su reducido tamafio en comparacion con el del nucleo.

Las primeras observaciones de cuerpos intracitoplasmaticos de
material nuclear, atribuidos a dafio cromosdmico inducido por la radiacion,
se describieron hace varias décadas en el esperma de raton y en celulas
meristeméaticas de la raiz de algunas plantas (Thoday, 1951).
Posteriormente, se han descrito también en hematologia como cuerpos de
Howell-Jolly, o grénulos esféricos, en el interior de los eritrocitos

policromatofilos, de origen nuclear, secundarios al dafio cromosomico.

Los micronucleos pueden originarse de fragmentos acéntricos, que
no pueden incorporarse a los nucleos hijos durante la division celular por
carecer de centromero (Sasaki y Norman, 1966; Heddle y Carrano, 1977),
pero también pueden estar formados por cromosomas completos que
quedan fuera del nucleo durante la mitosis, por un fallo en el eje mitético o
por configuraciones complejas de cromosomas que causan problemas
durante la anafase (Schmid, 1975, 1976).
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Actualmente, se considera que la formacion de micronicleos, puede
inducirse por agentes clastogénicos o por inhibidores mitéticos. El tamario
del micronucleo se ha utilizado para conocer su origen, de forma que la
mayoria de microndcleos inducidos por agentes clastogénicos, son
generalmente mas pequefios que aquellos inducidos por toxicos del eje
mitotico (Yamamoto y Kikuchi, 1980; Valadaud-Barrieu, 1983).

Pincu (1984) estimé que el 80% de microndcleos en linfocitos
irradiados con radiacion gamma, tienen un contenido de DNA menor del 5
% del contenido del nucleo en la interfase, lo que implicaria, para algunos
autores, un origen de fragmentos acéntricos. Los restantes micronucleos,
con un contenido de DNA entre el 6-20 % del contenido del nucleo
principal, se supone que se han originado principalmente como resultado
de defectos en el eje mitdtico. La mayoria de los micronucleos pueden
originarse del DNA durante la fase S (Nusse y Kramer, 1984; Pincu, 1984)
y aunque lo pueden hacer, incluso cuando el nacleo principal no esté en la
fase S (Obe, 1975; Pincu, 1984). El tamafio de los micronucleos inducidos
por radiacion ionizante se encuentra fundamentalmente en los de tamafio

més pequefio (6-12 pm?) (Hogstedt y Karlsson, 1985).

Debido a su origen, el numero de microndcleos es dependiente
directamente de la proliferacion celular. De tal forma que aparecen hacia el
final de la primera division mitotica, tras la exposicion a la radiacion,
aunque el mayor numero puede aparecer en las siguientes divisiones y
acumularse en el citoplasma durante un cierto periodo de tiempo. Después
se observa un descenso rapido de la frecuencia de micronucleos, debido
sobre todo a la muerte de las células aberrantes, asi como a la dilucion de
las células micronucleadas con el resto de células normales. La produccion

radioinducida de micronucleos la describid por primera vez Evans, 1959,
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en células de raiz de habas irradiadas con radiacion gamma y neutrones
rapidos. Sin embargo, la utilidad de los micronucleos para comprobar el
efecto mutadgeno de algunas sustancias la propuso Schroeder, 1970, mucho
mas tarde, mediante el recuento de anomalias nucleares en la medula 6sea
de roedores, para detectar el dafio inducido "in vivo" (test de anomalia

nuclear).

Posteriormente, diversos estudios han desarrollado el test de
micronucleos para frotis de médula 6sea (Schmid y cols., 1971; Ledebur y
Schmid, 1973; Heddle, 1973). Desde entonces se ha utilizado en ensayos
"in vivo" de gran variedad de agentes quimicos vy fisicos, para conocer su
capacidad mutagena. La técnica se basa en el recuento de micronucleos en
el eritrocito policromatofilo (eritrocito joven de la médula 6sea, que ha
expulsado el ndcleo principal, sin llegar a expulsar los restos nucleares con
micronucleos (Schmid, 1975). Este método se extendid posteriormente a
los reticulocitos que circulan en sangre periférica, donde resulta tan
sensible como el realizado en médula dsea, al mismo tiempo que muestra
algunas ventajas tales como su mayor simplicidad, junto a la posibilidad de
repeticion, al no precisar el sacrificio de los animales para su realizacion
(Macgregor y cols., 1980). Sin embargo, la menor vida media de los
reticulocitos respecto a los linfocitos, limita su utilizacién como indicador
de exposiciones crénicas de baja intensidad, por lo que el test de
micronucleos en linfocitos se puede aplicar en diversos tipos de

exposiciones (Stopper y cols. 2005).

Countryman y Heddle en 1976 describieron el método de deteccion
de microndcleos en linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica, que
rapidamente se aplicd en estudios "in vitro* e “in vivo" de poblaciones

humanas sometidas a agentes peligrosos, toxicos 0 mutagenos.
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Otro test de microndcleos util fue desarrollado para estudios animales
de células epiteliales del colon como células diana para cénceres
intestinales (Heddle y cols, 1982). Desde entonces el test de los
micronucleos, con mdaltiples variantes, se ha utilizado con éxito en gran
variedad de células en cultivo, como por ejemplo, en células exfoliadas de
la mucosa bucal, para estudios humanos de exposiciones "in vivo™ a
agentes asociados con la induccion de cancer de la cavidad oral (Stich y
cols, 1982; Stich y Rosin, 1983).

En un estudio realizado por Watanabe (2004) en pacientes sometidos
a tratamiento con 1131, se objetivd una mayor sensibilidad en la deteccion
del dafio citogenético inducido por la radiacion, utilizando el test de
micronucleos especifico en linfocitos B, con respecto al test de
micronucleos en linfocitos utilizado habitualmente. Para la realizacion de
este test, fue necesario el aislamiento de los linfocitos B con técnicas

iInmunomagnéticas.

Cronologicamente, se han desarrollado técnicas con citoplasma
destruido (Huber y cols.,, 1983; Hogstedt, 1984), con citoplasma
conservado (Almassy y cols., 1987), técnicas de estimulacion con
Bromoioudiridina (Pincu y cols.,, 1984) vy posteriormente con
Cyitochalasina B (bloqueo citocinético), en donde se estudian los
micronucleos que aparecen solo tras la primera division celular (Fenech y
Morley, 1985a; Huber y cols., 1983), habiéndose utilizado todos para
determinar y cuantificar el efecto toxico de diferentes agentes quimicos y

fisicos sobre el material genético (Floyd y Cassoni, 1994).
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Ensayo de micronucleos en linfocitos de sangre humana: ante los
problemas que presentaba el test de microndcleos en méedula 6sea de raton,
surgid la idea de realizar este test en linfocitos de sangre periférica humana
(Countryman y Heddle, 1976), en lugar de en eritrocitos policromatéfilos
de médula Gsea. Esta variacién presentd0 mayores ventajas, como una
mayor simplicidad y posibilidad de repeticion con un menor esfuerzo. No
obstante, desde que fue descrita, la técnica ha sufrido una serie de

modificaciones:

a.- Cultivo de linfocitos con citoplasma destruido: Countryman y
Heddle proponen por primera vez en 1976 un método para la demostracion
de microndcleos inducidos por radiacion, en preparaciones de cultivos de
linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica. Debido al tratamiento
hipotonico al que se sometian las células, esta técnica producia
principalmente ndcleos linfoblasticos sin citoplasma reconocible. Ante
esto, los micronucleos se encontraban mas o menos separados del ndcleo y
para establecer la asociacion entre los micronucleos y los nucleos
principales se adoptaron criterios auxiliares, como el de que los
micronucleos deberian estar situados a una distancia maxima de 3-4 veces
el diametro nuclear. Se observo también que la frecuencia de micronucleos
aumentaba conforme se elevaba el tiempo de cultivo, obteniéndose el
méaximo recuento de micronucleos a las 84 o 96 horas de comienzo,
estableciéndose este momento como el idoneo para realizar la

determinacion de su nimero.

b.- Cultivo de linfocitos con citoplasma conservado: con el
método tradicional de preparacion delos linfocitos, el citoplasma se
destruye durante el tratamiento hipotonico, pero en 1979, Iskander presento

un método que preservaba el citoplasma cambiando la presion osmotica de
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la solucion hipoténica de 77 mosmoles (utilizada en las técnicas
convencionales) por otra de 285 mosmoles, casi la concentracion de una
solucion isotonica. Huber en 1983 utilizaron 200 mosmoles con
enfriamiento de células fijadas al portaobjetos que conserva el citoplasma y
permite identificar los micronucleos, su distribucién celular (Huber y cols.,

1983) y asociacion con la célula que lo ha producido.

Los micronucleos corresponden a fragmentos acéntricos, o
cromosomas que no se incorporaron al nucleo hijo durante la mitosis, esto
indica que la expresion de micronicleos es altamente dependiente de la
cinética de reproduccién celular. La proporcion de linfocitos que se dividen
en cultivo depende, no solo de la respuesta a agentes mutagenos, sino
también de variaciones interindividuales e intraindividuales. Por tanto, la
estandarizacion del tiempo de cultivo, para obtener una respuesta maxima
después del tratamiento clastogenico, es muy dificil. Para superar esta
dificultad se desarrollé el procedimiento modificado de coloracion

denominado “arlequin™ (Huber y Eauchinger, 1990).

c.- Procedimiento modificado de coloracién arlequin: Pincu
(1984) modifico la técnica FPG de coloracion arlequin (Perry y Wolff,
1974), que facilita la identificacion de los linfocitos proliferantes, con los
nucleos de color azul,y los no proliferantes con ndcleos rojos. Los

micronucleos sélo se cuentan en las células con nucleos azules.

d.- Cultivo celular de linfocitos: en general, los linfocitos de sangre
periférica son un indicador o sustrato sensible al dafio cromosémico
radioinducido. Su utilizacién, segin Evans y O’Riordan (1975), tiene

diversas ventajas:
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e La mayoria de los linfocitos circulantes estan en fase de reposo G
0 G1 del ciclo celular, y presentan en el momento de la
exposicion, una poblacién celular sincronica.

e Los linfocitos de sangre periférica tienen un periodo de vida
largo, 3 afios (DOLPHIN, 1973); esto junto con la falta de
proliferacion "in vivo", permite que el dafio no reparado
permanezca almacenado hasta que las células sean estimuladas
para dividirse en cultivos celulares “in vitro" vy, en cierta forma,
constituyen “la memoria” del dafo radioinducido.

e Las muestras de sangre pueden obtenerse de forma facil y
repetida en sujetos  expuestos, asi como transportadas y
almacenadas facilmente. S6lo se necesitan unas gotas de sangre
para un andlisis y el experimento de micronucleos puede realzarse
con poca cantidad de sangre por cultivo (0,1-1 ml) segun el
procedimiento utilizado (Countryman y Heddle, 1977a), siendo el
cultivo de linfocitos a partir de sangre totalidoneo en los estudios
de dosimetria biologica (IAEA, 2001).

e En cultivo, los linfocitos de sangre periférica pueden ser
estimulados facilmente a dividirse, por lo que son una fuente
excelente de células en mitosis.

e Ademas, los linfocitos de sangre periférica inducidos a

multiplicarse, no representan una poblacion celular uniforme,
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sino, una mezcla de varias subpoblaciones, facilmente
distinguibles, que difieren en sus respuestas a mitogenos, la
cinética de proliferacion, y respuesta a mutagenos.

e El mitégeno mas comunmente utilizado, la fitohemaglutinina,
estimula a los linfocitos, que en su mayoria son Linfocitos T, y su
respuesta es facilmente influenciada por reacciones
inmunoldgicas que pueden variar segun algunas caracteristicas

del donante.

e.- Conservacion del citoplasma celular: la posibilidad de
deteccidn e identificacion de los microndcleos, es mas precisa si se realiza
en células que mantienen su citoplasma intacto, que se denomina
habitualmente como "citoplasma conservado” (Hogstedt, 1984). Esta
conservacion se consigue utilizando una solucion de cloruro potasico (KCl)
de 285 miliosmoles, que es mas suave que la solucion hipotonica de 77
miliosmoles utilizada comdnmente (Iskander, 1979). La conservacion del
citoplasma elimina los problemas previos entre la ubicacion o distribucion
de los micronucleos con sus nucleos maternos, que hasta entonces se

realizaba en base a la distancia entre los dos.

f.- Técnicas de coloracion utilizadas: las caracteristicas de tincion

de los micronucleos son similares a las del nucleo principal de la célula.

Las preparaciones de linfocitos para el analisis de micronucleos se
han tefiido tradicionalmente con Giemsa, con lo que el micronucleo tiene el

mismo color o ligeramente mas claro que el nucleo principal (Countryman
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y cols 1976). En ocasiones, los micronucleos pueden confundirse con otras
particulas intracitoplasmaticas, que tambien se colorean con Giemsa y
presentan una forma similar (ver Figura 2). Este problema puede evitarse
realizando la tincion de las preparaciones con Feulgen (Huber y cols.,
1983).

Posteriormente se ha utilizado una tincion fluorescente de naranja de
acridina, que se utilizé originalmente para la observacién de micronucleos
inducidos por colchicina en cultivos celulares (Starr, 1963) y que se adopto
20 afos después para la deteccion de micronucleos en plantas (Hayashi y
cols., 1983), células de pulmén de hamster (Lasne y cols., 1984) y
linfocitos humanos de sangre periférica (Armassy y Koteles, 1984;
Almassy y cols., 19864, b).

g.- Criterios de recuento de micronucleos: los criterios del
recuento de micronicleos deben establecerse antes del comienzo y
mantenerse sin cambios a través de todo el analisis. Hay varios criterios
basicos que se aplican para todas las situaciones y que estan claramente
establecidos por (Almassy y cols., 1987; Prosser y cols., 1988; IAEA,
2001):

e EI micronicleo tiene que presentar la misma estructura y
coloracion que el nucleo principal.

e Debe ser mas pequefio, de modo que no debe superar la mitad del
tamafio del nucleo principal o dos veces la longitud del

cromosoma mas largo.
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e Debe ser redondo o esférico y estar visiblemente separado del
nucleo principal.

e No debe mostrar refraccion visible a la luz, lo que lo diferencia de
otros tipos de particulas no nucleares.

e Debe mostrar reaccién positiva al Feulgen u otra tincién
especifica del DNA.

e Debe ser contado exclusivamente en las células con citoplasma
conservado.

e Su frecuencia debe seguir la cinética de la division celular.

Criterios de identificacion de micronucleos: resulta imprescindible
determinar algunos factores que son fundamentales para la deteccién e
identificacion precisa de los microndcleos. Estos factores esenciales para

determinar el nUmero y caracteristicas de los microntcleos son:

e Laseleccion de la duracion del cultivo celular.
e La conservacién del citoplasma celular mediante un tratamiento
hipotonico apropiado.

e La buena resolucion de la coloracion.

Tiempo de cultivo celular: el tiempo de cultivo modifica el numero
de microndcleos observados en la muestra (Fenech y Morley, 1986;
Almassy y cols., 1987). EI momento mas precoz en el que pueden

observarse los micronucleos es al final de la primera division celular,
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cuando se originan, bien de fragmentos acéntricos o0 de cromosomas que no

se incorporaron a los nucleos hijos durante la division mitotica.

Puesto que los linfocitos en fase de proliferacion no son una
poblacion sincronizada y todos los micronicleos no aparecen precozmente,
el nimero de estos puede incrementarse tras periodos de cultivo mas
prolongados. En linfocitos humanos, el momento de maxima frecuencia se
alcanza entre la segunda y la tercera division celular; es decir, después de
72 horas de cultivo. En momentos mas tardios, la frecuencia de aparicion
de los micronucleos alcanza un periodo de transicion y, al final,
disminuyen ostensiblemente. Esto parece ser debido a la dilucion de las
células micronucleadas con la poblacion creciente de células normales y
con la perdida de celulas aberrantes (Almassy y cols.,, 1987).En
condiciones normales es habitual el estudio de los micronucleos a las 72
horas del comienzo del cultivo, aunque este periodo podria ser ajustado

cada vez que ocurran anormalidades en la proliferacion celular.

La técnica de micronucleos ha sido validada a nivel mundial en 1999
y considerada como un biomarcador efectivo de dafio en el DNA. Para la
validacion se cred un proyecto de colaboracion internacional de frecuencia
de micronucleos en poblaciones humanas (HUMN: Human Micronucleus
Project), disefiado por Michael Fenech y Stefano Bonassi con el fin de
recopilar las frecuencias basales de micronucleos, obtenidas en diferentes
laboratorios y poblaciones del mundo. Los objetivos de este proyecto

fueron:

o Identificar las fuentes y niveles de variabilidad capaces de influir

en la frecuencia basal de micronucleos en linfocitos humanos.
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e Comparar las distintas técnicas utilizadas para establecer un
protocolo estandar.

e Realizar un estudio prospectivo por parte de todos los
laboratorios implicados.

e Intentar establecer la asociacion entre la frecuencia de
micronucleos y enfermedades como el cancer como factor
prondstico (Fenech, 1999; Bonassi, 2001).

La edad es la variable demografica mas importante que afecta al
indice de micronucleos, con un efecto directo significativo sobre la
aparicion de micronucleos (Fenech y Morley, 1986; Joksic, 2004).
También se ha observado que la frecuencia basal se ve afectada por
factores dietéticos como la deficiencia de &cido folico y los niveles
plasmaticos de vitamina B12 y homocisteina, e incluso por la mayor o
menor tendencia de las células hacia la apoptosis (Fenech, 1999); con
respecto al habito tabaquico, no se ha observado ninguna relacién entre este

y la frecuencia basal de micronucleos.

Estudios realizados por diferentes autores han puesto de manifiesto
que, las exposiciones cortas a dosis bajas de radiacion ionizante, pueden
producir respuestas adaptativas que estimulan los procesos reparativos en
linfocitos (Therens y cols., 2002). Los resultados obtenidos por otros
autores confirman la existencia de una respuesta adaptativa a la radiacién
en las personas expuestas de forma cronica (Akleev y cols., 2004; Joksic y
Petrovic, 2004a; Pelevinay cols., 2004, Serebrianyi y cols., 2004).
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E. EXTRACTOS PROCEDENTES DEL GUSANO DE LA SEDA.

En nuestro trabajo hemos estudiado cuatro extractos procedentes

del gusano de la seda (bombix mori):

El gusano de la seda, también conocido como la larva de la polilla de
la seda doméstica comun, procede de China, desde donde se extendid a
Europa y Asia occidental en el siglo VI d.C. Existen distintas variedades y
la mas importante produce tres generaciones al afio. El color de la polilla
adulta surgida del gusano de seda es amarillo o blanco amarillento. Tiene el
cuerpo grueso y peludo y mide alrededor de 3,8 cm. La hembra deposita
unos 300-400 huevos azulados en cada puesta que se adhieren a la
superficie por medio de una sustancia gomosa segregada por la propia
hembra. Tras la puesta, la hembra muere y poco después el macho. A los
10 dias las larvas salen del huevo, midiendo alrededor de 0,6 por 7,5 cm de
longitud cuando llegan a la madurez, con un color gris amarillento o gris
oscuro. Se alimentan de hojas de morera, que produce seda de mayor
calidad, de lechuga o de naranjo de Luisiana.. A las seis semanas de salir
del huevo, el gusano de seda comin deja de comer y empieza a tejer el

capullo.
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La seda es segregada por las glandulas sericigenas del gusano
(Bombyx mori L.), y la utiliza para elaborar el capullo, una estructura
cerrada de proteccion, donde ocurre la metamorfosis de larva a adulto.
Antes de que el gusano de seda pase del estado de oruga al de crisalida o
ninfa, segrega a su alrededor un capullo oval de unos 2,5 cm de largo,
consistente en un hilo de seda continuo, que puede medir hasta 1.500
metros. Una vez tejido, el gusano de seda atraviesa una fase de inactividad
de alrededor de dos semanas antes de emerger en forma de polilla adulta.
Sin embargo, al salir la polilla del capullo, lo desgarra, de forma que lo
inutiliza para su uso comercial, por lo que en la produccién industrial de la
seda, s6lo se permite la salida del namero de polillas necesarias para
perpetuar la especie. Al resto se las mata mediante calor (por hornos o

ebullicién).

En el s. Il a.C. se abrid la mayor ruta mundial de comercio,

denominada “Ruta de la Seda”, que abarcaba desde el este de China hasta
61



Antecedentes

el mar Mediterrdneo. Durante miles de afios, largas caravanas de asnos o
camellos recorrieron esos caminos para comerciar con Oriente, la India y
Arabia, a traves de las que llegaban las especias y la seda de China. En el
afio 300 d.C. el secreto de la produccion de la seda se habia transmitido por
los mercaderes a la India y a Japon, extendiéndose después por Asia, pero
durante tres milenios China la exporté con exclusividad. En la Edad Media
comenzo a extenderse el uso de la seda en Europa occidental y después se
extendio a los Estados Unidos. En el siglo XVIII, Inglaterra lideraba la
produccion europea, gracias a las innovaciones en su industria textil, entre
ellas contar con mejores telares de seda, telares mecanicos y con el
estampado con rodillos. El proceso de industrializacién alcanzd su cuspide
en el siglo XIX. Entre 1855 y 1865, una epidemia, la enfermedad de
Pébrine causada por un pequefio parasito, provocé grandes estragos en la
industria y fue el cientifico Louis Pasteur quien descubrié que se podia

prevenir a través de un simple examen microscopico de las polillas adultas.

g ¢
| Silk Road Encyclopedia 7 4
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En la actualidad no existe en estado silvestre y se cultivo con fines
economicos e industriales. La produccién de seda es una combinacion de
técnicas antiguas y modernas y sus caracteristicas unicas estan sirviendo
para reactivar su investigacion y uso industrial en aplicaciones
biotecnologicas. China vuelve a ser el principal productor de seda natural,
mientras que en Ameérica es Brasil quien ocupa el lugar preponderante.

(http://cienciay- salud.laverdad.es/6_3 48.html).

El hilo de seda antes citado, estd compuesto de dos proteinas: una, la
fibroina es una proteina polimérica y lineal, que constituye el 70% del peso
del capullo. La otra proteina es la sericina, hidrosoluble y de estructura
globular, que mantiene unidos los filamentos de fibroina (Cenis, 2008). La
fibroina consta de capas de ldminas beta antiparalelas. Su estructura
primaria se compone principalmente de la secuencia recurrente (Gly-Ser-
Gly-Ala-Gly-Ala). La proporcion de glicina y alanina contribuye a la

estructura rigida de seda (resistencia a la traccion).

LAYERS OF
SERICIN

La fibroina se dispone en tres estructuras llamadas seda I, 11 y 11l. La
seda | es la forma natural de la fibroina, tal como es emitida desde las
glandulas de seda de Bombyx Mori. La seda Il es la disposiciéon de las

moléculas fibroina de la seda hilada, que tiene una mayor resistencia y se
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utiliza a menudo en diversas aplicaciones comerciales. La seda Il es la
estructura recién descubierta de fibroina. Se forma principalmente en
soluciones de fibroina en una interfaz (de aire y agua, de agua y aceite,

etc.).

La seda es mucho mas resistente que un cable de acero de similar
grosor y muchisimo maés eléstica. La combinacion de rigidez y resistencia
hace que el material sea aplicable en diversas areas, incluyendo la
biomedicina y la fabricacion textil. Ademas, presenta caracteristicas que la

hacen muy interesante como biomaterial (Cenis, 2008):

a) Es un material de naturaleza proteica, altamente biocompatible,
de modo que no produce rechazo ni respuesta inflamatoria en los
tejidos donde se injerta.

b) Presenta una gran resistencia mecanica a la traccién, junto a una
gran flexibilidad.

c) Es biodegradable, pero a un ritmo mas lento que otros
biomateriales organicos, lo que permite mejor consolidacion de
los tejidos y en alrededor de dos afios se reabsorbe totalmente.

d) Puede elaborarse en diferentes configuraciones, segun las
necesidades: geles, films, matrices porosas 3D, microfibras y
microesferas.

e) Su produccién es sencilla y sostenible. La cria del gusano de seda

es sencilla y de bajo coste.
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f) Presenta una superficie altamente reactiva con grupos carboxilo a
los que se pueden unir de forma covalente péptidos como el RGD
(8), hormonas como la PTH (8), y factores de crecimiento como
la BMP-2 (bone morphogenetic protein-2) (4, 5, 7). Estas
proteinas favorecen, de forma muy significativa, tanto la adhesion
como el desarrollo de los cultivos celulares implantados sobre la

matriz.

La sericina es un albuminoide proteico (formula empirica
C15H25N506 de Grover), insoluble en agua fria, que recubre los dos
filamentos de fibroina de la seda cruda. Se descompone facilmente en
varios aminoacidos, los mas importantes alanina, tirosina, glicocola y
leucina. La sericina es normalmente desechada en el proceso textil, aunque
tiene diversas aplicaciones en medicina y sobre todo en cosmética, pues es
especialmente rica en serina, un aminoacido capaz de retener el agua y

regular por tanto el grado de hidratacion de la piel y del cabello.
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IV. OBJETIVOS

1°. Evaluar los efectos de los extractos del capullo del gusano de la
seda: fibroina, sericina e hidrolizadosobre la proliferacién y citotoxicidad
de las lineas celularesVero, TRAMP-C1 y HaCaT.

2°. Estudiar los efectos genotdxico y genoprotector de dichos

extractos sobre sangre total humana.

3°. Medir la actividad de los extractos citados sobre la migracion

celular en la linea HaCaT.

4°,. Analizar, en la linea HaCaT, los posibles efectos protectores de

dichos extractos frente a la radiaciéon ultravioleta B.
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68



Material y Métodos

A. MATERIAL

. LINEAS CELULARES

Vero: ATCC, EEUU.
TRAMP-C1: ATCC, EEUU.
HaCaT, queratinocitos cutaneos humanos.ATCC, EEUU.

Sangre humana procedente de donantes sanos.UM

La linea celular Vero (E C C C) corresponde a células adherentes
epiteliales de tabulos renales del rifidn de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops). Fue establecida en 1962 por Yasumura
y Kawakita en la Universidad de Chiba, Japon. Se trata de una
linea celular continua no transformada y muy estable, libre de
agentes contaminantes o infecciosos. Desde entonces, su
utilizacion se ha extendido a numerosos laboratorios de todo el
mundo, debido fundamentalmente a que durante décadas ha
constituido el sustrato para la obtencion de la vacuna de la
poliomelitis.

Designation:
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e Linea celular de carcinoma de prostata de raton transgénico
TRAMP-C1 (ATCC, EEUU): fue obtenida en 1996 de un tumor
primario desarrollado en la cepa transgénica de ratones TRAMP
(Foster, 1997).Estos ratones, procedentes de la cepa C57BL/6,
fueron diseflados para expresar un fragmentodel material
genético, en concreto una proteina especifica del epitelio
prostatico del antigeno T grande del virus SV40, mediante el
promotor del gen de la probasina de rata. Todos los machos
TRAMP desarrollan, de forma espontanea y uniforme tras la
pubertad, todo el espectro tumoral de la prostata, desde la
displasia intraglandular a la neoplasia, que semeja totalmentela

patogenia del cancer de préstata en humanos (Greenberg, 1995).

e La lineaHaCaT, (ATCC, EEUU), de queratinocitos cutaneos
humanos queprocediande la piel deun individuo caucasiano,

norteamericano, voluntario de 27 afios.
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e La Sangre humana procedia de 4 donantes, 2 mujeres y dos
hombres de entre 20 y 25 afios,supuestamente sanos (no
fumadores y sin enfermedad conocida), voluntarios y alumnos de
la Universidad de Murcia(UMU), quefirmaron la correspondiente

autorizacion para poder utilizar sus muestras sanguineas.
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2. APARATOS

Cabina de flujo laminar vertical Cultair ASB tipo 11

Lector de placas de 96 pocillos (Servicio de Cultivo de Tejidos,
Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAI), Universidad de
Murcia) modelo Multiskan MCC/340P (Labsystems, Finlandia),
que realiza medidas de absorbancia en placas multiples de 96
pocillos, y que dispone de los siguientes filtros: 340, 380, 405,
520, 550, 560 y 690 nm.
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e Microscopio oOptico Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon corp.,
Japon) equipado con contraste de fases y fluorescencia (filtros para
ultravioleta (excitacion (Ex): 330-380 nm; espejo dicroico (Di):
400 nm; filtro de barrera (Ba): 435 nm), azul (Ex: 470-490 nm; Di:
510 nm; Ba: 435 nm) y verde (Ex: 510-560 nm; Di: 580 nm; Ba:
610 nm)).(Servicio de Cultivo de Tejidos (SAI), Universidad de

Murcia).

e FotomicroscopioLeica DM 4000B.Céatedra de Anatomia

Patoldgica.Facultad de Medicina. UMU.
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Citometro de flujo modelo FACSort (Becton Dickinson, EEUU),
equipado con laser de argén de 15 mW a 488 nmy detectores para

fluorescencia.
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Dosimetros de termoluminiscencia formados por cristales de
fluoruro de litto con Mg, Cu, P (GR-200r,
ConquerorElectronicsTechnology Co. Ltd, China), proporcionados
y analizados por el Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT) del Ministerio de
Industria y Energia, para determinar las dosis de radiacion

utilizadas.

Irradiador de rayos X de la marca YXLON (YXLON
International AS, Dinamarca) de 200 kV y 4,5 mA (Servicio de
Radioproteccion y Residuos, SAI, Universidad de Murcia), que
consta de una unidad control modelo SMART 583 E y un tubo de
rayos X modelo SMART 200 E.
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e Irradiador UVB (312 nm):0,08 y 0,24 J/cm?(Vostalova, 2010).
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3. REACTIVOS

e EI Medio minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
el Medio RPMI 1640 y el F-10, la glutamina, la
dehidroandrosterona, la insulina, la penicilina, Ila
estreptomicina, el bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT), el dimetil sulféxido (DMSO), el
Hoechst 33258, el PBS, la estaurosporina, la ribonucleasa A
(RNasa) pancreatica bovina, el yoduro de propidio, la
fitohemaglutinina y la citochalasina B procedian de Sigma
(Sigma Co., Espania).

e El suero bovino fetal (SBF) y el Nu-Serum deGibco (EEUU) y
BD (EEUU), respectivamente.

e EIl acido acético glacial y el etanol se obtuvieron de Scharlau
(Scharlab S.L., Espafia).

e El metanol procedia de Panreac (Espafia).

e La heparina sodica al 5% se obtuvo de Laboratorios Rovi

(Espaiia).
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4. EXTRACTOS DEL GUSANO DE LA SEDA

Los agentes ensayados en nuestro estudio fueron suministrados
amablemente por el laboratorio PRONAMED (Productos Naturales del
Mediterraneo, S.L.) de Murcia y correspondieron a:

e Aceite de crisalida del gusano de la seda (Codigo Al-64 684,

Pureza: 20%).
e Fibroina (3,5% pureza) (Masa Molecular: 325).
e Sericina (0,2% pureza).

e Hidrolizado de Seda (cédigo A1-20 478).

_ sericin

Silk cocoons Protein components of silk
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Obtencion de los extractos:

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

Es un extracto graso cuyos principales componentes son los &cidos

grasos, saturados e insaturados, de los que destacan:

e 4cido linoleico (55,4%)
e 4acido palmitico (18,4%)
e 4acidooléico (18%)

e acido estearico (8,2%)

Ademas contiene aminodcidos (288 mg/100 g) como la treonina,
valina, acido glutdmico, fenilalanina, serina, alanina y lisina, y
oligoelementos como fdsforo (232 ppm), zinc (207 ppm), sodio (79 ppm),
potasio (375 ppm), magnesio (3 ppm), calcio (12 ppm). También vitaminas
AyD.

El extracto de la crisdlida del gusano de seda se obtiene mediante

extraccion con acetato de etilo, con el siguiente procedimiento:

e Una vez muertas las crisélidas tratando los capullos con calor

seco, se extraen,cortando los capullos.

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

de etilo a temperatura ambiente durante 24-48 horas.
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e Se realiza un filtrado para eliminar restos y el filtrado se destila

para eliminar el disolvente.

e EIl resto purificado que queda en el depdsito del destilador se
mantiene 8 dias en autoclave Machatan con vacio, a 40°C, para
que no quede ningun resto de disolvente. Se obtiene una pasta
cérea que se disuelve en aceite de almendras en distintas

proporciones en el momento de su utilizacion.

La formula del utilizado correspondia a:

Aceite de almendras dulces  ............... 36,45%
Vaselina liquida / parafina liquida ........30,00%
Miristato de ispopropilo ...........cccccveeen, 15,00%
Aceite del gusano de la seda al 20%............ 8,00%
Estol 1527 ..o, 5,00%
VitaminaF ..o 5,00%
Alfa-bisabobol ... 0,30%
VitaminaE ... 0,25%

Estudio de la estabilidad térmica: el punto terminal se determino a
los 222 °C para la muestra sin antioxidante y a 239°C en el de la muestra
con vitamina E. Por lo que el antioxidante provee al aceite de 17 grados

mas de estabilidad cuando se somete a un aumento de temperatura.

Ademas, durante el calentamiento del aceite de crisalida, se ha
demostrado que éste sufre una variacion positiva de 8,24% + 1% de
promedio en su densidad. El indice de refraccion presenta una variacion de
0,0155 £ 0,005 unidades, siendo estos valores de incremento en el caso del

aceite con vitamina D, similares dentro del error evaluado.
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En cuanto a los parametros de acidez y peroxidos, el aceite de
crisalida solo o con antioxidante, es estable tras el calentamiento lo que
indica su estabilidad a la hidrolisis y a la peroxidacion lipidica hasta los
200 °C por el periodo de 2 horas de calentamiento. El analisis de acidos
grasos por cromatografia de gases - espectrometria de masas es un
indicador fundamental para demostrar que los acidos grasos no sufren

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

2. Fibroina.

Para su obtencidn lo mas definida y purificada posible se utilizé el

siguiente protocolo:

e Una vez muertos mediante calor seco, los capullos son cortados y

troceados para facilitar la extraccion de la fibroina.
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e Se elimina la sericina mediante ebullicion de los capullos con una
solucion de Na,CO; 0.02M a 100°C durante 1h.

e Se enfria, quedando la fibroina como una masa de hebras, que es
separada facilmente de la solucion de sericina. Se lava en agua
destilada 2 veces y se deja secar a temperatura ambiente. La
fibroina seca presenta una textura similar al algodon.

e Se disuelve para purificarla con LiBr 9.3M a 60°C, en una
proporcion del 20%(p/v),se dializa la solucion en agua destilada
durante 2 o 3 dias, en membrana de 3.500 Mw y queda una

solucion de un 4% de fibroina.

3. Sericina

SERICIN

FIBROIN
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LAYERS OF
SERICIN
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Para su obtencién se procedio:

Una vez muertos son troceados los capullos.

Se solubiliza la sericina mediante ebullicion de los capullos con
una solucién de Na,CO3; 0.02M a 100°C durante 1hora.

La fibroina queda insoluble en forma de fibras y el resto
corresponde a sericina.Se dializa con agua destilada durante 1 dia
en membrana de 3.500 Mw para eliminar el carbonato sddico con
una concentracion del 2% aproximadamente que puede ser

aumentada mediante desecacion o liofilizacion.

. Hidrolizado de seda

Una vez muertos los capullos de seda mediante calor seco, son
cortados para separar la crisdlida del capullo que de esta forma
queda separado en dos mitades. Se lavan para eliminar restos de
hojas y suciedad y se desecan de nuevo.

Se colocan los capullos en una solucién acuosa de Hidréxido

Sodico al 10% hasta la ebullicion y completada la hidrdlisis (para
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gue no queden restos apreciables de los capullos, que muestran un
aspecto uniforme) (20-30 min).

e Se realiza la neutralizacién hasta alcanzar un pH 7, con un acido
organico (citrico).

e Se filtra para eliminar impurezas y restos insolubles.

e Se afade una mezcla de conservantes (0,3% Metil paraben; 0,1%
y 0,2% Propil paraben; 0,2% Imidazolinil urea), que garanticen su
estabilidad microbiolégica y una vida util significativa para su

utilizacion industrial.

Por otro lado, se procedié a determinar, en primer lugar, las
principales caracteristicas fisico-quimicas de los cuatro extractos

obtenidos en la primera actividad del proceso:

1. Aceite de crisalida: compuesto oleoso de muy bajo contenido en
agua (Karl Fisher: 0,7%) con escasa presencia de compuestos polifendlicos
poco polares, en torno a 15-25 mg/kg. La estructura de estos compuestos
muestra un esqueleto basico relacionado con cafeoil derivados. Su

contenido en sales inorganicas es de < 0.01%.
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32218
35157

2. Fibroina: compuesto liquido (Karl Fisher: 96%); baja-media
concentracion de solidos (4%) y especies fendlicas de alta polaridad,
concretamente, en torno a 150-200 mg/kg. La estructura de estos
compuestos muestra un esqueleto basico relacionado con derivados

monofendlicos. Su contenido en sales inorganicas es < 0.1%.
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3. Sericina: compuesto liquido (Karl Fisher: 98%) con baja
concentracion de solidos (2%) y especies fenolicas, de alta polaridad,
concretamente, en torno a 15-20 mg/kg. La estructura de estos compuestos
muestra un esqueleto basico relacionado con derivados monofendlicos. Su

contenido en sales inorganicas es del < 0.1%.
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4. Hidrolizado de seda: compuesto liquido (Karl Fisher: 72,03%), de
todos los extractos estudiados es el que presenta la mayor concentracion de
solidos (27,9%) y especies fenolicas de media y alta polaridad,
concretamente, en torno a 200-300 mg/kg. La estructura de estos
compuestos muestra un esqueleto basico relacionado con derivados
monofendlicos y se detecta la presencia de pequefias cantidades de flavan-

3-ols. Su contenido en sales inorganicas es del 5.82%.
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El extracto de crisalida resultd ser hidréfobo debido a su naturaleza
lipidica. Este hecho determind que no fuera usado en ninguno de los

estudios disefiados, ya que no permitia su adicion al medio de cultivo.
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B. METODOS

a) PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En primer lugar, procedimos a preparar una solucion stock de cada
extracto con masa molecular conocida, teniendo en consideracion la pureza
de cada principio activo, de modo que la disolucién resultante quedara

expresada en moles por litro.

Test de osmolaridad

Cualquier sustancia extrafia adicionada al medio de cultivo en un
experimento sobre células, es susceptible de alterar el potencial osmotico al
que estan sometidas las células en su medio nutritivo, lo que puede
modificar los resultados del experimento. Para evaluar si la modificacién
osmotica que provoca la sustancia a ensayar es significativa, elaboramos
una disolucién de fibroina a 50 UM y un control Unicamente con DMEM.
Analizamos estas dos muestras en un osmdémetro de vapor de vacio y
comparamos los resultados obtenidos, concluyendo que la fibroina a 50 uM
no modifica el potencial osmético del medio y por tanto no introducira

alteraciones en los resultados finales.

Método de cultivo.

Establecimos los cultivos a partir de viales criocongelados en
nitrégeno liquido a -196°C. Descongelamos los viales rapidamente en un
bafio a 37°C, pasando el contenido del vial a un frasco de cultivo de 75 cm?
con 10 mL de medio de cultivo fresco. Cuando las células se habian fijado

al sustrato, pasadas 24 horas, sustituimos el medio por medio fresco para
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eliminar el crioprotector (dimetilsulféxido (DMSO) al 10%) que contenia

el vial.

Mantenimiento y conservacion de los cultivos.

Todas las lineas se conservaron mediante dos formas: cultivo
masivo y criocongelacion.Para el cultivo masivo usamos frascos de 75
cm® y el medio adecuado segin la linea celular. Todo el instrumental
utilizado fue esterilizado previamente y realizamos la manipulacion de las
células en cabinas de flujo laminar vertical Cultair ASB tipo Il. Para el
cultivo masivo usamos frascos de 75 cm2 y el medio adecuado segun la
linea celular y suplemento de SBF. Todo el instrumental utilizado fue
esterilizado previamente, afiadiendo los antibidticos, estreptomicina y
penicilina: 100 ug/ml y 100 u/mol respectivamente.Realizamos la
manipulacion de las células en cabinas de flujo laminar vertical Cultair
ASB tipo Il.Los frascos se mantuvieron constantemente a 37° C, humedad
relativa del 98% y atmosfera enriquecida con un 5% de Co2 en una estufa
de cultivo cytoperm de Haerus (Germany). Controlamos el crecimiento
celular diariamente mediante un microscopio invertido de contraste de
fasesNikon modelo Diaphot-TM cambiando el medio de cultivo cada vez

que el indicador de pH sefialaba que se habia agotado (2-3 dias).

Para realizar los subcultivos,tratamos los cultivos confluentes con 3
ml de tripsina y &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.25% y 0.25%,
respectivamente) durante 2-5 minutos a 37°C. Tras despegar las células
mediante agitacion y afiadir 5 ml de medio suplementado con suero bovino
fetal, fueron centrifugadas a 214 g durante 10 minutos (TRAMP-C1) a
temperatura ambiente para eliminar la tripsina. Resuspendimos el

sedimento en 2 ml de medio fresco para realizar el contaje de células vivas
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con azul tripdn en una camara hemocitométrica, comprobando que la
viabilidad celular media fuera como minimo del 99%. A partir de la
densidad asi obtenida calculabamos el indculo necesario para el subcultivo

o para los ensayos.

Comprobamos regularmente la ausencia de Mycoplasma spp.en
todas las lineas celulares utilizadas mediante la tincion de fluorescencia
directa del ADN con Hoechst 33258.

Para restablecer los cultivos a partir de los viales congelados, se
procedia descongelandolos rapidamente en un bafio a 37°C con agitacion
suave; cuando el hielo desaparecia se pasaban a un recipiente con etanol al
70% a temperatura ambiente. Se continuaba en la cabina de flujo, donde
todo el contenido se vaciaba en un solo frasco conteniendo un volumen del
medio y suero adecuados, diez veces mayor que el vial para reducir en esta
proporcién la concentracion de DMSO. Cuando se estimO conveniente, se
midié la viabilidad celular mediante recuento con azul tripan. A las 24
horas se renové el medio. En las lineas con una adhesividad menor o con
una peor recuperacion, durante los primeros dias se suplementd el medio

con una proporcion de SBF mayor (5-10 % mas).

Para el cultivo de la linea TRAMP-C1 hemos utilizado el medio
DMEM con 4,5 g/l de glucosa, tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado
con suero bovino fetal (5%) y Nu-Serum (5%), glutamina (4 mM),
dehidroandrosterona (10 nM), insulina (10 mg/ml), penicilina (100 Ul/ml)
y estreptomicina (100 pg/ml). Los cultivos se han mantenido a 370C, con

una humedad relativa del 90-95% y atmosfera con el 8% de CO2.
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Condiciones de los ensayos.

Para los experimentos de inhibicion y crecimiento en las lineas, se
tomaron células de los frascos de cultivo en condiciones de crecimiento
exponencial y sin alcanzar la confluencia. Para las curvas de crecimiento se
inocularon a una densidad de 2500 células por pocillo, en placas NUNC de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano para cultivos "in vitro™, con
200 pl de medio suplementado con SBF por pocillo, dejando las filas
periféricas sin utilizar y con 300 ul de agua destilada esterilizada para
reducir la evaporacion. Las placas se mantuvieron en estufa en las mismas
condiciones que los frascos de 75 cm2. En los tratamientos, las células se
sembraron a la densidad mas adecuada a la duracion de los ensayos, y no se
iniciaron nunca hasta 24 horas después de la siembra para permitir la

completa adhesion celular al fondo de los pocillos.

Medida del crecimientoymuerte celular (Test de citotoxicidad y

proliferacion).

El método que se utilizd para medir la evoluciéon de los cultivos
controles y tratados fue el basado en el MTT, adaptado a nuestras
condiciones de trabajo a partir de los estudios de Carmichael (1987a) y
Alley (1988). Para ajustar el ensayo a nuestras condiciones, se
determinaron las longitudes de onda de lectura y de referencia idéneas para
medir el MTT formazan producido por el cultivo. Comprobamos la
linealidad entre intensidad de coloracion producida por el MTT formazan y
el nimero de células en cultivo para cada linea, y realizamos un ajuste del
nimero de células adecuado para trabajar en pocillos en funcion de la

duracion del tratamiento.
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El procedimiento que se sigui6 para realizar el ensayo con el MTT,
tanto para los experimentos de crecimiento como en los de tratamiento, fue

el siguiente:

e Centrifugar las placas a 1000 r.p.m. durante 10 minutos,
eliminando casi todo el medio de los pocillos de las placas.

e Reemplazar con 200 ul de medio fresco con SBF por pocillo.

e Afadir 50 pl de MT'l" (8 mg/ml -> 1,6 mg/ml) en cada pocillo.

e Incubar durante 4 horas en la estufa (37°C y 5% de CO2).

e Centrifugar a 1000 r.p.m. 10"y eliminar el medio y eIMTT soluble
no metabolizado con la micropipeta sin tocar el fondo.

e Afadir 100 pl de DMSO puro en cada pocillo comenzando por la
columna del blanco.

e Agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

e Pasar la placa al lector Multiskan MCC/340P, con doble longitud

de onda para registrar los resultados.

Para determinar la longitud de onda a la que se produce la maxima
absorcion del MTT formazan se utilizo la ecuacion, que responde a una
distribucion de Lorentz, empleada para calcular picos en cromatografias,
ajustandola a nuestros resultados experimentales. También calculamos qué
longitud de onda proporcionaba la maxima absorbancia con el menor

coeficiente de variacion.
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Para determinar la relacion intensidad frente al numero de células, se
realizaron placas para cada una de las lineas, al realizar un ensayo del MTT
para un rango de células de 100.000 células/pocillo a 90 células/pocillo. Se
utilizd el coeficiente de correlacion lineal de Pearson y se realiz6 la

regresion lineal entre ambos.

Test de citotoxicidad y proliferacion con Vero y HaCaT.

El test colorimétrico de formacion de sales de formazano (MTT)
permite evaluar cuantitativamente el grado de inhibicion de la proliferacion
y viabilidad en un cultivo celular tras la aplicacion de una sustancia

problema.

Utilizamos placas de 96 pocillos de fondo plano con capacidad
méaxima de 300 pl por pocillo y sembramos 1.600 células/pocillo para
asegurar un crecimiento exponencial durante todo el ensayo. Dicha
poblacion inicial permite que las células adheridas dispongan de espacios
libres en cada pocillo para que tengan lugar divisiones celulares a lo largo
de todo el ensayo. Este requisito es indispensable en este tipo de ensayos,
en el que tratamos de determinar si distintas concentraciones de una
determinada sustancia influyen sobre la capacidad natural de las células de
propagarse mediante mitosis sucesivas formando una monocapa de celulas
en toda la superficie disponible. Existen dos factores fundamentales
relacionados con esta condicion, que limitan la fiabilidad de este ensayo si
no se tienen en cuenta. Por un lado, la fisiologia natural de las células les
permite dividirse Unicamente mientras dispongan de espacio adyacente
disponible, de modo que al establecerse un contacto con células vecinas se
desencadena una cascada de sefializacion intracelular que envia moléculas

sefial al interior del nucleo que interfieren en el ciclo celular con el
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resultado final de una detencion de los mecanismos de mitosis y
metabolismo relacionado. Por otro lado, y como consecuencia de la
detencion del ciclo de mitosis, los analisis colorimétricos realizados
después de alcanzada la confluencia en cada pocillo serdn menos

significativos.

Pasadas 24 horas tras la siembra de las células, aplicamos las
distintas concentraciones de cada extracto (hidrolizado de seda, fibroina y
sericina) a los pocillos con las células en crecimiento. En el caso de las
células Vero y HaCaT, las concentraciones utilizadas fueron 0,001%,
0,01%, 0,05%, 0,1% y 0,25%. Por cada placa dispusimos 6 réplicas de
cada concentracion y 12 réplicas control sin tratamiento. Realizamos el
ensayo a tres tiempos: 24, 48 (HaCaT) y 72 horas (Vero) desde la
aplicacion de los extractos. Mantuvimos todas las placas a una temperatura
de 37°C, 90% humedad relativa y un 7'5% CO, en estufa durante los

periodos de incubacion.

Pasado cada periodo de tiempo correspondiente, eliminamos
completamente el medio de cada pocillo y agregamos a cada pocillo 200 pl
de DMEM sin suplementos nutritivos y 50 ul de una disolucion de MTT a
5 mg/ml, alcanzando una concentracion final en cada pocillo de 1 mg/ml de

MTT. Dejamos incubar durante 4 horas en oscuridad a 37°C.

Vaciamos los pocillos dejando solo las células adheridas al fondo de
los pocillos y procedimos a disolver el formazano, sintetizado en el interior
celular, gracias a la adicion de 100 pl de dimetilsulféxido (DMSO) a cada
pocillo. Tras una agitacién de 10 minutos a 80 rpm procedimos a la lectura
de absorbancia en un lector de placas (Multiskan MCC/340P) a longitudes
de onda 570 nmy 690 nm.
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Obtuvimos la IC 50 e 1C 90 de cada uno de los extractos mediante el
ajuste de una recta de regresion a la representacion del porcentaje medio de
viabilidad respecto al control frente a las diferentes concentraciones
empleadas.

Actividad antioxidante “in vitro™.

En primer lugar realizamos un estudio especifico sobre la actividad
antioxidante, centrado en evaluar la capacidad de proteccion de &cidos
grasos omega-3, en concreto acido linoléico conjugado (CLA). Se han
empleado dos modelos diferentes, uno de ellos, TBARS, y el otro una
modificacion especifica del método Rancimat.

Primer Modelo: Es el mas ampliamente utilizado en este tipo de
investigaciones, emplea un modelo de oxidacién de CLA en medio hidro-

alcohdlico, en el que se mide la generacion de malonildialdehido (MDA).

Segundo Modelo: Hemos realizado una modificacion especifica del
método Rancimat, en el que se han ajustado las condiciones de oxidacion
(caudal de aire y temperatura) para permitir una duracién suficiente de

ensayo para oxidacion de CLA, en concreto 22-24 horas.

Estudios de genotoxicidad.
Los ensayos de genotoxicidad se han realizado sobre las muestras de

sangre de los voluntarios sanos,previo consentimiento informado, de la

siguiente forma:
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La media de MN presentes en nuestras muestras control de donantes
sanos para este rango de edad es de 11+3 MN/500 CB, que coincide con la
frecuencia de MN obtenida de este donante (10 MN/500 CB), por lo que

consideramos que estas muestras eran aptas para la realizacion del estudio.

Previamente al estudio de las sustancias (hidrolizado de seda,
fibroina y sericina), realizamos un control positivo, irradiando de 1mL de
esta sangre con 2 Gy de rayos X y estudiamos la presencia de MN

provocados por la irradiacion.

Se han ensayado dos volumenes diferentes (20 y 40 ul) de las
distintas disoluciones de fibroina, sericina y extracto de crisalida a 25
micromolar que se han afiadido a muestras de 1 ml de sangre del mismo
donante que el de la muestra control. Posteriormente, se ha determinado la
presencia de micronucleos de cada una de las muestras, para comparar el
efecto de los tratamientos frente a un generador de MN conocido (radiacion
X).

Estudios de genoproteccion.

Las muestras de sangre procedian de los donantes sanos y fueron

heparinizadas.

Disefio del ensayo:1 ml de la muestra sirvié para realizar un control
positivo y afiadimos dos volimenes 20 pl de fibroina, sericina y extracto de
crisalida a 25 micromolar, a tres muestras antes de la irradiacion
(“tratamiento pre-irradiacion”) y a otras tres inmediatamente después de la

radiacion ionizante (“tratamiento post-irradiacion”).
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Metodo de irradiacion:las muestras de sangre fueron expuestas a
radiacion X con Irradiador de rayos XSMART 200E (YXLON
International, Hamburgo, Alemania), a un Kilovoltaje de 120 kV y un
miliamperaje de 4.5 mA: la distancia foco-objeto fue de 74.5 cm vy el
tiempo de exposicion de 29 segundos. La dosis total fue de 2 Gy + 3%. Las
dosis de radiacion fueron monitorizadas con el dosimetro universal
UNIDOS®, con cémaras de ionizacion PTW Farme® TW 30010
(Freyburgo, Alemania).

Metodo de cultivo:el ensayo de micronucleos (MN) fue llevado a
cabo en sangre total humana despues de la irradiacion con rayos X (con y
sin tratamientos), mediante el método de bloqueo citoquinético descrito por
Fenech y Morley (1985) y adaptado por la IAEA. La sangre completa (1
mL) fue cultivada a 37°C durante 72 horas en 9 ml de medio F-10, que
contiene un 15% de suero bovino fetal, 1,6% de fitohemaglutinina 'y 1% de
penicilina/estreptomicina. Cuarenta horas después del inicio del cultivo
celular, se afiadio citochalasina B a una concentracion de pg/mL. A las 72
horas, las células sanguineas fueron tratadas con una solucion hipotonica
(KCI, 0,075 M) durante 3 minutos y fijadas con methanol/acido acético
(3/1). Posteriormente se realizaron preparaciones sobre cristal secado al

aire, que se tiferon con May Grunwald-Giemsa.
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Cultivo de linfocitos humanos con bloqueo citocinético, células

binucleadas (halo azul) y célula con micronucleo (halo rojo) (x400).

Recuento de micronucleos (MN): se analizaron tres preparaciones
microscopicas de cada muestra de sangre. En cada una, se contaron los MN
presentes en al menos 3.000 células blogueadas en citoquinesis. El contaje
fue llevado a cabo por dos observadores con un microscopio optico Zeiss
(Oberkochem, Alemania), a 400 aumentos para el examen general de la
preparacion y de 1000 X para confirmar la presencia o ausencia de
micronucleos en las células bloqueadas, de acuerdo con los criterios

descritos por Fenech (2007).

Estudio de fotoproteccion frente a la radiacion ultravioleta b
(RUVD).

Los ensayos para estimar el efecto fotoprotector frente a la radiacion
ultravioleta se llevaron a cabo con un irradiadior de RUVB que emite a 312
nm y que permite administrar una determinada dosis de radiacion
ultravioleta previamente seleccionada. Hemos estudiado dos intensidades:

0'24 y 0'08 J/cm?, determinadas seglin Vostalova, 2010). La irradiacién se
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llevd a cabo retirando el medio y afiadiendo 100 ul de PBS para evitar la

pérdida de intensidad de la radiacion.

Las concentraciones ensayadas fueron 0,001%, 0,01%, 0,05%,
0,1% y 0'25% del stock original facilitado por Pronamed (fibroina,
sericina e hidrolizado de seda). La eleccion de estos valores viene impuesta
por el efecto negativo del elevado potencial osmotico del hidrolizado de
seda sobre el crecimiento de las células en cultivo concentraciones

superiores a 0'5 % del stock.

Los tratamientos se afiadian al cultivo 24 horas antes de la
exposicion a las radiaciones. En el momento previo a la exposicion, se
sustituia el medio por PBS e inmediatamente después de irradiar afiadiamos
medio nuevo con el tratamiento correspondiente en cada caso.La
bibliografia indica que los efectos de la exposicion a radiacién ultravioleta
de un cultivo celular se manifiestan a partir de 24-48 horas. Por tanto, las
lecturas de absorbancia se han realizado 24 y 48 horas despues de la

irradiacion.

Ensayo de Migracién: para realizar este ensayo, cultivamos las
celulas HaCaT a una densidad adecuada en placas de 6 pocillos hasta que
alcanzaron la confluencia. En ese momento, despejamos de células varias
zonas (wounds) paralelas utilizando una punta estéril de pipeta de 300pl.
Eliminamos el medio de cultivo para retirar las células despegadas y
lavamos con medio fresco. Después, administramos los tratamientos por
duplicado. En cada placa habia dos pocillos control, dos pocillos con
hidrolizado de seda al 0,01% y dos pocillos con hidrolizado de seda al

0,1%. Tomamos imagenes de las zonas despejadas, teniendo como
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referencia marcas realizadas en el fondo del pocillo con rotulador

permanente tras despejar las zonas (0 horas) y a las 4, 8, 12 y 24 horas.

El motivo de la eleccion del hidrolizado de seda para este ensayo
fueron los resultados obtenidos en las pruebas previas de viabilidad celular
y fotoproteccion con queratinocitos, en las que observamos un
comportamiento particularmente positivo del hidrolizado de seda con nulo
efecto antiproliferativo en todas las concentraciones ensayadas, ademas de
un destacado efecto fotoprotector con algunas de ellas. Por todo ello,
enfocamos la atencion en este extracto frente a fibroina y sericina para los
ensayos de migracion. La fibroina mostrd efectos antiproliferativos a
concentraciones elevadas en los ensayos y la sericina reveld ser
marcadamente antiproliferativa con un claro efecto dosis-respuesta de tal

modo que seria preceptivo modificar el rango de concentraciones con que
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realizar los ensayos de migracion y en tal caso los resultados
interespecificos obtenidos de los tres extractos de la seda serian poco

comparables entre si.

Analisis cuantitativo de la distancia de migracion: Evaluamos la
distancia recorrida por las células en cada fotografia mediante anélisis de
imagen (Sistema MIP-4, Digital Image System, Barcelona; Servicio de
Analisis de Imagen, SAI, Universidad de Murcia). Para ello, todas las
iméagenes fueron transformadas a escala de grises y calibradas (X: 1,88679
um; Y: 1,88679 um), tras lo que se tomaron 10 medidas del espacio libre
de células, calculando después el valor medio. Determinamos la distancia
de migracion comparando el ancho del espacio libre en cada momento
respecto a la medida de esa misma zona a tiempo cero, segun la siguiente
férmula (Valster, 2005): Distancia de migracion = (A/2) — (A/2), donde
A, es el ancho inicial del espacio libre de células y A; es el ancho del

espacio libre de células a tiempo t.
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b) METODO ESTADISTICO.

Se realizd en colaboracion con la Catedra de Bioestadistica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia, a través del software
ANOVA SPSS® v12.0 (SPSS® Inc, Chicago, USA) mediante el que

efectuamos los siguientes procedimientos estadisticos:

Para el andlisis de datos de los ensayos de viabilidad celular se
realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) para dos factores ortogonales
(tiempo y concentracion), realizando una regresion lineal para el calculo de
los valores de IC50 e IC90. Los datos de los experimentos de apoptosis, del
analisis del ciclo celular y de los estudios con radiacion ionizante (test de
micronucleos y ensayos de viabilidad celular) fueron analizados mediante

un analisis de varianza.

Para la migracion se realizo un andlisis de varianza de muestras
repetidas, correspondiente a un disefio jerarquizado con dos factores
principales (tiempo y tratamiento) y las réplicas como factor anidado
dentro de los tratamientos. Los analisis se complementaron con el contraste
de igualdad de medias y con el analisis con comparaciones entre pares de

medias mediante el test de la minima diferencia significativa (LSD).

Los wvalores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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V. RESULTADOS
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Previamente a la realizacion de los estudios definitivos, realizamos
varios ensayos con el fin de determinar las condiciones éptimas para cada
linea y método utilizados. Asimismo, procedimos al ajuste del ensayo de
MTT y verificamos también la ausencia de contaminacién por

Mycoplasma.

AJUSTE DEL ENSAYO CON EL MTT

En cada una de las lineas celulares estudiadas, medimos la
absorbancia del formazan metabolizado por la succinato deshidrogenasa
mitocondrial, a diferentes longitudes de onda. Observamos un maximo de
absorbancia a 560-570 nm, asociado a los menores coeficientes de
variacion, eligiendo finalmente la mayor de las dos; 570 nm como longitud

de onda de lectura.

También observamos, que para nuestras condiciones de
experimentacion, existia una relacion lineal entre el nimero absoluto de
celulas vivas en el cultivo y la cantidad de MTT metabolizado acumulado
en el interior de las células, que finalmente era solubilizado y liberado al
afadir DMSO. Constatamos dicha relacién para las tres lineas: Vero,
TRAMP-C1 y HaCaT, con unos coeficientes de regresion de r=0.99, r=0.98
y r=0.98 respectivamente, manteniéndose dicha relacion tanto en escala

lineal como en la logaritmica.
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DETECCION DE MYCOPLASMA

Una vez tefiidas las células con el colorante especifico para el ADN
(H33233, Hoecht, Alemania) procedimos a su estudio con el microscopio
de fluorescencia, con el que observamos la distribucion de la tincion para
las diferentes lineas. En todos los casos, la fluorescencia era uniforme y
estaba limitada al nucleolo que facilitaba su identificacion, dado que los
citoplasmas se disponian de forma aplanada y extendida sobre la placa de
cultivo. Por lo que no existia contaminacion con Mycoplasma spp. en

ninguna de las lineas estudiadas.

Este ensayo se realizd en varias ocasiones a lo largo del estudio,
resultando negativo para la presencia de ADN extranuclear. La existencia
de dicho microorganismo tampoco se evidencié en las electrono-

micrografias.
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I. VIABILIDAD CELULAR Y CITOTOXICIDAD EN LA LINEA CELULAR
VERO

A. LINEA CELULAR VERO:

1. FIBROINA

Observamos una escasa pérdida de viabilidad celular, sobre todo a

las 72 horas, no bajando en ningun caso del 60% respecto al control.
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El grafico superior representa como afecta la concentracion de
fibroina al crecimiento y proliferacion celular. Cada linea del grafico

muestra la evolucidn de la proliferacién celular en cada uno de los tiempos

estudiados.

Los valores de ICsy e 1Cqg fueron:

Tiempo IC 50 1C 90
24 horas 0,812% 1,579%
48 horas 1,056% 2,275%
72 horas 0,31% 0,74%

Los resultados obtenidos muestran la ausencia de efecto dosis-
respuesta (p > 0,05) con unos valores de viabilidad que oscilaban entre el

60%y el 80 %.
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2. SERICINA

Observamos una importante pérdida de viabilidad que se evidencia

sobre todo a las 72h (10%) con la maxima concentracion:
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El gréafico superior representa como afecta la concentracion de
sericina al crecimiento y proliferacion celular. Cada linea muestra como

evoluciona la proliferacion en cada uno de los tiempos estudiados.

Los resultados obtenidos muestran la existencia de efecto dosis-
respuesta (p < 0,001) con unos valores de viabilidad que van disminuyendo

considerablemente conforme aumenta la concentracion estudiada.

Los valores de ICs e 1Cqg fueron:

Tiempo IC50 IC 90
24 horas 0,021% 0,338%
48 horas 0,035% 0,352%
72 horas 0,017% 0,25%
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3. HIDROLIZADO DE SEDA

Los primeros ensayos realizados con diluciones porcentuales de entre
0,5y 10% mostraron un freno de viabilidad en las concentraciones 2,5, 5y
10%. Pero es debida al muy elevado potencial osmotico del extracto a esas

concentraciones.

Hidrolizado de seda
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El gréfico representa como afecta la concentracion de hidrolizado
de seda al crecimiento y proliferacion celular. Cada linea muestra como

evoluciona la proliferacidn en cada uno de los tiempos estudiados.

Los resultados obtenidos muestran la ausencia de efecto dosis-
respuesta (p>0,05) con unos valores de viabilidad que rondan el 70% con la

concentracion maxima en los tres tiempos estudiados.
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Los valores de ICsg e 1Cq fueron:

Tiempo IC50 IC 90
24 horas 0,791% 1,503%
48 horas 0,951% 2,05%
72 horas 0,38% 0,875%
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B. LINEA CELULAR TRAMP-C1:

La determinacion de la viabilidad celular y el efecto citotoxico de
diferentes drogas u otras sustancias sobre lineas celulares cancerosas, es un
ensayo reconocido por la comunidad cientifica internacional cuyo objetivo
es estudiar si dichas sustancias son capaces de bloquear la proliferacion o
inducir la muerte celular, y por tanto, ser consideradas como agentes anti-

Cancerosos.

En la grafica se expresa la viabilidad celular del cultivo tras 24 y 48

horas de incubacion con los agentes:

200

150 T T T

100 -
m 24 horas

50 - W 48 horas

Fibroina Fibroina Sericina Sericina H50,05 HS
0,05 0,25 0,05 0,25 0,025

Podemos observar que las sustancias estudiadas no afectan a la
viabilidad en ninguno de los tiempos estudiados, a las concentraciones

ensayadas.

Los bajos valores de R no permitieron calcular la IC 50 con un

grado suficiente de precision (superior al valor 0,5).
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24 horas 48 horas 72 horas
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C. LINEA CELULAR HACAT

Las siguientes graficas muestran cémo afectan diferentes
concentraciones de cada producto al crecimiento y viabilidad celular
respecto al control, al que se le asigna el valor 100
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Sericina
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Los gréaficos anteriores relacionan directamente los porcentajes de
viabilidad con una escala lineal creciente de concentraciones de los
extractos (1 %o — 250 %o). LOs puntos representan las concentraciones
concretas utilizadas en el estudio. A partir de estas representaciones un
programa estadistico elabora y ajusta una recta de regresién (no mostrada)
a cada curva, ademas de facilitar un coeficiente de correlacion lineal (R?)
que estima la bondad del ajuste. Gracias a estas manipulaciones estadisticas
se calculan los ICsq de las regresiones lineales con un R? superior al valor
0,5.
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El hidrolizado de seda a las concentraciones ensayadas no afecto a la
viabilidad celular. En el caso de fibroina y sericina, se produjo un efecto
dosis-respuesta estadisticamente significativo (p<0,001) a partir de los

valores de concentracion 0,1% y 0,05%, respectivamente.

La siguiente tabla muestra los valores de IC50 expresados en
porcentaje (peso/volumen):

IC 50 (24h) IC 50 (48h)
Fibroina 0,28% 0,21%
Sericina 0,22% 0,16%

Hidrolizadodeseda @ - -

En el caso del hidrolizado de seda los bajos valores de R? no
permiten calcular su IC 50 con el grado suficiente de precisién como para
ser significativo.
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1. GENOTOXICIDAD

La frecuencia de microndcleos/500 células B (MN/500 CB) de la
muestra control (varon adulto de 19 afios de edad no fumador y
supuestamente sano), fue de 10 MN/500 CB que corresponde a los valores
normales de la poblacién adulta estudiada en el laboratorio de radiologia

experimental para ese rango de edad.

La muestra que sirvié como control positivo (irradiada con 2 Gy de
rayos X) presentd una frecuencia de presentacion de MN de 26/500 CB, lo
que supone un incremento significativo de la frecuencia esperada y
presenta diferencias estadisticamente significativas respecto a la frecuencia
presentada por las muestras controles (p<0,001) y, por tanto no irradiadas.
Estos resultados expresan el efecto genotoxico y mutagénico inducido por

la radiacion ionizante administrada.

1. FIBROINA

La frecuencia de MN de las muestras tratadas con fibroina fue de 9
MN/500 CB en las muestras tratadas con 20 microlitros y de 10 MN/500
CB para las muestras tratadas con 40 microlitros. Ambas frecuencias no
presentaban diferencias significativas con las muestras controles (p>0,05),

lo que expresa la ausencia de efecto genotoxico de la fibroina.
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2. SERICINA

La frecuencia de MN de las muestras tratadas con sericina fue de 11
MN/500 CB en las muestras tratadas con 20 microlitros y de 13 MN/500
CB para las muestras tratadas con 40 microlitros. Ambas frecuencias no
presentaban diferencias significativas con las muestras controles (p>0,05),

lo que expresa la ausencia de efecto genotoxico de la sericina.

3. HIDROLIZADO DE SEDA

La frecuencia de MN de las muestras tratadas con el hidrolizado de
seda fue de 9 MN/500 CB tanto en las muestras tratadas con 20 microlitros
como para las muestras tratadas con 40 microlitros. Esta frecuencia no
presentaba diferencias significativas con las muestras controles (p>0,05), lo

que expresa la ausencia de efecto genotoxico del hidrolizado de seda.
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I1l.  GENOPROTECCION

El control positivo (muestra de sangre irradiada con 2 Gy de rayos
X) presentd una frecuencia de presentacion de micronicleos de 26
MN/500CB, lo que supone un incremento significativo de la frecuencia
esperada y presenta diferencias estadisticamente significativas respecto a la
frecuencia presentada por las muestras controles (p<0,001) y, por tanto no
irradiadas. Estos resultados expresan el efecto genotdxico y mutagénico

inducido por la radiacion ionizante administrada.

1. FIBROINA

La frecuencia de presentacién de MN en las muestras tratadas con
fibroina administrada antes de la irradiacion 20 mL de fibroina 25 uM en 1
mL de sangre antes de la exposicion de una dosis de 2 Gy de rayos X, fue
de 22 MN/500 CB y en las muestras tratadas con fibroina tras la
irradiacion, fue de 24 MN/500/CB. Ambos resultados no presentaban
diferencias significativas respecto a los de las muestras controles irradiadas
con 2 Gy, lo que expresa la ausencia de efecto protector de la fibroina

frente al dafio genotoxico inducido por la radiacion ionizante.

2. SERICINA

La frecuencia de presentacion de MN en las muestras
correspondientes al tratamiento con sericina administrado antes de la

irradiacion 20 mL de sericina 25 UM en 1 mL de sangre antes de la
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exposicion de una dosis de 2 Gy de rayos X, fue de 26 MN/500 CB y en las
muestras tratadas con la sericina tras la irradiacion fue de 27 MN/500/CB.

Ambos resultados no presentaban diferencias estadisticamente
significativas respectos a los de las muestras controles irradiadas con 2 Gy,
lo que expresa la ausencia de efecto protector de la sericina frente al dafo

genotoxico inducido por la radiacion ionizante.

3. HIDROLIZADO DE SEDA

La frecuencia de aparicion de MN en las muestras tratadas con
hidrolizado de seda previamente a la irradiacién 20 mL de HS 25 uM en 1
mL de sangre antes de la exposicion de una dosis de 2 Gy de rayos X, fue
de 22 MN/500 CB mientras que en las muestras tratadas tras la irradiacion
fue de 25 MN/500/CB. Ambos resultados no presentaban diferencias
significativas respecto a las muestras controles irradiadas con 2 Gy, lo que
expresa la ausencia de efecto protector del hidrolizado de seda frente al

dafo genotoxico inducido por la radiacion ionizante.

Genoproteccion

30 7

25 -
20 -
15 A
10 A
5

Control Fibroina Fibroina Sericina Sericina HSPre- HSPost-
irradiado Pre-Rx Post-Rx  Pre-Rx  Post-Rx Rx Rx

119



Resultados

.Lji

L

Cultivo de linfocitos humanos con bloqueo citoquinético células

binucleadas, con un micronucleo (circulo rojo) (x400).
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IV. PROTECCION FRENTE A LA RADIACION ULTRAVIOLETA EN
LA LINEA CELULAR HACAT

HIDROLIZADO DE SEDA
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Efecto de la radiacion UVB de 0724 J / cm? de intensidad sobre la
viabilidad de queratinocitos humanos tratados con distintas concentraciones

de hidrolizado de seda.
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Las gréficas anteriores muestran el efecto de distintas
concentraciones de extractos de la seda sobre la proliferacion y viabilidad
de las células HaCaT tras periodos de tiempo de 24 y 48 horas después de

irradiarlas con 0,08 y 0,24 J/cm? de irradiacion UVB.

El analisis estadistico de pares de medias indico que las diferencias
que mostraban los datos obtenidos eran significativas en todos los casos (p
< 0,001), es decir, que las diferencias de la viabilidad con cada tiempo,

concentracion y dosis de radiacion fueron estadisticamente significativas.

Asi, el destacado incremento de viabilidad a 24 y 48 horas causado
por el hidrolizado de seda a bajas concentraciones y minima intensidad de
radiacion ultravioleta recibida fue significativo (p < 0,001). Del mismo
modo, el moderado incremento de la viabilidad asi como la estabilizacion
de la viabilidad por la fibroina a concentraciones bajas-medias tras la
minima intensidad de radiacion ultravioleta también fue significativo (p <
0,001).
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V. MIGRACION EN LA LINEA CELULAR HACAT

La comparacion de medias con nivel de significacion p < 0,05
mostrd una clara ausencia de diferencias entre el control y los tratamientos
con dos concentraciones de hidrolizado de seda (p = 0,61 para la
concentracion 0,01 % y p = 0,45 para la concentracién 0,1 %). Es decir,
que el porcentaje de area colonizada por las células en los tiempos
estudiados, fue similar tanto en el caso de los pocillos tratados como en los
controles, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre
ninguna de las concentraciones estudiadas del hidrolizado de seda y el
control.

Migracion HaCaT Hidrolizado Seda

100 —+—Control
N // ontrol

——0'01
60 / 0"

micras

4h 8h 12h 24h

El gréafico representa como afecta la concentracion de fibroina al
crecimiento y proliferacion celulares. Cada linea muestra como evoluciona
la proliferacion en cada uno de los tiempos estudiados. Otra caracteristica

es que el valor maximo de inhibicidn de crecimiento celular se dio en todos
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los casos a la concentracion 5 pM, aunque la significacién de esta

observacion ha de confirmarse con los analisis estadisticos pertinentes.

El siguiente grafico relaciona directamente las lecturas de
absorbancia del espectrofotometro con una escala creciente lineal de
concentracion de fibroina. Los puntos representan las concentraciones
concretas empleadas en el estudio. A partir de estas representaciones, un
programa estadistico elabora y ajusta una recta de regresion para la IC50 e
IC 90.

En nuestro caso, los mejores ajustes a la curva no fueron
suficientemente buenos como para considerar fiables los datos de IC

obtenidos.

IC5024h. 16250puM [IC5048h  21133pM  |[IC5072h 62,02 pM
IC90 24h. 31583uM [IC9048h  455uM IC9072h 148,77 uM

Control tiempo 0 Control 12 horas Control 24 horas

HS tiempo 0 HS 12 horas HS 24 horas
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VI. DISCUSION
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Los cultivos celulares constituyen un método que permite simplificar
los estudios hasta determinados niveles aceptables, a diferencia de los
experimentos con organismos completos, al poder eliminar las interacciones y
variaciones que se suelen presentar en estos Gltimos. Sus principales ventajas
en el estudio de la actividad celular corresponden fundamentalmente al control
del ambiente, la homogeneidad de la muestra y a la exposicién directa de los
agentes a ensayar a determinadas concentraciones. Por otra parte, los cultivos
celulares constituyen el sistema mas importante de los distintos métodos

alternativos a la experimentacion animal.

Estos hechos han supuesto un importante reto para la investigacion
cientifica, relacionado, por una parte con el desarrollo de diversos modelos
experimentales “in vitro” de dafio celular por irradiacion ultravioleta (RUV),
asi como el posterior estudio de los efectos fotoprotectores de diversas
sustancias, puesto que la normativa legal vigente en nuestro pais impide la
realizacién de modelos con animales para el ensayo de sustancias que, como
ocurre con los extractos ensayados en este trabajo, puedan ser utilizados

posteriormente en productos cosméticos fotoprotectores.

En este sentido, los cultivos celulares constituyen una alternativa para
conocer los mecanismos celulares, asi como los cambios implicados tras la
exposicion a radiacion, tanto ionizante como ultravioleta asi como de la geno

y fotoproteccion, que han sido objetivos de nuestro trabajo.

Asimismo, durante los Gltimos afios ha ocurrido algo similar respecto a

los productos o sistemas de fotoproteccion, lo que ha llevado a un enorme
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desarrollo de nuevos fotoprotectores de naturaleza quimica, asi como a nuevas
formulaciones de los de naturaleza fisica; aunque quizas lo mas novedoso
corresponda al gran esfuerzo investigador en relacién con los de naturaleza
biolégica y al ensayo de distintas sustancias de origen natural como los aceites
esenciales. En nuestro trabajo hemos ensayado tres extractos correspondientes
a este ultimo grupo, derivados del capullo del gusano de la seda: fibroina,

sericina y el hidrolizado.

La seda es segregada por las glandulas sericigenas del gusano de seda
(Bombyx mori L.) que la utiliza para elaborar el capullo, una estructura cerrada
de proteccidén en la que realiza la metamorfosis de larva a adulto. Tal y como
es segregado, el hilo de seda es continuo y puede medir hasta 1.500 metros,
consta de dos proteinas: una de ellas es la fibroina, que es una proteina
polimérica y lineal, que altera dominios amorfos y otros de lamina beta y
constituye el 70% del peso del capullo. La otra proteina es la sericina,
hidrosoluble y de estructura globular, que mantiene unidos los filamentos de
fibroina. La sericina es normalmente desechada en proceso textil aunque tiene
diversas aplicaciones en cosmética (Cenis, 2008). Sin embargo, en el mundo
occidental el aceite de crisalida fue descubierto de manera casual en Corcega.
Fue en la primera mitad del S. XX, cuando un médico observo que las heridas
que se hacian las mujeres que trabajaban en la fabrica de seda, al separar el
gusano del capullo, sanaban con celeridad, cicatrizando totalmente sin dejar
secuelas, lo que atribuyo a un liquido aceitoso contenido en el interior del
gusano de la seda (conocido como aceite de gusano de seda o aceite de

crisalida).
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Uno de los campos de aplicacion méas importantes de los cultivos
celulares corresponde al estudio del crecimiento, la viabilidad y la
citotoxicidad en lineas celulares, mediante distintos métodos de evaluacion
directos e indirectos, entre los que destacan los ensayos de exclusion de
colorante (Kaltenbach y cols., 1958; Borenfreund y cols., 1990), ensayos
clonogeénicos (Salmon y cols., 1978; Courtenay y Mills 1978), etc, y mas
recientemente los métodos de microtitulacion, que suelen ser bastante mas

sensibles y reproducibles que los anteriores.

En los altimos afios se han desarrollado algunos métodos colorimétricos
que se pueden utilizar en placas de microtitulacién, como es el que emplea la
sal de tretrazolio, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil tetrazolio
(MTT). Los ensayos con MTT son un método rapido, eficaz y fiable para
cuantificar colorimétricamente la viabilidad celular en estudios de
proliferacion celular y citotoxicidad de cultivos “in vitro”, tanto en suspension
como en monocapa. En estudios previos de nuestro grupo (Rodriguez-Vicente
y cols. 1998, Yafiez y col. 2004), hemos adaptado los métodos de Carmichael
y cols. (1987 ay b) y Alley y cols. (1988) para su utilizacién sobre diversas

lineas de melanoma, lo que hemos utilizado también en este trabajo.

La técnica, ampliamente utilizada, se basa en la reduccion del MTT,
soluble y de color amarillo, a un formazan insoluble de color azul. Esta
reduccion se realiza por la accién de la enzima mitocondrial succinato-

deshidrogenasa, activa solamente en las células vivas.
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En relacién con el primer objetivo planteado en nuestro trabajo, que
consistia en evaluar los posibles efectos de los citados extractos sobre la
viabilidad celular de las lineas: Vero, TRAMP-C1 y HaCaT, hemos utilizado
el test del MTT descrito por Carmichael et al. (1987a; 1987b) y Alley et al.
(1988). Esta técnica se basa en la capacidad de las células viables, mediante la
accion de deshidrogenasas mitocondriales, de reducir el MTT, una sal de
tetrazolio amarilla, a un producto de formazano de color azul ( Carmichael,
1987a; Carmichael, 1987b; Alley, 1988; Talorete, 2006).

Esta técnica tiene ademas la ventaja de que puede realizarse de forma
semiautomatica, utilizando placas de 96 pocillos, ya que el producto de
formazano se puede cuantificar mediante un espectrofotometro de placas. Esta
ventaja, junto a que sus resultados son similares a los de otros metodos
utilizados para evaluar la viabilidad celular (Carmichael, 1987a y 1987b;
Schroeterova, 2009), la convierten en una de las técnicas mas empleadas para

este tipo de ensayos.

En nuestro estudio, tras realizar diversos ensayos previos, los espectros
de absorcion para las condiciones experimentales y las lineas celulares
consideradas, determinaron un maximo de absorbancia a 570 nm, lo que
coincidia en general con los resultados de la mayoria de los métodos
desarrollados hasta ahora para su utilizacion con MTT (3-[4,5-Dimetiltiazcl-2-
il] -2,5- difeniltetrazclic) (MOSMANN, 1983; CARMICHAEL, 1987a, 1987b
y ALLEY 1988). No obstante, en este trabajo, hemos utilizado como longitud
de onda de referencia 690 nm, puesto que no existia absorbancia del MTT,

MTT formazan, ni otros componentes celulares a esa longitud de onda.
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Por otra parte, para conseguir la solubilizacion de los cristales de MTT
formazan que se forman en el interior celular, podemos comenzar utilizando el
isopropancol (MOSMANN, 1983) y propanol o etanol (DENIZOT, 1986),
aunque la solubilizacion no era total y facilitaba la interferencia del rojo fenol
y del suero del medio con el espectro de absorcién del MTT, por lo que
posteriormente, y en un intento de mejorar la solubilizacion, se utilizé DMSO
para los cultivos en monocapa y aceite mineral para los cultivos en suspension
(Carmichael, 1987ay 1987h).

En nuestro estudio, y de acuerdo con lo sefialado por Alley (1988)
hemos observado que el DMSO puede utilizarse con resultados 6ptimos tanto
en los cultivos en monocapa como en suspension. Ademas, antes de afiadir el
solubilizante hay que retirar el medio, y sea cual sea el método utilizado,
siempre quedan unos 10-20 L en el fondo de los pocillos, que resultan méas

miccibles en DMSO que en aceite mineral (Alley, 1988).

El ensayo con MTT present0 una alta correlacion entre la cantidad del
MTT metabolizado y el numero de células viables por pocillo, por lo que
resulta un indicador adecuado para estimar el nimero de células vivas de un
cultivo, a partir de la intensidad del color que muestra cada pocillo. Dicha
correlacion se mantenia, tanto con grandes densidades celulares como con un
namero bajo de células, por lo que consideramos que este método es adecuado
para utilizarlo en ensayos en los que el control puede alcanzar gran numero de
celulas, mientras que los grupos tratados pueden contener escasas células

viables.
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En este sentido, otros autores han comparado el ensayo mediante MTT
con el de formacion de colonias en agar, contenido de proteina celular e
incorporacion de timidina tritiada (Carmichael, 1987; Alley, 1988 y Arnouid,
1990a) obteniéndose en todos una fuerte correlaciéon, por lo que permite

utilizar el ensayo de MTT en sustitucion de los demas.

En nuestro trabajo hemos adaptado el modo de utilizacion de los
extractos ensayados a nuestro modelo “in vitro”. Para ello hemos ajustado las
dosis utilizadas al volumen de medio de cultivo y a la capacidad del recipiente
donde se cultivaban las células, entendiendo que con una mayor exposicion
directa de las células a los distintos extractos podriamos evaluar con mayor

exactitud cualquier alteracion en el crecimiento celular.

Asimismo, en este estudio hemos utilizado varios tiempos de incubacion
con los extractos a ensayar (24, 48 y 72 horas) para poder evaluar, tanto su
efectos citotoxicos como antiproliferativos. Dado que diversos autores han
establecido que en el tratamiento durante periodos cortos de tiempo, tales
como 24 horas, los cambios en la viabilidad celular son debidos,
fundamentalmente, a la muerte celular directa (Hansson, 1987; Rodriguez-
Vicente, 1988; Yafiez, 2004); sin embargo, otros autores proponen la
incubacion con concentraciones muy elevadas durante periodos de tiempo

muy cortos (3 horas) para estudiar la citotoxicidad (Kuntz, 1999).

Por otra parte, los ensayos a tiempos mas largos (72 horas), permiten
evaluar el efecto antiproliferativo del compuesto estudiado, ya que ese periodo
da lugar a que se produzcan fenomenos de apoptosis, de parada del ciclo
celular, etc. (Hansson, 1987; Rodriguez-Vicente, 1988; Yariez, 2004).
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La linea celular Vero (ECCC) fue establecida en 1962 por Yasumura y
Kawakita en la Universidad de Chiba (Japén), y corresponde a células
epiteliales de tabulos renales del mono verde africano (Cercopithecus
aethiops). Consiste en una linea celular continua, no transformada y muy
estable, libre de agentes contaminantes o infecciosos y altamente sensible a
cualquier téxico por lo que su utilizacién se ha extendido a laboratorios de

todo el mundo para este tipo de ensayos.

Sobre esta linea, la fibroina mostré escasa pérdida de viabilidad celular,
sobre todo a las 72 horas, no bajando en ningun caso del 60% respecto al
control. Sin embargo, tanto la sericina como el hidrolizado de seda, afectaron
a la viabilidad del cultivo, que era evidente en el caso en que administramos la

méaxima concentracion de cultivo de sericina a las 72h (10%).

Con el hidrolizado de seda, los primeros ensayos realizados con
diluciones porcentuales de entre 0,5 y 10% mostraron un freno de la viabilidad
a las concentraciones 2,5, 5y 10% que probablemente fue debida al elevado

potencial osmético del extracto a esas concentraciones.

La segunda linea celular utilizada en nuestro estudio correspondio a la
linea celular TRAMP-C1 que deriva de un tumor de prostata de un ratdn
TRAMP (Foster, 1997). Los ratones TRAMP son animales transgénicos
disefiados para expresar un fragmento del material genético del virus SV40
especificamente en el epitelio de la préstata mediante el promotor del gen de
la probasina de rata (Greenberg, 1994). Estos animales desarrollan todo el

espectro tumoral de la préstata, desde la hiperplasia intraepitelial leve a la
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neoplasia maligna, semejando estrechamente lo que ocurre en patologia
humana (Greenberg, 1995).

En este trabajo hemos elegido esta linea celular de cancer de préstata
para estudiar el posible efecto quimiopreventivo de los extractos ensayados,
puesto que tradicionalmente se considera que las neoplasias de préstata son
una excelente diana para el uso de compuestos quimiopreventivos, por su
largo periodo de latencia ademés de su alta incidencia (Gupta, 2001; Patel,
2007), junto al hecho de que el cancer, en general, es una de las principales
causas de muerte en todo el mundo y por tanto uno de los principales
problemas sanitarios, sobre todo en los paises desarrollados (Yabroff, 2007;
Jemal, 2009). El cancer de préstata, exceptuando a los canceres cutaneos, es
uno de los principales tumores humanos, tanto por su incidencia (25%) como
por las muertes que provoca (9%) (Berkow, 2007; Assinder, 2009; Jemal
2013).

En nuestro estudio, pese al efecto citotoxico de la sericina y el
hidrolizado de seda sobre células Vero, los extractos estudiados no afectaron a
la viabilidad de la linea TRAMP-C1 en ninguno de los tiempos estudiados y a
las concentraciones ensayadas, lo que parece indicar que ninguna de las

sustancias ensayadas mostro efecto anti-tumoral sobre dicha linea.

No obstante, aunque no ha sido probada anteriormente en el cancer de
préstata, la sericina ha demostrado efecto protector frente al cancer de piel “in
vivo” en ratones tratados con DMBA-TPA (Zhaorigetu, 2003), en los que
disminuia el tamafio y la incidencia de los tumores de forma significativa.

Ademas, la sericina suprimio de forma significativa la elevacion en el nivel de
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4-HNE y expresiones elevados de c-fos, c-myc y la ciclooxigenasa-2 (COX -
2).

Por otra parte, tambien ha sido descrito que la sericina posee efecto
protector frente a la promocion de tumores en la piel del ratdn mediante la
supresion del estrés oxidativo, respuesta inflamatoria y TNF-a, segin los
estudios de Zhaorigetu, 2003 a, 2003b y 2007. Por lo que progresivamente, la
sericina se ha convertido en un componente natural muy importante tanto en la
industria cosmética como en la alimentaria (Voegli, 1993) por su importante
actividad antioxidante (Kato, 1998).

La linea HaCaT (ATCC, EEUU) corresponde a queratinocitos cutaneos
humanos de la piel de un individuo caucasico, norteamericano, voluntario de

27 anos.

El objetivo del ensayo de citotoxicidad en esta linea celular, consistio
fundamentalmente en ajustar bien la dosis de los extractos para poder utilizar
la maxima concentracion que admitiera el cultivo, sin que afectara a su
viabilidad y poder llegar hasta ese punto con el ensayo de fotoproteccién y

migracion.

La fibroina no presento accion citotoxica para esta linea celular hasta
una concentracion de 0,1 %, a partir de la cual observamos cierto efecto
citotoxico dependiente de la dosis estadisticamente significativo. Sin
embargo, la sericina resultd mas citotoxica que la fibroina, como también
ocurria en la linea celular Vero. Este efecto comenzd a hacerse evidente ya

con las concentraciones mas bajas (0,05 y 0,1), alcanzando la IC50 de forma
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temprana en 0,22% a las 24 horas y 0,16% a las 48 horas. El efecto negativo
dosis-respuesta sobre el cultivo fue estadisticamente significativo a partir del
0,05%.

No obstante, el hidrolizado de seda fue el extracto que mostré un mejor
comportamiento respecto a la viabilidad de las células HaCaT, con valores
proximos e incluso superiores al 100% (control) en todas las concentraciones
estudiadas, tanto a 24 como a 48 horas, por lo que se puede concluir que el

hidrolizado de seda no afecta a la viabilidad celular de esta linea.

El segundo objetivo de nuestro trabajo consistio en estudiar los
posibles efectos genotdxicos y genoprotectores de los tres extractos del gusano
de la seda ensayados en este estudio, dado que la exposicion accidental, o no,
a la radiacion ionizante (durante técnicas de diagnostico médico o aplicaciones
industriales, vuelos, accidentes, etc.) y los dafios geneéticos causados por ella
pueden estar aumentando debido al incremento progresivo de su aplicacion en
la sociedad actual; sin embargo, todavia no se dispone de radioprotectores
seguros, ya que los utilizados hasta ahora suelen presentar toxicidad a dosis
radioprotectoras (Bogo, 1985; Nair, 2001; Hosseinimehr, 2003; Hosseinimehr,
2006; Song, 2006; Alcaraz, 2009). Por ello, y debido al reciente interés en la
utilizacion de compuestos polifendlicos como radioprotectores, en nuestro
trabajo nos planteamos el estudio de los posibles efectos de la fibroina,
sericina y del hidrolizado de seda, para disminuir los dafios causados por la

radiacion ionizante.

La radiacion ionizante puede inducir la formacién de fragmentos

acentricos de cromosomas Y la segregacion erronea de cromosomas; €stos, Si
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no interaccionan con el huso mitético, quedan en el citoplasma formando un
pequefio ndcleo denominado microndcleo aislado del principal (IAEA, 2001;
Fenech, 2007). La técnica desarrollada por Fenech et al. (1985) para
cuantificar la apariciobn de micronucleos, conocida como ensayo de
micronucleos bloqueados durante la citoquinesis, se ha convertido en el
método preferido para la cuantificacion de este tipo de dafios (IAEA, 2001,
Fenech, 2007) y en una de las técnicas citogenéticas mas utilizadas para

estudiar los dafios genotoxicos en mamiferos (Fenech, 2007).

El ensayo de micronucleos es uno de los métodos mas sensibles para
medir el dafio al DNA causado por distintos agentes genotdxicos, entre ellos la
radiacion ionizante, el perdxido de hidrogeno, el radical superéxido o los
neutrofilos activados (Fenech, 1985; Fenech, 1986; Fenech, 1991; Fenech,
1993; Odagiri, 1994; Fenech, 1997; Umegaki, 2000), siendo, incluso, mas
sensible que la deteccion de 8-oxo- dG por HPLC (Kobus, 1993).

Existen, ademas, otra serie de técnicas utilizadas para cuantificar el dafio
causado en el DNA, bien por la radiacion ionizante, o bien por otros agentes
genotoxicos. Otras técnicas citogenéticas analizan la presencia de cromosomas
dicéntricos, anillos, exceso de fragmentos, o la condensacion prematura de la
cromatina (IAEA, 2001; Terzoudi, 2006); asimismo, el desarrollo de las
técnicas de hibridacion fluorescente in situ (FISH) ha permitido estudiar dafios

mas persistentes, como translocaciones (Terzoudi, 2006).

Ademas, también se utilizan técnicas bioguimicas, como el estudio del
bloqueo en la fase G2, que se produce cuando la celula ha sufrido dafios

cromosomicos, o la actividad de cdk 1y de la ciclina B en la transicion G2-M
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(Terzoudi, 2006). La técnica de Cometa, o la version alcalina del ensayo de
electroforesis en gel de una sola célula, es una técnica rapida para detectar
dafio en el DNA, y permite estimar la cinética de reparacion de las lesiones
(Kumaravel, 2006).

En nuestro estudio, los tres extractos ensayados no presentaron actividad
genotdxica, ni a 20 ni a 40 pL, puesto que no aumentaron la frecuencia basal
de presentacion de micronucleos en los linfocitos humanos bloqueados con
citochalasina B, lo que demuestra, por tanto, la ausencia de capacidad

mutagénica de estos compuestos.

De este modo, la frecuencia de MN de las muestras tratadas con fibroina
fue de 9 y 10 MN/500 CB para las muestras tratadas con 20uL y 40 pL
respectivamente. En el caso de la sericina, la frecuencia de MN fue de 11y 13
MN/500 CB (20 y 40 uL, respectivamente) y para el hidrolizado de seda, de 9
MN/500 CB tanto en las muestras tratadas con 20 uL como para las de 40.

En la revision bibliogréafica realizada hemos encontrado descritos
nuUMerosos extractos o compuestos vegetales con actividad antioxidante
(extractos de citricos, de té rojo o negro, de soja, crisina, genisteina,
hesperidina, luteolina, naringina, orientina, polifenoles del vino, quercetina,
vicenina) que disminuyen los dafios inducidos por la radiacion ionizante
utilizando diferentes versiones del test de micronucleos (in vitro e in vivo) y el
test Cometa (Shimoi, 1994; Shimoi, 1996; Parshad, 1998; Uma Devi, 2000;
Vrinda, 2001; Greenrod, 2003; Hosseinimehr, 2003; Zhou, 2005;
Hosseinimehr, 2006; Song, 2006; Benkovic, 2009b; Benkovic, 2009a).
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Por otra parte, nuestro grupo de investigacién ha demostrado asimismo,
en varios estudios previos, la actividad radioprotectora de diversos extractos
ricos en polifenoles y flavonoides, como extractos de olivo, de semilla de uva
y de té verde (Castillo, 2000; Castillo, 2001; Benavente-Garcia, 2002; Del
Bafo, 2006; Alcaraz, 2009; Castillo, 2010) y de polifenoles y flavonoides,
como los &cidos carndésico, rosmarinico, galico y elagico, el carnosol o el
hidroxitirosol (Alcaraz, 2006;Del Barfio, 2006; Alcaraz, 2009), la rutina y la
diosmina (Castillo, 2000; Benavente-Garcia, 2002).

Asimismo, muchos otros compuestos con actividad antioxidante, como
son los compuestos con grupos sulfidrilo, tales como la cisteina o la
amifostina, vitaminas antioxidantes, etc., han sido también utilizados como
radioprotectores (Bogo, 1985; Nair, 2001; Song, 2006; Alcaraz, 2009).

No obstante, no hemos encontrado descritos en la bibliografia, estudios
en los que se hayan utilizado los extractos del gusano de la seda ensayados en

nuestro trabajo.

En cuanto al segundo apartado de este objetivo, consistente en estudiar
el posible efecto protector de los tres extractos frente a la radiacién ionizante,
destaca que el control positivo (es decir las muestra de sangre irradiadas con 2
Gy de rayos X) presentaba una frecuencia de micronucleos de 26 MN/500CB,
lo que supone un incremento significativo de la frecuencia esperada, que
presenta diferencias estadisticamente significativas respecto a la frecuencia
presentada por las muestras control (p<0,001) no irradiadas. Estos resultados
expresan el efecto genotoxico y mutagénico inducido por la radiacion

ionizante administrada a las muestras control.
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Por otra parte, la frecuencia de presentacion de MN en las muestras
tratadas con fibroina antes de ser irradiadas de la misma forma que el control,
fue de 22 MN/500 CB, mientras que los compuestos de las muestras post-
irradiacion era de 24 MN/500/CB. Ambos resultados no presentaban
diferencias significativas con el control, lo que indica la ausencia de efecto
protector de la fibroina frente al dafio genotdxico inducido por la radiacion

ionizante.

Del mismo modo, la sericina tampoco demostro efecto protector frente a
las radiaciones, siendo la frecuencia de MN en las muestras tratadas pre-
irradiacion de 26 MN/500 CB vy en las muestras tratadas post-irradiacion, de
27 MN/500/CB.

El hidrolizado de seda tampoco demostro diferencias estadisticamente
significativas respecto al control, con 22 y 25 MN/500 CB en las muestras
tratadas pre-irradiacion y post-irradiacion respectivamente, por lo que
concluimos que este agente también poseia efecto protector frente al dafio

genotoxico inducido por la radiacién ionizante.

El mecanismo patogénico de la radiacion ionizante consiste en la
formacion masiva de ROS en las células afectadas (Benavente-Garcia, 2002;
Rithidech, 2005a; Alcaraz, 2009). Esta generacion de grandes concentraciones
de radicales libres sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula, por lo que
el ataque oxidativo a distintas moléculas puede provocar dafios cromosémicos
y mutaciones, o, incluso, la muerte celular (Rithidech, 2005a). Dada la sintesis

masiva de radicales libres inducida por la radiacion ionizante y la actividad
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radioprotectora de muchos compuestos antioxidantes, numerosos autores han
considerado que su capacidad antigenotdxica se basa, fundamentalmente, en la
eliminacién de ROS por los antioxidantes (Devi, 1999; Castillo, 2000; Uma
Devi, 2000; Castillo, 2001; Benavente-Garcia, 2002; Del Bafio, 2006; Alcaraz,
2009).

Por tanto, la actividad radioprotectora de los agentes a ensayar se
justificaria por su capacidad de capturar radicales libres (Kim, 2004b; Nagai,
2005; Patel, 2007) e inhibir el estrés oxidativo (Jeyabal, 2005; Duarte-
Almeida, 2006; Patel, 2007); y, quizas, por la proteccion de los sistemas

antioxidantes enddgenos (Khan, 2006).

Sin embargo, no hemos encontrado en la revision bibliogréfica realizada
trabajos en los que se haya estudiado el efecto del gusano de seda, su crisalida

0 su capullo sobre la radiacion ionizante.

En relacion con el tercer objetivo de nuestro trabajo, nos planteamos
estudiar los efectos de los tres extractos sobre la migracion celular en le linea
HaCaT.

En nuestro estudio, el ensayo de migracion no presentd diferencias
significativas entre el control y los tratamientos con dos concentraciones de
hidrolizado de seda (p = 0’61 para la concentracién 0°01 % y p = 0’45 para la
concentracion 0’1 %). Es decir, que el porcentaje de area colonizada por las
células en los tiempos estudiados, fue similar tanto en el caso de los pocillos

tratados como en los controles. Por lo que las concentraciones estudiadas del
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hidrolizado de seda (0’01 y 0’1 %) no provocaron una colonizacién mas
rapida de la herida realizada a los pocillos de ensayo. Concluimos, por tanto,
que el hidrolizado de seda no favorece la migracion celular de las células
HaCaT, al no existir diferencias estadisticamente significativas entre ninguna

de las concentraciones estudiadas del hidrolizado de seda y el control.

No obstante, la linea celular HaCaT (queratinocitos humanos no
transformados de un individuo caucasiano) ha sido utilizada en numerosos
estudios con el objetivo de cuantificar el estrés oxidativo o las lesiones en el

material genético, provocadas por la radiacion ultravioleta.

En cuanto al cuarto objetivo, consistente en estudiar los posibles efectos
protectores de los extractos frente a las RUV B, estaban basados en el interes
que presenta la fotoproteccion cuya finalidad es prevenir los efectos adversos
de la exposicion solar cronica y retrasar el fotoenvejecimiento impidiendo la
presentacion del cancer cutaneo. Existen diferentes fotoprotectores segun el
tipo de filtro y mecanismo de accién (Montero, 2008): los organicos,
conocidos también como quimicos, los inorganicos, llamados fisicos, y los
bioldgicos, que corresponden a sustancias que penetran mas y tienen actividad
antioxidante (‘Yaar, 2007). Entre los que se encuentran vitaminas con actividad
antioxidante directa, otras sustancias que ejercen la actividad antioxidante a
través de capacidad quelante del hierro (diferentes flavonoides), y otras que
aumentan la actividad de las enzimas antioxidantes de la piel (algunos

oligoelementos) (Tuchinda, 2006).

En este ultimo grupo se ha incorporado més recientemente a los aceites

esenciales, que suelen ser mezclas de varias sustancias quimicas sintetizadas
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por algunas plantas (dan el aroma caracteristico de algunas flores, arboles,
frutos, hierbas, especias, semillas) asi como ciertos extractos de origen animal
(almizcle, civeta, ambar gris, etc.). Son intensamente aromaticos, no grasos
(por lo que no se enrancian), volatiles por naturaleza (se evaporan
rapidamente) y livianos (poco densos). Son insolubles en agua, levemente
solubles en vinagre y solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Se

oxidan por exposicion al aire.

Durante las ultimas décadas, la exposicion solar ha sufrido un aumento
considerable, sobre todo la de tipo recreativo o intermitente, por lo que la
""dermatoheliosis™ se produce también en personas jovenes que se exponen a
la radiacion solar sin proteccion, o a fuentes de luz ultravioleta artificial para
el bronceado rapido (Camacho, 2001), por lo que durante los ultimos afios se
ha ido generando de forma paulatina un nuevo cambio social, gracias al
cumulo progresivo de conocimientos en el sentido de que la exposicion solar y

por tanto el bronceado pueden comportar un grave riesgo (Vicente,1999).

El cancer cutaneo constituye la neoplasia maligna humana maés frecuente
(Matsumara, 2002; Jemal, 2011; Siegel, 2012;). Su prevalencia en occidente
ha aumentado exponencialmente en los ultimos afios. Actualmente, supone
uno de los motivos de consulta médica mas frecuentes. Aunque su prondéstico
es excelente tras la cirugia, excepto el melanoma, su abordaje clinico y
terapéutico precisa la dedicacion de un alto porcentaje del presupuesto
sanitario en el mundo occidental (Yaar, 2007; Jemal, 2011; AVCI, 2013;).

La absorcion directa de la energia por cromoforos de la epidermis

(ADN, ARN, melanina, el &cido urocénico, lipidos, proteinas) va a originar la
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formacion de fotoproductos, especialmente dimeros de pirimidina que
absorben diferentes longitudes de onda especificas (Young, 1997). Estas, al
liberarse posteriormente, originardn reacciones fotoquimicas con dafio
genetico directo, que lleva a la produccion de mutaciones y trastornos del
crecimiento neoplasico cutaneo o fotocarcinogénesis, generalmente como
consecuencia de las longitudes de onda corta de la RUV B y A (Brash, 1997;
Young, 1998).

También se produce dafio oxidativo indirecto por efecto de reacciones de
fotosensibilizacion enddgena en relacion con las longitudes de onda mayores
de la RUV A (Burren, 1998). Este dafio celular va a generar, a su vez, la
liberacidn de diversos mediadores quimicos de la inflamacion con las acciones
descritas en el apartado a), junto a la accion moduladora sobre otros tipos

celulares como queratinocitos, células de Langerhans, fibroblastos, etc.

Casi todas las mutaciones originadas experimentalmente por RUV B y
A se localizan en las pirimidinas adyacentes, y alrededor de dos tercios son
mutaciones distintivas (Brash, 1991). El tercio restante también son generadas
por las radiaciones ultravioleta, pero probablemente surjan a partir de la
producciéon de ROS (Wondrak, 2001). Dado que existen diversos
carcin0genos que generan esta lesion oxidativa, es dificil conocer si la fuente
de las mutaciones fue la RUV B, la A, o la fosforilacion oxidativa intracelular.
La RUV A, induce levemente la aparicion de mutaciones distintivas por RUV
B a través de la fotosensibilizacion, pero genera mutaciones similares a las
oxidativas en intercambios T—G. Estos intercambios se observan raramente
con las UVB u otros carcindgenos, por lo que se considera que sean
consecuencia de la RUV A (Halliday, 2005).
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Esta demostrado que la RUV B induce la sintesis de la enzima ornitin-
decarboxilasa, que limita la tasa de sintesis de poliaminas que estimulan la
proliferacion celular. Ello facilita la formacién de neoplasias, a lo que se suma
a la sintesis de éxido nitrico, que a su vez, induce la produccion de eritema,
melanogénesis e inmunosupresion lo que favorece la carcinogénesis. Por
ultimo, tambien favorece la angiogénesis dermica, al disminuir la expresion de
los inhibidores de trombospondina-1 y ademas, la expresion de dos factores
angiogénicos, como el VEGF y el factor de crecimiento endotelial

dependiente de plaquetas (Afaq, 2006).

A nivel celular, el efecto combinado de la RUV Ay RUV B conduce a
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que activan
directamente las MMPs, desencadenando reacciones en cascada multiple que
Ilevan a la transcripcion de genes proinflamatorios y proapoptéticos. Todo ello
conduce a la inflamacion, la apoptosis y, finalmente, a la fotocarcinogénesis
(Gupta, 2014).

Ademas se ha descrito que la radiacion UV dafia el ADN y puede dar
lugar a alteraciones gendmicas, que varia desde mutaciones puntuales a
dislocaciones cromosdmicas. La radiacion UVB (banda de longitud de onda
de 280-315 nm) es mas cancerigena que la radiacion UVA (315-400 nm) en la
induccidén experimental de carcinoma de células escamosas (SCC). El impacto
de la radiacion UVB puede deducirse claramente de las mutaciones puntuales

caracteristicas de p53 se encuentran en SCC humano y BCC.
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En contraste con la radiacion UVB, la mayor parte de la accién
mutagénica y carcinogénica de la radiacion UVA parece estar mediada a
través de especies reactivas de oxigeno (ROS) (De Gruijil, 2002).

En nuestro trabajo, en el estudio de fotoproteccion, hemos obtenido
resultados positivos con el hidrolizado de seda y con la fibroina, que fueron
estadisticamente significativos en todos los casos. Debemos resaltar el
importante incremento de la viabilidad celular a las 24 y 48 horas causado por
el hidrolizado de seda en las concentraciones 0,001; 0,01; 0,05y 0,1, y la
minima intensidad de radiacién ultravioleta recibida (0,08 J/cm?). Este
incremento resultd ser estadisticamente significiativo (p<0’001) y fue muy
evidente, sobre todo en las concentraciones mas bajas (0,001 y 0,01). Del
mismo modo, el moderado incremento de la viabilidad asi como la
estabilizacion de la viabilidad por la fibroina a concentraciones bajas-medias
tras la minima intensidad de radiacion ultravioleta también es significativo
(p<0’001).

Consideramos que este hecho puede tener gran relevancia clinica, por la
facilidad de incorporacion de una dosis tan baja de hidrolizado de seda a un
producto fotoprotector, teniendo en cuenta que la radiacion ultravioleta B es la
mas lesiva para el organismo humano de las que llegan a la superficie terrestre
(AyB).

En la revision bibliografica realizada, no hemos encontrado estudios que
utilizaran los extractos usados en el nuestro, salvo el reciente de Kaur, 2013,
en el que describen el papel protector de la sericina del capullo del gusano de

la seda frente a las radiaciones ultraviolta A y B, como también ocurrié en
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nuestro estudio, como acabamos de comentar, aunque en el nuestro el
hidrolizado del capullo presenté incluso un mayor efecto protector que la

sericina.

Hemos encontrado estudios de otros autores relacionados con el tema
como el de Pongcharoen, 2013, consistente en el estudio “in vitro” sobre la
posible accién fotoprotectora de la luteina que se extrae de la seda, sobre

queratinocitos humanos irradiados con RUV B.

Asimismo, en otro experimento, Zhaorigetu, 2003, sefiala el efecto
protector de la sericina respecto a la capacidad de reduccion significativa en la
incidencia de tumores y el namero de tumores cutaneos, de modo que el
tratamiento con sericina produjo, ademas, cambios morfologicos que reflejan
la respuesta inflamatoria, incluyendo la infiltracion de leucocitos, hiperplasia
y la proliferacion celular. Ademas, la sericina suprimid de forma significativa
la elevacion en el nivel de 4-HNE y expresiones elevados de c-fos, c-myc y la
ciclooxigenasa-2 (COX-2). Estos resultados sugieren que la sericina posee
efecto protector contra la promocién de tumores en la piel del raton mediante
la supresion del estrés oxidativo, la respuesta inflamatoria y la induccion de
TNF—a. En otro estudio posterior Zhaorigetu, 2007, describe también el efecto
inhibidor del estrés oxidativo cuando se aplica sericina topicamente sobre la
piel de ratones tratados previamente con dimatilbenzantraceno y exposicion
radiacion ultravioleta, asi como la inhibicidn de la carcinogenesis de colon en

ratones tratados con DMH (1,2- dimetilhidracina).
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Primera: Los tres extractos ensayados (sericina, fibroina e hidrolizado
de seda) no mostraron efectos sobre la viabilidad (citotoxicidad) de las
lineas: TRAMP-C1 y HaCaT. La sericina origind una disminucion dosis-

respuesta significativa sobre la viabilidad celular de la linea Vero.

Segunda: Tampoco presentaron actividad genotdxica sobre sangre humana
completa. En cuanto a la genoproteccién solo ocurrié una disminucién del
namero de micronucleos (aungue no era significativa), cuando los extractos

se administraban antes de la irradiacion.

Tercera: Los tres extractos antes citados no mostraron efecto sobre la

migracion de las células de la linea HaCaT.

Cuarta: El hidrolizado de seda y la fibroina demostraron efectos
fotoprotectores, estadisticamente significativos, frente a la RUV B sobre
la linea HaCaT. El primero de ellos, incluso a las concentraciones mas

bajas (0,001 y 0,01) y a la minima intensidad de RUV-B (0,08 J/cm2).
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