UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Estudio del efecto de la radiaciéon UV sobre las propiedades eléctricas en un tejido
ex vivo, como contribucién al desarrollo de las metodologias in vitro para la
determinacion del FPS

Aura Rocio Hernandez Camargo

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de ciencias, Area Curricular de Farmacia
Bogota D.C., Colombia
2020






Estudio del efecto de la radiaciéon UV sobre las propiedades eléctricas en un tejido
ex vivo, como contribucién al desarrollo de las metodologias in vitro para la
determinacion del FPS

Aura Rocio Hernandez Camargo

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Doctora en Ciencias Farmacéuticas

Directora:

Ph.D., Bibiana Margarita Vallejo Diaz

Grupo de Investigacion:

Investigacion en procesos de transformacion de materiales para la industria farmacéutica

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Area Curricular de Farmacia
Bogota D.C., Colombia
2020






A mi madre, por su inmenso amor y apoyo
incondicional, por ser mi gran ejemplo de

tenacidad, disciplina y constancia.






Agradecimientos

A la Universidad Nacional de Colombia, mi alma mater, por ser mi fuente de oportunidades,

por todo lo que he crecido en ella.

A la Facultad de Ciencias y en especial a la Vicerrectoria de Investigacion, por su apoyo

en la financiacion del proyecto de investigacion 34727 y en la movilidad.

A Colciencias y su programa “Doctorados en Colombia” por su apoyo financiero en mis

estudios de doctorado.

Al Departamento de Farmacia y en especial a la planta docente por la formacion brindada

y por todo el apoyo recibido durante estos afios de formacion.

A la direccion de bienestar de sede, en especial a la division de deportes de competencia,

por permitir mi desarrollo deportivo paralelamente, por su total apoyo y acompafiamiento.
Al Centro Agropecuario Marengo, por facilitarme los animales para la investigacion.

A la Universidad de Malmé — Suecia, por recibirme en mi estancia doctoral y por facilitarme

sus instalaciones y equipos con total disposicion.

A la profesora Bibiana Vallejo, por su acompafiamiento en este proceso de formacién, por

sus ensefianzas y apoyo constante, por su confianza.

A la profesora Clara Plazas, por ser siempre una voz de aliento, un apoyo permanente,

una mano amiga.

Al profesor Helber Barbosa, por su gran apoyo y confianza permanente.



VI

Al profesor Tautgirdas Ruzgas, por sus ensefianzas y apoyo constante en mi formacion

como investigadora, por su confianza siempre.

A Sebastian Bjorklund, por su apoyo y ensenanzas en la investigacion.

A mis companeros del grupo de investigacién (locales y extranjeros) en especial a Fabian
Garay, Ruth Pena, Nutcha Larpant y Skaidre Jankovskaja por su constante colaboracién,

disposicién y amistad.

A la profesora Marcela Aragon, por su confianza permanente y gran apoyo en mi proceso

de formacién docente, por su compafiia y amistad.

Alos grandes y especiales amigos que me deja esta etapa, sin su apoyo, aliento, compainia
y amistad no habria sido posible recorrer este largo camino. Cada uno de ustedes ha hecho

de mi un mejor ser humano.

A mi familia, en especial a mi madre, por su incondicionalidad, por su infinito amor, por su

confianza.

A Dios, por cada minuto de mi vida, cada experiencia, cada aprendizaje cada momento
inolvidable.



Resumen y Abstract IX

Resumen

La luz solar corresponde al espectro de radiacion electromagnética proveniente del sol que
incluye la radiacién ultravioleta, visible e infrarroja, y resulta vital la exposicién para varios
procesos bioquimicos en los seres humanos. Sin embargo, la radiacién ultravioleta en
particular tiene varios efectos nocivos sobre la estructura y funcién de la piel. En este
trabajo, estudiamos el modelo ex vivo de piel de cerdo para evaluar el efecto de la radiacion

ultravioleta B (UVB) mediante un enfoque biofisico a través de sus propiedades eléctricas.

Para ello, caracterizamos el modelo biolégico en términos de su integridad y funcién de
barrera, definimos sus condiciones de almacenamiento y conservacion. Posteriormente,
estudiamos sus caracteristicas eléctricas empleando la Espectroscopia de Impedancia
Eléctrica y desarrollamos una metodologia que permitiera estudiar el efecto de la radiacion
de manera in vitro, la cual tuvo en cuenta el sistema antioxidante de la piel, en especial la
enzima catalasa, inhibidores como azida de sodio, y agentes oxidantes como el peréxido

de hidrégeno.

Los resultados mostraron que una dosis de 180 J/cm? siendo muy alta comparada con la
exposicion solar cotidiana, no afecta por si sola las variables eléctricas y que se requieren
condiciones de estrés oxidativo inducido para ver un efecto sobre la resistencia eléctrica
del tejido; del mismo modo, las condiciones de estrés oxidativo por si solas no la afectan,
lo cual sugirié que el efecto observado si fue debido a la radiacion y cuya dosis mencionada

provoco una perdida de la resistencia cercana al 50%.

Finalmente, se desafié la metodologia desarrollada y la variable respuesta definida
mediante la inclusion de protectores solares de diferente valor de Factor de Proteccion
Solar (FPS), demostrando que mediante una variable de tipo eléctrica si es posible
identificar el efecto de la radiacion UVB sobre la piel y establecer un modelo de correlacion

entre la respuesta eléctrica de la piel y los diferentes valores de proteccion evaluados, este



resultado, eventualmente podria utilizarse como una evaluaciéon cuantificable en la

determinacion del FPS.

Palabras clave: Radiacion UVB, propiedades eléctricas, estrés oxidativo inducido.

Abstract

Sunlight corresponds to the spectrum of electromagnetic radiation from the sun that
includes ultraviolet, visible and infrared radiation, and the exposition for some biochemical
processes in humans is vital. However, ultraviolet radiation in particular has several harmful
effects on the structure and function of the skin. In this work, we study the ex vivo model of
pigskin as a suitable substrate to evaluate the effect of UVB radiation with a biophysical

approach through its electrical properties.

For this, we characterize the biological model in terms of its integrity and barrier function,
we define its storage and conservation conditions. Subsequently, we studied its electrical
properties by Electric Impedance Spectroscopy and developed a methodology that allowed
us to study the effect of radiation in vitro, which took into account the skin antioxidant
system, especially the enzyme catalase, inhibitors such as azide and oxidative agents such

as hydrogen peroxide.

The results showed that a dose of 180 J/cm? being very high compared to the daily sun
exposure, does not affect the electrical variable by itself and conditions of induced oxidative
stress are required to see any effect on the tissue electrical resistance; Similarly, oxidative
stress conditions do not affect it by themself, which suggested that the effect observed was

due to radiation and that mentioned dose caused a loss of resistance close to 50%.

Finally, the methodology and the variable defined were challenged with the inclusion of

sunscreens of different Sun Protection Factor (SPF) demonstrating that by means of an
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electric type variable it is possible to identify the effect of UVB radiation on the skin and
establish a correlation model between the electrical response of the skin and the different
levels of protection evaluated, this result, could eventually be used as a quantifiable

evaluation in the determination of SPF.

Keywords: UVB radiation, electrical properties, induced oxidative stress.
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Introduccion

La piel es el drgano mas extenso del cuerpo y realiza muchas funciones importantes, entre
ellas, ser una barrera en contra de la pérdida de agua, asi como de la entrada de
xenobidticos tdxicos, patdégenos microbianos y en general proporcionar una proteccion al
cuerpo (Kupper and Fuhlbrigge, 2004; Madison, 2003). Teniendo en cuenta que son varios
los agentes externos que pueden comprometer la integridad de la piel, tales como el estrés
oxidativo (Bickers and Athar, 2006) y la exposicién a la radiacion ultravioleta (UV) (D’Orazio
et al., 2013), es muy dificil asignar con precision un unico agente desencadenante de

problemas en la piel.

Para abordar este tema desafiante y avanzar en el conocimiento general de cémo se llega
a alterar la homedstasis de la piel a pesar de todos sus mecanismos de defensa, es
importante trabajar en el desarrollo de métodos in vitro confiables que permitan una
evaluacion acertada de los mecanismos relevantes responsables de los dafios en la piel y
que ayuden a entender las combinaciones de agentes agresores que intervienen en el

desarrollo de los efectos mas nocivos.

En cuanto a la radiacion solar, ésta es la principal fuente de radiacion UV la cual es
necesaria para inducir efectos benéficos como la produccion del precursor de la vitamina
D3 en la epidermis y la dermis, a través de la accion fotoquimica de los rayos UVB (IARC,
1992). Sin embargo, la exposicién no controlada y excesiva es un problema de salud
frecuente, pues puede causar dafos irreversibles en varias estructuras, afectando la
integridad mecanica (Biniek et al., 2012) e incluso dafio en el ADN desencadenando el
cancer (Briganti and Picardo, 2003). Paralelamente, la radiacién UV (A y B) puede inducir
la produccién de especies reactivas de oxigeno en el organismo, dentro de las que se
destacan el radical anion superéxido (*O2-) y el radical hidroxilo (*OH) (D’Orazio et al.,
2013) que pueden causar un dafo oxidativo significativo de las proteinas y lipidos de la
piel (Briganti and Picardo, 2003), lo que resulta en un ataque a la integridad de la piel desde
dos fuentes simultaneas a pesar del robusto sistema antioxidante que esta posee (Podda

and Grundmann-Kollmann, 2001).



De otra parte, se han reportado estudios que utilizan mediciones eléctricas de la piel para
evidenciar cambios en la integridad de la piel de manera in vitro con piel humana (Fasano
and Hinderliter, 2004; White et al., 2011), asi como con piel de cerdo donde evidencian
que ademas, es un modelo adecuado que permite exploraciones de propiedades eléctricas
con similares respuestas a las obtenidas con humanos (Karacolak et al., 2012). Estudios
de este tipo también han demostrado que varios parametros biofisicos de la piel se ven
afectados por el envejecimiento (Firooz et al., 2012) que puede ser natural o acelerado por
agentes agresores externos como la radiacion UV y que pueden ser determinados

electricamente mediante impedancia eléctrica (Simi¢-Krsti¢ et al., 2014).

Para contrarrestar la sobreexposicién y asi disminuir los efectos deletéreos de la radiacién
UV sobre la piel, la industria ha enfocado sus esfuerzos en desarrollar productos de
proteccidn efectivos, que consisten en formulaciones tépicas con ingredientes activos que
actuan como filtros bien sea organicos o inorganicos y que, mediante diversos mecanismos
mitigan la cantidad de radiacion que alcanza la piel (Schalka and Reis, 2011). Sin embargo,
para demostrar su eficacia y asi obtener el permiso de comercializacién por las agencias
regulatorias correspondientes, deben cumplir con la evaluacion in vivo en seres humanos
voluntarios la cual esta basada en la generacion de eritema a partir de la exposicién a un
simulador solar y que corresponde a un punto final bioldgico atribuido principalmente a la
irradiacion UVB y que se valora visualmente (ISO 24444, 2010). Esto sin lugar a duda ha
generado constantemente cuestionamientos éticos a nivel mundial, ademas de ser una
metodologia costosa y demorada en la obtencion del resultado al ser realizados en pocos
paises y por lo mismo, puede existir diferencia entre la poblacién voluntaria y la poblacion

local donde sera utilizado el producto.

En consecuencia, diversas investigaciones se han enfocado en desarrollar metodologias
alternativas in vitro para demostrar la proteccion frente a la radiacion (Pelizzo et al., 2012),
la mayoria evaluando el uso de un sustrato alternativo que reproduzca la respuesta de la
piel con gran cantidad de variaciones por la complejidad de este 6rgano. Sin embargo, no
se ha logrado establecer una cercania contundente con la respuesta in vivo y por tanto, en

la actualidad no es aceptada ninguna otra metodologia para demostrar proteccion solar.

Teniendo en cuenta que la respuesta bioldgica in vivo siempre ha sido tan diferente a lo
obtenido in vitro, el desafio que decidimos asumir en la realizacién de este trabajo fue

explorar desde un punto de vista eléctrico, el efecto sobre las estructuras de la piel a partir



de un modelo biolégico ex vivo que ha demostrado ser muy similar a la piel humana como
lo es la piel de cerdo, con el animo de entender de que otras maneras se logra alterar el

equilibrio que la mantiene sana y se desencadenan los efectos nocivos ya conocidos.

Para tal fin, la hipotesis planteada en el presente trabajo fue: “Los cambios en un tejido ex
vivo por efecto de la radiacion UV pueden ser estimados mediante una variable de tipo

eléctrica y a su vez pueden ser correlacionados con valores de FPS”.

Para confirmar esta hipétesis se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General

Estudiar los cambios a nivel eléctrico de un modelo ex vivo de piel de cerdo expuesto a la

radiacion UV y su posible aplicacién en la estimacién de valores de FPS.
Objetivos Especificos

1. Estudiar y caracterizar el modelo ex vivo de piel de cerdo como un sustrato
alternativo para la estimacién del efecto de la radiacién UV.

2. Establecer la caracteristica eléctrica del modelo ex vivo de piel de cerdo que sirva
como indicador de integridad y como una variable respuesta asociada a cambios
en la misma.

3. Desarrollar e implementar una metodologia que permita evaluar los cambios
eléctricos en el modelo ex vivo asociados a la radiacion UV como contribucion al
estudio de las metodologias in vitro para la evaluacion de FPS.

4. Proponer un modelo matematico que permita correlacionar los cambios ocurridos
en la piel de cerdo ex vivo, con los valores de FPS obtenidos in vivo y que pueda

ser utilizado como método alternativo en la determinacién de FPS.

Para lograr el cumplimiento de los objetivos el trabajo fue desarrollado en varias etapas
que conllevan a la comprobacién de la hipotesis y que se estructuraron en 3 capitulos,
cada uno de ellos contiene los aspectos tedricos relacionados con los resultados,
materiales y equipos utilizados, la metodologia seguida, resultados y discusion, asi como

conclusiones parciales.



En el capitulo | se presenta el estudio y caracterizacion del modelo bioldgico utilizado para
lo cual, se usa la histologia y la microscopia éptica en los seguimientos y caracterizaciones
realizados. Se evalud la obtencién de muestras de diferentes regiones, medios de
almacenamiento y conservacién en el tiempo, evaluando el tiempo limite de uso bajo las
condiciones de almacenamiento mas adecuadas, para su uso confiable durante el estudio
propuesto. Adicionalmente, se presenta la evaluacion de la integridad de la funcién barrera
mediante la determinacion de Pérdida de agua transepidermal TEWL (por sus siglas en

inglés) y respondiendo de esta manera al objetivo especifico 1.

En el capitulo Il se abordan las caracteristicas eléctricas de la piel evaluando su respuesta
frente al estimulo de la radiacion a través de la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica y
estudiando su asociacién con el dano causado a las estructuras del tejido. Asimismo, se
estudian aspectos biolégicos y otros mecanismos estimulados por la radiacion como la
actividad enzimatica antioxidante de la piel y la produccion de especies reactivas de
oxigeno para finalmente, desarrollar una metodologia novedosa que combina los aspectos
mencionados y que permiten cuantificar el efecto de la radiacion UVB sobre una variable

eléctrica; con este capitulo respondemos a los objetivos especificos 2 y 3.

Una vez definida la variable respuesta frente al estimulo de la radiacion UV como la
Resistencia eléctrica de la membrana de piel (Rmem), €l capitulo Il presenta el estudio del
comportamiento de esa variable respuesta frente a la proteccién que ofrecen los productos
protectores solares que fueron tomados del mercado como un grupo de productos de
prueba con distinto valor de FPS para determinar su sensibilidad al estimulo de la radiacion
y establecer si responde de manera coherente a esos diferentes valores de FPS utilizados.
Posteriormente, se presenta un modelo matematico que describe el comportamiento del
tejido a través del analisis de la variable respuesta, bajo una exposicion a la radiacion UVB
definida y bajo diferentes niveles de proteccion que ofrecen los distintos valores de FPS,

en comparacion con la no proteccién, dando respuesta al objetivo especifico 4.

Finalmente se presentan las conclusiones y recomendaciones del trabajo, la productividad
asociada al desarrollo de la investigacion y la lista bibliografica que respalda los resultados

obtenidos.

Vale la pena resaltar que este trabajo presenta aportes al conocimiento de manera original
e innovadora al encontrar y proponer unas condiciones de ensayo diferentes, demostrando

que ocurren otros fendmenos acumulativos, paralelos y diferentes que causan un



desequilibrio en la homedstasis del tejido y que pueden ser establecidos mediante
evaluaciones cuantitativas como lo es la respuesta eléctrica. En este sentido, se proyecta
la frontera del conocimiento hacia la explicacién de los cambios eléctricos en un tejido

como un potencial desencadenante de efectos a largo plazo.

Es asi como, desde el ejercicio de las Ciencias Farmacéuticas se aporta al conocimiento
que responde a los desafios cientificos y tecnologicos presentes en diferentes aspectos
relacionados con la salud de los seres humanos mediante la investigacion aplicada. Este
trabajo permiti6 ademas, fortalecer nuestras investigaciones relacionadas con los efectos
de la radiacién y que eventualmente puedan ser aplicadas como metodologias alternativas
para la evaluacion de FPS en el pais. Finalmente, es relevante mencionar que esta
investigacion permitié la creacion de una alianza con el Centro de Investigacion de
Biopeliculas para Biointerfases de la universidad de Malmé en Suecia, un grupo reconocido
y destacado a nivel internacional y con la cual se podran llevar a cabo futuras

investigaciones en conjunto.






Capitulo |

1. Estudio de la idoneidad del modelo ex vivo
de piel de cerdo para la evaluacidon de los
efectos de la radiacion UVB.

1.1 Aspectos tedricos

El uso de un modelo biolégico como sustrato de experimentacion es decir, sobre el cual
ocurre el proceso de interés, ha demostrado ser una herramienta determinante en el
desempeno de las pruebas encaminadas a predecir comportamientos en las condiciones
de uso real. En este capitulo se abordara el estudio de la piel de cerdo desde sus
caracteristicas histologicas, en la obtencion de muestras de diferentes regiones, medios
de almacenamiento y conservacion en el tiempo, con el fin de caracterizarlo y determinar
el tiempo limite de uso bajo las condiciones de almacenamiento mas adecuadas, para su
uso confiable durante el estudio propuesto. Adicionalmente, se evaluara la integridad de la
funcién barrera mediante la determinacion de la pérdida de agua transepidermal TEWL),
uno de los métodos mas utilizados para este fin por su practicidad, reproducibilidad y

confiabilidad.

111 Descripcion de la piel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo en cuanto a su area superficial y peso; es el
encargado de multiples funciones, de diferente complejidad y todas muy importantes como
la percepcion, el metabolismo, la eliminacién, el transporte, la termorregulacion, la

proteccidon externa y en general, la comunicacion con el entorno (Planz et al., 2016).
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La piel consta de una compleja organizacién multicapa la cual se encuentra en una
renovacion ciclica, dinamica y continua, debido a una serie de eventos de diferenciacion
celular. Tal caracteristica la convierte en un poderoso escudo protector contra la
penetracion de sustancias, microorganismos y otros agentes ambientales. Desde el punto
de vista histoldgico, como se observa en la figura 1-1, la piel se compone de tres principales
regiones: epidermis (multicapa mas externa) representa el componente mas importante de
la funcion barrera en la piel, dermis que corresponde al tejido conectivo (debajo de la
epidermis) que representa la fuerza y elasticidad de esa barrera con colageno, fibras
elasticas embebidas en proteoglicanos y la hipodermis que es la capa mas interna que
ademas de brindar soporte incluye el reservorio energético (Geneser, 2000; Planz et al.,
2016).

Figura 1-1: Representacion esquematica de la estructura de la piel

/— Vello
Glandula sebacea

|} Epidermis

Dermis

| Tejido
subcutédneo

Células \
escamosas Vaso linfético

: Nervio
|

y! Arteria ~ Foliculo capilar
“S# Melanina Tejido graso

- Células basales  G|4ndula sudoripara

- Membrana basal

. Melanocitos

Adaptado de: (Bethesda (MD) and National Cancer Institute (US), 2008).

LA EPIDERMIS, es un epitelio pavimentoso estratificado, parcialmente queratinizado y
avascular, constituido por células de cuatro tipos: Queratinocitos mayoritariamente (90%),
melanocitos (5%), células de Langerhans (3-5%) y células de Merkel (<0.1%).
Dependiendo del sitio del cuerpo, se observan variaciones considerables en el espesor

epidérmico que van desde 0,1 mm en los parpados hasta 1,5 mm en las palmas vy las
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plantas de los pies. También se ha designado una clasificacion de epidermis viable donde
ocurre todo el proceso de diferenciacion celular y epidermis no viable para referirse
especificamente al estrato cérneo. Ademas, ésta estructura multicapa se encuentra

estratificada de acuerdo con su grado de diferenciacion celular en:

Estrato basal o germinativo: constituido por una sola hilera de células cilindricas que se
asientan sobre una membrana basal que constituyen las denominadas "células madre" o
"stem cells", donde ocurre la division celular. La membrana basal separa el compartimento
epidérmico del tejido conectivo subyacente y refuerza particularmente la diafonia celular
dentro de estas diferentes capas. Esta estructura altamente especializada actua
principalmente como interfaz de apoyo para la conexién de células, lo que permite una

organizacion celular jerarquica (Geerligs, 2010).

Estrato espinoso: compuesto por 5 a 10 hileras de células poliédricas que se van
aplanando capa a capa, unidas entre si por puentes intercelulares o desmosomas. El
espacio intercelular estad ocupado por la sustancia cementante o glucocaliz que contiene
gluco y lipoproteinas, cuya consistencia permite la cohesion intercelular y el paso de

sustancias nutritivas (Geerligs, 2010).

Estrato granuloso: consiste en dos o tres hileras que se disponen en forma horizontal,
que se caracterizan por la aparicion de granulos irregulares basdfilos (queratohialina)
dentro del citoplasma. En el citoplasma existe el queratinosoma (cuerpos de Odean) que
se adhiere a la membrana y contiene glucoesfingolipidos y enzimas (lipasas, fosfolipasas)
que se vuelcan en el espacio interqueratinocitico. En esta etapa de diferenciacion celular,
ocurre la degradacion de nucleos y mitocondrias y el citoplasma parece llenarse de
queratohialina asi como la membrana celular se hace mas gruesa gradualmente (Geerligs,
2010).

Estrato cérneo: constituido por células anucleadas, planas y hexagonales cuya
descamacion es permanente en ciclos recurrentes regulares, y que son el producto
terminal de la diferenciacion epidérmica iniciada en la capa basal (cornificacion). El espesor
de esta multicapa varia segun la region del cuerpo, aunque en general contiene entre 15
— 25 capas de corneocitos y la distancia entre corneocitos vecinos es alrededor de 0,1 —
0,3 um. Las células mas profundas son mas gruesas, con mas densidad de queratina y

una envoltura mas fragil, mientras que las mas externas ya tienen una estructura
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cornificada rigida. Como consecuencia, este estrato actia como una envoltura protectora
del ser humano particularmente en términos de barrera, dandole a la piel rigidez,
flexibilidad e impermeabilidad. Su organizacién estructural general se puede describir
como un concepto "ladrillo y mezcla". Dentro de esta estructura, los corneocitos como
cuerpos de células muertas aplastadas de queratinocitos- representan los “ladrillos”, que
estan rodeados por una matriz lipidica intercelular que constituye la “mezcla”. Los lipidos
estan dispuestos en hojas lamelares, que consisten en bicapas similares a membranas de
ceramidas, colesterol y acidos grasos junto con pequefias cantidades de fosfolipidos y
glucosilceramidas. Adicionalmente, se encuentran los desmosomas, también llamados
cérneosomas, que son enlaces especializados entre corneocitos formados por proteinas y
que, junto con los lipidos, mantienen la integridad del estrato cérneo. En las lineas mas
externas de este estrato, los desmosomas sufren degradacién proteolitica. En cuanto al
contenido de agua del estrato cérneo en condiciones normales, éste varia entre el 5-10%
cerca a la superficie y hasta el 30% cerca a la transicion con la epidermis viable. En una
situacion in vitro, el estrato cérneo puede hincharse hasta 400% su espesor original
(Geerligs, 2010).

La unién dermo-epidérmica, es el limite entre estas dos estructuras, y se convierte en
una barrera fisica para células y moléculas grandes. Es considerada una lamina basal,
altamente especializada y una ruta altamente selectiva para la migracién celular y
macromolecular, induciendo la diferenciacion celular y actuando sobre el metabolismo del
microambiente. En esta unién se han identificado 4 zonas marcadas: 1) La membrana
plasmatica y hemidesmosomas de los queratinocitos basales, 2) Una lamina “lucida” con
filamentos de anclaje, 3) Una lamina densa y 4) Una zona fibrilar amorfa. El grado de unién
esta reforzado por parte de la epidermis que penetra la dermis papilar formando las papilas

o crestas (Geneser, 2000).

LA DERMIS, es un tejido conectivo diferenciado con espesor que oscila entre 1 a 4 mm,
el cual exhibe un compartimiento altamente vascularizado y rico en colageno. Puede ser
dividida en dos regiones anatomicas: dermis papilar que es la regién mas delgada,
aproximadamente el 10% de la dermis y sus fibras de colageno y elastina se ven
particularmente orientadas en forma vertical y conectadas a la unién dermo-epidérmica, y

la dermis reticular, caracterizada porque tiene mayor densidad de estas fibras que ademas

se encuentran orientadas horizontalmente. En general, su organizacion estructural

corresponde a una “red” compuesta de grandes fibras de colageno, elastina y reticulares,
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que son responsables de las caracteristicas mecanicas favorables de la piel humana, la
excelente resistencia mecanica y su flexibilidad. Se encuentra también la denominada
sustancia fundamental amorfa que actua como un gel que mantiene la estructura de las
fibras. Ademas, contiene vasos sanguineos pequenos para la alimentacién y el transporte
de desechos, asi como los nervios sensoriales. Otros componentes estructurales abarcan
foliculos pilosos, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas con conductos en la
superficie de la piel profundamente incrustados en el compartimento dérmico (Geerligs,
2010). En cuanto a las células que la componen se encuentran los fibroblastos, siendo las
células mas abundantes y destacadas por presentar unas distintivas caracteristicas por
sus prolongaciones citoplasmaticas. Son encargadas de la produccion de las fibras
colagenas, elasticas y reticulares. Los macréfagos cuya principal funcién es fagocitaria
envolviendo y destruyendo cuerpos extrafios detectados; y mastocitos que son células
cuya funcion principal es liberar sustancias asociadas a la respuesta inmune como

histamina o heparina, ante diferentes estimulos (Geneser, 2000).

LA HIPODERMIS, es la capa mas profunda de la piel con fibroblastos, macréfagos y
adipocitos como células residentes en esta region. Los adipocitos son células llenas de
lipidos con un tamafo de gota alrededor de 50 um, mientras que el citoplasma y el nucleo
aparecen como un borde delgado en la periferia de la célula. Cada adipocito esta
conectado con al menos un capilar sanguineo, lo que permite el intercambio metabdlico.
Esta capa desempena un papel importante al anclar la dermis a la fascia profunda del
musculo y los huesos situados mas abajo mediante bandas fibrosas y ademas, posee
como funcion principal el suministro de energia y aislamiento térmico (Kolarsick et al.,
2011).

Como se aprecia en la anterior descripcion, la piel humana esta compuesta por una gran
cantidad de estructuras definidas y especializadas con funciones unicas que en conjunto
constituyen un érgano muy importante de comunicacion con el entorno. Conocer cada una
de estas, asi como su comportamiento desde el punto de vista biofisico es muy importante
para la investigacion pues es la piel, el principal érgano blanco en el estudio del efecto de
la radiacién UVB. En especial, entender mas detalladamente el comportamiento desde el
estrato cérneo hasta la dermis, que como se observa en la figura 1-2 son las regiones que

se encontrarian principalmente afectadas por la penetracién de los rayos UVB.
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Figura 1-2: llustracién de la profundidad de penetracién de la radiacion UVB y UVA en la
piel.
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1.1.2 Modelo biolégico de la piel de cerdo como alternativa
de uso a la piel humana

El modelo de piel de cerdo ha sido ampliamente utilizado en metodologias in vitro para el
estudio de diferentes fendmenos relacionados con la piel, debido a su gran similitud
anatémica y fisiolégica con la piel humana (Crovara Pescia et al., 2012; Flaten et al., 2015;
Simon and Maibach, 2000; Summerfield et al., 2015). Como se resume en la tabla 1-1, los
grosores de las diferentes capas resultan ser similares y aunque dependan del sitio del
cuerpo, en general hay una relacién muy cercana entre ambos modelos. También se ha
documentado una relacion similar de crestas y cuerpos papilares dermales lo que redunda
en una rugosidad muy cercana entre la piel de cerdo y la humana. Asimismo, ambos
presentan un abundante tejido adiposo subdérmico aunque mayoritario en la piel de cerdo.
En cuanto al colageno, su composicion bioquimica es similar al de la dermis humana 'y por
esta razon ha sido un excelente modelo para estudiar la cicatrizacién de heridas (Sullivan
et al., 2001). Como propiedades mecanicas, se ha descrito que la piel de cerdo presenta
una elasticidad inferior a la piel humana. En el caso del tamafio, la orientacion y distribucion

de los vasos sanguineos de la dermis son similares en ambos casos. Sin embargo, el plexo



Capitulo | 13

subepidermal que suministra las estructuras anexas (uias, vello) es un poco menos
desarrollado en los cerdos, aunque ambos presentan vello corporal disperso. Una gran
diferencia es que la piel de cerdo no contiene glandulas ecrinas y a diferencia de la piel
humana, las glandulas apocrinas se distribuyen a través de la superficie de la piel (Sullivan
et al., 2001).

Tabla 1-1: Comparacién de las principales caracteristicas de la piel humana y la de cerdo

Caracteristica Piel Humana Piel de cerdo
Grosor estrato cérneo
' (Flaten et al., 2015) 16 — 29 pm™ 20 — 26 ym®@
2 (Jacobi et al., 2007)
Grosor epidermis
. 60 — 82 um 60 — 85 um
(Jacobi et al., 2007)
Grosor dermis
. 0,6 —3,0 mm ~ 1,86 mm
(Jacobi et al., 2007)
Relacion grosor dermis —
epidermis 10 :1 13:1
(Jacobi et al., 2007)
Crestas papilares Si Si
Grasa subdérmica Si Si
Glandulas ecrinas Si No
Glandulas apocrinas No Si
Densidad de vello
14 — 32 vello /cm? 20 vello /cm?
(Flaten et al., 2015)
Diametro de vello
~18 um ~ 82 um
(Popov et al., 2007)

En cuanto a las caracteristicas funcionales también se ha reportado gran similitud, el
tiempo de renovacion epidérmica, el tipo de proteinas de queratina y la composicion lipidica
del estrato cérneo, asi como los procesos de reepitelizacion e histolégicamente, como se
observa en la figura 1-3, la tincién evidencia la cercania estructural. En general, la fisiologia
de la piel de cerdo es semejante a la de los humanos al igual que los principales sistemas

y érganos en cuanto a su anatomia y funcién. (Sullivan et al., 2001).
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Figura 1-3: Comparacién histolégica de las caracteristicas entre la piel de cerdo y la piel
humana

__— Epidermis —— b~

___— Dermis —____

Glandula sebacea /

A
Foliculo capilar (’—_E_,

A

Glandula apocrina —f————»

Grasa subcutdnea ———

Piel humana / espalda (10X) Piel de cerdo / espalda (10X)

Adaptado de: (Sullivan et al., 2001).

La piel humana obtenida de cirugias plasticas o de cadaveres siempre se ha considerado
el modelo ideal para distintas evaluaciones in vitro tanto de farmacos como de cosméticos.
Sin embargo, no siempre estd disponible facilmente ni se encontrara bajo condiciones
adecuadas para investigacion. Por esta razén, se han buscado modelos alternativos que
mimeticen la respuesta de la piel humana explorando modelos animales ex vivo como piel
de roedores, que aunque son de mas facil consecucion, no reproducen las propiedades de
barrera de la piel de humanos (Abd et al., 2016); otro de ellos es la piel de cerdo, que ha
demostrado ser un modelo 6ptimo e idéneo para evaluar procesos de transporte y
permeabilidad de farmacos (Barbero and Frasch, 2009; Jacobi et al., 2005; Laffleur and
Bernkop-Schnirch, 2017) asi como de filtros solares, ingredientes activos en
formulaciones tépicas cosméticas (Haque et al., 2016; Klimova et al., 2015),
proporcionando resultados reproducibles y similares a los obtenidos con piel humana.
Otros estudios que han utilizado piel de cerdo como modelo biolégico dada la gran
similitud, se han dedicado a entender la complejidad del conjunto de estructuras que
conforman la piel y cdmo se establece la funcién de barrera (Bouwstra, 2003; Davies et al.,
2015), asi como estudios que evaluan y reportan la similitud de las caracteristicas

eléctricas entre la piel humana y de cerdo, para aplicacion en el campo biomédico en el
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desarrollo de dispositivos implantables para aplicacion en humanos (Karacolak et al.,
2012).

Es de resaltar que, en el campo cosmético el modelo ex vivo de piel de cerdo ha sido de
preferencia utilizado y optimizado para evaluar metodologias alternativas en la
determinacion del factor de proteccion solar (FPS), el desempefio frente a la radiacion UVA
y también la fotoestabilidad, simulando condiciones de uso real sobre éste como un
sustrato biolégico. Estos estudios in vitro han comparado simultdneamente los resultados
con la utilizacién de piel humana, encontrando que el modelo de piel de cerdo no muestra
diferencias significativas y que por lo tanto es idéneo para emplearse como alternativa a
ésta (Crovara Pescia et al., 2012). Asimismo, ha demostrado ser el sustrato mas adecuado
para la prediccion del FPS y en general del desempefio de los protectores solares
comparado con sustratos artificiales desarrollados como placas de polimetilmetacrilato
(PMMA) con rugosidad similar a la de la piel (Sohn et al., 2016b, 2015). Estos estudios
demostraron que no solamente la rugosidad del sustrato es importante ya que otros
factores como la afinidad de los productos por la superficie influyen en la prediccién, es
decir, la facilidad con que se esparce el producto y como este se adhiere a la superficie,
son factores que no permiten un buen acercamiento en las determinaciones cuando se

emplean otros sustratos, lo que si ocurre con la piel de cerdo.

Un resumen de los sustratos que se han utilizado para la determinacion alternativa del FPS
se encuentra en la tabla 1-2 donde se evidencia que la piel de cerdo ex vivo muestra
ventajas sobre los otros modelos por varias razones como, la similitud en las
caracteristicas de funcion barrera, en la rugosidad, en la textura de la superficie con
afinidad por el producto a aplicar y en general, la facilidad para conseguirla que es la

principal ventaja frente al modelo de piel humana.
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Tabla 1-2: Sustratos alternativos utilizados en estudios de determinacién de FPS in vitro.

Tipo de
Nombre
sustrato
Biofill®: Pelicula de
celulosa con fibras
entrelazadas,
sintetizada por
bacterias del tipo

Acetobacter Xylitum

Cinta Transpore®

Vitro-Skin™: Sustrato
polimérico para

hidratar

Inerte
Pelicula de

policloruro de vinilo

Teflon®
politetrafluoroetileno
(PTFE)

Platos de cuarzo

rugoso

Placas de PMMA de

diferente rugosidad

Ventajas

Apariencia muy
cercana a la piel

humana.

Disponible,

econoémica.

Tipografia similar
a la piel humana,
facil aplicacion y

adherencia.

Alta
transmitancia en
la region UV,
bajo costo.
Buena
transmitancia,
alta
fotoestabilidad y

facil consecucion

Alta
transmitancia en

la region UV.

Alta
transmitancia en

la region UV.

Desventajas

costoso,
sobrestimacion del
FPS.

Alta variabilidad de
poros intra-lote.
Sobrestimacién del
FPS.
Costoso, interfiere
en algunas
longitudes de onda
con el paso de la
radiacion. No

correlacion

No reproduce la
textura de la piel.

No correlacion

Baja correlacién
para FPS

costoso, poca

adherencia del
producto por lo que
no produce buena

correlacion

Costoso, no

resultados

Referencia

(Alves et al.,
1991)

(Pearse and
Edwards,
1993)

(Springsteen
etal., 1999)

(Springsteen
etal., 1999)

(Garoli et al.,
2009)

(Garoli et al.,
2009)

(Miura et al.,
2012;
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Tejido Episkin® piel humana

reconstruido reconstruida
Piel de rata

Natural Piel de cerdo
Piel humana

Imita rugosidad
de la piel
humana.

Fotoestable.
Muy similar a la

piel humana.

Control de la
variabilidad entre

las muestras

Modelo biolégico,
animales de

experimentacion

No diferencias
significativas con
la piel humana.
Facil

consecucion

Modelo ideal

concluyentes en la

correlacion

costoso, no
resultados
concluyentes en la

correlacion

Baja
reproducibilidad,
no resultados
concluyentes en la

correlacion

Variabilidad entre
cepas y propias de

su origen

No siempre esta
disponible.
Cuestionamientos

éticos

Pissavini et
al., 2009)

(Bernerd and
Asselineau,
2008)

(Sayre et al.,
1979)

(Klimova et
al., 2015;
Sohn et al.,
2015)

(Pearse and
Edwards,
1993)

No obstante, el modelo de piel de cerdo por su idiosincrasia como modelo biolégico,

presenta alta variabilidad entre los animales utilizados, lo que requiere una oportuna

caracterizacion y estandarizacion de los criterios de inclusion de las muestras, asi como el

control de las condiciones de almacenamiento, manipulacion y preparacion de estas para

que mantengan su integridad, con el fin de disminuir el impacto de esa variabilidad en los

resultados experimentales.
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113 Estrategias para la conservacion de muestras ex vivo
de la piel de cerdo.

Como se menciond previamente, las condiciones de almacenamiento del sustrato biolégico
juegan un papel muy importante en la investigacion ya que garantizan la utilizacion de este
con la confianza de su integridad y la no ocurrencia de falsos positivos en las etapas
posteriores de evaluacién del efecto de la radiacion UVB. En este punto es importante
mencionar las diferencias entre integridad y viabilidad de la piel que, aunque son
caracteristicas complementarias no necesariamente son dependientes la una de la otra.
Por integridad de la piel se entiende conservar las caracteristicas estructurales que le
brindan su principal cualidad de funcién barrera y por viabilidad se entiende, mantener la
actividad metabdlica a nivel mitocondrial y que ademas requiere de integridad estructural
de las células que la conforman. Dependiendo de la metodologia de conservacion utilizada,
se podran garantizar estas caracteristicas. Para esto, las muestras deberan ser evaluadas
dependiendo de la necesidad del estudio previo a su utilizacibn o demostrando
previamente que, bajo las condiciones utilizadas, tales caracteristicas se mantienen

durante un tiempo determinado.

Los métodos actualmente utilizados en bancos de piel para su conservacion pueden
dividirse en de corto y de largo plazo. A corto plazo una de las medidas mas utilizadas es
la refrigeracion (4°C) con lo cual se reduce la tasa metabdlica y por tanto la demanda
nutricional del tejido. Adicionalmente, se han desarrollado medios especializados para
acompanar la refrigeracién con nutrientes, comercializadas mediante siglas como HHBSS
(por solucion salina equilibrada HEPES de Hank), RPMI-1640 (por su lugar de desarrollo
Instituto en memoria a Roswell Park), McCoy’s 5% (por su creador Thomas McCoy) o
soluciones salinas isotdnicas como la de fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés), los
cuales pueden ayudar a mantener la viabilidad de las muestras (Geerligs, 2010; Robb et
al., 2001).

A largo plazo, se tiene como principal herramienta la criopreservacion, congelacion a bajas
temperaturas (-20°C, -80°C, -130°C) y pueden incluirse otros factores como el medio
conductor, la velocidad de enfriamiento y uso de agentes crioprotectores que eviten
formacion de cristales de hielo con lo que se pueden conservar incluso por afios. Algunos

de estos agentes son el glicerol y el dimetil sulfoxido DMSO, que actuan como solventes
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para las sales y evitan la contraccion de las células durante el enfriamiento (Bravo et al.,
2000; Horch et al., 2005).

114 Métodos de evaluacién de la integridad del tejido

Monitorear la integridad de las muestras de piel ex vivo durante el almacenamiento va a
permitir establecer el tiempo durante el cual podran ser utilizadas en el estudio; en otras
palabras, garantizar que durante el periodo de uso definido, las muestras conserven sus
caracteristicas iniciales de estructura, basado en su estatus de integridad que permita
distinguir los cambios asociados con la exposiciéon a la radiacion UVB. Entre los mas
utilizados se encuentra el seguimiento histolégico y métodos que evaluan la funcién de

barrera de la piel:

» Método de seguimiento histolégico

El analisis microscopico de los componentes de un tejido permite identificar la arquitectura
de sus componentes y analizar los aspectos morfologicos celulares; tal identificaciéon
establece un punto de partida de las caracteristicas estructurales originales, desde la
obtencion de la muestra donde se considera el mejor estado del tejido (sano) para poder
identificar en posteriores seguimientos, cambios sufridos bien sea por las condiciones de
almacenamiento o debidos a la radiacion UVB. Esta caracterizacion es realizada mediante
histologia a través de tinciones, la mas comun es la realizada con eosina / hematoxilina en
donde el colorante hematoxilina tifie las estructuras acidas como las encontradas en los
nucleos de color purpura y el colorante eosina tifie las basicas como citoplasmas de color

rosa (Celis and Romero, 2015).

Sin embargo, el procesamiento de las muestras para ser observadas involucran una serie
de pasos que incluyen: Coleccion, fijacién, deshidratacion y lavado, inclusién en parafina,
microtomia, tincidon y montaje que se describen mas adelante (Azevedo Tosta et al., 2018).
Cada uno de estos pasos es definitivo para la correcta evaluacion de las muestras por
ejemplo, de no realizarse una correcta deshidratacion del tejido, la tincidon posterior es
inefectiva y no podran distinguirse las estructuras. Durante la etapa de corte mediante

microtomo, es muy frecuente que se dane la muestra o se generen fragmentos que no



20 Capitulo |

reflejen la realidad de la muestra generando errores en la interpretacion. Otro paso
importante es la tincidon que de no ser adecuada en aspectos como tiempo de exposicion
al colorante, concentracion o pH de las soluciones, puede generar errores de interpretacion
en cuanto a la calidad de las estructuras de las células al no incorporarse. Finalmente, en
el montaje se pueden incluir elementos que no correspondan a la muestra (burbujas, polvo,
microorganismos) y que afectan la calidad de la lamina para la interpretacion de los

resultados.

La coleccion corresponde a la obtencidon de la muestra desde el organismo. En particular,
en el caso de las muestras de piel, esta etapa ocurre al momento post mortem como
condicion inicial y se realizan colecciones adicionales durante el tiempo de

almacenamiento, con el fin de observar si se generaron alteraciones.

La fijacion se realiza con el animo de detener el proceso natural de degradacion o
digestion enzimatica previniendo cualquier alteracion adicional, fisica o quimica. Las
muestras se sumergen en una solucion del fijador, que dentro de los mas utilizados, esta

el formaldehido o formol.

La deshidrataciéon y lavado se realiza previo al corte y tiene como fin eliminar todo el
agua del tejido. Para ello se utilizan soluciones con diferentes concentraciones de alcohol,
donde las muestras se van sumergiendo gradualmente de la menos concentrada (75%) a
la mas concentrada (95%) y finalmente, el lavado se hace con xilol para darle paso a la

inclusiéon en parafina.

La inclusion en parafina ocurre para reemplazar todo el agua eliminada por lo cual, el
tejido es embebido en parafina caliente y se obiene un bloque que al solidificar, esta listo

para el corte.

El corte se realiza mediante un microtomo sobre los bloques de parafina que contienen al
tejido. Estos cortes son realizados de 4um de espesor y se extienden en agua caliente
para posteriormente ser colocados en laminas de vidrio. De esta manera la parafina sale

del tejido y nuevamente recibe agua.

La tincion se realiza una vez se ha hidratado el tejido y es posible ya que luego de la

deshidracién, el tejido se vuelve translucido.
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El montaje corresponde a la etapa final del procesamiento de las muestras para histologia
y consiste en colocar los cortes tenidos sobre una lamina de vidrio, adicionar pegamento y
colocar encima una laminilla cubreobjetos que dejara completamente fija la muestra para

las posteriores observaciones al microscopio.

Ademas existen tinciones especificas que permiten reconocer estructuras particulares y/o
hacer énfasis en ellas para realizar seguimiento y establecer el comportamiento. Una de
ellas corresponde a la tincion tricromica de Masson que distingue 3 colores y permite
visualizar claramente las fibras de colageno tipo | y IV mediante el procesamiento con
hematoxilina férrica, escarlatafucsina y tratamiento con solucion de acido fosfomolibdico-
fosfotingstico para finalmente realizar la tincion con solucién de azul de anilina que es la

que finalmente permitira distinguir el colageno (Caceres et al., 2017).

» Métodos que evaluan la funcién barrera de la piel de manera in vitro

Como hemos mencionado previamente, el estrato cérneo con su estructura bilaminar
altamente ordenada perteneciente a la matriz lipidica extracelular, es determinante en la
funcién barrera y por tanto en la permeabilidad de la piel. Dicha funcién es entonces la que
permite proteger el organismo contra sustancias nocivas del medio ambiente impidiendo
que ingresen y de otra parte, evitando la evaporacion de agua del tejido viable subyacente,
es decir epidermis y dermis. Por esta razdn se han desarrollado varios métodos utilizados
en la determinacién de la integridad de las muestras de piel en estudios in vitro como

evaluaciones de rutina previas a desarrollos experimentales definidos.

La mayoria de estos métodos estan enfocados a evaluar la permeacion de sustancias a
través de la piel como se resume en la tabla 1-3, por ejemplo, la técnica de pérdida de
agua transepidermal (TEWL) permite cuantificar la cantidad de agua que puede difundir a
través del estrato cérneo hacia la superficie de la piel y relacionar la cantidad de agua
perdida, con la integridad de la funcion barrera; bajo unos limites establecidos se determina
que un mayor valor de TEWL sugiere un dafio en las estructuras de la piel, por cuanto se
esta permitiendo una alta permeacion de agua desde la misma. La técnica flujo de agua
transepidermal (TWF) utiliza para la determinacion de integridad, agua radiomarcada con

tritio (*Hidrégeno) y evalla la cantidad de ésta que atraviesa un area determinada por
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unidad de tiempo; al igual que la TEWL, la TWF también cuenta con limites de normalidad
establecidos. La técnica de resistencia eléctrica transepitelial (TEER) evalua mediante
unos electrodos conectados a ambos lados de la piel, la resistencia al flujo de electrones
que la pueden atravesar posterior al suministro de una corriente conocida; en este caso la
integridad esta determinada por una relacion proporcional de que a mayor resistencia,
mayor integridad de la piel, contando ademas con valores limite de aceptacion. La técnica
de permeacion de azul de metileno evalia mediante cuantificacion espectrofotométrica, el
paso de este colorante a un medio acuoso ubicado debajo de la muestra de piel; al igual
que en la TEWL y la TWF, se evalua la capacidad de la piel para impedir la permeacion de
una sustancia y asi determinar su integridad. Finalmente, se incluye la técnica de estandar
interno de referencia (ISTD) en el que se incluye una sustancia estandar radiomarcada y
se evalua el coeficiente de reparto simultaneamente con el experimento de interés para el
que se vaya a utilizar la muestra de piel; el valor de integridad se establece mediante datos
histéricos de otros compuestos de referencia con valores similares de coeficiente de
reparto (Guth et al., 2015).

Tabla 1-3: Comparacion de las técnicas disponibles para evaluar funcion barrera como
medida de integridad de la piel in vitro

Valores de
Técnica . Ventajas Desventajas
aceptacion
Rapida medicion, )
TEWL Depende del tipo de
buena ) ) .
(Guth et al., 2015; . piel, mejor con piel
<10gm?h’ reproducibilidad,

Levin and Maibach, natural que con

amplio uso en control

2005) modelos cultivados.
de muestras.
Usa mucha agua y
puede deteriorar la
TWF piel al final del

(marcaje con %H)
(Fasano et al., 2002;
Guth et al., 2015)

45%102 cm h-' Buena sensibilidad en
<4,5x10%cmh
las determinaciones.

ensayo; alta
variabilidad y requiere
instalaciones
adecuadas para
radioactividad.
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Requiere mantener

las muestras en agua,

TEER Rapida
) L lo que puede
(Davies et al., 2004; >2KQ determinacion, buena
o alterarlas para
Fasano et al., 2002) reproducibilidad. )
experimentos
posteriores.
N Facilidad de )
Permeacioén de azul NR ) Requiere mayores
. evaluacion en cuanto _
de metileno (Mediante curva de ) tiempos de
) . a reactivos e .
(Guth et al., 2015) calibracién) ) . evaluacion.
instrumentacion.
Puede interferir con
NR ensayos de
ISTD (marcaje con Datos historicos de Medicion en permeacion de otras
3H o 4C) log P para los simultaneo con los sustancias. Requiere
(Guth et al., 2015) estandares de demas experimentos. instalaciones
referencia adecuadas para

radioactividad

NR: no reporta

De la anterior revision es posible descartar algunas ténicas que por su complejidad
operativa, como es el caso de las que utilizan compuestos radiomarcados no serian las
mas adecuadas para el propdsito de la investigacion. En su lugar, la técnica TEWL resulta
ser adecuada, debido a su sencillez en la medicién, alta sensibilidad en la determinacién y

concluyente en sus resultados.

Especificamente, en la técnica TEWL la medicion esta definida como la cantidad de agua
que se difunde a través de un area fija del estrato cérneo hacia la superficie de la piel por
unidad de tiempo. Una vez el agua alcanza la superficie de la piel, se evapora y en el aire
adyacente a la superficie (cuya candidad de agua corresponde a la humedad del
ambiente), se genera una densidad de flujo de vapor de agua es decir, una cantidad de
agua (en forma de vapor), por unidad de area por unidad de tiempo. Si el flujo de vapor de
la superficie de la piel fuera cero, entonces la humedad absoluta del aire adyacente a la
piel seria la misma que la humedad ambiental. A medida que aumenta el flujo de vapor, la
humedad al lado de la piel se eleva por encima de la humedad ambiental. Esto crea un
gradiente de humedad sobre la superficie de la piel que es proporcional al flujo de vapor,

es decir a la pérdida de agua (Alexander et al., 2018; Imhof et al., 2009).
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El fundamento fisico de esta técnica asi como el aparato de medicién fue descrito por
primera vez en 1977 por Gert Nilsson (Nilsson, 1977) y se encuentra basado en la primera
ley de Fick que describe la difusién en términos de flujo, el cual es proporcional al gradiente
de evaporacion de agua entre la superficie de la piel y la atmésfera circundante, como se

muestra en la ecuacion 1-1 a continuacion:

Ecuacion 1-1: Densidad de flujo basado en la ley de difusién de Fick.

dc

]Z_E

Donde,

J= densidad de flujo [Kg m?s™"]

D= Coeficiente de difusion del vapor del agua [m?s]
C= Concentracion de agua [Kg m™]

Z= distancia de difusion a la superficie de la piel [m]

Entonces, la densidad de flujo indica la masa de agua por area de difusion, en un tiempo
determinado. Las unidades se encuentran expresadas en el sistema internacional, sin
embargo, como estos valores son muy pequefios, se ha aceptado en la comunidad
cientifica expresar ese cambio de flujo en g m? h”’. Esa densidad de flujo es calculada a
partir de lecturas de humedad relativa (HR) y temperatura (T) por una combinacién de
sensores (respectivos) ubicados sobre un mismo eje en la sonda que consiste en un
cilindro abierto de area fija. Este tipo de sondas se conocen como de tipo “camara abierta”,
que es la mas usada pero con la desventaja de que es muy sensible a las condiciones
ambientales y pueden formarse microambientes en la superficie de la piel que alteran la
medicion. La estrategia para contrarrestar este efecto, es garantizar minimos cambios
posibles en el ambiente mientras se realiza la medicion. Otros dispositivos han sido
desarrollados para disminuir la variabilidad por el entorno, como la camara no ventilada o

la cdmara de condensador cuya finalidad es mejorar la sensibilidad del equipo reduciendo
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la formacién de microambientes que introduzcan variabilidad sobre la medicién (Alexander
et al., 2018).

En cuanto a las mediciones in vitro de la TEWL para caracterizar la integridad de la piel ex
vivo, el montaje corresponde a una evaluacion en celdas de Franz donde la piel en su parte
interna esta en contacto con un medio acuoso como una solucién amortiguadora de pH
7,4 (o PBS) y en su parte externa luego de su rehidratacién, es secada cuidadosamente
para estimar el gradiente de vapor de agua a través de ella. Varios estudios han
demostrado que esta medicion resulta adecuada para establecer cambios en la funcion de
barrera de muestras ex vivo siendo una metodologia sencilla, practica y con buena
predictibilidad, que también ha sido muy utilizada para la seleccion de muestras de piel
que serian utilizadas en estudios de permeacion donde se requiere contar con una funcién
de barrera en buen estado (Alexander et al., 2018; Doge et al., 2017; Sundaram et al.,
2016; Q. Zhang et al., 2018).

1.2 Metodologia

El desarrollo experimental estuvo orientado a determinar: 1) la regién del cuerpo del animal
para obtener las muestras de piel, evaluando 3 partes: oreja, abdomen y extremidad
posterior parte interna; 2) el mejor medio de almacenamiento entre glicerina y la solucion
amortiguadora pH 7,4 (PBS), en términos del mayor tiempo de conservacién sin alteraciéon
de las caracteristicas estructurales. Para ello se hicieron controles histologicos en el tiempo
hasta 6 meses, asi como evaluacion de la funcién de barrera mediante la técnica TEWL al

inicio, a los 3 y 6 meses de almacenamiento.

1.2.1 Materiales

Tabletas para solucion amortiguadora de fosfato salino pH 7,4 (PBS) se adquirieron de
Sigma-Aldrich (Darmstadt). Glicerina 97% pureza fue adquirida de JT Baker. Todas las
soluciones se prepararon usando agua ultrapura con una resistividad de 18,2 Q-cm; cada

tableta se disuelve en 200 mL de agua.
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Celdas de Franz con diametro de 0,9 cm, y volumen de 6,0 mL, fabricadas por PermeGear
Inc. (Hellertown, PA, USA).

Para la obtencidon de muestras y cortes se utilizé el kit de cirugia surgimax®.

1.2.2 Equipos
Nevera -20°C Whirlpool modelo EV201NXM005

Dermoanalizador multisonda modelo MPA 10 de Courage + Khazaka electronic GmbH.

Sonda Tewameter VT 310 para determinacion in vitro.

Para el control histolégico se utiliz6 un microscopio 6ptico Leica DM500 CH-9435

(Heerbrugg, Suiza).

1.2.3 Obtencion de las muestras

Con el fin de estandarizar las caracteristicas macroscoépicas de la piel desde su recoleccion
y asi disminuir la variabilidad de cada muestra, asi como posibles interferencias, fue
necesario establecer algunos parametros iniciales respecto a la procedencia de la piel tales
como edad del animal, color de la piel, region del cuerpo con poco pelo y buen estado en

general de la piel a recolectar.

La piel de cerdo fue obtenida de especimenes recién nacidos que murieron durante el parto
0 que siendo menores a 30 dias (edad reconocida como recién nacidos), por motivos
ajenos a la investigacion, debian ser sacrificados. Es de aclarar que, en el caso de estos
animales sacrificados, como criterio de inclusion, la enfermedad o la razén del sacrificio no

debia estar afectando la calidad de la piel.

Respecto a la uniformidad de color de la piel a utilizar, es importante mencionar que estos
animales presentaban algunas manchas de color café en el cuerpo. Por lo tanto, la muestra
debia ser tomada de regiones sin manchas donde el color correspondia a un rosado
uniforme. En cuanto a las regiones de muestreo, se seleccionaron tres: Orejas, abdomen
y parte anterior de patas traseras, que ademas de contar con uniformidad de color, fueron

seleccionadas por la baja vellosidad comparada con el resto del cuerpo.



Capitulo | 27

Una vez ocurria el deceso del animal, se realizaba la valoracion visual descrita para definir
si cumplia con los criterios de inclusion; de ser afirmativo, se realizaba un exhaustivo
lavado con agua y jabon con el fin de eliminar suciedad que nos pudiera causar molestias
a la hora del corte. Para realizar el corte de la piel escogida, se utilizaba el kit de cirugia
cortando cuidadosamente hasta el espesor completo es decir hasta el limite con musculo
por la fascia subcutanea. La piel que iba saliendo se colocaba sobre papel filtro
previamente humedecido con la solucion de PBS mientras se finalizaba el procedimiento.
Posteriormente, se depositaban las muestras en el medio de almacenamiento
correspondiente (Glicerina o PBS), y se llevaban a la nevera para congelar. La evaluacién
y seguimiento se realizaron periédicamente mediante microscopia 6ptica utilizando técnica
histologia con tincion eosina/hematoxilina y mediante la TEWL en 3 momentos durante el

almacenamiento.

Los animales fueron obtenidos del Centro de Investigaciones Agropecuarias Marengo
C.A.M de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota. Adicionalmente, el comité de
ética de la Facultad de Ciencias aval6 el proyecto de investigacion, mediante acta 1 de
fecha 5 de febrero de 2018. De igual forma se siguieron los protocolos internos de la

Universidad Nacional de Colombia en cuanto al manejo y disposicién del material biolégico.

1.24 Almacenamiento de las muestras

Una vez extraidas las muestras de piel, estas fueron divididas en grupos de
almacenamiento de acuerdo con los medios a utilizar: PBS y glicerina, donde eran
completamente sumergidas y mantenidas en la nevera a -20 °C con el fin de determinar
cual de estos medios era el mas apropiado para mantener las caracteristicas estructurales
e integridad de la piel. Las muestras para cada medio de almacenamiento fueron
subdivididas en varios compartimentos pequefos, con el fin de sacar uno a uno de la
nevera al momento de realizar las evaluaciones periddicas sin afectar la temperatura del

resto del material y sin introducir contaminacion al recipiente de almacenamiento.
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1.2.5 Evaluacion de las caracteristicas estructurales
mediante control histolégico

Desde el momento del deceso (tiempo cero) se tomaron muestras de las tres regiones
estudiadas introduciéndolas directamente en la solucién de formaldehido para el
tratamiento histoldgico (fijacion), con el fin de evaluar comparativamente cada una de sus
caracteristicas estructurales. Posteriormente, cada 3 semanas hasta 18 semanas y luego
6 semanas hasta completar 24 semanas (6 meses), fueron tomadas muestras
pertenecientes a cada medio de almacenamiento descrito previamente, las muestras
fueron evaluadas a nivel microscopico mediante histologia con tincién eosina/hematoxilina
con el animo de determinar posibles cambios estructurales dependiendo del medio de
conservacion utilizado, asi como los asociados al tiempo. Las laminas obtenidas producto
del procesamiento histotecnolégico fueron evaluadas y revisadas con la ayuda de un
médico experto, la Doctora Maria Inés Maldonado de la Facultad de Medicina de la

Universidad Nacional de Colombia.

1.2.6 Evaluacion de la funcion de barrera como criterio de
integridad del tejido

Desde el momento del deceso (tiempo cero) y a los 3 y 6 meses de almacenamiento, las
muestras fueron evaluadas en términos de su capacidad de funcién de barrera mediante
la pérdida de agua transepidermal (TEWL) en celdas de Franz, donde el compartimento
receptor es cargado con la solucién de PBS que entra en contacto con la parte interna de
la piel y el compartimento donor se encuentra vacio; la superficie de la muestra de piel
debe estar seca para determinar el gradiente de vapor de agua que se genera entre la
superficie de la muestra y el ambiente posterior como se observa en la figura 1-4; como se
menciond previamente, los resultados obtenidos en este equipo son obtenidos en términos
de gradiente de flujo de agua en unidades de g m?h’’. Las muestras de piel son retiradas
de su medio de almacenamiento, descongeladas lentamente a temperatura ambiente y
lavadas varias veces con solucion PBS, en especial las almacenadas en glicerina para
asegurar su remociéon. Una vez se coloca la piel en la celda de Franz en contacto con la

solucion amortiguadora y secada su superficie, se deja durante 1 hora antes de iniciar las
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medidas con el animo de permitir un equilibrio de acuerdo con la metodologia reportada
por Guth y colaboradores (Guth et al., 2015).

Figura 1-4: Fotografia del montaje para la determinacién de TEWL.

Sonda de medicién
Piel secaenla
parte externa

Sensoresde HRy T

Solucion PBS
~ +—el compartimento .
cdmara abierta

donor

o . N

Celda de Franz

1.2.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado a través del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad,
Inc.) a los datos obtenidos en la evaluacion de la funcidon de barrera de la piel. Las
comparaciones multiples de medias no pareadas fueron realizadas por ANOVA de dos
vias. Los niveles de significancia fueron determinados a través de comparaciones multiples
utilizando analisis de Tukey con nivel de confianza de 95%. Los datos son presentados

como el promedio y su respectiva desviacion estandar.
1.3 Resultados y Discusién
1.3.1 Caracteristicas del modelo ex vivo

Como se mencioné previamente, la edad de los animales utilizados para obtener las

muestras de piel fue uno de los criterios de inclusién utilizados. Esto debido a que se tenia
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la facilidad de acceder a los animales que mueren durante el parto y ademas, se
encontraron reportes respecto al grosor de la piel en estos recién nacidos, en los que se
afirma que resulta ser muy similar a la piel humana adulta y, por tanto, era posible reducir
esa diferencia siendo un modelo mucho mas cercano a la piel humana. En este sentido,
se incluyeron animales hasta los 30 dias de nacidos ya que hasta ese momento aun se
consideran recién nacidos y presentan una piel delgada apta para ser utilizada como
modelo alternativo. Dentro de los estudios mencionados se encuentra el realizado por
Cilurzo y colaboradores, quienes han demostrado que la piel de cerdo recién nacido es un
modelo idéneo para la evaluacién de permeabilidad in vitro de farmacos parcialmente
solubles en agua, con densidades de flujo similares a las reportadas para la piel humana
(Cilurzo et al., 2007). Del mismo modo, Mura y colaboradores han encontrado que el uso
de la piel de cerdo de recién nacido como modelo biolégico en estudios de penetracion de

farmacos es adecuado y genera resultados reproducibles (Mura et al., 2009).

De otra parte, como se observa en la tabla 1-4, el grosor de la piel obtenida varia
dependiendo de la regién de la cual proviene. Vale la pena recordar que el corte fue
realizado con el fin de obtener la totalidad de piel presente, es decir el tejido extraido
corresponde hasta la fascia subcutanea (o hasta el pericondrio en el caso de las orejas).
Sin embargo, esto es congruente con lo reportado por Jacobi y colaboradores quienes
reportan rangos de espesor diferentes para cada capa de la piel de cerdo, en el caso de la
dermis (la capa mayoritaria), reporta un grosor de 1,86 mm y comparando con la piel
humana, que reporta para la espalda un grosor entre 1,80 — 1,90 mm, en otras regiones
del cuerpo, reporta un grosor alrededor de 1,00 mm (Jacobi et al., 2007). Asi entonces, al
tratarse de un recién nacido, el grosor de la piel que como se observa no excede 1,00 mm,
se encuentra dentro del rango de piel humana reportado y que ha sido descrito también en
otros estudios de permeabilidad (Flaten et al., 2015). Esto significa que las muestras de
piel utilizadas en este estudio corresponden a un modelo biolégico muy cercano a la piel

humana en todas sus caracteristicas.
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Tabla 1-4: Caracteristicas iniciales de las muestras de piel de cerdo ex vivo involucradas
en el estudio

Regién de origen | Grosor (mm)* Color

Oreja 0,59 + 0,11

rosado sin
manchas

Abdomen 0,74 £ 0,08

Pierna parte interna 0,95+0,16

* El grosor fue evaluado para 30 muestras y es reportado el promedio + la desviacion estandar.

1.3.2 Evaluacion de las caracteristicas estructurales de las
muestras de piel utilizadas.

Las muestras de piel recogidas en el momento del sacrificio del animal fueron clasificadas
como tiempo cero y corresponden a las muestras de control de las caracteristicas
originales del tejido. A partir de estas, se realiz6 la caracterizaciéon de las estructuras que
conforman la piel para cada una de las partes de donde fue tomada la muestra, como se
observa en la tabla 1-5 donde las microfotografias corresponden a un corte transversal con

tincion hematoxilina / eosina en la fila 1 aumento 10X y en la fila 2 aumento 40X:

Tabla 1-5: Descripcion histolégica de las muestras de piel de cerdo ex vivo estudiadas
segun la region del cuerpo.

Abdomen Pierna
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Unién dermoepidérmica

Y

e 3

Epidermis: Estratos bien
diferenciados, sin interrupciones. Los
queratinocitos, con nucleo definido,
eucromaticos y forma redondeada
conforman cada una de las capas.
Estrato  cérneo: bien definido,
continuo y ligeramente separado.
Estrato granuloso: 1 capa. Estrato
espinoso: entre 3 y 4 capas.
Queratinocitos con halo blanco
alrededor del ndcleo. Se observan
algunas células de Langerhans que
se reconocen por su nucleo
arrifionado y citoplasma cromoéfobo.
Estrato Basal: 1 capa. Se observan
queratinocitos de predominio cubico
alto. Es escasa la presencia de
melanocitos.

Unién dermoepidérmica se
observan pocas crestas, no continuas
y son de poca profundidad.

Dermis:

Dermis papilar, se caracteriza por
presentar tejido conjuntivo laxo,
densidad media celular de predominio
fibroblastico. Se evidencian algunos
capilares sanguineos.

Dermis profunda, se aprecia un tejido
conjuntivo denso irregular compuesto
por fibras de colageno y elasticas
continuas. El aspecto denso del tejido
posiblemente se deba a una menor
cantidad de sustancia fundamental.
Se evidencian abundantes
fibroblastos y algunos fibrocitos,
macrofagos (histiocitos), linfocitos,
asi como algunas células con
granulos basdfilos con apariencia de
mastocitos.

~

Epidermis

" i

Estrato cérneo
" %

Estratos
diferenciados, sin interrupciones y
Conformados por queratinocitos con
nucleo definido, eucromaticos y de
forma redondeada.

bien

Epidermis:

Estrato  cérneo: bien  definido,
continuo y ondulado y separado en
algunas ondulaciones.

Estrato granuloso: 1 capa. Estrato
espinoso: entre 3 y 4 capas.
Queratinocitos con halo blanco
alrededor del nudcleo. Se observan
algunas células de Langerhans que
se reconocen por su nucleo
arrifionado y citoplasma cromoéfobo.
Estrato Basal: 1 capa. Se observan
queratinocitos de predominio cubico
alto. Es escasa la presencia de
melanocitos.

Unién dermoepidérmica se observa
la presencia de crestas continuas y
profundas en toda su extension.
Dermis:

Dermis papilar, se caracteriza por
presentar tejido conjuntivo laxo, muy
organizado y definido, de alta
densidad celular con predominio
fibroblastico. Se evidencian algunos
capilares sanguineos.

Dermis profunda, se aprecia un tejido
conjuntivo denso, organizado vy
definido compuesto por fibras de
colageno y elasticas continuas bien
definidas.

Se evidencian abundantes
fibroblastos y algunos fibrocitos,
macrofagos (histiocitos), linfocitos,
asi como algunas células con
granulos basdfilos con apariencia de
mastocitos.

bien
diferenciados, sin interrupciones. Los

Epidermis: Estratos
queratinocitos que los conforman
presentan nucleo definido, de tipo
eucromatico y forma redondeada.
Estrato cérneo: bien definido, no
continuo y ligeramente separado en
algunas ondulaciones.

Estrato granuloso: 1 capa. Estrato
espinoso: 3 capas. Queratinocitos
con halo blanco alrededor del nucleo.
Se observan algunas células de
Langerhans que se reconocen por su
nacleo arrifionado y citoplasma
cromofobo.

Estrato Basal: 1 capa. Se observan
queratinocitos de predominio cubico
alto. Es escasa la presencia de
melanocitos.

Unién dermoepidérmica se observa
la presencia de crestas continuas vy
profundas en toda su extension.
Dermis:

Dermis papilar, se caracteriza por
presentar tejido conjuntivo laxo,
ordenado y de alta densidad celular

de predominio fibroblastico. Se
evidencian algunos capilares
sanguineos.

Dermis profunda, se aprecia un tejido
conjuntivo denso, algo irregular en su
estructura y compuesto por fibras
continuas de colageno y elasticas.
Se evidencian abundantes
fibroblastos y algunos fibrocitos,
macrofagos (histiocitos), linfocitos,
asi como algunas células con
granulos basdfilos con apariencia de
mastocitos.
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Hipodermis: Constituida por tejido
adiposo unilocular, se observa una
alta cantidad de glandulas
sudoriparas apocrinas y foliculos
pilosos.

Hipodermis: Constituida por tejido
adiposo unilocular, En este corte no
se observan foliculos pilosos y pocas
glandulas sudoriparas apocrinas.

Hipodermis: Constituida por tejido
adiposo unilocular, se observa una
alta cantidad de glandulas
sudoriparas apocrinas y algunos
foliculos pilosos.

El estudio histolégico fue realizado en las muestras tanto en el tiempo inicial como

periddicamente durante el almacenamiento hasta 6 meses como se menciond en la

metodologia. De acuerdo con la descripcidbn microscopica de la tabla 1-5,

las

caracteristicas estructurales de la piel no varian entre las diferentes regiones del cuerpo

del animal que fueron escogidas para ser estudiadas en cuanto a la disposicién de las

capas en los diferentes estratos, la morfologia y desarrollo celular. Teniendo en cuenta que

la variacion encontrada fue en el grosor y que incluso las tres regiones se encuentran

dentro de lo reportado para una comparacién adecuada con la piel humana, es posible

inferir que cualquiera de estas regiones puede ser utilizada para llevar a cabo el estudio

propuesto asociado al efecto de la radiacion UVB. Adicionalmente, es importante

mencionar que, aunque la piel obtenida de un espécimen recién nacido sea similar en

grosor al de la piel humana, la cantidad de muestra a la que se puede acceder es muy

limitada pues son animales cuyo peso se encuentra alrededor de 1 Kg. Por ejemplo, a esa

edad el grado de diferenciacién de las células cartilaginosas de la oreja no es muy alto y

resulta de hecho, muy dificil separar la piel del tejido cartilaginoso, donde parece ser una

sola estructura. De otra parte, no se puede obtener piel de la totalidad de regién abdominal

o la region anterior de la pierna trasera, pues la densidad de vello de los recién nacidos es

muy alta lo que seria una interferencia en estudios posteriores como ya ha sido reportado

anteriormente (Cilurzo et al., 2007).

Sin embargo, cabe mencionar que la region mas utilizada en los estudios previamente

revisados donde se utiliza el modelo ex vivo de piel de cerdo es la oreja, por la facilidad de

consecucion y poca vellosidad. Por lo tanto, las muestras a utilizar posteriormente podria

ser de cualquiera de estas tres regiones y aunque para evaluar el almacenamiento, se

continda con la regiéon abdominal y pierna anterior, no se descarta la utilizacion de orejas

mas adelante.
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1.3.3 Seguimiento en el tiempo a las condiciones de
almacenamiento

En cuanto a las condiciones de almacenamiento evaluadas, las muestras utilizadas fueron
las de la regidon abdominal, tomadas de la nevera de cada uno de los 2 medios evaluados
y fijadas directamente en formol de acuerdo con el procedimiento de histotecnologia para
las tinciones correspondientes. A partir de las laminas obtenidas, se realizé la evaluacién
de los posibles cambios esctructurales tomando como punto de comparacion las laminas
de tiempo cero descritas anteriormente. A continuacién se presenta la tabla 1-6 donde se

observan las muestras correspondientes a cada tiempo de muestreo hasta 24 semanas.

Tabla 1-6: Microfotografias de las muestras de piel de cerdo ex vivo, estudiadas en el
tiempo de almacenamiento con dos medios de conservacion PBS y glicerina.

Tiempo de _ . o
. Almacenamiento en PBS Almacenamiento en glicerina
evaluacion

Semana 3

Semana 6
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Semana 12

Semana 15

Semana 18

Semana 24

Corte transversal con tincion hematoxilina / eosina en aumento 40X.

De acuerdo con las microfotografias de la tabla 1-6, durante el tiempo de observacion de

las muestras en los medios de almacenamiento evaluados encontramos que se mantienen



36 Capitulo |

las caracteristicas estructurales en buen estado para ambos casos pues se mantienen
definidas las caracteristicas descritas en la tabla 1-3 para la epidermis y sus diferentes
estratos, los queratinocitos mantienen su forma y organizacién, la unién dermoepidermica
se mantiene intacta como se sefiala en las flechas asi como la ondulacién en cuanto a
presencia y profundidad de las crestas. En cuanto a la dermis, siempre se mantuvo una
estructura ordenada y definida de las fibras de colageno y elasticas que la conforman
indicado también mediante las flechas en las microfotografias. No se encontraron
indicativos de dafo ni degradacion en ninguno de los dos medios de conservacion. En
conclusion, cualquiera de los dos medios puede ser utilizado para el almacenamiento de
las muestras hasta 24 semanas, conservando sus caracteristicas estructurales. Al
comparar con lo reportado en la literatura, se encuentra que la glicerina se usa
mayoritariamente como medio de conservacion hasta dos afios e incluso a temperatura de
refrigeracion 4 °C gracias a su baja toxicidad, bajo costo y de facil consecucion (Bravo et
al., 2000; Mackie, 2002; Richters et al., 1996).

Teniendo en cuenta que los medios estudiados mantuvieron la integridad y organizacion
de las estructuras de la piel de cerdo durante su almacenamiento, pensamos que la
conservacion de los tejidos depende principalmente de la temperatura como ya se ha
documentado (Sukumar and Kar, 2019), y las caracteristicas del medio le dan una ventaja
especial en el tiempo de acuerdo a lo reportado como agentes de conservacion, es decir
en el caso de la soluciéon de PBS de caracteristicas isotdnicas, mantiene la concentracion
de sales sin alterar la presion osmotica de las células evitando que se hinchen o se
contraigan a la hora del congelamiento y en el caso de la glicerina o glicerol, gracias a su
capacidad de penetrar las membranas, ademas de reducir la cantidad de sal intracelular
que pueda cristalizar, evita la formacion de hielo al menos hasta -38 °C y con esto, el dano
mecanico por rompimiento de las estructuras que conforman el tejido con los cristales del
agua (Bhattacharya, 2018).

Con el animo de conocer los efectos del almacenamiento a condiciones no controladas es
decir, sin medio de conservacion y a una temperatura de 4°C (nevera convencional), se
mantuvo una muestra del tejido de piel de cerdo ex vivo bajo estas condiciones hasta las
24 semanas, tiempo en el cual, se realizé evaluacion histolégica y se encontré que las
estructuras de la piel se ven afectadas considerablemente como se observa en la figura 1-
5; se observan signos de necrosis en general para todo el tejido, en el epitelio por ejemplo,

la tincién rosada esta exacerbada, lo que se conoce como eosinofilia aumentada y que se
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atribuye a la pérdida de ARN citoplasmatico (Stanley et al., 2015). La membrana basal por
su parte presenta edema e interrupciones en varios fragmentos, asi como células
hipertréficas con citoplasma vacuolado formando halos cromdéfobos perinucleares que nos
confirman la necrosis. En cuanto a la dermis, se presenta alto edema, mayoritariamente
intersticial evidenciado por los espacios en la matriz extracelular y la ruptura de algunas
fibras del tejido conjuntivo y finalmente, ya no es evidente la vascularizacion

probablemente por el mismo edema en toda la extension de la dermis.

Figura 1-5: Microfotografia de muestra de piel de cerdo ex vivo, almacenada a 4 °C sin
ningun medio durante 6 meses.
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Con estos resultados es evidente que es necesario establecer condiciones de
almacenamiento adecuadas para los tejidos ex vivo como fue estudiado en el presente
capitulo, mediante el uso de un medio de conservacién y baja temperatura (-20 °C) que
permitan mantener las caracteristicas estructurales del tejido en buen estado y, en
concordancia con lo revisado en la literatura, la glicerina es una opcién adecuada para
mantener almacenadas las muestras mientras se realizan los estudios posteriores sobre
el efecto de la radiacién UVB. Incluso es posible pensar que incluir una combinacion,
resulta adecuado para aprovechar las caracteristicas crioprotectoras e higroscopicas de la
glicerina, asi como la isotonicidad de la solucion amortiguadora (PBS) para garantizar las
buenas condiciones del tejido, sin atribuir degradacién por efecto del almacenamiento y

que puedan ser utilizadas en estudios posteriores, pues como lo evaluaron otros autores
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la concentracion de glicerina puede ser incluso del 10% en el medio y aun mantiene sus

caracteristicas crioprotectoras (Bravo et al., 2000).

1.3.4 Evaluacién de la funcién de barrera de la piel mediante la
técnica TEWL

El ensayo de perdida de agua transepidermal in vitro fue realizado en condiciones de
temperatura y humedad controladas en un espacio cerrado, la temperatura promedio fue
de 21 + 1°C y la humedad relativa se mantuvo entre 50 y 60% en las diferentes mediciones,
como lo recomienda el fabricante del equipo para disminuir la variabilidad en la lectura y la
interferencia con el entorno. Se evaluaron 3 muestras de piel por cada medio de
almacenamiento en 3 momentos diferentes: 0, 3 y 6 meses; se decidio realizar para cada
muestra, 10 lecturas repetidas y el valor final de la TEWL corresponde al promedio de las
10 lecturas en cada caso. A continuacion se presenta en la figura 1-6, los resultados
obtenidos para la evaluacién de la funcion de barrera en los casos de almacenamiento

estudiados.

Figura 1-6: Evaluacion de la funcion de barrera de las muestras de piel de cerdo ex vivo
mediante la TEWL, para los medios de conservacioén utilizados durante 3 momentos de
muestreo.
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Los datos corresponden al promedio (n=3) y las barras de error representan la desviacion estandar,
con un valor P > 0,05.
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En los resultados presentados en la figura 1-6, el tiempo designado como inicial
corresponde a 1 semana de almacenamiento en el medio correspondiente una vez tomada
la muestra, esto debido a la disponibilidad del equipo utilizado y la logistica de traslado de
las muestras desde el criadero de Marengo a donde se encontraba el equipo. Por tal razoén,
se aprecian diferencias entre los valores iniciales para cada caso y a partir de estos, los
correspondientes cambios durante el almacenamiento. En términos globales, los
resultados muestran que el gradiente de flujo equivalente a la pérdida de agua
transepidermal fue significativamente mayor en las muestras almacenadas en PBS frente
a las almacenadas en glicerina, lo cual se explica porque la glicerina ademas de ser un
agente crioprotector, tiene caracteristicas humectantes al ser una sustancia tipo poliol,
higroscépica, es decir, que tiene la capacidad de retener agua, en este caso, retiene
eficientemente el agua en la superficie de la piel como se ha explicado por otros
investigadores (Bjorklund et al., 2013a). Sin embargo, es importante resaltar que en el caso
de las muestras almacenadas en PBS, el mayor gradiente de flujo se registré alrededor de
10 g m? h™" que, al comparar con la literatura, este valor se ha reportado como el limite de
aceptacién para una piel sana en humanos en evaluaciones in vivo donde valores de la
TEWL entre 5-10 g m? h'" dependiendo del sitio de medicion, son aceptables para una
funcién de barrera intacta (Fokuhl and Miller-Goymann, 2013). En cuanto a las
evaluaciones in vitro con piel humana, también se ha reportado como valor limite de
aceptacion de la TEWL 10 g m h” para que puedan ser usadas en estudios de permeacién
(Doge et al., 2017; Q. Zhang et al., 2018). Para el caso de evaluaciones in vitro con piel de
cerdo, recientemente se han reportado como valores aceptables de la TEWL menores a
15 g m? h”" (Barba et al., 2019). Por lo tanto, los resultados aqui presentados demuestran
una buena conservacion del tejido durante todo el tiempo de estudio y mostraron que la
glicerina presenta ventajas a la hora de la conservacion, pues los valores de la TEWL son
inferiores a los limites de aceptacion reportados, es decir, se encuentran conservadas

durante el tiempo de observacion y aceptables para estudios posteriores.

En cuanto a los cambios presentados en el tiempo respecto a los valores iniciales, si se
presentan cambios en el gradiente de flujo de agua que reflejan cambios en la funcion de
barrera de la piel, pero como se ha mencionado, se encuentran dentro del limite de
aceptacién para una funcion de barrera conservada. Durante los 3 y los 6 meses de
almacenamiento no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05)

en los valores de la TEWL, por lo que es posible inferir que la conservacion es efectiva
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durante el tiempo de observacion, en el medio PBS hasta el limite maximo de la pérdida
de agua aceptable y en glicerina, dentro de los valores aceptados para una piel en buen
estado. Esto significa que se mantiene la integridad de la funcién de barrera de la piel de
las muestras ex vivo, lo cual es muy importante para el estudio posterior del efecto de la
radiacion UVB a través de mediciones eléctricas sobre la piel, pues se ha demostrado que
la impedancia de la piel se encuentra principalmente en el estrato cérneo y esta capa es

la principal responsable de la funcién de barrera de la piel (Bjérklund et al., 2013c).

Ademas, estos resultados se encuentran estrechamente relacionados con lo observado
histolégicamente, donde vimos una adecuada conservacién de la integridad de las
estructuras que conforman el tejido a lo largo del tiempo y que se refleja en valores bajos
y aceptables de la TEWL para una funcion de barrera adecuada, demostrando que esta
técnica de medicién es util para evaluar la integridad del tejido mediante la funcién barrera
como indicador, lo cual ha sido respaldado en recientes estudios que ademas muestran
que esta medicién presenta una buena sensibilidad al distinguir entre muestras de piel
tratadas con agentes modificadores de las propiedades de barrera como lo son el

laurilsulfato de sodio y la acetona (Barba et al., 2019).

1.4 Conclusiones

Basados en los resultados podemos concluir que:

Las muestras ex vivo de piel de cerdo pueden ser obtenidas de cualquiera de las regiones
estudiadas (oreja, abdomen, pierna anterior) pues histolégicamente se identificaron sus
similitudes estructurales, es decir que el modelo biolégico es adecuado para ser utilizado

en los estudios posteriores.

Las muestras ex vivo de piel de cerdo pueden ser almacenadas por un periodo de seis
meses bajo las condiciones de almacenamiento estudiadas, es decir bajo medios de
almacenamiento como PBS o glicerina a una temperatura de -20°C conservando sus

caracteristicas estructurales iniciales y la integridad de su funcion barrera.
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La glicerina ofrece una mejor conservacion de la funcién de barrera de la piel determinada
por los bajos valores de la TEWL encontrados en las muestras almacenadas en este medio
y de acuerdo con la literatura es un medio ampliamente utilizado por su practicidad, baja

toxicidad y costo.

La evaluacion histolégica nos permitié hacer un adecuado seguimiento en el tiempo de las
caracteristicas estructurales de las muestras de piel de cerdo en cuanto a su
mantenimiento y conservacion, lo cual fue consecuente con lo encontrado posteriormente
en la evaluacién de la funcion de barrera mediante la técnica de la TEWL, reconocida por

su pertinencia en la evaluacion de integridad de la piel.

Se determiné que la funcién de barrera se mantiene intacta durante el tiempo de
almacenamiento estudiado, lo cual es un indicador muy importante para las muestras de
piel que seran utilizadas posteriormente en la evaluacion de las caracteristicas eléctricas,

con el fin de establecer el efecto de la radiacion UVB.
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2.Evaluacion del efecto de la radiaciéon UVB
sobre las propiedades eléctricas de la piel: El
estrés oxidativo, una condicion
determinante.

2.1 Aspectos tedricos

El efecto de la radiacién ultravioleta B (UVB) sobre la piel ha sido estudiado a lo largo de
los anos bajo diferentes enfoques, particularmente se han orientado a entender los
mecanismos por los cuales esta radiacion puede desencadenar efectos tan nocivos como
el cancer. En este capitulo se abordaran las caracteristicas eléctricas de la piel como
variables de respuesta al estimulo de la radiacién y su asociacion al dafo causado a las
estructuras del tejido. Se abordaran conceptos fisicos, metodologias para medir variables
eléctricas y la manera en que pueden ser alteradas en un modelo ex vivo de piel de cerdo.
Adicionalmente, se profundizara en aspectos biolégicos como la actividad enzimatica en

la piel y los mecanismos de defensa del tejido frente a factores externos como la radiacion.

2.1.1 La radiacion solar

El espectro solar esta incluido en la region electromagnética y comprende tres zonas
fundamentales: luz visible (5%), ultravioleta (45%) e infrarroja (50%). Aunque las
radiaciones en el rango del visible son las mas penetrantes, las radiaciones ultravioleta son
las responsables de los efectos mas significativos a nivel biolégico. Ademas, dicha
radiacion ultravioleta se encuentra dividida en UVC 290-200 nm que aun no llega a la
superficie de la tierra pues es absorbida por la capa de ozono de la estratdsfera, UVB 320—
290 nm muy energética y es responsable de la quemadura y la predisposiciéon al cancer
de piel y UVA 400-320 nm que se subdivide en UVAI (340— 400 nm) y UVAII (320-340
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nm), responsable del envejecimiento prematuro y la generacién de radicales libres (Batlle,
2005; Diffey and Robson, 1989).

De otra parte, la intensidad de la radiacion depende de varios aspectos, entre ellos: La
altura del sol, cuanto mas alto esté el sol en el cielo, mas intensa es la radiacion UV. Asi,
ésta varia segun la hora del dia y la época del afo. Fuera de las zonas tropicales, las
mayores intensidades de la radiacion UV se producen cuando el sol alcanza su maxima
altura, alrededor del mediodia solar durante los meses de verano. La /atitud, cuanto mas
cerca del ecuador, mas intensa es la radiacion UV. La nubosidad, ya que dicha intensidad
es maxima cuando no hay nubes, pero puede ser alta incluso con nubes. La dispersion,
puede producir el mismo efecto que la reflexién por diferentes superficies, aumentando la
intensidad total de la radiacion UV. La altitud, a mayor altitud la atmésfera es mas delgada
y absorbe una menor proporcién de radiacién UV. Con cada 1000 metros de incremento
de la altitud, la intensidad de la radiacion UV aumenta en un 10 a 12%. El ozono, que
absorbe parte de la radiacion UV evitando que ésta alcance la superficie terrestre; la
concentracion de ozono varia a lo largo del afio e incluso del dia. La reflexion por el suelo,
debido a que diferentes tipos de superficies reflejan o dispersan la radiacion UV en diversa
medida. Por ejemplo, la nieve reciente puede reflejar hasta un 80% de la radiacién UV; la
arena seca de la playa, alrededor de un 15% y la espuma del agua del mar, alrededor de
un 25% (WHO, 2003).

La radiacién en Colombia ha sido medida en términos de energia y con base en las
regiones en que se divide el pais. De acuerdo con el Instituto de Hidrologia, Meteorologia
y Estudios Ambientales IDEAM, La intensidad de la radiacion solar en la region Andina
colombiana muestra que las zonas de los valles del Cauca y Magdalena poseen el mayor
potencial energético y a medida que se asciende hacia las cimas de las cordilleras, ese
potencial va disminuyendo gradualmente, con excepcion de algunos nucleos localizados
en zonas llamadas altiplanos, donde se observa un potencial solar mayor comparado con
el de las laderas. En las regiones costeras: atlantica y pacifica, los resultados de la
evaluacion del recurso solar del pais muestran en la region noreste de la costa atlantica
(La Guajira) un potencial solar promedio diario entre 5,0 y 6,0 kWh/m?, el mayor del pais.
Este valor va disminuyendo gradualmente en direccion sur-oeste hacia la costa pacifica,
donde se presenta el menor potencial solar del pais, con valores menores de 3,5 kWh/m?,
aunque posee una gran zona con valores entre 4,0 y 4,5 kWh/m?. Las regiones de la

Orinoquia y Amazonia, que comprenden las planicies de los Llanos Orientales y zonas de
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las selvas colombianas, presentan una variacion ascendente de la radiacion solar en
sentido suroeste-noreste, verificandose valores asimilables a los de La Guajira en el
noreste (Puerto Carreno) (IDEAM, 2005). Con base en lo anterior, la radiacion en Colombia
es considerada de gran interés para su utilizacion como recurso alterno de fuente de
energia. Sin embargo, hablando de exposicion solar es de especial cuidado considerar los
efectos y promover la proteccién frente a la radiacion por la cantidad de energia que estaria

recibiendo la piel.

2.1.2 Efectos de la radiacion solar sobre seres humanos

Dentro de los efectos biolégicos mas relevantes y asociados como se menciond
anteriormente a la radiacion UV, se encuentran los de tipo benéfico como el de estimular
la sintesis de vitamina D, importante para incrementar la absorcion del calcio y asi prevenir
enfermedades como el raquitismo y la osteoporosis (Wilkinson and Moore, 1990);
adicionalmente favorecer la circulacion sanguinea, aumentar la formacién de hemoglobina
y a nivel del sistema nervioso autébnomo, estimular la sintesis de serotonina,

neurotransmisor responsable del estado animico (Lambert et al., 2002).

Asimismo se encuentran los efectos nocivos dentro de los cuales se incluyen a nivel de la
piel, el eritema, el edema, la pigmentacion, el engrosamiento de la epidermis y efectos a
largo plazo como el fotoenvejecimiento, la inmunosupresion y la fotocarcinogénesis

(Kullavanijaya and Lim, 2005).

Es importante profundizar en estos efectos nocivos pues son acumulativos y van surgiendo
con el tiempo incluso luego de una respuesta adaptativa de la piel en contra de los rayos
UV. Inmediatamente después de la exposicién al sol, la piel desencadena una respuesta
inflamatoria descrita previamente con signos como el eritema y el edema, seguido por la
pigmentacion pues los rayos UV regulan la produccion y acumulacion de pigmento de
melanina en la piel; también ocurre el engrosamiento desde el estrato cérneo, epidermis y
dermis debido a una proliferacién celular mediada por factores de crecimiento epidérmico.
Estas medidas son establecidas con el fin de mejorar la proteccién frente a una nueva

exposicion (Matsumura and Ananthaswamy, 2004).
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Por otro lado, existen los efectos mas profundos y con mayores consecuencias que se han
descrito a nivel de dafio en el ADN, por produccion de dos tipos de dimeros, dimeros de
ciclobutano entre residuos adyacentes de timina o citosina, y fotoproductos de pirimidina
entre residuos de pirimidina adyacentes que conducen a mutaciones en las secuencias del
ADN y que pueden ser reparadas por diversos mecanismos como la reparacién directa, la
reparacion por escision de base, la reparacion de desajustes, la reparacion de rotura de
doble cadena y la reparacion por escision de nucleétidos que es la mas comun en dafios
por radiacion UV (Soehnge et al., 1997). Otro mecanismo adicional a la reparacion es la
muerte celular programada o apoptosis, en ambos casos la proteina P53 juega un papel
muy importante pues para el primer caso, induce una detencién del ciclo celular en la fase
G1, lo que permite la reparacion del dano del ADN antes de su replicacion en la fase S. En
el segundo caso, activa las vias apoptéticas bien sea aumentando la expresion de genes
promotores o disminuyendo la expresidn de los genes supresores de apoptosis. Sin
embargo, estas reparaciones no ocurren indefinidamente, no son totalmente eficientes y
algo de dano queda acumulandose, apareciendo efectos acumulativos a largo plazo de
deterioro estructural y funcional hasta el caso mas grave, el cancer (Matsumura and
Ananthaswamy, 2004).

En cuanto a la inmunosupresion que favorece la aparicién de cancer tras el dafio
irreparable del ADN, se ha descrito que inicia desde la interrupcion en la comunicacion de
las células de Langerhans (presentadoras de antigeno) con los ganglios linfaticos
regionales, asi como en el contacto con otras citoquinas producidas en los queratinocitos

(Matsumura and Ananthaswamy, 2004).

2.1.3 Estrés oxidativo debido a la radiacion UV

Las especies reactivas de oxigeno ROS son moléculas o iones con un unico electrén no
apareado en su capa mas externa y de alli se origina su reactividad. Se pueden clasificar
en radicales libres de oxigeno como superéxido (O27), radical hidroxilo ("OH), éxido nitrico
(NO"), radicales organicos (R’), radicales peroxilo (ROO’), radicales alcoxilo (RO,
radicales tiilo (RS"), radicales sulfonilo (ROS"), tiil peroxilo (RSOQ") y disulfidos (RSSR), y
en no radicales como perodxido de hidrogeno (H20>), singlete de oxigeno (O2), ozono o
trioxigeno (Os3), hidroperéxidos organicos (ROOH), hipocloruro (HOCI), peroxinitrito (ONO~

), anion nitrosoperoxicarbonato (O=NOOCOQO;), diéxido de dinitrdgeno (N202), nitronio
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(NO7") y lipidos altamente reactivos o compuestos carbonilo derivados de carbohidratos
(Liou and Storz, 2010).

Las especies reactivas de oxigeno se generan dentro de los tejidos de los mamiferos
mediante reacciones redox que involucran grupos de transferencia de electrones como
quinolinas, sus precursores fendlicos, complejos metalicos, compuestos nitro aromaticos
€ iminas conjugadas, que gracias a su reactividad, interactian facilmente con numerosas
moléculas celulares que regulan muchos procesos bioquimicos (Kovacic and Jacintho,
2001). Los oxidantes, como O;", H.O2y "OH también se producen en las células durante
el transporte de electrones mitocondriales y microsomales y a partir de las oxidaciones de
NADPH, asi como en las lipodioxigenasas y a bajas concentraciones desempenan papeles
muy importantes como mediadores de tejidos y residuos de reacciones energéticas o de
defensa asi como en entidades endégenas como fagocitos y enzimas, como las citocromo
P450 monooxigenasas (CYP450) (Heck et al., 2003).

La formacion de ROS también puede ser causada por agentes externos y uno de los
principales responsables es la radiacion UV. Los fotones provenientes de la luz penetran
la piel y en su camino interaccionan con cromoforos celulares entre los que se destacan
riboflavinas, bilirrubinas, grupos hemo, porfirinas, acido urocanico y la melanina en sus dos
formas quimicas, eumelanina y feomelanina. En estos compuestos se absorben fotones
que conducen a un estado excitado de los cromoéforos llamado estado singlete excitado.
Después de esta reaccion inicial, pueden tener lugar dos reacciones: una caida al estado
fundamental con la emisién de calor o fluorescencia o un cruce entre sistemas que conduce
a un estado triplete excitado. Este estado de triplete excitado es solo un estado intermedio
que puede reaccionar tanto con el ADN como con el oxigeno molecular, lo que resulta en
la modificacion del ADN o en la produccién de ROS, que a su vez conducen a daino celular
(Prasad and Pospisil, 2012; Rinnerthaler et al., 2015).

Dentro de los ROS, los mas abundantes en la piel son el H202, ‘OH y el O," (D’Orazio et
al., 2013). Adicionalmente, se ha demostrado que el estrés oxidativo provocado en la piel
por la radiacion UV es causado por el agotamiento de las enzimas antioxidantes
endogenas (Bickers and Athar, 2006; Pillai et al., 2005; Podda et al., 1998).

Ahora bien, el robusto sistema antioxidante esta conformado por agentes no enzimaticos

como a-tocoferol (vitamina E), p-caroteno, ascorbato (vitamina C) y glutatién reducido
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(GSH) que es un oligopéptido compuesto por tres aminoacidos: cisteina, glicina y
glutamina, e incluso algunos aminoacidos como triptéfano, tirosina, histidina y cisteina que
se encuentren libres (Droge, 2002). También por agentes enzimaticos como la superoxido
dismutasa (SOD) que inactiva los aniones superdxido convirtiéndolos en oxigeno
molecular (O2) y peroxido de hidrégeno (H20z2) y la catalasa (CAT), enzima encargada de
depurar H>O- y convertirlo en agua (H20) y Oz, (D’Orazio et al., 2013; Heck et al., 2003;
Kovacic and Jacintho, 2001).

Bajo esas condiciones se mantiene un sistema homeostatico tipo “homedstasis redox”
entre la formacion y eliminacién de ROS. Cualquier alteracién que sufra este sistema se
puede definir como un desequilibrio que desencadena un estado de estrés oxidativo, es
decir un desbalance entre eventos oxidativos y antioxidantes. Ademas, cuando la cantidad
de ROS en un tejido como la piel excede cierto umbral y los sistemas reparadores no
pueden mantener la homeostasis, las células pueden verse abrumadas y proliferar de
manera anormal, también pueden inducir lesiones en los tejidos y contribuir al desarrollo
de cancer de piel (Droge, 2002; Glorieux and Calderon, 2017; Lee and Wei, 2000).

En el estrés oxidativo, moléculas como las proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos
nucleicos son susceptibles al ataque de ROS causando su oxidacién, cambios
estructurales y, por tanto, alterando sus funciones biolégicas. En el caso del ADN, los ROS
pueden inducir rompimientos individuales, bases oxidadas, pérdida de una base purinica
o pirimidinica por ruptura de enlaces glicosidicos causando sitios abasicos, puentes intra
e intercatenarios o incluso enlaces cruzados de ADN-proteina que pueden conducir a

mutaciones irreparables (Drége, 2002).

Particularmente hablando del perdxido de hidrégeno, ademas de ser un agente toxico y
precursor de otras especies mucho mas reactivas como el "OH via reaccion de Fenton con
metales de transicibn como hierro y cobre (Liou and Storz, 2010), ha sido definido
recientemente como un segundo mensajero que desencadena muchos procesos
biolégicos como cambios de morfologia, proliferacion celular, vias de sefializacion,
actividad proteica o apoptosis (Finkel, 2011; Sies, 2017). El H20; es una de las formas mas
estables de ROS y su generacion en la piel puede ser inducida por factores tanto exégenos
como enddgenos. Los factores exdgenos incluyen patégenos, productos quimicos, luz

ultravioleta y otros. Los factores enddégenos estan representados por diferentes
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inflamaciones agudas y crénicas, que incluyen hiperglicemia y productos enzimaticos
antioxidantes (Xu et al., 2018).

En cuanto a la toxicidad celular del H.O,, ésta depende de su concentracion. De hecho, la
concentracién fisioldgica in vivo es de alrededor de 0,1 uM y concentraciones superiores a
1,0 uM ya son consideradas como condiciones de estrés oxidativo y pueden ser
perjudiciales para las células (Sies, 2017). Otros estudios han evaluado concentraciones
entre 50 y 100 uM que generan un estado similar a la senescencia caracterizado por una
disminucién de la proliferacién celular y con concentraciones de 300 a 400 uM que
conducen a la muerte celular (Bladier et al., 1997; Rhie et al., 2001a). Dentro de los
diferentes ROS, algunos estudios han asociado directamente al H;O. en altas
concentraciones con la formacion de cancer de piel, promoviendo el crecimiento celular
anormal, la progresion y metastasis. Se ha encontrado que una vez las células
cancerigenas han sido formadas, estas a su vez promueven la produccién de H>O; que
inducen el estrés oxidativo en células adyacentes y por lo tanto conducen a la formacién

de nuevas células cancerigenas (Lisanti et al., 2011; Szatrowski and Nathan, 1991).

2.1.4 Catalasa: una de las enzimas mas importantes del sistema
antioxidante de la piel

El sistema antioxidante de la piel esta conformado principal y mayoritariamente por agentes
enzimaticos como la catalasa, superéxido dismutasa, glutatién peroxidasa, peroxiredoxina
y hemo oxigenasa (Wagener et al., 2013). Particularmente, la enzima catalasa es
mayoritaria en la piel y su actividad es hasta 8 veces mayor en la epidermis en comparacion
con la dermis y de hecho no solo esta presente en el tejido viable sino también en las capas
mas superficiales de la piel como el estrato cérneo, que se considera un tejido muerto,
aunque con menor actividad (Giacomoni et al., 2000; Hellemans et al., 2003). Gracias a su
abundancia en estas capas, se ha reconocido como una enzima importante en el proceso
de fotoproteccion de la piel; se ha encontrado en estudios in vivo con seres humanos que
disminuye su expresion con dosis agudas de radiacién entre 24 y 48 horas después de la
exposicion, pero que se recupera hacia las 72 horas posteriores. Adicionalmente, con dosis

cronicas de radiacion (durante toda la vida), la actividad se ve incrementada en epidermis
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y dermis y ademas, es la Unica enzima que responde significativamente a la exposicién a
la radiacion (Hellemans et al., 2003; Rhie et al., 2001a, 2001b).

La catalasa es una enzima tetramérica compuesta por subunidades de 62 kDa dispuestas
de forma tetraédrica, cada una de las cuales contiene 4 dominios distintos y un grupo hemo
correspondiente al sitio activo y un sitio de unién a NADPH (Scibior and Czeczot, 2006).
Este grupo hemo esta compuesto por una molécula de hierro que se une a una estructura
similar a un anillo llamado anillo de porfirina. Este sitio activo esta profundamente inmerso
en el centro de la estructura tridimensional, pero es accesible para el peréxido de hidrégeno
desde la superficie a través de canales. Los cuatro dominios incluyen: (1) un brazo N-
terminal que contiene una histina distal, un aminoacido esencial para la reaccién de
catalasa; (2) un dominio B-barril que contiene ocho B-barriles dispuestos de forma
antiparalela con seis inserciones a-helicoidales, que confieren el nucleo hidréfobo de la
proteina necesario para la estructura tridimensional de la enzima; (3) un dominio de
conexién que contiene el residuo de tirosina que se une al grupo hemo; y finalmente (4) un
dominio a-helicoidal, que es importante para la union al cofactor NADPH (Glorieux et al.,
2015; Putnam et al., 2000). Como se ha mencionado previamente, la principal funcién de
la catalasa es un proceso de desintoxicacion de perdxido de hidrégeno como se muestra
en la reaccién 1, donde es de resaltar la produccién de oxigeno molecular y también lleva
a cabo procesos de tipo peroxidasa oxidando compuestos donadores de hidrégeno, como
polifenoles o etanol, con produccion de acetaldehido de acuerdo con la reaccion 2
(Glorieux et al., 2015; Kirkman and Gaetani, 2007).

Reaccion 1: 2H,0, #*2% 2H,0 + O,

Primer paso: Enzima(Porf-Fe'") + H,0, — Cpdl (Porf™* -Fe"V=0) + H,O
Segundo paso: Cpd | (Porf ** -Fe'V=0) + H,0, — Enzima (Porf-Fe'") + H,O + O;
Reaccion 2: CH3CH,OH + O, ®%%3 CH;CHO + 2H,0
Cpd | (Porf ** -Fe'V=0) + CH3CH,OH — Enzima(Porf-Fe"') + CH;CHO + H,O

En cuanto a la reaccién 1, el mecanismo de conversion incluye 2 pasos, en el primero la
catalasa se oxida a un intermediario de hierro hipervalente, conocido como compuesto |
(Cpd 1) que es un radical catidénico de oxoferril porfirina, este Cpd | reacciona rapidamente

con una segunda molécula de H,O, para generar H.O y Oz en un proceso redox de dos
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electrones. En el caso de la reaccion 2, como se mencionaba anteriormente son reacciones
peroxidaticas que ocurren cuando los niveles de H>O» son bajos, un tipico ejemplo es la

conversién de etanol a acetaldehido contribuyendo a su metabolismo hepatico.

De otra parte, la catalasa puede ser inhibida quimicamente mediante compuestos como 3-
amino-1,2,4-triazol (3AT) o compuestos nitrogenados como cianuro (CN) o azida sddica
(NaNs) ya que el nitrdgeno bloquea el acceso del grupo hemo a otros ligandos potenciales.
Interactua con la histidina distal y un residuo de asparagina, lo que sugiere que compite
con el peréxido de hidrogeno por la unién al hemo. Mientras tanto, el 3AT interactua con
la histidina distal, lo que conduce a una formacion de aductos y, por lo tanto, bloquea la

reaccion de la catalasa de manera irreversible (Kankala et al., 2015; Putnam et al., 2000).

2.1.5 Amperometria con electrodo de oxigeno, una herramienta
para evaluar la actividad enzimatica de catalasa

Un electrodo de oxigeno es un sensor amperométrico que produce una corriente eléctrica
en funcion de la presién parcial de oxigeno molecular en el medio estudiado. Responde al
principio electroquimico de la transferencia de electrones debida a una reaccién quimica,
lo que lo hace una herramienta analitica robusta, sencilla y con un amplio rango de
aplicaciones, entre ellas en el campo biolégico, como es el caso del desarrollo de los
biosensores. El primer desarrollo en este campo correspondié al electrodo de oxigeno
Clark en 1962 que fue disenado para evaluar el contenido de oxigeno en la sangre y usado
en los hospitales durante procedimientos quirdrgicos (Clark and Lyons, 2006). Desde
entonces, otras aplicaciones se han desarrollado para la evaluacion de funcion enzimatica
pues se basan en la actividad biocatalitica sobre el analito utilizado, con enzimas que
contienen un grupo activo especifico para oxidacion o reduccion (O’Neill et al., 2008;
Turner et al., 1987).

El primer biosensor reportado que uso catalasa como enzima productora del analito O, fue
desarrollado en 1982 y la fuente enzimatica correspondia a una porcion de higado bovino
que era colocada en la superficie del electrodo (Mascini et al., 1982). Recientemente, las
principales aplicaciones de biosensores corresponden a la utilizacién de enzimas en la piel
como la glucosa oxidasa mediante la penetracion de su sustrato la glucosa a través de

ésta y su aplicacion al desarrollo de un sensor in vitro de niveles de glucosa (Ullah et al.,
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2018); también la catalasa que mediante la transformacién de H2>O, en O, es posible
determinar su capacidad de depuracién de ROS (Nocchi et al., 2017). Ademas, se han
explorado biosensores con metaloproteinas como la mioglobina por sus propiedades redox

para deteccion de H2O2 (Yoon et al., 2017).

El electrodo de oxigeno cubierto con piel (SCOE por sus siglas en inglés) que desarrollé
Nocchi y colaboradores, ademas de haber demostrado ser una herramienta util en el
estudio de la actividad enzimatica de la catalasa, previamente habia demostrado ser util
en estudios de penetracion transdérmica de compuestos bioldgicamente activos que
presentan grupos oxidables como es el caso del flavonoide quercetina o del &cido
ascorbico (Gari et al., 2015; Rembiesa et al., 2015). En términos generales, el electrodo de
oxigeno esta compuesto por un alambre de platino que corresponde al catodo, este a su
vez esta conectado a un anodo que corresponde a un alambre de plata bafnado en cloruro
de plata y ambos inmersos en una solucion electrolitica saturada de cloruro de potasio
(KCI) 3 M. Este sistema electrodo/electrolito esta cubierto por vidrio y en la punta se separa
del resto de componentes mediante una membrana de teflon de 5um que recubre la
superficie del electrodo, dicha cubierta es impermeable al agua y a los iones, pero
permeable al oxigeno; finalmente se ubica la piel, ajustada al montaje mencionado
mediante un anillo de caucho y que conforma el biosensor, donde se generara la reaccion
enzimatica que produce el analito de interés para ser detectado por el electrodo. Todo el
sistema se sumerge en una celda que contiene el sustrato de la enzima, en el caso
particular de la catalasa, dicha celda contiene H-O disuelto en una solucion de PBS. La

figura 2-1 representa la configuracion del electrodo cubierto por piel.

Figura 2-1: Representacién esquematica del electrodo de oxigeno (I) y del montaje del
biosensor SCOE (Il) para evaluacién de la actividad de catalasa en la piel.

i

A. Alambre de platino fundido
en vidrio (catodo).

B. Alambre de plata, electrodo
Ag / AgCl (anodo).

C. Solucioén electrolitica
saturada: KCI 3M.

D. Ubicacion de membrana de
teflon y piel, para sostener la
membrana.

E. Ubicacién anillo de caucho
para sostener la membrana

F. Fuente de alimentacion

G. Medidor de sefal
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De acuerdo con el montaje anterior la reaccion que sucede es la descrita en la figura 2-2

a continuacion:

Figura 2-2: Descripcion del circuito eléctrico y el fundamento de la medicién en el electrodo

de oxigeno.
:&% @ . I - ]
Alambre de plata en KCI U4e' 4e_ﬂ Alambre de Platino
4AAg—> 4AQ* + de 4H" + Oz + 460 —»2H0
4Ag* + 4CI . 4AgCl 2H,0, *22%2 2H,0 + O;

En la descripcion de la figura 2-2, el circuito esta alimentado por una fuente de 0,7 Vy la
medicion se realiza en términos de corriente (Amperios); la oxidacion de la plata conduce
a la generacién de 4 electrones, esta reaccion es promovida por la presencia de iones de
cloruro de la solucién electrolitica de cloruro de potasio para formar cloruro de plata, los
iones de plata son consumidos y esta reaccion es termodinamicamente favorable a la
produccién de electrones. Estos cuatro electrones formados se dirigen hacia el catodo de
platino donde ocurre la reduccion de oxigeno molecular a agua, esto genera un aumento
en la corriente registrada (reductora) la cual es directamente proporcional a la presién
parcial de O, contenida en el medio estudiado. Como el oxigeno proviene de la actividad
de la catalasa, esta corriente registrada sera proporcional a la actividad catalitica de la

enzima en la depuracién de H>O, para convertirlo en O-.

2.1.6 Caracteristicas eléctricas de la piel

Cada una de las estructuras y regiones de la piel poseen propiedades eléctricas muy
particulares que dependiendo de su constitucién y estado, determinaran la conducta de
las propiedades eléctricas en funcién de la frecuencia empleada (Moncada et al., 2010).

Las caracteristicas eléctricas de la piel, han sido modeladas y reconocidas por la
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comunidad cientifica como un sistema de resistores y capacitores en donde la corriente
puede fluir a través de 2 vias principales, una a través de la matriz lipidica del estrato
cérneo con poca conduccién y la otra a través de los apéndices (foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas), que se asocian con una alta densidad de corriente (Chizmadzhev et al., 1998;

Vargas Luna et al., 2015).

Particularmente, el estrato cérneo se considera como un dieléctrico, con un dominio lipidico
conformado por la membrana de los corneocitos y estos a su vez en estado hidratado,
contienen agua y iones donde habria la mayor conductividad, entonces la caida del
potencial ocurriria entre cada corneocito. Tales caracteristicas se traducirian en un circuito
con resistores en paralelo y capacitores en serie a través del estrato cérneo (Chizmadzhev

et al., 1998) como se representa en la figura 2-3:

Figura 2-3: Representacién esquematica del modelo eléctrico descrito para la piel.

Cc R;

Rs

Rs: Resistencia de la solucion; Ra: Resistencia del apéndice; R¢: Resistencia del corneocito; Ca:
Capacitancia del apéndice; C.: Capacitancia del corneocito.

En cuanto a los apéndices, estos han sido modelados como tubos cilindricos semiinfinitos
llenos de electrolitos que atraviesan un dieléctrico que separa 2 compartimientos, es decir
el estrato cérneo. En el caso del vello, la parte externa encima del estrato cérneo se
caracteriza porque no hay conduccién mientras que internamente, la pared del cilindro
cuenta con una capacitancia especifica y una conductancia inducida (Chizmadzhev et al.,
1998).
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Con el fin de dar claridad en estos aspectos, resulta importante revisar los conceptos

eléctricos que se relacionan con la piel:

Voltaje: Es la fuerza eléctrica que hace que la corriente fluya en un circuito. Es una
magnitud vectorial y por tanto tiene magnitud y direccion. Se mide en voltios (V) (Ivorra,
2002).

Corriente: Denota el flujo de carga eléctrica (Q) a través de una seccién transversal en un

segundo. Se mide en amperios (A) que equivale a: Culombio s m? (Ivorra, 2002).

Impedancia: Oposicién eléctrica total de un material (piel) al paso de una corriente alterna
a través de éste a diferentes frecuencias. A bajas frecuencias esta relacionada
principalmente con las propiedades resistivas del ambiente extracelular mientras que, a
altas frecuencias, incluye propiedades resistivas intracelulares y extracelulares, asi como
propiedades capacitivas de las membranas celulares, Se mide en ohmios (€2) (Birgersson
et al., 2011).

Capacitancia: Propiedad de un cuerpo para almacenar una carga y oponerse a cualquier
cambio de voltaje a través de éste. Sus unidades son faradios por unidad de area: F cm™
(Chizmadzhev et al., 1998; Lawler et al., 1960).

Reactancia: Es la oposicion al flujo de una corriente alterna resultante de la fuerza
electromotriz acumulada por un condensador o un inductor. En este sentido es la parte
imaginaria de la impedancia pues junto con la resistencia eléctrica, determinan la

impedancia total de un componente o circuito. Se mide en ohmios () (Lawler et al., 1960).

Resistencia: La resistencia eléctrica es la oposicién al flujo de corriente eléctrica a través
de un conductor, se mide en ohmios (£2). De manera opuesta, la conductancia eléctrica es
la facilidad que ofrece un material al paso de la corriente eléctrica. En un tejido bioldgico
la resistencia o la conductancia depende de la permeabilidad de iones que tenga el tejido
en cuestion. El estrato cérneo seco es un tejido casi impermeable, pero presenta humedad
en virtud de los canales acuosos entre las placas de queratina y posiblemente, entre las
fibrillas de queratina, lo que lo hace ser conductor libremente. La capa germinativa en virtud
de los grandes canaliculos intersticiales es bastante conductora, pero la capa granulosa,
posiblemente constituye una barrera al igual que la unidon dermo-epidérmica, donde las

células estan estrechamente unidas (Chizmadzhev et al., 1998; Edelberg, 1977).
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Retomando el modelo eléctrico descrito para la piel por sus caracteristicas dieléctricas, es
pertinente mencionar que la manera de evaluar dichas caracteristicas es mediante
mediciones de impedancia eléctrica, pues como se ha mencionado previamente, éstas
dependen de la frecuencia empleada (Karacolak et al., 2012). Este método consiste en
aplicar un voltaje sinusoidal de pequefia amplitud y medir el potencial o la corriente de
respuesta, es decir, se evalua la respuesta eléctrica del tejido tras recibir un estimulo. Para
este tipo de mediciones se han descrito metodologias no invasivas como la medicién por
medio de electrodos, la medicion de la corriente inducida por campos magnéticos y

métodos hibridos que combinan las dos anteriores (Moncada et al., 2010).

La medicion con electrodos es la mas utilizada en tejidos biolégicos y pueden utilizarse
combinaciones de 2, 3 o0 4 electrodos, cuya precisiébn mejora a medida que aumenta el
numero de estos; la configuracion de 4 electrodos es la mas precisa ya que la corriente
aplicada se realiza a través de 2 electrodos y la lectura del cambio de potencial se realiza
mediante 2 electrodos distintos, de esta manera se eliminan interferencias asociadas a
éstos como impedancias propias (Garay et al., 2018; Moncada et al., 2010). En cuanto a
la medicién por induccion magnética, se mide la corriente circundante una vez el tejido se
ha sometido a un campo magnético o eléctrico y en lugar de usar electrodos, se utilizan
bobinas inductoras en combinaciones hasta de 5 unidades; sin embargo, la medicion es
mas compleja y de dificil registro en sefiales pequefas. En el caso de los métodos hibridos,
la corriente se induce a través de bobinas y se miden cambios de potencial con electrodos
superficiales; estos son mas utilizados en evaluaciones in vivo con fines de diagnéstico y

alcanzan tejidos profundos como hueso (Moncada et al., 2010).

2.1.7 Espectroscopia de impedancia eléctrica: una metodologia
para evaluar caracteristicas eléctricas de la piel

La espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS por sus siglas en inglés) se basa en el
estudio de las propiedades eléctricas pasivas de los tejidos bioldgicos, es decir, que
corresponden a la respuesta eléctrica del tejido después de un estimulo externo de voltaje
o corriente (Simic-Krstic et al., 2012; White et al., 2011). Por lo tanto, después de aplicar

corrientes sinusoidales de bajo nivel (o voltaje) es decir, en un ancho de banda de
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frecuencia dado por electrodos externos, se mide el cambio de potencial al cambio de
corriente. Debido a las diferencias de fase entre las sefales medidas y los valores de
entrada de acuerdo con la frecuencia de modulacién, la impedancia se expresa como un
numero complejo que varia con dicha frecuencia en el tiempo. La impedancia eléctrica
medida a bajas frecuencias esta relacionada principalmente con las propiedades resistivas
del entorno extracelular, mientras que la impedancia eléctrica a altas frecuencias esta
relacionada tanto con las propiedades resistivas de los entornos intracelulares y
extracelulares como con las propiedades capacitivas (reactancia) de las membranas
celulares. Como se mencion6 anteriormente, el andlisis de impedancia de la piel se ha
centrado en el modelo comun de un circuito equivalente que consiste en una resistencia
lider en serie con una disposicidn paralela de una resistencia y un condensador o capacitor,
representado en la figura 2-3 como el corneocito (Bjérklund et al., 2013c; Simic-Krstic et
al., 2012; Yamamoto and Yamamoto, 1976). En este modelo, la transferencia de iones a
través de la membrana esta representada por R y la acumulacion de iones (o agotamiento)
en las interfases por C; los dos procesos ocurren de manera independiente, por eso se
ubican en paralelo y no se comportan de manera proporcional. Posteriormente, se realiza
un analisis matematico mediante el modelo de “elementos de fase constante” (CPE por
sus siglas en inglés) en el que las distribuciones de resistividad y permitividad dentro de la
membrana, resultarian de una composicion de capas no homogéneas (Cérdoba-Torres,
2017; Hirschorn et al., 2010; White et al., 2011).

La impedancia de cualquier circuito puede ser descrita como la suma de los componentes
que ocurren tanto dentro de la fase como fuera de ella y que se conocen como parte real
y parte imaginaria respectivamente. Los elementos de fase constante corresponderian a
lo que en el modelo del circuito eléctrico de piel es la capacitancia y fueron desarrollados
para ajustar con precision los valores de impedancia modelados a las mediciones de
bioimpedancia reales (Kalia and Guy, 1995). Los CPE no son fisicamente realizables con
componentes eléctricos normales agrupados, pero generalmente se describe como una
capacitancia que depende de la frecuencia. En este sentido, la impedancia de los CPE se

describe mediante la ecuacién 2-1 asi:
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Ecuacion 2-1: Impedancia para CPE

1

Donde,

Zcpe = impedancia de los elementos de fase constante [

i = Corriente medida angular [A]

2 nt f = frecuencia angular utilizada [HZz]

a = parametro empirico, elemento de fase constante (0-1)

Q = elemento de fase constante asociado a la capacitancia [F cm™ s%7]

y por lo tanto, para determinar la impedancia del sistema se realiza mediante la ecuacién

2-2 de la siguiente manera:

Ecuacion 2-2: Impedancia total del sistema

Rmem

Z =R.;+
LT 1+ (i % 27f)%Q * Ripem

Donde,
Rsoi= Resistencia de la solucién [(J]
mem= Resistencia de la membrana de piel [
i = Corriente medida angular [A]
2 nt f = frecuencia angular utilizada [HZz]
a = parametro empirico (0-1)
Q = elemento de fase constante asociado a la capacitancia [F m™ s*7]

Esta ultima expresion es conocida como la ecuacion Cole-Cole en memoria a sus autores,

los hermanos Cole en 1941 (Cole and Cole, 1941) y hoy en dia es usada por la mayoria
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de investigadores en el campo de la bioimpedancia para describir sus resultados. En ella,
como se menciono previamente, a corresponde a un parametro empirico de los CPE con
valores entre 0 y 1, que cuando a = 1 la impedancia es puramente capacitiva mientras que
cuando a = 0 la impedancia es completamente debida a la resistencia; este parametro se
encuentra asociado a procesos de difusidon de especies idnicas y caracteristico de las
frecuencias de relajaciéon de las varias estructuras que conforman el tejido (Clemente et
al., 2013; Ivorra, 2002). Respecto al elemento de fase constante Q, cuando a = 1, éste se
comporta como un capacitor ideal con unidades de [F m™], a partir del cual se puede

determinar la capacitancia efectiva como se mostrara mas adelante.

Bajo estas condiciones también es importante definir que, como la corriente es una variable
tiempo dependiente y hay interacciones adicionales dentro del sistema, es necesario
utilizar corriente alterna a varias frecuencias para determinar todos los componentes del
circuito. Para ello se utiliza un dispositivo electrénico llamado potenciostato, en el cual se
genera la corriente alterna a multiples frecuencias y se mide el voltaje. Adicionalmente, el
software de estos equipos requiere escoger el circuito equivalente para determinar la

impedancia del tejido.

En cuanto al montaje, se ha definido que un sistema de 4 electrodos es el mas adecuado
para reducir la incertidumbre de las mediciones al minimizar el efecto de resistividad por
contacto. Una representacion de este montaje es mostrado a continuacién en la figura 2-
4.
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Figura 2-4: Método de 4 electrodos para la determinacién de la impedancia de la piel.

Contraelectrodo

Rs: Resistencia de la solucién; Rmem: Resistencia de la piel CPEmem: elementos de fase constante
de la impedancia de la piel; Z.: impedancia medida a cada frecuencia; V.: Voltaje en cada
frecuencia; l»: corriente en cada frecuencia.

En este método, el potenciostato aplica un voltaje entre los electrodos de trabajo y
contraelectrodo normalmente 10mV de amplitud, para asegurar un voltaje definido entre
los electrodos de referencia y trabajo. A su vez, el potenciostato monitorea la corriente que
fluye a través del electrodo de trabajo, es decir la corriente que fluye a través de la piel. De
otra parte, el potenciostato mide el voltaje entre los electrodos de referencia y el sensor
para luego calcular la impedancia de la piel en cada frecuencia, para estas mediciones
pueden fijarse entre 20-40 frecuencias diferentes. Los valores de impedancia obtenidos
son 2 datos de numeros reales en cada frecuencia, Zi=parte real (en fase) y Z, parte

imaginaria (fuera de fase).

La resistencia del tejido (Rmem) esta completamente representada en el componente real
de la impedancia mientras que la capacitancia lo esta en el componente imaginario y que
la podemos calcular como Capacitancia efectiva (C.) a partir del desarrollo matematico
de los elementos de fase constante. Para ello, uno de los métodos mas empleados es el

método grafico, con el que se determina el parametro o que se obtiene a partir de la
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pendiente de la parte imaginaria de la impedancia representada en funcion de la frecuencia
(altas frecuencias) en una escala logaritmica; el parametro Q, que hace referencia a la
carga almacenada se obtiene del tratamiento matemético realizado a la impedancia de la
parte imaginaria para calcular Zcpe (Ecuacion 2-1) y con esto se puede calcular Cex
mediante la ecuacion 2-3. Este es un procedimiento en el que se considera que las capas
de la epidermis tienen una distribucién constante en el tiempo al determinar la impedancia
(Hirschorn et al., 2010; Orazem et al., 2006).

Ecuacion 2-3: Capacitancia efectiva

Copy = QYaR'a
Donde,
Cer = Capacitancia efectiva de la piel [nF cm™]
Q = elemento de fase constante asociado a la capacitancia [F m™ s*]
a = parametro empirico, elemento de fase constante (0-1)

R= Resistencia de la piel (obtenida del componente real de la impedancia) [2 cm™]

Esta técnica electroquimica ha sido utilizada en diversas aplicaciones y particularmente ha
llamado la atencién en la investigacion de la piel. Por ejemplo, se ha demostrado que la
EIS es un método robusto, simple y preciso para la caracterizaciéon de la piel sana y
enferma, como la piel afectada por cancer (Aberg et al., 2004; Balasubramani et al., 2009;
F. Zhang et al., 2018). También ha demostrado ser muy sensible para detectar cambios de
las propiedades de barrera de la piel en evaluaciones in vitro, como en los cambios
inducidos por la hidratacion, que conducen a cambios significativos de las corrientes
resistivas y capacitivas (Bjorklund et al., 2016, 2013c) e incluso los elementos de fase
constante han demostrado ser un tipo de biomarcadores de envejecimiento en estudios in

vivo (Simi¢-Krsti¢ et al., 2014).
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2.2 Metodologia

A continuacion se describen las evaluaciones realizadas al modelo de piel de cerdo para
estudiar el efecto de la radiacion UVB, estudiando la actividad enzimatica de catalasa tanto
de la piel con epidermis completa, como sélo de la capa mas externa de la epidermis por
aparte (estrato coérneo), mediante amperometria y posteriormente, se estudian las
condiciones que permiten evaluar la respuesta eléctrica de la piel (completa) mediante la
técnica de impedancia. Una vez caracterizada eléctricamente la piel intacta, se presenta
el desarrollo experimental para establecer el efecto de la radiacion UVB sobre las

propiedades eléctricas del tejido.

2.2.1 Materiales

Peroxido de hidrégeno (H20- al 30% o 9,8 M), solucién de PBS (pH 7,4) en tabletas, azida
de sodio (NaNs) y tripsina, se adquirieron de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania). Todas
las soluciones se prepararon usando agua ultrapura con una resistividad de 18,2 Q-cm.
Celdas de Franz con diametro de 0,9 cm, y volumen de 6,0 mL, fabricadas por PermeGear
Inc. (Hellertown, PA, USA). Suspension de alumina en particulas de 1 ym fabricada por
Buehler (Struers, Dinamarca). Membrana de Teflon de 0.5 um, obtenida de Algimantas

Jonus8ka (Vilnius, Lithuania).

2.2.2 Equipos

Potenciostato CompactStat de IVIUM Technologies (Eindhoven, Paises Bajos). El
electrodo de oxigeno consistia en una membrana de teflon de 5 ym de espesor, un
electrodo de platino (Pt) de 250 um de diametro fundido en vidrio y un electrodo interno de
referencia de Ag/AgCl fabricado por Optronika UAB (Vilnius, Lituania). El software usado

para registrar la corriente del electrodo de oxigeno fue JuniorAssist2059.

Para la evaluacion de la impedancia eléctrica, también se us6 un Potenciostato de Ivium
Technologies (Eindhoven, Paises Bajos). En el montaje de 4 electrodos, los electrodos de

trabajo y contraelectrodo fueron de alambre de platino, mientras que para los electrodos
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sensor y de referencia se usaron electrodos de Ag/AgCI/KCI fabricados por World Precision
Instruments (Sarasota, FL, USA). Los datos fueron obtenidos del software “lvium

equivalent circuit evaluator’.

Para la irradiacion de las muestras se utilizdé una lampara UVB modelo Philips PL-9 9W /
01 / 2P que emite fotones con longitudes de onda entre 306 y 316 nm, con un pico a 312
nm (sin ninguna radiacién significativa en otras longitudes de onda). Esta lampara opera
mediante un sistema Kernel modelo KN-4003BL (Kernel Medical Equipment Company,
Xuzhou, China). El control de la radiacion emitida por la lampara se realizé mediante un
Medidor UV: UV-340A, (Lutron Electronic Company, Taipei, Taiwan). Las muestras de piel

fueron cortadas con un dermatomo TCM 3000 BL (Nouvag, Konstanz, Alemania).

Para el control histoloégico se utiliz6 un microscopio éptico Leica DM500 CH-9435

(Heerbrugg, Suiza).

2.2.3 Preparacién de las muestras de piel

Las muestras de piel fueron obtenidas de animales de criadero de los cuales se utilizaron
las orejas. A la llegada al laboratorio, fueron congeladas a -80 °C mientras su uso (inferior
a 3 semanas), que para esto se descongelaban lentamente y se limpiaban con abundante
agua. Posteriormente, fueron divididas en tiras con un bisturi y se elimind cuidadosamente
el vello. De estas tiras fueron sacados cortes con el dermatomo de aproximadamente 0,5
mm de grosor (es decir, incluyendo dermis y epidermis) y de ellos, cortes circulares de 16,0
mm de didmetro mediante un punzén de este tamafo que resultaba adecuado para
ajustarse tanto al electrodo de oxigeno como a las celdas de Franz. Estos cortes se
mantuvieron congelados a -20 °C no mas de cuatro semanas mientras su uso. Previo al
montaje en cualquiera de los sistemas, las muestras eran descongeladas colocandolas en
un papel de filtro empapado con PBS y se mantenian durante 1-2 horas a temperatura
ambiente (22 °C).

Para la determinacion de actividad catalitica en el estrato corneo, dicha membrana fue
obtenida de las muestras de piel anteriormente descritas una vez tratadas con solucion de

tripsina al 0,1% en PBS durante 24 horas a 4 °C. Después de eso, el estrato cérneo fue



64 Capitulo Il

removido facilmente con unas pinzas, se lavé con PBS y se limpié con aplicadores con
punta de algodén para eliminar el tejido residual. Las membranas obtenidas tenian
aproximadamente 10-30 yum de grosor y una vez obtenidas se montaron inmediatamente

en el electrodo de oxigeno.

2.2.4 Preparacioén del electrodo de oxigeno cubierto con la piel
(SCOE)

Para iniciar todas las mediciones, la superficie del electrodo de oxigeno (el catodo de
platino) debid ser pulida usando la suspensién de alumina y enjuagada con agua ultrapura
con el propdsito de eliminar cualquier impureza que afectara la medicién. El cuerpo del
electrodo se llené con solucién saturada de KCI y para evitar escapes se revistié con una
banda de parafim®, la superficie del electrodo se cubrié con la membrana de teflon. A
continuacion, el electrodo se cubrié con una membrana de piel de epidermis completa o
una membrana de estrato cérneo dependiendo la medicion a realizar, directamente en la
parte superior de la membrana de teflon y se aseguré con un pequefo anillo de caucho.
Para las mediciones, el sistema SCOE fue colocado en la superficie de una celda
electroquimica con volumen constante de 10 mL de PBS pH 7,4 como se mostrd

previamente en la figura 2-1.

2.2.5 Monitoreo amperomeétrico de la actividad de catalasa con
el SCOE

El SCOE (con membrana de piel o sélo estrato corneo) se conectd al potenciostato en una
configuracién de dos electrodos y la medicién amperométrica se realizé aplicando -0,7 V
de voltaje sinusoidal a través del electrodo Ag/AgCI/KCI (saturado) hacia el catodo Pt, del
electrodo de oxigeno; estas condiciones fueron estandarizadas dentro del grupo de
investigacion y habian sido reportadas previamente por Nocchi y colaboradores (Nocchi et
al.,, 2017). Después de que se establecié una corriente de referencia o linea base, se
adicioné una cantidad definida de H.O. en la celda electroquimica para obtener una
concentracién conocida; en este punto, gracias a la actividad de la enzima catalasa
presente, la corriente de reducciéon del electrodo de oxigeno aumenté al detectar la
generacion de O.. En todos los experimentos, la solucién que rodea el electrodo de

oxigeno se agitdé continuamente a 250 rpm y todas las mediciones se realizaron a
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temperatura ambiente (22 °C). Para verificar la inhibiciéon de la catalasa y por tanto la
pérdida de la corriente reductora, se adiciond a la celda electrolitica una cantidad conocida
de NaNBs; las adiciones posteriores de H>O2 no generaron ninguna respuesta, es decir no

hubo cambios en la corriente reductora que estaba siendo medida.

2.2.6 Mediciones de espectroscopia de impedancia eléctrica
(EIS) de las muestras de piel

Las mediciones de EIS se realizaron con una configuraciéon de cuatro electrodos en un
montaje de celda de Franz conectado al potenciostato como se observa en la figura 2-5.
Todas las mediciones se realizaron bajo control de temperatura a 22 °C. El rango de
frecuencia fue de 0,1 Hz a 1,0 MHz con seis frecuencias por década (36 en total) y la
amplitud del voltaje sinusoidal alterno aplicado fue de 100 mV entre los electrodos de
trabajo y contraelectrodo, de modo que la diferencia de potencial entre los electrodos de
trabajo y de referencia sea igual al valor establecido del potenciostato; estas condiciones
fueron estandarizadas dentro del grupo de investigacion. La diferencia de potencial
aplicada genera una corriente de respuesta entre el electrodo de referencia y el electrodo

sensor, que es medida en el potenciostato.

Figura 2-5: Representacion esquematica de la configuracion de 4 electrodos utilizada en
la medicién de EIS.
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Los datos se analizaron de acuerdo con un circuito equivalente que consiste en una
resistencia correspondiente a la solucidon de trabajo llamada Rs., en serie con una
combinacion paralela de una resistencia correspondiente a la de la membrana de la piel,
llamada Rmem ¥ Un elemento de fase constante (CPE) como se mostré previamente en la
Figura 2-4. Los valores de resistencia se obtuvieron de la parte real de la impedancia en
las regiones de frecuencia donde la parte imaginaria proporciona una contribucion minima
a la impedancia total. Para R, esta regidon corresponde a altas frecuencias en el rango de
aproximadamente 0,1-0,2 MHz. La region de frecuencia correspondiente para Rmem OCUrre
a bajas frecuencias cercanas a la corriente continua donde es igual a la impedancia de la
parte real menos la resistencia de la solucion Rmem = Z1 — Rsoi; €n este caso la Rso se
mantuvo constante en 200 Qy siempre fue al menos un orden de magnitud inferior a Rmem.
En este analisis, todos los datos fueron normalizados con el area de la membrana de la
piel (0,64 cm?) para obtener unidades de resistencia por unidad de area (Ohm*cm?). En
cuanto a los elementos de fase constante, la capacitancia efectiva Cerr se derivo de la
region de alta frecuencia de los datos de impedancia de la parte imaginaria. Debido a la
variabilidad natural de la piel, los datos de impedancia de la piel fueron analizados de
manera individual en términos del cambio en funcion del tiempo (f) tanto de Rynem Yy Cerr @
partir de sus valores iniciales como el porcentaje de cambio en la variable por efecto de la

radiacion UVB de acuerdo con la ecuacion 2-4 y 2-5 respectivamente:

Ecuacion 2-4: Valor de cambio de Rmem de acuerdo con el tiempo evaluado.

Rmem (t)—Rmem(0)

ARmem = *100%

Rmem (t)
Donde,
ARmem = Porcentaje de cambio de la resistencia de la piel [%]
Rmem (= Valor de la resistencia en el tiempo evaluado de exposicion a la radiacion UVB [Ohm cm?]

Rmem (0) = Valor de la resistencia en el tiempo inicial sin exposicion a la radiacién UVB [Ohm cm?]

Ecuacion 2-5: Valor de cambio de Cer de acuerdo con el tiempo evaluado.

AC.., = Lerr@ = Cerr @ 4000,
s Cerreo
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Donde,
ACett = Porcentaje de cambio de la capacitancia de la piel [%]
Ceif (y= Valor de la capacitancia en el tiempo evaluado de exposicién a la radiacién UVB [nF cm™

Ceif (0) = Valor de la capacitancia en el tiempo inicial sin exposicién a la radiacién UVB [nF cm™)

2.2.7 Condiciones de irradiacion de las muestras de piel y
diseno experimental

Para la exposicion a la radiacion UVB de las muestras de piel de cerdo, se utilizé la lampara
descrita en la seccién 2.2.2 la cual era encendida siempre al menos 10 minutos antes del
experimento para garantizar un flujo de radiacion estable. Se realizaron controles de
radiacion de la misma y se determiné una irradiancia de 0,01 W/cm? a una distancia de 2
cm, que corresponde a la distancia utilizada constantemente entre la membrana de la piel
y la fuente de luz. Bajo estas condiciones la energia que recibia cada muestra durante 1
hora de exposicién era de 36 J/cm? hasta un maximo de 180 J/cm? durante todo el
experimento. Cabe sefalar que estas dosis son altas en comparacién con la radiacion solar
UVB natural que recibiria la piel en condiciones normales. Esto con la intencion de
amplificar los efectos que pudieramos observar con dosis acumulativas de radiacién. Por
ejemplo, algunos trabajos han reportado diferentes dosis de exposicidn, una evaluacion de
fotoestabilidad de filtros solares usé una dosis de 18,3 J/cm? correspondientes a una
exposicion de 1 hora en verano al mediodia en la Rivera Francesa (Crovara Pescia et al.,
2012). En un estudio sobre dafo lipidico por efecto de la radiacién UV en células, utilizaron
2,5 J/em? (Olivier et al., 2017) e incluso estudios dirigidos a evaluar el efecto de la radiacion
UVB sobre la funcién barrera de la piel us6 dosis hasta de 800,0 J/cm?, reportando que
corresponde a 60 dias continuos de exposicion solar (Biniek et al., 2012). Finalmente, un
informe de la Organizacion Mundial de la Salud reporta que la dosis anual de radiacion
UVB mundial oscila entre aproximadamente 30-130 J/cm? dependiendo de la latitud (IARC,
2010).

En cuanto a la experimentacion, una vez evaluada la actividad enzimatica de la catalasa

tanto en las muestras de piel (completas), como en el estrato corneo, se procedid a
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investigar el efecto de la radiacion UVB sobre las propiedades eléctricas de la piel. Para
esto, fue necesario explorar varias alternativas metodolégicas que como se describira mas
adelante y se discutira en detalle en la seccion “Resultados y Discusion”, se resumen en
una combinacion de la radiacion UVB y unas condiciones particulares de estrés oxidativo
provocado, de manera directa por una carga del agente oxidante H.O al sistema y de
manera indirecta, por la inhibicién de la enzima catalasa que se encarga de su depuracion,
esto mediante la adicidon de NaNj3; estas combinaciones fueron resultado de la evaluacion
de la actividad enzimatica donde se determiné la necesidad de buscar alternativas para
generar un desequilibrio en el sistema bioldgico. Las mediciones fueron realizadas en las
celdas de Franz directamente. EI compartimento receptor de la celda de Franz se llené con
solucion de PBS desgasificada que contenia una concentracion definida de los agentes
inductores de estrés oxidativo mencionados, posteriormente se monté la membrana de la
piel y se completd el compartimento donor con la misma solucién, se mantuvieron por 1
hora, para alcanzar un estado estable en cuanto a la hidratacién de la piel. Adicionalmente,
se llevaron a cabo experimentos de control de cada una de las condiciones estudiadas es
decir, un caso sin incluir NaNs, otro caso sin incluir H.O» y uno final sin incluir ambos

agentes.

En cuanto a las mediciones de EIS, al inicio del experimento se realizaron cada hora
durante 3 horas sin incluir aun la exposicién a la radiacion UVB para de esta manera,
establecer valores de referencia tanto de la piel como del efecto que pudiera generar la
inclusion de los agentes inductores de estrés oxidativo por si mismos. Cada muestra de
piel presentd valores diferentes de impedancia eléctrica debido principalmente al grado de
diferenciacion de los corneocitos en la zona puntual, por esta razén era muy importante
evaluar su particularidad previo a la exposicién a la radiacion UVB. Posteriormente, sin
mover la configuracion de la celda de Franz, las muestras de piel fueron sometidas a la
radiacion UVB hasta 5 horas y hora a hora, se realizdé la medicién de la impedancia
eléctrica. La solucion del compartimento donor asi como del receptor permanecieron
siempre en la configuracién para asegurar la accion completa de los agentes inductores
de estrés oxidativo y mantener siempre las muestras de piel sumergidas en la solucion.
Adicionalmente, para evitar mover las muestras y que se generaran interferencias, solo se
desconectaban los electrodos del potenciostato al momento de introducirlas a la camara

de exposicion, una imagen de esto se presenta en la figura 2-6.
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Figura 2-6: Fotografia del montaje de celda de Franz donde se sometié la piel a la
radiacion UVB.

Ldmpara UVB

Termdmetro L.
Solucién en

compartimento donor

Solucién en
compartimento
receptor

Piel de cerdo

Cabe senalar que el calor generado por la lampara UVB en la camara de exposicion fue
contrarrestado enfriando el sistema simultdneamente y aseguramos una temperatura
constante de 22 °C. Todas las mediciones se realizaron por triplicado (n = 3) en las

siguientes condiciones experimentales:

a. Exposicion a la radiacion UVB sin incluir agentes inductores de estrés oxidativo
directo ni indirecto (ni H20>, ni NaNs).

b. Exposicion a la radiacion UVB con presencia de NaN3; 10,0 mM en la solucién de
PBS tanto en el compartimento donor como receptor.

c. Exposicion a la radiacién UVB con presencia de H>O»2 1,0 mM en la solucion de
PBS tanto en el compartimento donor como receptor.

d. Exposicion a la radiacién UVB con presencia de NaNs; 10,0 mM y diferentes
concentraciones de H»O,, a saber: 0,5; 1,0; 5,0; 50,0; 980,0 mM H>0 en la solucion

de PBS tanto en el compartimento donor como receptor.

2.2.8 Evaluacion histolégica del efecto de la radiacién UVB
sobre las estructuras de la piel

Se empled la microscopia éptica con el animo de complementar el estudio del efecto de la
radiacion UVB sobre las propiedades eléctricas de la piel asociandolo a efectos
estructurales, es decir sobre la integridad de las membranas de piel. Para ello, se usaron

las muestras que fueron tratadas con agentes de estrés oxidativo es decir, PBS que
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contenia NaNs; 10,0 mM y H,O, 1,0 mM y que se expusieron a radiacion UVB durante 5
horas (correspondiente a una dosis de 180 J/cm?). Para la comparacion con muestras no
expuestas a la radiacion UVB, estas se mantuvieron solamente en la solucién de PBS que
contenia NaNs; 10,0 mM y H20, 1,0 mM durante 5 horas. A continuacién, a las muestras
de piel se les realizé el procedimiento estandar para microscopia, descrito en el capitulo |
con tincion hematoxilina y eosina. Adicionalmente, se realizé una coloracién adicional con
la tincién tricromica de Masson para visualizar las fibras de colageno tipo | y IV y poder

observar el efecto sobre ellas.

2.2.9 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media aritmética de los valores obtenidos, junto con
la desviacion estandar respectiva y correspondian a valores de ARmem 0 ACe COMO
corresponda. Entre los grupos los resultados se analizaron mediante una prueba { de dos
colas, suponiendo una varianza igual, y una prueba de Tukey para las comparaciones; los

valores de P inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Para describir la naturaleza de los datos obtenidos, los datos de ARmem S€ Sometieron a la
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnovcon, la correccion de Lilliefors, la prueba de
autocorrelacion de Durbin-Watson y la prueba de homocedasticidad de Breusch-Pagan
para determinar la distribucién estadistica mas adecuada, bajo analisis de prueba de
hipotesis. Para eso se utilizé el software RWizard® cuyos algoritmos involucran las

pruebas de hipotesis para la verificacion de la bondad del ajuste.

2.3 Resultados y Discusion

Para iniciar los resultados de esta parte, es importante mencionar que el proponer evaluar
cambios eléctricos en tejidos ex vivo de piel de cerdo ocasionados por la radiacion fue un
gran desafio en muchos sentidos ya que sélo se conocia lo reportado en la literatura
respecto a las mediciones eléctricas realizadas en tejido pero con otros fines investigativos.

Surgié entonces la iniciativa de fijar las condiciones para disefnar un equipo de evaluacién



Capitulo 1l 71

de propiedades eléctricas en piel y con el apoyo de estudiantes de ingenieria electronica
se logré disenar un dispositivo prototipo para el registro de sefales bioeléctricas con
electrodos de superficie (Garay et al.,, 2018), bajo unas condiciones experimentales
inicialmente fijadas de exposicion a la radiacion UVB, no se logré detectar una respuesta
significativa sobre variables como resistencia o capacitancia de acuerdo con el circuito
descrito para la piel. Sin embargo, fue posible identificar cambios en términos de energia,
pues con respecto a la suministrada, ocurria una atenuacion de la sefial en las muestras
irradiadas mientras que en las no irradiadas no se presentaba. Estos fueron unos indicios
claros de que si habia un efecto debido a la radiacion y que la respuesta eléctrica del tejido
podia ser una promisoria herramienta de estimacion del dafo causado por la radiacion. No
obstante, se consider6 que el prototipo no era lo suficientemente sensible para mostrar
dichos cambios en las variables eléctricas de la piel y que por lo tanto, se debian explorar

alternativas adicionales con mayor sensiblidad.

Fue entonces cuando se encontrd la colaboracion con el grupo del profesor Tautgirdas
Ruzgas en la Universidad de Malmd Suecia, quienes eran expertos en caracterizacion
eléctrica de muestras de piel y contaban con los equipos de mayor sensibilidad. Se llevaron
a cabo las determinaciones de impedancia eléctrica sobre muestras de piel intactas y
posteriormente expuestas a la radiacion UVB a diferentes tiempos y bajo condiciones
estandarizadas de medicion. A pesar de lo cual, no se logré detectar ningun cambio en las
variables asociadas (resistencia y capacitancia) causado por la radiacion pues los valores
registrados para estas variables permanecian intactos con o sin radiacion. Este se
considero el primer hallazgo de la investigacion, las muestras de piel de cerdo sumergidas
en solucion de PBS no se ven afectadas a nivel de sus caracteristicas eléctricas por la
radiacion, a pesar de una dosis alta de hasta 216 J/cm? correspondientes a 6 horas de
radiacion UVB. Por lo tanto, se planted la hipétesis de que existe algo adicional que las
protege de la radiacién y no permite ver cambios biofisicos que reflejen variacion en su
impedancia; para ello, se planted la necesidad de explorar a fondo el modelo bioldgico ex
vivo y las caracteristicas que permanecen conservadas (post mortem) que impedian ver

cambios asociados a la radiacion.

Se realizd entonces una busqueda sistematica en la literatura que nos permitiera entender
el porqué de la no respuesta eléctrica tras la exposicion a la radiacion, empezando por
entender como se comporta la piel con estimulos externos al cuerpo. Se encontré que la

piel es uno de los 6rganos que esta mas directamente expuesto a los rayos UV de la luz
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solar y al ambiente externo, rico en oxigeno y sus especies reactivas, lo cual hace que sea
un blanco importante para los procesos fotoquimicamente perjudiciales y el estrés
oxidativo causado por ROS y que ademas, en varias ocasiones son desencadenados por
la radiacion misma. Entonces, era de esperarse que estuvieran ocurriendo cambios
debidos a la radiacién pero, que por alguna razén, no era posibile determinarlos mediante

esta metodologia.

Se empezé a cuestionar el papel del estrés oxidativo en estos procesos y los mecanismos
naturales de defensa de la piel es decir, el sistema antioxidante para lo cual se encontro
que aunque dichos mecanismos dérmicos de defensa antioxidante estén trabajando todo
el tiempo en mantener la homedstasis, estos pueden agotarse por la exposicion aguda o
cronica a la radiacién y, junto con el estrés oxidativo, hacen que la piel sea susceptible a
diferentes desoérdenes e incluso dafios irreversibles (Briganti and Picardo, 2003; D’Orazio
et al., 2013; Wagener et al., 2013). Este entendimiento fue la principal motivacion para
desarrollar una metodologia in vitro con variaciones relacionadas al mecanismo de defensa
antioxidante de la piel que ayudaran a avanzar en la comprension del descencadenamiento
del dano debido a la radiacién, y que mediante una técnica cuantitativa como la EIS
pudieramos aproximarnos a una evaluacion confiable de su efecto a nivel de estructura y

funcién de la piel.

De esta manera, nacio la idea de explorar la actividad de catalasa en las muestras ex vivo
de piel de cerdo, que como se revisé previamente para la piel humana es su principal
enzima antioxidante. Esto significaba conocer el mecanismo de defensa frente al estrés
oxidativo provocado por la radiacion UVB por lo que adicionalmente, se considero la
posibilidad de generar un ambiente hostil de exceso de radicales libres y de ser necesario,
provocar la inhibicion de dicha enzima para favorecer los procesos de dafo en el tejido
una vez se ha alterado la homedstasis en el mismo. Por esta razon, el orden de la
investigacion fue primero, establecer la actividad enzimatica de catalasa tanto en la piel
completa como en el estrato corneo; esta ultima por ser la primera capa de la piel que
recibe la radiacion y que ademas tiene una importante contribucién en las propiedades
eléctricas como se describid previamente; segundo, una vez confirmada la actividad
catalitica, se evalu6 la actividad inhibitoria de NaN3z a una concentracion conocida; tercero,
una vez determinado que la concentracion de NaNs evaluada era suficiente para la
inhibicion, se iniciaron las mediciones por EIS, incluyendo diferentes concentraciones de

H.0O> como fuente de especies reactivas de oxigeno para generar el estrés oxidativo, y asi
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determinar la combinacion mas adecuada es decir, la mezcla que permitiera obtener la
mayor respuesta en términos de cambio de impedancia (ARmem Y/0 ACet) tras la exposicion
a la radiacion UVB. Finalmente, con las condiciones definidas de estudio se evalud el
efecto de la radiacién UVB sobre la integridad de la piel en términos de respuesta eléctrica,

en funcion del tiempo de exposicion.

2.3.1 Respuesta amperomeétrica por la actividad enzimatica de
catalasa

La actividad de la catalasa fue estudiada mediante una metodologia in vitro, de un
electrodo de oxigeno cubierto por una membrana de piel (y estrato corneo), en la cual se
encuentra ésta enzima y por lo tanto, se espera una produccion de oxigeno después de la
adicion de diferentes concentraciones de H>O- que actia como su sustrato, pues debido a
la actividad enzimatica de la catalasa, ocurre la conversion de H-O, a O2 el cual es
detectado mediante el monitoreo de la corriente reductora asociada como se describid
previamente (Figura 2-2); del mismo modo, se evalud la inhibiciéon de dicha enzima tras la

inclusion de NaNs.

El siguiente hallazgo de consideracion, fue encontrar una respuesta amperométrica
resultante de la produccion de oxigeno en la piel ex vivo de cerdo cercana a los 10 nA, lo
que nos indica que este modelo bioldgico bajo las condiciones de uso, resulta adecuado
para evaluar la actividad enzimatica mediante la configuracion del SCOE, y por lo tanto
confirma que es un sustrato idbneo como modelo alternativo a la piel humana. De otra
parte, el protocolo de almacenamiento, ademas de conservar la integridad de los tejidos
como se demostré en el capitulo I, mantiene la viabilidad del mismo en términos de
actividad enzimatica de la catalasa, siendo completamente satisfactoria en todas las
muestras estudiadas a pesar del tratamiento de congelacion-descongelacion, lo que
estaria en concordancia con estudios que han reportado condiciones de almacenamiento

similares a las utilizadas aqui, respaldando nuestro hallazgo (Bravo et al., 2000).

Otro resultado significativo para esta investigacién, fue el hecho de encontrar actividad
enzimatica de la catalasa en la capa mas superficial de la piel, el estrato cérneo, a pesar
de que es considerada una estructura muerta y ademas pertenece a un modelo ex vivo de

piel de cerdo. Probablemente al encontrarse el tejido conservado, las celulas que iban
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migrando hacia el estrato cérneo mantenian en su estructura una porcion de la enzima que
permitio la conversién del H,O2a O, aunque en mucha menor proporcion (1nA) comparada
con la muestra de piel completa. Esto significa que es una enzima bastante resistente por
el hecho de mantenerse activa en un entorno sélido, pues se ha reportado que la mayoria
de las proteinas y los lipidos de esta capa se encuentran en un estado molecular rigido
(Bjorklund et al., 2013b).

A continuacién en la figura 2-7 se presentan los resultados de la medicion amperométrica
de la actividad de catalasa tanto para la piel de cerdo (completa) como para el estrato
cérneo, en funcion del tiempo. En esta respuesta se registra una corriente reductora (y por
ello su signo negativo), debida a la produccion de oxigeno. La parte inicial corresponde a
la corriente de referencia del estado estacionario, hasta 20 minutos en la piel completa y
hasta 9 minutos en el estrato corneo, debida al O2 disuelto en el PBS. Posteriormente, las
adiciones de H,O; (0,5 mM cada vez) reflejan la actividad de la catalasa por el aumento

drastico en la corriente reductora registrada.

Figura 2-7: Respuesta cronoamperométrica mediante el SCOE para (a) la piel de cerdo
completa y (b) estrato cérneo, ambos en PBS pH 7.4.
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Con estas mediciones encontramos en primera medida que se requieren alrededor de 10-
30 minutos para obtener una linea base estable, que se asocia a una concentraciéon
constante de oxigeno en la celda electroquimica. Para este caso en particular, ésta
correspondié a [O2] = 0,26 mM (medida a una temperatura de 20 °C y una presién
atmosférica de 1 atm). En cuanto a la variacion en el tiempo de estabilizacién, es asociada
a diferencias estructurales y fisioldgicas entre la piel completa y la membrana individual de
estrato corneo, por ejemplo, el equilibrio de la membrana de la piel después de la inmersién
en la solucién de PBS, es un proceso mas complejo que puede implicar entre otros,
cambios inducidos por la hidratacion sobre las propiedades moleculares de los
componentes proteicos vy lipidicos, el hinchamiento de los corneocitos y la redistribuciéon
de iones entre la membrana y la solucién amortiguadora como ha sido reportado
previamente (Bjorklund et al., 2010). En el estrato cérneo, estos procesos son mucho mas
rapidos, al ser una capa tan delgada comparada con la piel y la cantidad de corneocitos a

hidratar es menor alcanzando el equilibrio en menos tiempo.

Analizando la respuesta frente a las adiciones de H»O;, se encontré que los cambios
escalonados en la corriente medida para ambos casos, son evidencia de una produccién
de O, desde la membrana estudiada, lo que demuestra que la catalasa esta presente en

una forma activa y capaz de convertir H2O2 en O.. Particularmente, en el caso (a) la piel



76 Capitulo Il

de cerdo completa (membrana que contiene epidermis completa y parte de la dermis),
después del establecimiento de una linea base estable, hacia el minuto 20 se incluyé la
primera adicion de H2O. lo que resultd en un cambio del flujo de la corriente de
aproximadamente 8,5 nA y hacia el minuto 30 se incluyd una segunda adicién de la misma
cantidad de sustrato que resulté en un cambio alrededor de 6,5 nA. Teniendo en cuenta
que esta corriente medida corresponde a la concentracion de O, que llega al detector del
electrodo, generada por la conversion enzimatica, se podria decir que esa concentracion
de O- es proporcional a la concentracion de H>O-. Estos resultados confirman que el H20;
penetra la membrana de la piel donde la catalasa presente se encuentra activa y hace la
depuracién correspondiente, convirtiéndolo al O2 que es detectado en el electrodo; este
resultado es complementado con el hecho de que la adicion de NaNs hacia el minuto 40,
genera una caida en el flujo de corriente alcanzado, regresando a la linea base inicial
registrada, esto se traduce en una disminucion de la concentracion de Oy, debido a la

pérdida de actividad de la catalasa.

En el caso (b) el estrato cérneo, se evidencia la actividad enzimatica como respuesta a la
adicion del sustrato (H202) aunque en menor proporcién, pues tras cada adicion se generé
un cambio en la corriente medida de alrededor de 1nA y que corresponde a la
concentracion de O generado enzimaticamente, y del mismo modo que en la piel
completa, luego de la adicién de NaNs, se presentd la caida en la concentracién de O
registrada por el retorno del flujo de la corriente a la linea base. Como es evidente, la
respuesta de la catalasa en el estrato corneo es mucho mas rapida que en la piel completa
asi como la proporcion de su respuesta es mucho menor comparativamente. Una de las
razones por lo que la respuesta es mas rapida es que el camino que recorre el O, es mucho
menor al difundir desde la solucién hasta el electrodo que lo detecta, pues el grosor de
ésta capa es de aproximadamente 10-30 um mientras que las membranas de piel completa
contaban con un grosor de aproximadamente 500 um; ademas, calculando el coeficiente
de difusién, se comprobd que en el caso del estrato cérneo éste resulta ser al menos 2

6rdenes de magnitud mayor que para la piel completa.

Adicionalmente, es importante considerar la mayor afinidad del O, por el agua que se
encuentra en las estructuras de la piel completa, siendo menor en el estrato cérneo, lo que
puede influir en la tardanza del transporte de las moléculas de O» cuando requiere
atravesar la piel completa. Sin embargo, es posible que durante el proceso de separacién

del estrato cérneo del resto de la piel se hayan generado defectos de barrera de tipo
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macroscoépico, que podrian facilitar la penetracion del H,O. para su conversion y la
posterior difusion del O, hacia el electrodo. En sintesis, haber encontrado actividad
enzimatica de catalasa en esta capa de la piel de cerdo ex vivo es un interesante resultado
para esta investigacion, primero porque puede ser asociado con el mecanismo de defensa
frente al estrés oxidativo que genera la radiacion UVB y que a causa de dicha actividad,
no habia sido posible evidenciar ningun efecto sobre las caracteristicas eléctricas. Por el
contrario, a partir de este resultado, debe ser considerada la actividad antioxidante de la
catalasa para desarrollar la metodologia de evaluacidén de las propiedades eléctricas. Y
segundo, el hecho de que el estrato cérneo de la piel de cerdo refleje actividad enzimatica
de la catalasa al igual que como ha sido reportado para el estrato cérneo en humanos

(Hellemans et al., 2003), demuestra una vez mas su idoneidad como modelo alternativo.

2.3.2 Desarrollo de la metodologia basada en estrés oxidativo

como alternativa para encontrar una respuesta eléctrica.

De acuerdo con los resultados de la seccion anterior (2.3.1), haber encontrado actividad
enzimatica de la catalasa en las muestras de piel de cerdo ex vivo y siendo ésta una enzima
representativa y mayoritaria del sistema antioxidante de la piel, se planted la hipétesis de
que la catalasa activa estaba ejerciendo una proteccion al tejido frente a la radiacién UVB
y que por tal razon, bajo las condiciones de exposicion establecidas, no se podia detectar
ningun cambio a nivel eléctrico en las muestras irradiadas respecto a su condicién previa
a la exposicion. Bajo este planteamiento, se decidié impedir dicha proteccion y direccionar
la investigacion hacia el estudio del efecto combinado de la radiacion UVB y el estrés
oxidativo inducido, sobre las propiedades eléctricas de la piel. Para ello, se plante6 generar
un ambiente hostil en la piel que simulara ademas de sobreexposicion a la radiacion, otras
condiciones asociadas al efecto de la misma, como lo es el estrés oxidativo a partir de un
desequilibrio en el sistema de defensa antioxidante. Por un lado, mediante la adicion de
H.0- a la solucién de trabajo, buscando aumentar la presencia de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en el sistema; para ello se evaluaron diferentes concentraciones del agente
oxidante. Por otro lado, mediante la adicion de NaN3; en la misma solucién, buscando la

inhibicion de la catalasa, para evitar que se depurara el H,O, adicionado y otras ROS
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producidas por la exposicién a la radiacion UVB. Estos dos efectos simultaneos nos
permitirian inducir un estrés oxidativo en las muestras, alterando directamente su
homeostasis y sus posibilidades de defensa frente a la radiacion. A estas condiciones

planteadas las llamaremos de aqui en adelante “condiciones de estrés inducido”.

De acuerdo con lo anterior, las combinaciones de estrés inducido estudiadas se resumen
en la tabla 2-1 y la respuesta al efecto generado sobre las caracteristicas eléctricas fue
evaluada mediante EIS sobre el cambio en Rmem, que se obtenia directamente de la parte
real de la impedancia registrada. En todos los casos la solucién de PBS (solucion base de
trabajo) fue incluida tanto en el compartimento donor como en el receptor de la celda de

Franz y en ella se incluian los agentes a evaluar previamente disueltos.

Tabla 2-1: Combinaciones experimentales evaluadas para determinar las condiciones de
estrés oxidativo mas viables en el estudio.

Condicion | NaN3 10,0 mM | H202 (x) mM

A No No

B Si No

C No 1,0 mM

D Si 0,5mM

E Si 1,0 mM

F Si 5,0 mM

G Si 50,0 mM

H Si 980,0 mM

Cada una de las condiciones experimentales mencionadas, fueron evaluadas por
triplicado, todas con un tiempo de estabilizacién en el sistema de 3 horas sin exposicion a
la radiacion y posteriormente todas bajo la misma dosis de exposicion a la radiaciéon UVB;
la respuesta fue monitoreada cada hora, hasta 5 horas que equivale a una dosis de
radiacion de 180 J/cm?. A continuacion, la figura 2-8, resume este desarrollo metodolégico
sobre las condiciones propuestas para la evaluacion del efecto de la radiacién UVB sobre

las propiedades eléctricas de la piel.
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Figura 2-8: Evaluacion del efecto de la radiacién UVB bajo condiciones de estrés inducido
sobre la resistencia de la membrana de piel.
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Los datos corresponden al valor promedio de n=3 y las barras de error muestran la desviacion
estandar (DE).

Vale la pena sefalar que en la figura 2-8 se presentan valores positivos y negativos en el
eje de las ordenadas lo cual corresponde a los cambios en la variable respuesta Rmem; al
inicio del experimento y sin exposicién a la radiacion (3 horas) se encontré un ligero
aumento de la resistencia en todas las muestras y por esta razén, tales resultados
presentan valores positivos dentro del cambio evaluado (ARmem). Por otro lado, con la
exposicion a la radiacion UVB, en todos los casos se presentd una pérdida de los valores
de Rmem respecto al valor inicial y por esta razén el porcentaje de cambio se representa

con valores negativos.

Teniendo esto en consideracion, es posible establecer como resultado general que en
ningun caso hay pérdida de los valores de Rmem mientras no haya exposicion a la radiacion
UVB, esta importante observacién demuestra que ni NaNs ni H2O; influyen en el cambio
de Rmem por si solos bajo las condiciones experimentales actuales pues en todos los casos,
los resultados de las muestras sin irradiacion UVB, son similares en comparacion con la
solucion de PBS pura (valores de P > 0,05 entre grupos en todos los casos). De hecho
notamos que, durante esa primera etapa del experimento, la membrana de piel tiene
ligeros aumentos de la resistencia que asociamos a procesos de hidratacién e
hinchamiento de los corneocitos hasta alcanzar un estado estable donde también la

variable Rmem se estabiliza, en nuestro sistema esto ocurrié dentro de las 3 horas iniciales.
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Para el caso de las condiciones fijadas en la evaluacion, los experimentos A, By C
corresponden a controles separados de cada uno de los componentes a incluir en el
sistema con el fin de evaluar el efecto que producen sobre las propiedades eléctricas con
y sin exposicion a la radiacion. Asi entonces, el experimento A solo incluye solucion de
PBS es decir, no se incluyd ningun agente inductor de estrés oxidativo y como se observa,
después del ligero incremento de ARmem durante las primeras 3 horas de estabilizacion y
la posterior exposicion a la dosis mencionada de radiacion UVB (5 horas), no hubo ninguna
respuesta en la variable estudiada, pues se encontré que los valores de Ruem tras la
exposicion a la radiacion se mantuvieron constantes y ademas no son diferentes
estadisticamente de los encontrados cuando no habia exposicién (valor P > 0,05) a pesar
de la alta dosis de radiacién utilizada (180 J/cm?). Este resultado confirma lo encontrado
inicialmente respecto a que no es posible observar cambios sobre la impedancia de las
muestras de piel sin alterar la homedstasis en su sistema antioxidante. Para el experimento
B, se incluyd en la solucion de PBS el inhibidor de la enzima catalasa NaNs; a la misma
concentracién utilizada en los ensayos de amperometria, es decir 10,0 mM y como se
habia planteado, el sélo hecho de inhibir la catalasa ya evitaba la proteccién al estrés
oxidativo generado por la radiacién y por tanto, fue posible encontrar cambios en la variable
respuesta representado por una pérdida de Rmem alrededor del 40% con la dosis de
radiacion aplicada. Para el caso del experimento C, se incluyé en la solucion de PBS el
agente oxidante generador de radicales libres y sustrato de la catalasa, el H.O-, también
a una de las concentraciones usadas en el ensayo de amperometria 1,0 mM. Al igual que
en el caso del experimento B, el resultado fue una significativa disminucion de Rmem
después de la exposicion a la radiacion UVB comparado con el experimento A. Esto
comprobaba que el sélo hecho de aumentar la cantidad de radicales libres alteraba la
homeostasis y por lo tanto el mecanismo de defensa natural se hace menos eficiente,

permitiendo detectar cambios a nivel eléctrico en el modelo estudiado.

En vista de estos nuevos hallazgos, la siguiente hipotesis planteada fue, manteniendo las
condiciones de radiacion y la catalasa inhibida con la adicion de NaNs, evaluar si a
diferentes concentraciones del H.O, se alcanzaba una respuesta proporcional sobre la
variable respuesta Rmem €s decir si al aumentar la concentracion, se alcanzaba mayor
pérdida de los valores registrados en dicha variable. Para ello se utilizaron concentraciones
entre 0,5 y 50,0 mM que corresponden a los experimentos D-G. Como resultado, no hubo

una respuesta proporcional al aumento, de hecho no hay diferencias significativas entre
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estas condiciones, por lo que se infiere que los cambios sobre la variable Ryem NO
dependen de la cantidad de ROS presentes en el sistema y que solo basta con generar un
desequilibrio en el sistema antioxidante para desencadenar la respuesta eléctrica. Con el
animo de complementar esta parte se decidié evaluar una utlima combinacion, esta vez
con la concentracién mas alta del H.O, que se podia obtener desde el frasco original del
reactivo y que en el sistema corresponde a 980,0 mM, en este caso, ocurrid la disminucion
mas drastica de la variable Rnem alcanzando hasta un 65% de cambio (experimento H).
Sin embargo, esto quizas no sea sorprendente teniendo en cuenta que para esa alta
concentracion de un agente oxidante como H>O; existe la posibilidad de tener capacidad
corrosiva causando dafo directo sobre las estructuras del tejido como se reporta en la ficha
de seguridad del producto, lo que provoca directamente una pérdida de sus propiedades

de barrera, es decir ya no habria oposicién al flujo de electrones.

En resumen, es evidente que hay un efecto significativo de la combinacién entre radiacion
UVB y condiciones de estrés inducido sobre la variable respuesta Rmem, basados en la
evaluacion estadistica se encontraron valores P que varian entre 0,001 y 0,008 respecto
al grupo A, que no presentaba condiciones de estrés inducido. Por lo tanto, es posible
afirmar que usando cualquiera de las condiciones de estrés oxidativo evaluadas, junto con
la dosis aguda de radiacion UVB, se detecta una respuesta significativa sobre la variable
Rmem que en todos los casos corresponde a una disminucion respecto al valor inicial en el
estado estable (3 horas en celda de Franz sin exposicién). Con base en lo anterior, se
decidié utilizar la concentracion conocida de NaNs; (10,0 mM) y dentro de las
concentraciones evaluadas de H>O;, se escogié como concentracion razonable la de 1,0
mM, la misma utilizada en la evaluacion de la actividad enzimatica, como protocolo de
tratamiento para los demas experimentos de aqui en adelante, es decir el experimento E.
Asi, se garantizan unas condiciones adecuadas de estrés oxidativo inducido pues
simultaneo a la inhibicidon de la catalasa (es decir, con la adicion de NaNs3), se aumentd la
cantidad de ROS desde una fuente conocida (es decir, de H>O) de manera suficiente. Otra
de las razones que se consideré fue que a concentraciones mas altas de H-O» se generaba
mayor cantidad de burbujas, que podrian resultar en un desafio a la hora de realizar las
mediciones de impedancia pues dicho gas podria afectar los valores de resistencia de la

membrana al quedar atrapado justo debajo de esta.
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2.3.3 Efecto de la radiacion UVB sobre las propiedades
eléctricas de la piel ex vivo bajo condiciones de estrés

oxidativo

Con la metodologia desarollada en el apartado anterior, fue posible estudiar el efecto de
la radiacién UVB sobre las caracteristicas eléctricas de la piel mediante EIS. Bajo esta
técnica, se estudiaron los componentes del circuito que se han descrito para la piel, por un
lado la resistencia del tejido que corresponde a la resistencia al transporte de iones que
circulan a través del sistema una vez se ha inducido un potencial conocido; esta variable
se ve reflejada en las frecuencias cercanas a cero en la parte real de la impedancia. Por
otro lado, se estudio la capacitancia efectiva que corresponde a los dominios lipidicos que
se asemejan a un dieléctrico y que es obtenida tras un analisis matematico de los valores
de impedancia de la parte imaginaria mediante los elementos de fase constante. Un
ejemplo de esta evaluacidon se muestra en la figura 2-9, que corresponde a una
representacion tipica de la medicion de impedancia mediante la grafica de Nyquist o de
semicirculos y que representa el patrén caracteristico para un circuito en paralelo de
resistencia y capacitancia; en este tipo de graficos se representa la parte imaginaria en el
eje de las ordenadas y la parte real en el eje de las abscisas. Como se ha mencionado, de
la parte real se puede obtener directamente el valor de Rmem cOMo variable respuesta para

observar el efecto.
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Figura 2-9: Representacion de Nyquist en la evaluacion de la impedancia de las muestras
de piel de cerdo ex vivo sometidas a condiciones de estrés oxidativo y radiacién UVB.
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Al analizar una grafica de Nyquist, es importante recordar que ésta representa valores de
resistencia en funcién de la frecuencia y que el semicirculo incluye todo el rango de
frecuencias utilizado; la parte izquierda del semicirculo corresponde a frecuencias altas y
la derecha a las bajas frecuencias. De acuerdo con esa distribucion, la impedancia de la
parte izquierda del semicirculo refleja la resistencia de la solucién y en la parte derecha la
respuesta corresponde a la resistencia de la membrana sumada a la de la solucién (Rmem
+ Rso). COmo se observa, la resistencia de la solucién se mantuvo constante alrededor de
200 0, es decir que la radiacion UVB no afectdé dicho componente. Por el contrario, es
evidente el cambio en la parte derecha del semicirculo, iniciando en un valor alto de Z1 (en
unidades de resistencia) y disminuyendo a medida que aumentaba el tiempo de
exposicion; esto significa que la resistencia afectada corresponde a la de la membrana de
piel. En este resultado particular se observa que inicialmente, la muestra de piel utilizada
presentd valores alrededor de 3500 (2 durante el tiempo establecido para alcanzar el
estado estable (3 horas iniciales), tras 1 hora de exposicién a la radiacién UVB se presenta
una caida de la resistencia al rededor de 2500 @y progresivamente va disminuyendo a

medida que aumenta el tiempo de exposicién llegando a alrededor de 1200 2 luego de 5
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horas de exposicién lo cual significa una pérdida de la Rmem aproximada del 43% en este

Caso.

Todas las muestras de piel fueron evaluadas de la misma manera y una vez obtenidos los
resultados para la variable Rnem €n unidades de ohmios (£), se calculé la resistencia por
unidad de area en las muestras ( £2-cm?) y se determind el porcentaje de cambio respecto
al estado basal (sin irradiacién UVB), ARmem en todos los casos. Como se muestra en la
figura 2-10(a), la disminucidon de Rmem (linea roja) en funcién del tiempo de exposicién a la
radiacion UVB es proporcional y estadisticamente significativa (valor P < 0,05) respecto al
tiempo de evaluacion donde no hubo exposicion (linea azul). Asi mismo, el porcentaje de
pérdida de la resistencia es reproducible y muestra diferencias significativas en cada hora

evaluada durante la exposicion a la radiacion como se observa en la figura 2-10(b).

Figura 2-10: Efecto de la radiacién UVB sobre la variable Rmem de las muestras de piel ex
vivo bajo condiciones de estrés oxidativo inducido en funcion del tiempo. (a) porcentaje
de cambio de ARnem; (b) porcentaje de pérdida de Rmem durante el tiempo de exposicidon
evaluado.

(a) (b)

valor P < 0,05 501
-6~ Sin radiacién UVB = valor £<0,05

100 4 X

b =0~ Con radiacién UVB ‘E’ 401
< o

£ 4 E 30+
£ 14
(]

; 504 ° 20
©
x T

< T 104
‘o
o

0 T T T T 1 0 N
0 2 4 6 8 10 0 1 2 3 4 5
Tiempo (h) Tiempo (h)

La graficas corresponden al valor promedio de n=3 y las barras de error muestran la desviacion
estandar (xDE).

Como se observa en la grafica (a) sobre el porcentaje de cambio de la variable durante el
experimento con y sin radiacion UVB, es evidente que solo bajo condiciones de estrés
oxidativo inducido (linea azul) no se presentan cambios significativos en los valores de la
variable estudiada Rmem. Por el contrario, cuando se incluye la radiacién UVB (linea roja)

es el momento en el que empiezan a ocurrir cambios decrecientes y progresivos en esta
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caracteristica eléctrica, hasta el tiempo fijado como final que correspondié a 5 horas de
exposicion y una dosis de 180 J/cm?, que como se discutié previamente representa una
cantidad de radiacion muy alta respecto a las condiciones de exposicion real de los seres
humanos. En ese momento el efecto de la radiacién representd un porcentaje de cambio
de 48 + 9% y de acuerdo con el comportamiento presentado durante esas 5 horas de
monitoreo, se esperaria que al aumentar el tiempo de exposicién, continue aumentando el
cambio presentado, es decir la disminucién de los valores de Rnem. Ya demostrado que el
efecto sobre la variable respuesta ocurre Unicamente por causa de la radiaciéon UVB, la
grafica (b) representa el porcentaje de pérdida de la variable Rmem €n funcién del tiempo
de exposicion y consecuentemente evidencia el porcentaje maximo de pérdida alcanzado
cercano al 50% mostrando que, las mediciones de EIS fueron lo suficientemente sensibles
para detectar cambios en esta caracteristica eléctrica de la piel debido a la dosis de

radiaciéon UVB suministrada y bajo las condiciones establecidas.

Para el analisis de la capacitancia efectiva, como fue mencionado previamente, se partio
de los resultados de la parte imaginaria de la impedancia y se utilizé el método grafico
para la determinacién de los elementos de fase constante. Como se muestra en la figura
2-11, el procedimiento consistié en graficar en funcién logaritmica la parte imaginaria (Z2)
de la impedancia medida y su correspondiente frecuencia aplicada; de esta manera se
obtiene una funcion similar a una campana gaussiana, pero de la cual solo se toman
alrededor de 6 datos en la porcién donde la frecuencia es mas alta y que particularmente
presenta un comportamiento lineal. A partir de estos datos se obtiene la ecuacion de la
recta y la pendiente corresponde al parametro o que nos permite calcular Ces

posteriormente.
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Figura 2-11: Demostracion del método grafico para determinar los parametros de fase
constante a partir de EIS.
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Los resultados para esta variable mostraron que bajo las condiciones de estudio no fue
posible establecer un comportamiento definido en funcion del tiempo de exposicion a la
radiacion UVB pues como se muestra en la figura 2-12, la capacitancia incrementé
ligeramente durante las primeras 2 horas de exposicién cerca del 5% respecto al valor
obtenido para la muestra en el estado estable sin diferencias significativas entre estas,
posteriormente alcanza un incremento cercano al 9% que se mantiene hasta el tiempo
maximo de exposicidn sin encontrar diferencias significativas entre estas ultimas 3 horas

de radiacion con un valor P > 0,05.

Figura 2-12: Efecto de la radiacion UVB sobre la variable Ce de las muestras de piel ex
vivo (a) Comparacion de la Ceft de tres muestras distintas en su estado inicial y luego de 5
horas de exposicion. (b) Aumento de la capacitancia durante el tiempo de exposicion
evaluado.
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La graficas corresponden al valor promedio de n=3 y las barras de error muestran la desviacion
estandar (xDE).
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De acuerdo con lo anterior, es posible inferir que la capacitancia efectiva no es una variable
adecuada para estudiar el efecto de la radiacion UVB sobre muestras de piel de cerdo ex
vivo, pues no responde al estimulo dado en funcién del tiempo. Una razén podria ser que,
debido al elemento del circuito que representa es decir un capacitor, su comportamiento
es el de almacenar energia dependiendo de la capacidad que tenga para hacerlo, en este
caso luego de 3 horas de radiacion, Cer aumento ligeramente y posteriormente se mantiene
constante, indicando que la radiacién UVB no ejerce ningun efecto sobre dicho
almacenamiento. Cabe recordar que este elemento del circuito descrito para la piel
representa los dominios lipidicos que la conforman y como se ha reportado, corresponde
principal y mayoritariamente al aporte del estrato cérneo de estas caracteristicas, para el
cual se ha demostrado que dicha capacidad dieléctrica se asocia Unicamente al contenido
de agua (Bjorklund et al., 2016; Darlenski et al., 2009; Hamed et al., 2012). En ese sentido,
el hecho de que el experimento se realizara siempre en completa hidratacion, es decir que
las condiciones de humedad eran del 100% durante la exposicién a la radiacion UVB,
puede explicar por qué dicha capacidad no se altera realmente, ya que no hay variaciones
en el contenido de agua de estos dominios luego de alcanzar el estado estable (sin

radiacion).

Respecto al parametro o que determinamos en el andlisis de los elementos de fase
constante, es un numero adimensional que varia entre 0 y 1 y para el cual aun no hay
acuerdos sobre su interpretacion en cuanto al significado biolégico; algunos autores han
sugerido que esta estrechamente relacionado con la morfologia de los espacios
extracelulares en la interfase membrana — electrolito donde por un lado las cargas se
acumulan y por el otro se da la conduccién idnica a través de la membrana (Clemente et
al., 2013; Ivorra et al., 2005; Ivorra and Rubinsky, 2007; Rigaud et al., 1996). En este
trabajo, asociado al aumento de los espacios extracelulares, el parametro o presentd
valores iniciales, es decir, sin exposicién a la radiacion de 0,7422 + 0,0192 y posterior a 5
horas de exposicién su valor promedio fue 0,6921 + 0,0469 lo que indica que ocurrié una
disminucion después de la exposicion a la radiacién UVB, que puede estar relacionado con
el deterioro del tejido. Esto en concordancia con lo encontrado por otros autores que
estudiaron las caracteristicas eléctricas de la piel humana y establecieron que parametros
como el mencionado, puede ser un biomarcador de envejecimiento tras la evidencia de

que en la piel, el valor del parametro a disminuye con la edad (Simié-Krsti¢ et al., 2014).
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Como complemento al estudio eléctrico se llevo a cabo la evaluacién histoldgica de las
muestras de piel de cerdo expuestas a las condiciones de estrés oxidativo inducido (H20:
1 mMy NaNs 10 mM) y con exposicion a la radiacion UVB, con el fin de observar el efecto
fisico sobre las estructuras que se consideraba estaban asociadas con la perdida de Rmem
evaluada mediante EIS. Para esto, se mantuvieron los tiempos del experimento: 3 horas
en proceso de estabilizaciéon e hidratacién completa de la muestra, seguido de 5 horas de
exposicion a la radiacién UVB momento en el que se realizd la fijacién del tejido para el
estudio histologico. La muestra blanco o de referencia permanecié en las mismas
condiciones ambientales controladas y por el mismo tiempo, excepto porque no fue

sometida a la radiacion. Estos resultados se observan en la figura 2-13.

Figura 2-13: Microfotografia de piel de cerdo ex vivo en condiciones de estrés oxidativo
inducido (a) y (c¢) sin exposicién a la radiacion UVB (b) y (d) con exposicién a radiacién
UVB.
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Al comparar las imagenes histolégicas de la figura 2-13, queda claro que la combinacion
de la radiacion UVB vy el estrés oxidativo propiciado con NaNs y H>O2, da como resultado
un dafo significativo en los tejidos y la pérdida de la integridad de la membrana de la piel
(b) y (d). En particular, la piel de cerdo en condiciones iniciales (a) refleja una buena
apariencia de estructura, una capa cérnea delgada y en proceso de maduracién; la dermis
papilar se encuentra claramente definida y en la dermis profunda todas las fibras se ven
organizadas horizontalmente y de apariencia laxa, lo que se corroboré con la tincion de
Masson especial para colageno (c), que evidencia las fibras de colagéno bien definidas,
alargadas y continuas. Después de la exposicion a la radiacién UVB, las estructuras se
ven afectadas en su organizacion y definicién, la dermis papilar desaparece
completamente, lo que nos lleva a pensar que es una estructura especialmente sensible
al efecto de la radiacion. Aparecen espacios muy pronunciados en el tejido conjuntivo y
perdida de la continuidad de las fibras de colageno y elasticas que ademas se ven menos
coloreadas en (b) que para la muestra (a) a pesar de haber sido procesadas al mismo
tiempo, lo que sugiere una pérdida de citoplasma en los fibroblastos y que se confirmé en
laimagen (d) donde se observa fragmentacion en las fibras de colageno, pérdida del patrén
de continuidad observado en las muestras sin irradiacion y mayores espacios intercelulares
como se observa también en (b). Cabe resaltar que estos mismos efectos de la radiacion
UVB sobre las fibras de colageno han sido reportados previamente en un estudio in vivo
con ratones que fueron expuestos a una dosis mucho mas baja que la utilizada en este
estudio, correspondiente a 4,14 J/cm? (Cezar et al., 2019), lo cual valida y respalda nuestro

hallazgo.

Asociando estos resultados con lo encontrado eléctricamente, es posible afirmar que la
muestra expuesta a la radiacion bajo las condiciones fijadas, sufre un deterioro significativo
respecto al transporte molecular (en este caso de electrones) es decir a su funcion barrera,
traducido en una pérdida significativa de la Rmnem. Por otro lado, los componentes de estrés
oxidativo no generan ningun cambio sobre las propiedades estructurales de la piel de
acuerdo con la figura 2-13(a) es decir, mantienen una piel estructuralmente intacta con una

funcién de barrera adecuada hacia el transporte molecular.

Para empezar a entender los fendmenos encontrados, hay que establecer el origen de las
propiedades eléctricas de la piel, principalmente de la resistencia. Varios estudios han
propuesto que los iones, que representan los portadores de carga de una corriente

eléctrica, son principalmente transportados y por tanto, distribuidos en los dominios
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lipidicos extracelulares del estrato corneo a través de defectos interfaciales presentes en
los sitios de separacion de fase lipidica (Boddé et al., 1991; Potts et al., 1992). Esta matriz
extracelular consiste principalmente en estructuras lamelares lipidicas apiladas vy
representa el Unico elemento continuo a través de la membrana de la piel y por lo tanto,
tiene que ser permeada por los iones para favorecer el flujo de la corriente eléctrica
(Madison, 2003). Ademas de las estructuras lamelares, se encuentran las uniones
estrechas que son estructuras multiproteicas que sellan las intersecciones de los
queratinocitos adyacentes en el estrato granuloso que recordando, se encuentra justo
debajo del estrato corneo y existe evidencia de que estas uniones del tejido representan
una barrera significativa hacia la difusion de iones y moléculas de bajo peso molecular
(Brandner et al., 2015). Estas caracteristicas se convierten en una razoén considerable para
que la resistencia de un tejido no sea facilmente alterada, como ocurrié en el presente
caso, en el que a pesar de una alta dosis de radiacién UVB de 180 J/cm?, sin condiciones
adicionales, la Rmem S€ mantuvo inalterada. De hecho, esta dosis es aproximadamente
100-1000 veces mayor que los valores tipicos de dosis eritemal minima (MED) utilizada
en seres humanos para distintos tratamientos como psoriasis o vitiligo en dosis que varian
entre 0,4-1,2 J/cm? (Jeon et al., 2014) o para tratamiento de dermatitis atdpica en nifios
con dosis entre 0,1-0,8 J/cm? (Clayton et al., 2006).

Del mismo modo, un estudio anterior mostré que la rigidez del estrato cérneo que esta
controlada principalmente por los filamentos de queratina de los corneocitos, permanecio
practicamente constante después de la exposicion a una dosis extrema de UVB de 800
J/em?, aunque otros dafios mas profundos fueron hallados como la resistencia intercelular,
la tension y la cohesidon que disminuyeron notablemente (Biniek et al., 2012).
Adicionalmente, es importante tener en cuenta que existe un espacio de tiempo entre la
exposicion a una dosis aguda de radiacion UVB y la respuesta bioldgica que conduce a la
inflamacién y al dafo sobre la integridad de la piel, lo cual ha sido reportado en los estudios
anteriormente mencionados. En estudios con animales se ha demostrado también que el
estrato cérneo pierde sus caracteristicas de barrera tres dias después de una dosis aguda
de radiacion UVB (0,15 J/cm?), evaluado mediante la técnica de pérdida de agua
transepidermal (TEWL) pero que en mediciones previas el dia 1y 2, los valores de TEWL
no fueron estadisticamente diferentes después de la dosis UVB, en comparacién con el
control no tratado (Jiang et al., 2006). Por lo tanto, es de esperarse que la respuesta de la

Rmem NO sea apreciable inmediatamente y es razonable sugerir que una dosis aguda y
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extrema de radiacion UVB no presente como resultado un deterioro inmediato de la
integridad de la membrana de piel, lo que explica por qué no se observd una reduccion
significativa de Rmem después de la radiacién UVB en condiciones normales de exposicion

es decir sin inducir condiciones de estrés oxidativo.

Ahora bien, cuando introducimos los componentes de estrés oxidativo en el sistema,
encontramos que Rmem Se reduce significativamente después de la exposicion a la
radiacion UVB, lo que implica que la integridad de la barrera cutanea se ve comprometida.
En particular, la inclusion de H>O- genera radicales libres como el anién superdxido (027)
y el radical hidroxilo ("OH) (Bickers and Athar, 2006) y como hemos revisado, estos
radicales causan dafo oxidativo de las proteinas y lipidos que comprenden la piel (Briganti
and Picardo, 2003). En otras palabras, es probable que Rmem Se reduzca debido a
alteraciones de los lipidos de la matriz lamelar del estrato cérneo y las proteinas de las
uniones estrechas con el estrato granuloso, que efectivamente pueden introducir regiones
defectuosas donde los iones pueden ser transportados con baja resistencia a través de la
barrera cutanea. Esto es congruente con los signos de dano en el tejido observados
microscopicamente después de la exposicion a la radiacién UVB en condiciones de estrés

oxidativo (Figura 2-13).

Sin embargo, al encontrar que no hay una respuesta dependiente de la concentracién
creciente de H0,, no es posible atribuir los defectos cutaneos generados
proporcionalmente en funcién de dicha concentracion de H.O.. Especulativamente, se
podria inferir que el dano puede recaer sobre un elemento estructural de la barrera
cutanea, que es finito y, por lo tanto, solo conduce a una disminucion finita de Rmem,

independientemente de la concentraciéon de H>O, ( 0,5y 50,0 mM).

Otros estudios han demostrado que en ratones, la radiacién UVB por si sola induce estrés
oxidativo, sustentado en una inhibicion significativa de la actividad de catalasa con dosis
de radiacion UVB de 4,14 J/cm?, en comparacion con el control no irradiado y que ademas,
favorece la produccion de ROS como el H20: que alteran la homedstasis y desencadenan
la respuesta inflamatoria asi como otros danos a largo plazo que se convierten en
irreversibles (Cezar et al., 2019). Por lo tanto, se encontré acertado el hecho de haber
planteado la hipétesis de que al inducir estas condiciones de estrés oxidativo y utilizar una
dosis aguda de radicién UVB, se podria obtener una respuesta significativa del efecto de

la radiacion que reflejara lo que podria ser producto de anos de exposicion de forma
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progresiva y acumulativa. Es por esta razon que, con el simple hecho de inhibir la catalasa
mediante NaNs; fue posible observar una disminucién en la variable Rmyem, pues
inmediatamente se generd un desbalance entre las ROS producidas por la radiacién y la

capacidad antioxidante de la piel mediante su sistema de defensa.

El mismo razonamiento conduce a entender lo que ocurrié con el cambio de Ryem por la
presencia del H.O- sin incluir el agente inhibidor de la catalasa, debido a que el desbalance
ahora, era provocado por el exceso de ROS que no podian ser depuradas eficientemente
pues la actividad de la enzima ya se veia comprometida por la radiacién UVB como lo
reportd recientemente Cezar y colaboradores (Cezar et al., 2019). Sin embargo, se
encontré que la reduccién de Rnem €s significativamente mayor con la inhibicion de la
enzima a través de NaNs; (sélamente) que con la inclusion del H,O; (s6lamente),
(experimento B y C), lo que puede deberse a que la inhibicién de la catalasa por NaN; es
mucho mas drastica que la inhibicidon que es causada por la radiacion UVB misma, en el
tiempo de estudio y con la dosis utilizada. Incluso se podria pensar que la radiacién UVB
potencializa el dafno sobre la barrera cutanea en presencia de NaNs;, mientras que ese
efecto no se genera con la presencia del H.O,. En cualquier caso, el objetivo de inducir el
estrés oxidativo tras la combinacién de dos fuentes promotoras diferentes, fue alcanzado
satisfactoriamente pues se logré ver el efecto sobre la variable Rmem €n un tiempo
relativamente corto (5 horas), simulando algunos efectos acumulativos de la radiacion
como niveles reducidos de los mecanismos de defensa antioxidante enzimaticos y no

enzimaticos naturales, reportados previamente (Rhie et al., 2001b).

De otra parte, el analisis estadistico mostré que durante el tiempo estudiado, el cambio
detectado en la variable respuesta Rmnem S€ comporté como una funcién exponencial con
mejor correlacién para la bondad de ajuste. La tabla 2-2 resume los resultados del test de
Normalidad de Kolmogorov- Smirnovcon, la correccidon de Lilliefors, del test de
autocorrelacion de Durbin-Watson y del test Breusch-Pagan de homocedasticidad y se
compara el contraste para una funcion lineal y una exponencial. En ella encontramos que
se cumple con la normalidad de los residuos con valores P superiores a 0,05. El contraste
de autocorrelacién también se cumple, indicando que la variable dependiente si responde
en funcion de la variable independiente (tiempo de exposicién) en un 96 % y 97%
respectivamente (r* = 0,96 y r? = 0,97); para el caso de la homocedasticidad, que indica

que la varianza asociada al error del modelo es constante en todas las observaciones, se
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acepta con valores de P > 0,05, y por tanto cumple para ambas funciones. En el caso de

la funcién exponencial, la ecuacion 2-6 describiria el fendbmeno estudiado como:

Ecuacion 2-6: Ecuacién exponencial para el comportamiento de la variable respuesta en

funcién del tiempo de exposicion.
Y = 99,309 ¢~ 012096x
Donde,

Y= porcentaje de cambio de la variable (ARmem)

X= tiempo de exposicion a la radiacion UVB

Tabla 2-2: Resumen de la evaluacion estadistica de regresién simple para los datos de

ARmem €n funcién del tiempo de exposicién a la radiacién UVB.

Funcion

Normalidad

Autocorrelacion

Homocedasticidad

Lineal: y=a+bx

Valor P =0,2809

Valor P=0,5134

Valor P=0,3765

Exponencial: y=ae®

Valor P =0,3468

Valor P = 0,9065

Valor P =0,5204

Como resultado de este analisis fue posible confirmar que la variable Rynem permitié estudiar
el efecto de la radiacion UVB en el modelo ex vivo de piel de cerdo, siendo su cambio un
indicador de dafo, similar a otros estudios donde esta variable ha sido escogida como
criterio de integridad de muestras de piel in vitro de origen tanto humano como animal
(ratas) (Fasano et al., 2002; Fasano and Hinderliter, 2004; White et al., 2011). También
confirmamos que el efecto combinado entre la radiacion UVB y el estrés oxidativo inducido,
provoca danos estructurales sobre el tejido conjuntivo de manera progresiva e irreversible,
fibras elasticas anormales distroficas y amorfas en la dermis y disminucion considerable
de distintos tipos de colageno, lo que resulta en una pérdida de la capacidad de las

propiedades biofisicas de la piel como se ha reportado previamente (Pillai et al., 2005).

2.4 Conclusiones

Basados en los resultados podemos concluir que:
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La introduccién de la evaluacién amperométrica mediante electrodo de oxigeno con
muestras ex vivo de piel de cerdo SCOE, nos permitié determinar la actividad enzimatica
de la catalasa tanto en piel completa (epidermis y dermis) como en estrato cérneo donde
no se habia reportado su presencia, demostrando que hay una significativa actividad en
ambos, incluso tiempo después de su almacenamiento, lo que nos permitié comprender
fendmenos de defensa natural de la piel frente a la radiacion en condiciones in vitro. Se
corroboré que el modelo ex vivo de piel de cerdo representa un modelo valido y adecuado

para simular fenédmenos asociados a la piel humana.

Se determind que la respuesta natural de la piel frente a agente agresores como la
radiacion UVB no permite evidenciar cambios inmediatos sobre las variables eléctricas
estudiadas y por el contrario, se requieren elementos adicionales que favorezcan su efecto

y permitan cuantificarlo.

En ese sentido, se desarroll6 una metodologia in vitro combinada para estudiar el efecto
de la radiacion UVB sobre las propiedades eléctricas de la piel a través de Espectroscopia
de Impedancia Eléctrica, que consistié en la induccion de estrés oxidativo mediante el
incremento de especies reactivas de oxigeno en el sistema a través de H>O; (1,0 mM) y la
inhibicion de la actividad antioxidante de catalasa con NaNs3 (10,0 mM), al mismo tiempo

que se producia la exposicion a la radiacion.

Se determind que las condiciones de estrés oxidativo incluidas en el estudio no generan
cambios en las variables eléctricas del modelo de piel de cerdo por si solas, lo que permitié
estudiar el efecto de la radiacion directamente sobre la piel encontrando una respuesta

significativa en la variable Rmem.

Se establecié que la respuesta eléctrica de la piel en funcion del tiempo de exposicion a la
radiacion UVB es significativa en términos de la resistencia de la membrana (Rmem),
alcanzando una reduccién de hasta 48 £+ 9% y una correlacién significativa con el tiempo
de exposicion (y por tanto la dosis de radiacion), lo que permitid adoptarla como una
variable respuesta adecuada y asociarla al dafio observado histolégicamente. Respecto a
la capacitancia efectiva (Ceff), N0 se demostré un efecto relevante de la radiaciéon UVB sobre

ella, es decir, no presentd variacion bajo las condiciones estudiadas.
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3.Desafio de la variable respuesta frente al
estimulo de la radiaciéon UVB: Comprobacién
de la hipotesis

3.1 Aspectos tedricos

Una de las estrategias que se ha utilizado para contrarrestar los efectos deletéreos de la
radiacion solar, es el uso de productos de aplicaciéon tépica que contienen sustancias
capaces de evitar que los rayos UVB/UVA provenientes del sol alcancen la piel o al menos,
que disminuya la cantidad de fotones que pueden alcanzar las estructuras del tejido. En
este capitulo, inicialmente se abordan conceptos como el Factor de Proteccion Solar
(FPS), la manera de determinarlo y las metodologias alternativas in vitro que se han
desarrollado para tal fin.

A continuacién, se estudia el comportamiento de la variable respuesta Rmem definida en el
capitulo anterior frente a la proteccion que ofrecen los productos protectores solares de
distinto valor de FPS, con el fin de establecer si ésta variable es lo suficientemente sensible
para responder al estimulo de la radiacién recibido por la piel en diferentes proporciones
dependiendo la proteccion utilizada, es decir si existe una respuesta asociada a los valores
de FPS y como se planteé inicialmente, determinar que mediante una variable de tipo
eléctrica si es posible identificar el efecto de la radiacion UVB sobre la piel y tras la inclusiéon
de varios niveles de proteccién solar, es posible correlacionarlos con tal respuesta
eléctrica.

Finalmente, se propone un modelo matematico que describe el comportamiento del tejido
a través del analisis de la variable respuesta Rmem, luego de una exposicion a la radiaciéon
UVB definida y cuando la piel esta siendo protegida bajo diferentes niveles de proteccién

que ofrecen los distintos valores de FPS, en comparacion con la ausencia de proteccion,
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proyectando la frontera del conocimiento hacia la explicacion de los cambios eléctricos en

un tejido como un potencial desencadenante de efectos a largo plazo.

3.1.1 El Factor de Proteccién Solar FPS y la metodologia para
su determinacién

El factor de proteccion solar es un valor mundialmente aceptado que califica la eficacia de
un producto fotoprotector para evitar las quemaduras solares, aclarando que esta
relacionado Unicamente con la radiacion UVB (290-320nm), principal responsable del
eritema solar y en general de los efectos mas nocivos atribuidos a la exposicion solar.
Histéricamente, la aparicion de este concepto como se observa en la figura 3-1, ocurre
hacia 1934 donde se empieza a hablar de las posibles metodologias para evaluarlo a nivel
biolégico en humanos, mediante la determinacion de dosis eritemal minima (MED por sus
siglas en inglés) o cantidad minima de energia necesaria para generar un eritema o
enrojecimiento de la piel perceptible inequivocamente, con bordes definidos que aparecen
en la mayor parte del campo de exposicion 16 a 24 horas después de la misma (Farr and
Diffey, 1985). Posteriormente, en 1956 Rudolf Schulze publicé sus estudios sobre
evaluacion de la proteccion solar de productos comerciales mediante el factor Schulze que
relacionaba el valor de MED para la piel protegida con el valor MED para la piel sin
proteger, lo cual corresponde con la actual definicion de FPS y cuyo término definitivo fue
introducido por Greiter en 1974. A partir de este ultimo aporte, las agencias regulatorias de
paises de referencia como los resaltados en la figura 3-1, acogieron estas investigaciones
para normalizar la metodologia de determinacion del FPS que a la fecha es la unica valida
para asignar un valor de dicha eficacia a los productos del mercado y corresponde a la
norma ISO 24444: 2010 (Lim et al., 2007; Schalka and Reis, 2011). Sin embargo, existe
una metodologia in vitro para la determinacion del FPS (Pissavini et al., 2018), aceptada
por el comité técnico de la organizacién ISO y que se encuentra en estudio para ser

aplicada como un posible nuevo método de referencia internacional.
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Figura 3-1: Linea del tiempo sobre la introduccién del concepto de FPS para la evaluacion
de eficacia de productos de proteccion solar.

2
1934 1983 ; 003/
I . COLIPA/ JCIA/ CTFA-
Fr\edlrlch Ell.mger 1974 SSA . SA 2010
Alemania Franz Greiter Australia Se presenta un [Ne}
Primer reporte de Austri Publica su meétodo armonizado emite la norma
eficacia ustria metodologia para la Unién 24444 para la
determinando Introdujo el para determinar Europea, Japén y determinacion
MED termino FPS FPS Surafrica del FPS
1956 1978 1984 2006 2018
Rudolf Schulze FDA DIN Concenso En evaluacién
Alemania USA Alemania internacional pgr 1SO _Nue_vo
X sobre el método in vitro
Introdujo el publica primera publica su nueva método de parala
concepto de "factor normalizacién version para la determinacién determinacion
Schulze" con del método metodologia FPS de FPS del FPS
relacion de MED para

derterminar FPS

*MED: Dosis minima eritemal; *FDA: Food and drug administration; *SSA: Standards Association of Australia; *DIN: Deutches Institut fiir Normung; *COLIPA: European Cosmetic and Perfumery
Association, *JCIA: Japanese Cosmetic Industry Association; CTFA-SA: Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association of the South Africa; *ISO: International Organization for Standardization.

El factor de proteccién solar esta definido como el nUmero de veces que un fotoprotector
aumenta la capacidad de defensa natural de la piel frente al eritema o enrojecimiento previo
a la quemadura (Batlle, 2005). De acuerdo con la manera de calcularlo, el FPS
corresponde a la dosis de energia UVB minima requerida para producir eritema, (MED) en
la piel protegida, dividido por la dosis de energia UV minima requerida (MED) de la piel sin
protecciéon como se muestra en la ecuacién 3-1. Esta Dosis Minima Eritemal se define a
su vez como el intervalo mas bajo de radiacion UVB suficiente para producir un minimo

eritema perceptible sobre la piel (Khan, 2014).

Ecuacién 3-1: Estimacién de FPS para el método in vivo.

MED piel protegida
FPS = P2 Proreg et
MED piel sin proteccion

Esta metodologia aceptada internacionalmente presenta algunas variaciones entre las
agencias de referencia, pero tienen en comun la utilizacién de seres humanos como
voluntarios sanos para la evaluacion de la eficacia frente a la radiacién UVB de los
productos de proteccion solar. Otras alternativas in vitro e in silico han sido de gran interés
cientifico con miras al reemplazo, sin embargo, aun no existe ninguna variacién que

sustituya en ensayo in vivo a pesar de ser costoso, demorado y éticamente cuestionado.
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A continuacion, se presenta en la tabla 3-1 una comparacion entre las regulaciones FDA 'y
COLIPA en cuanto a metodologia de evaluacion y lo armonizado por ISO 24444 de 2010
(COLIPA et al., 2006; Coll et al., 2006; ISO 24444, 2010).

Tabla 3-1: Comparacion entre las regulaciones FDA y COLIPA en cuanto a metodologia
de evaluacion y lo armonizado por ISO 24444 de 2010 para el ensayo evaluacion de FPS.

METODOS FDA COLIPA 1ISO 24444
Numero de individuos valorados 20a25 10a20 10a20
2 2
Superficie irradiada y localizacion 50 cm® de 35 cm® de 30 a 60 cm? de espalda
espalda espalda
Tipos de piel 1L, Y 1l L, Y Il LY 1l
Cantidad aplicada 2,00 mg/ cm? 2,00 10%94 mg/ 2,00 + 0,05 mg/cm?
. . Jeringa . . . .
Método de aplicacion volumétrica Micro pipeta Segun el tipo de producto
Periodo de irradiacion activa 15 minutos 15 minutos 15 minutos
Inspeccién al cabo de... 16 a 24 horas 20 + 4 horas 16 a 24 horas

Estandares SPF

Filtro de
Homosalato al
8%

P1: estandar bajo
(SPF 4,0-4,4).
P2: estandar alto
(SPF 11,5-13,9).
P3: estandar alto
(SPF 14,0-17,0).

P2: estandar alto (SPF 13,7-
18,5).
P3: estandar medio (SPF
13,7-17,7).
P7: estandar bajo (SPF 4,0-
4,8).

Espectro del simulador solar

Continuo de tipo
solar de 290 a

Continuo de tipo
solar de 290 a

Continuo de tipo solar de 290

400 rrm 400 nm a 400 nm
Umbrales MED (duracién de la irradiacion) NR 20-180's NR
¢ 2-4 minimo :
* 5-7 moderado Ba_uo 2-4-6
., . *Medio 8-10-12
Recomendacion para el etiquetado del * 8-11 elevado «Alto 15-20-25 NR
producto * 12-20 muy *Muy alto 30-40-
elevado 220 ultra | 5ty 50+
elevado

Ademas, es importante mencionar que de acuerdo con la definicion de FPS, lo que se
determina es la cantidad de energia que se puede recibir hasta alcanzar la quemadura y
no el tiempo de proteccién en condiciones de uso ya que, dependiendo del lugar y la hora
del dia, la energia recibida puede ser mayor 0 menor y por tanto la proteccién durara menos
0 mas. Adicionalmente, también hay filtros solares destinados a la proteccién frente a los
rayos UVA por lo que una adecuada combinacion de filtros puede generar proteccion de

amplio espectro que es lo que actualmente se espera de estos productos.

En términos energéticos se interpreta que el valor de FPS esta relacionado con la cantidad
de energia en fotones que es absorbida o en general, filtrada por los diferentes protectores

y por diferencia, se obtiene la cantidad de fotones que llegan a la piel. Por ejemplo, un
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producto con FPS 10 indica que, de 100 fotones recibidos 10 pueden llegar hasta la piel,
entonces el 90% de la radiacion es filtrada por el protector solar y el 10% restante llega a
la piel; para un producto con FPS 50 se tendria que de 100 fotones recibidos 2 pueden
llegar hasta la piel es decir que el 98% de la radiacidn es filtrada y el restante 2% alcanza
la piel, esto significa que respecto a lo que puede llegar a la piel, el protector FPS 50 es 5
veces mas protector que el anterior caso, pues en lugar de que pasen 10 fotones por cada
100, pasaran solo 2. Una comparacion clasica que realizan algunos autores sobre esta
diferencia es la proteccion que ofrece un producto FPS 30 respecto a uno FPS 60, el
primero absorbe el 96.7% de los rayos UV eritemogénicos, mientras que el segundo
absorbe el 98.3%, es decir, solo 1.6% mas. Sin embargo, lo que importa no es la cantidad
filtrada sino la cantidad de radiacion UV que llega a la piel; para esta comparacion, con el
protector solar FPS 30 el 3.3% de la radiacién llega la piel mientras que para el protector
FPS 60 llega el 1.7% es decir la mitad de la radiacién, por esta razén, el protector solar
SPF 60 si protege el doble de lo que lo hace el protector solar FPS 30 (Osterwalder and
Herzog, 2010, 2009).

3.1.2 Alternativas de evaluacion in vitro, para la determinacién
del FPS

Las alternativas de evaluacion in vitro que han sido desarrolladas para la determinacion
del FPS presentan diferencias en los valores obtenidos respecto al método in vivo, lo cual
no ha permitido establecer una correlacion adecuada para reemplazar el uso de seres
humanos en la determinaciéon (Couteau et al., 2018; Pelizzo et al.,, 2012). Entre los
principales aspectos que generan la alta variabilidad, se ha encontrado que debe ampliarse
la investigacion en la seleccion del sustrato adecuado que simule la superficie de la piel
humana en cuanto a la rugosidad y las propiedades de superficie, bien sea de origen
biolégico o sintético y por otro lado, la técnica en el procedimiento de aplicacién del

producto sobre el sustrato (Bendova et al., 2007; Sohn et al., 2017).

En este campo se han trabajado dos enfoques principalmente: métodos que involucran la
medida de absorcién o transmision de radiacién UV, a través de un producto aplicado sobre
placas de materiales como cuarzo, polimetilmetacrilato o biomembranas; y métodos en los

cuales las caracteristicas de absorcion de los agentes protectores solares son
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determinadas en analisis espectrofotométricos de soluciones diluidas de los mismos (Dutra
et al., 2004).

En el primer caso, el método de transmitancia difusa a través de sustratos fue descrito por
Diffey y Robson en la década de los 80; consiste en la utilizacién de un equipo de radiacion
entre 200 y 400nm es decir dentro del espectro ultravioleta, una cinta transpore® como
sustrato biolégico, sobre la cual se realiza la aplicacion del producto de manera
homogénea y mediante la utilizacién de un guante de caucho; la cantidad de producto a
utilizar varia entre 1,5 y 2,0 mg/cm?. Asi, la evaluacion se realiza poniendo la cinta a la
salida de la luz del espectro-radidmetro, se hacen mediciones cada 5 nm y el célculo se

realiza mediante la ecuacion 3-2, como sigue:

Ecuacion 3-2: Estimacion de SPF mediante la metodologia in vitro de transmitancia difusa.

Y0 E(A)e(A) protegido

Yoo %&81) sin proteger

SPF =

Donde E(4) corresponde a la irradianza espectral de la luz solar terrestre bajo condiciones
definidas; €(1) es el espectro de accién eritemal a cada longitud de onda y PF (1) el factor
de protecciébn monocromatica, el cual estd dado como la relacion de la fotocorriente
registrada a una longitud (1) sin aplicar el protector solar a la cinta entre la correspondiente

fotocorriente con el protector aplicado (Diffey and Robson, 1989).

Este método representd una buena aproximacion a los resultados de FPS bajos (FPS <
30) respecto a la determinacion in vivo. Sin embargo, no concluyentes en valores de FPS
altos (FPS > 30) por su baja reproducibilidad. A pesar de eso, ha sido ampliamente utilizado
por otros autores que, en busqueda de una mejor correlacién, han generado varias
modificaciones especialmente en el sustrato donde se realiza la aplicacién del producto
(Pissavini et al., 2003; Sarruf et al., 2013).

Para el segundo caso, el método de evaluacién mediante espectrofotometria UV de
transmision simple, fue descrito por Mansur y colaboradores en 1986 y consiste en la
determinacion del espectro de absorcidon de soluciones alcohdlicas de los productos
protectores solares, estas son puestas en celdas de cuarzo de 1cm y no sobre un sustrato;

para la evaluacion, se toman datos de absorcién de las diluciones en el rango de 290 a
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320 nm es decir el rango UVB, cada 5 nm y 3 determinaciones en cada punto, el valor de

FPS se obtiene mediante la ecuacion 3-3 asi:

Ecuacion 3-3: Estimacion de FPS mediante la técnica in vitro de espectrofotometria.

320
FPS = CF + ZEE(A) « I(A) * Abs(A)
290
Donde EE corresponde al espectro de eficiencia eritemal a cada (1), | al espectro de
intensidad solar; estos valores son constantes y se encuentran reportados; Abs (1) es la
absorbancia del producto a cada longitud de onda y CF es un factor de correccién

determinado con una formulacién estandar (Baccarin et al., 2015; Mansur et al., 1986).

De los métodos anteriormente expuestos, el que mejor resultados ha arrojado es el de
transmitancia difusa, al encontrar una buena reproducibilidad y correlacién con los
resultados de FPS obtenidos por el método in vivo como lo reporté Pissavinni y
colaboradores, quienes ademas lograron definir unas condiciones de ensayo con mejores
resultados. Ellos establecieron el uso del sustrato polimérico Polimetilmetacrilato (PMMA)
por ser un material de buenas caracteristicas 6pticas como la transparencia frente a la luz
UV; ademas le imprimieron caracteristicas de rugosidad de 5 um y definieron que la
cantidad de producto a aplicar sobre ese sustrato debia ser 1,2 mg/cm? para obtener
mejores resultados. Frente a este Ultimo aspecto, consideraron que, aunque lo establecido
por COLIPA para el método in vivo sea 2,0 mg/cm?, las diferencias entre PMMA vy la piel
hacen que una menor cantidad sobre la placa genere una mejor correlacion en el resultado
de FPS. Sin embargo, reconocen que a pesar de acercarse considerablemente a los
resultados in vivo, la variabilidad encontrada hace que aun no sea lo suficientemente

contundente para reemplazar el método in vivo (Pissavini et al., 2003).

Estudios posteriores realizados con este método de transmitancia difusa con sustratos
como transpore®, papel mikelanta y papel calcante, demostraron que hay una tendencia
a sobrestimar el valor de FPS para productos de baja proteccion solar y subestimar el FPS
para los protectores solares con media y alta proteccion, es decir, para los productos con
FPS superior a 30, por lo que se concluye que es de vital importancia tener un sustrato

idéneo para la determinacion (Bendova et al., 2007).
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Entonces, los investigadores continuaron estudiando las posibles variantes de este método
con miras a obtener el mejor nivel de correlacién con el método in vivo, reportando que un
sustrato de PMMA con una rugosidad de 4,5 um es lo mas adecuado; también un segundo
paso de esparcimiento del producto sobre el sustrato una vez se ha secado el primero por
20 minutos, presenté mejores resultados; de igual manera se mejora la reproducibilidad de
los resultados cuando a la placa de PMMA se le realiza un tratamiento previo con 10 mg
de parafina liquida antes de colocar el producto a evaluar. Asi, se redujeron los problemas
de sobreestimacion del FPS y mejoré considerablemente la correlacion (Fageon et al.,
2009). Por su parte, Miksa y colaboradores, encontraron que es importante controlar la
uniformidad del haz de luz (menos del 20% de variabilidad), la temperatura en la superficie
del sustrato, especialmente durante la exposicién a la radiacion UVB que sea constante
en 25 °C preferiblemente y que no haya flujo de aire sobre la muestra durante el ensayo
(Miksa et al., 2014). Sin embargo, a la fecha la conclusion es la misma y es que estos
resultados in vitro no son lo suficientemente satisfactorios para reemplazar la metodologia

in vivo aceptada.

Algunas agencias regulatorias de referencia como FDA y Reino Unido han acogido el
método de transmitancia difusa como propuesta para la determinacion del FPS in vitro con
algunas variaciones entre si, pero ninguna como alternativa al método in vivo para la
determinacion definitiva. Australia tiene como opcidon in vitro la evaluacion
espectrofotométrica de los productos de proteccién solar. COLIPA por su parte, ha
adoptado una metodologia in vitro de caracteristicas similares al método de la
transmitancia difusa para la determinacion de la proteccion frente a la radiacion UVA, el
cual han denominado UVAPF. En este sentido, la organizacién ISO ha normalizado la ISO
24443:2012 como procedimiento in vitro para determinar la proteccion frente a la radiaciéon
UVA de los protectores solares y consiste en el uso de resultados SPF in vivo para hacer
un escalamiento en la curva de absorbancia UV. Dicha norma es complementaria entonces
a la determinacion in vivo de la proteccion UVA que ya habia sido normalizada previamente
mediante la ISO 24442:2011 y que junto con la 24444:2010 para UVB, son las Unicas tres
metodologias validas actualmente para la determinacion y etiquetado de la proteccion UVA

y del FPS respectivamente (Donglikar and Deore, 2016).

Recientemente se ha conocido una nueva propuesta por parte de COLIPA, ahora
designada como Cosmetic Europe, para la determinacion in vitro del FPS basada en el

método de transmitancia difusa y especificamente en el método UVAPF estandarizado por
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ISO, con algunas modificaciones como la combinacién de dos placas de PMMA con
diferentes variaciones en su superficie, la utilizacion de un robot para esparcir el producto
y favorecer la homogeneidad en la distribucion de la pelicula y un reajuste en el célculo de
los valores obtenidos mediante la ecuacién 3-2, adaptada a las nuevas condiciones de
ensayo. Esta metodologia demostré una buena correlacion in vitro / in vivo, asi como una
buena reproducibilidad inter-laboratorio, por lo que se encuentra en estudio por parte de la

ISO para ser acogida y estandarizada internacionalmente (Pissavini et al., 2018).

Otro enfoque alternativo investigado ha sido el de los modelos in silico con el desarrollo de
algoritmos que trabajan mediante la ecuacién de transmitancia difusa (Ecuacion 3-2). Bajo
este enfoque que usa la ley de Lambert — Beer se calcula la transmitancia UV utilizando
los coeficientes de absorcion molar (coeficiente de extincion) y la concentracion molar para
la mezcla de filtros en las formulaciones, asi como la proporcion de filtros y las
caracteristicas de la pelicula formada (Herzog, 2002). En este sentido, se han desarrollado
otras investigaciones donde se han propuesto algunos modelos que describen la
distribucion del espesor de la pelicula formada como el “modelo de pelicula de 2 pasos”
donde se demostré que la forma fisica del producto no es relevante en la prediccién, es
decir que puede ser una solucion simple o una emulsién gruesa, siempre y cuando el
residuo después de la aplicacidon sea una sola fase continua en la que los filtros estén en
una solucioén verdadera, que ademas permanezca bien extendido en las mesetas de la piel
y que no se acumule en los surcos (O’Neill, 1984). También se desarrollé el “modelo de
pelicula de 4 pasos” que utiliza formulaciones basadas en filtros organicos y que son
aplicadas sobre sustratos artificiales con lo cual se encontré una importancia significativa
del grosor de la pelicula aplicada en la prediccién del FPS (Tunstall, 2000); Posteriormente
se mejoro el “modelo de pelicula de 2 pasos” haciendo una calibracion de los parametros
de la pelicula aplicada a través de datos in vivo de FPS obteniendo una buena prediccién
para 36 productos evaluados (Herzog, 2002); al utilizar este mismo método para evaluar
la prediccion en la proteccion contra UVA, se encontré que tiende a sobreestimar la
proteccion UVA (Herzog et al., 2004b). De este mismo tipo de correcciones, se ha descrito
el “modelo de pelicula escalonada cuasi-continua calibrado”, para describir la irregularidad
de la pelicula aplicada en la piel con un enfoque exponencial en dos dimensiones para la
prediccion del FPS y de proteccion UVA con buenas aproximaciones (Herzog, 2008, 2005).

A pesar de todos estos avances en el modelamiento, sigue siendo controversial y
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cuestionable el hecho de que este tipo de modelos puedan reemplazar el experimento in

vivo pues la reproducibilidad en la prediccién es aun incierta.

En otros casos, se utilizan modelos tipo Monte Carlo para la simulacién computacional de
los filtros sobre la piel, por ejemplo el tamano de particula de filtros inorganicos y su relacién
con la proteccion brindada (Popov et al., 2005); también se han desarrollado modelos de
correlacion in vivo / in vitro para la estimacion del FPS asociados a la geometria de la
pelicula de producto que se distribuye de manera irregular sobre peliculas de PMMA de
diferente rugosidad utilizando la funcion gamma como distribucion estadistica y que
demostraron que el valor de FPS in vitro cambia de manera no lineal al aumentar la
cantidad de producto aplicado y que ademas, la correlacion se ve influenciada por la
rugosidad de las placas (Ferrero et al., 2010). Adicionalmente se ha disefiado un modelo
con calculos electromagnéticos que ademas de lo anterior, tienen en cuenta dispersiéon
multiple tanto en las interfases (producto-aire, sustrato-producto) como entre las particulas
del mismo producto. Sin embargo, es un método que consume mucho tiempo y no tiene

en cuenta dimensiones de profundidad en la aplicacién (Lécureux et al., 2014).

Finalmente, dentro de los modelos in silico, se encuentra el simulador de la empresa
alemana BASF disponible en internet (www.basf.com/sunscreen-simulator) que permite
calcular el FPS y proteccion UVA a partir de la escogencia de los filtros para la formulacion;
mediante su algoritmo, este software considera los coeficientes de extincion, la
concentracion, la inestabilidad de los filtros individualmente y las incompatibilidades que
se presentan en combinacién, asi como el sinergismo que se pueda dar entre ellos. Sin
embargo, su prediccién frente al valor in vivo no es realmente acertada, pues aun deja
variables sin controlar y que influyen en el desempefio del producto al momento del uso
como, por ejemplo el tipo de emulsion que conforma el sistema de filtros (o/w 0 w/0), los
excipientes que conforman la emulsion y que sin ser activos a la radiacion pueden interferir
en la actividad de los filtros, como ya algunos estudios previos lo han demostrado,
afectando considerablemente el valor obtenido de FPS (Chatelain et al., 2003; Sohn et al.,
2016b).

Algunas alternativas adicionales a lo mencionado han surgido con el fin de buscar otra
manera de medir el dafio asociado a la radiacion UV. Para esto se han enfocado en uno
de los blancos mas importantes, el dafio ocasionado al ADN por exposicién a la radiaciéon

UV mediante diferentes metodologias como: cuantificacion de fotoproductos por
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cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a masas (Su et al., 2010), cambios en
enlaces de las bases mediante electroforesis en gel de célula unica (Sastre et al., 2001) e
incluso mediante biosensores electroquimicos con ADN adsorbido en la superficie que
permiten medir el cambio en las bases de purina a través de cambios en el voltaje
(Ferancova et al.,, 2010; Hlavata et al., 2015, 2012; Svitkova et al., 2017). Se han
encontrado estudios que han intentado correlacionar los valores de FPS de productos
fotoprotectores con la mitigacion del dafno sobre el ADN, encontrando una respuesta
significativa de la proteccidén gendmica con valores bajos y altos de FPS proporcionalmente
(Cayrol et al., 1999; Mouret et al., 2011). Uno de ellos utilizd productos fotoprotectores de
referencia en las guias COLIPA, estimando un “factor de proteccién de ADN” mediante la
cuantificaciéon cromatografica del dimero timidina ciclobutano (mayoritariamente producido
por la radiacion UV), obtenido de muestras bioldgicas a través de un modelo ex vivo de
piel humana de donde provenia el ADN. Este trabajo mostré resultados promisorios en la
estimacion de la proteccion y en su correlacién con los valores de FPS, aunque con alta
variabilidad y dentro de las desventajas se encuentra la robustez de la metodologia
analitica que resulta costosa (Mouret et al., 2011). Sin embargo, es una buena
aproximacién para explorar otras formas de estimacion de proteccion del dafo causado
por la radiacion de una manera cuantitativa, como alternativa para establecer la medida de
proteccién necesaria para evitar el dano observado y asi proponer un remplazo a la

determinacion actual del FPS.

Cabe resaltar que, dentro del grupo de investigacion en procesos de transformacion de
materiales para la industria farmacéutica de la Universidad Nacional de Colombia, se han
realizado investigaciones similares con el objetivo de conocer el efecto de la radiacién UVB
sobre material biolégico explorando diferentes modelos. Recientemente, el grupo de
investigacion ha estudiado un biomaterial del tipo glicosaminoglicano encontrado en la piel
y que resulta afectado con el envejecimiento tanto natural como prematuro causado por la
radiacion UV. Los estudios conducidos en el grupo de investigacion han permitido
desarrollar y estandarizar técnicas de cuantificacién del efecto de la radiacion UV sobre
este biomaterial y determinar su cinética de degradacién. Asi mismo, se ha propuesto y
validado una metodologia alternativa in vitro para la determinacion del FPS mediante el

uso de este material como sustrato de prueba (Vitola, 2016).
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3.1.3 Los filtros solares

Los filtros solares son los ingredientes activos de los protectores solares pues son capaces
de reducir la intensidad de la radiacién cuando alcanza la piel. Estos se clasifican en filtros
UV organicos e inorganicos; los organicos se subdividen en compuestos solubles y
particulados. Los filtros UV organicos solubles actuan por absorcién, mientras que el
mecanismo de accion de los filtros UV particulados incluye absorcion, dispersion y reflexion
(Egerton and Tooley, 2012; Manaia et al., 2013). Estos ultimos pueden ademas, aumentar
las rutas de paso de la radiacién haciendo que interactie con muchas mas moleculas del
mismo filtro antes de alcanzar la piel, de esta manera se absorben mas fotones y por lo
tanto aumenta el FPS (Lademann et al., 2005). En general, los filtros solares se
caracterizan por presentar un perfil de absorbancia unico y un perfil de fotoestabilidad
particular en la region UV: UVB, UVA o ambos (amplio espectro). Estos perfiles pueden
verse afectados por los demas componentes de la formulacién y, dependiendo de las
combinaciones realizadas, se podra mejorar su desempeno en la formulacién final para

una proteccién adecuada.

Los filtros organicos se caracterizan por presentar grupos cromaoforos, es decir, un grupo
de atomos capaces de absorber longitudes de onda superiores a 200 nm gracias a sus
sistemas de electrones = conjugados y pueden actuar de tres maneras: (i) experimentan
cambios moleculares conformacionales, (ii) emiten radiacion a una longitud de onda mas

alta o (iii) liberan energia incidente como calor (Antoniou et al., 2008).

En cuanto a los filtros inorganicos, en la actualidad las agencias regulatorias sélo permiten
el uso de dos opciones que corresponden al dioxido de titanio TiO; y al éxido de zinc ZnO.
El TiO, presenta un rango de proteccion mas amplio en el espectro UV, brindando
proteccién frente a la radiacion UVA y UVB mientras que el ZnO es activo sélo la region
UVA, por lo que su uso es complementario a otros filtros (Serpone et al., 2007). Estos
Oxidos utilizados en proteccion solar son preparados en particulas nanométricas con
tamanos que varian de 10 a 30 nm, aunque forma agregados en dispersion, dando como
resultado un tamafio de hasta 100 nm en las formulaciones. Resulta importante sefialar
que aunque son tamanos de particula muy pequenos, se ha demostrado que la absorcién
transdérmica no es significativa, en algunos casos penetra el estrato cérneo en baja

proporciéon y en ningun caso alcanzan la circulacion sistémica y por lo tanto, se han
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considerado como seguros (Monteiro-Riviere et al., 2011; Smijs and Pavel, 2011). Ademas,
ese pequefo tamafo de particula, resulta ser transparente en la piel, mejorando la
apariencia del producto, eliminando el “efecto mimo” indeseado y por lo tanto, favoreciendo
la aceptabilidad del producto en los consumidores sin sacrificar la proteccién. La parte de
la luz atenuada a través del fendmeno de absorcién frente al de dispersion, depende en
gran medida del tamafo de la particula; en los tamanos utilizados para estos filtros, la
absorcion es el principal mecanismo de accién, ademas ambos se caracterizan por

presentar actividad fotocatalitica (Manaia et al., 2013; Serpone et al., 2007).

Las moléculas que absorben energia de la radiacion UV se mueven de un estado
fundamental (So) a un estado singlete excitado (S1) mediante la deslocalizacién de un
electrén. Como este estado excitado es inestable, existen varios procesos para disipar la
energia absorbida, ya sea a través de emisiones o a través de vias sin radiaciéon como
cruces entre sistemas desde el estado de salida singlete al estado excitado de triplete, este
ultimo muestra una vida util mas larga y, por lo tanto, promueve la fotodegradacion de la
molécula (Kikuchi and Yagi, 2011). Ahora, para prevenir esa degradacién de la molécula
es posible estabilizarla extinguiendo el estado singlete excitado evitando que se forme el
estado triplete excitado, o extinguiendo el estado triplete excitado formado. Este ultimo
mecanismo de transferencia de energia de extinguir el estado triplete excitado es el
proceso de fotoestabilizacion mas comun y para que se favorezca, la molécula extinta
debe mostrar un nivel de energia igual o ligeramente inferior al que tenia en el estado
excitado de tal manera que absorba la energia de excitacién. Para los filtros UV
fotoestables, la disipacién de la energia absorbida se produce a través de la conversiéon
interna, que luego se absorbe en calor inofensivo a través de la transferencia de energia

por colisién con la molécula circundante (Herzog et al., 2004a).

Una vez revisado todos los aspectos tedricos relacionados con la proteccidon solar y los
avances en las investigaciones sobre metodologias alternativas al modelo in vivo para la
determinacion del FPS, es importante mencionar la aplicabilidad de los modelos
matematicos en sistemas biolégicos complejos como una herramienta util y
complementaria a la experimentacion, para comprender validar y describir el
comportamiento de los fendmenos estudiados bajo la aplicabilidad deseada.
Particularmente, en este trabajo se usara un modelo matematico para describir el
comportamiento de la variable eléctrica Rmem de un tejido ex vivo de piel de cerdo cuando

es estimulado por la radiacion UVB y como este se puede aplicar en la correlacion de
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valores de FPS. A continuacion se presenta la metodologia seguida en esta etapa para el

desarrollo propuesto.

3.2 Metodologia

3.2.1 Materiales

Peroxido de hidrégeno (H202 al 30% o 9,8 M), solucién amortiguadora de fosfato salino
(PBS, pH 7,4) en tabletas y azida de sodio (NaNs3) se adquirieron de Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemania). Todas las soluciones se prepararon usando agua ultrapura con
una resistividad de 18,2 Q-cm. Celdas de Franz con diametro de 0,90 cm y volumen de 6,0

mL, fabricadas por PermeGear Inc. (Hellertown, PA, USA).

Productos de proteccién solar comerciales con valores de FPS de 10, 20, 30, 50 y 70 que
bajo la informacion declarada en la etiqueta, no incluian en su formulacién ningun
antioxidante, lo que permite una comparacién consistente de la capacidad protectora de
cada formulacion en las condiciones experimentales definidas. Estos productos
correspondieron a emulsiones tipo aceite en agua (o/w), en la tabla 3-1 se describen los
ingredientes activos frente a la radiacion UV aunque se desconoce la proporcién en la que
se encuentran. Adicionalmente se utilizoé alcohol cetilico (8% p/p), aceite mineral (6% p/p),
dodecil sulfato de sodio (2% p/p) y agua ultrapura (84% p/p) para preparar una formulacién

tipo emulsion o/w de referencia a la que se denominé crema (FPS 0).

Tabla 3-2: Componentes activos frente a la radiacién de los productos comerciales
utilizados en el experimento.

Factor de Nombre INCI
proteccion ) . R . ..
solar Filtros organicos Filtros inorganicos
Octocrylene
FPS 10 Homosalate -

Butyl Methoxydibenzoylmethane

Homosalate

FPS 20 Butyl Methoxydibenzoylmethane Titanium dioxide (nano)

Octocrylene
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Octocrylene

FPS 30 Homosalate Titanium dioxide (nano)

Butyl Methoxydibenzoylmethane

Ethylhexyl methoxycinnamate

Methylene-bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenol
FPS 50 — Titanium dioxide (nano)
Bisethylhexyloxyfenol methoxyphenyltriazine

Diethylamino hydroxybenzoyl hexyl benzoate

Ethylhexyl methoxycinnamate

Titanium dioxide (nano)

FPS 70 Methylene-bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenol Zing oxide (nano)

Bisethylhexyloxyfenol methoxyphenyltriazine

3.2.2 Equipos

Potenciostato CompactStat de IVIUM Technologies (Eindhoven, Paises Bajos), Para el
montaje de 4 electrodos, los electrodos de trabajo y contraelectrodo son de alambre de
platino, mientras que para los electrodos sensor y de referencia se usaron electrodos de
Ag/AgCI/KCI fabricados por World Precision Instruments (Sarasota, FL, USA). Los datos

fueron obtenidos del software “lvium equivalent circuit evaluator”.

Para la irradiacion de las muestras se utilizdé una lampara UVB modelo Philips PL-9 9W /
01 / 2P que emite fotones con longitudes de onda entre 306 y 316 nm, con un pico a 312
nm (sin ninguna radiacién significativa en otras longitudes de onda), las caracteristicas
fueron descritas en el capitulo 2. El control de la radiacién emitida por la lampara se realiz6

mediante un Medidor UV: UV-340A, (Lutron Electronic Company, Taipei, Taiwan).

Las muestras de piel fueron cortadas con un Dermatomo TCM 3000 BL (Nouvag,
Konstanz, Alemania). Para el control histoldgico se utilizd un microscopio 6ptico Leica
DM500 CH-9435 (Heerbrugg, Suiza).

El software utilizado para el modelamiento matematico fue Sigmaplot 12.0, Systat Software
INC, California, USA.
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3.2.3 Preparacién de las muestras de piel

La preparacion de las muestras de la piel se realizé de la misma manera como se describio
en el capitulo 2. Brevemente, las muestras obtenidas del animal se descongelaron y se
limpiaron con agua. Posteriormente, fueron divididas en tiras con un bisturi y se elimind
cuidadosamente el vello. De estas tiras se obtuvieron cortes con el dermatomo de
aproximadamente 0,5 mm de grosor que finalmente eran divididas en cortes circulares de
16,0 mm de diametro. Estos cortes se mantuvieron congelados a -20 °C no mas de cuatro
semanas mientras su uso. Previo a su utilizacion, las muestras fueron descongeladas
colocandolas en un papel de filtro empapado con PBS y mantenidas durante 1-2 horas a

temperatura ambiente (22 °C).

3.2.4 Mediciones de espectroscopia de impedancia eléctrica
(EIS) de las muestras de piel

Para la evaluacion de EIS en esta etapa del estudio, se utilizaron las condiciones definidas
en el capitulo anterior respecto al estrés oxidativo necesario para obtener respuesta en la
variable eléctrica seleccionada (Rmem). En este sentido, la solucion de trabajo donde se
evaluaron las muestras corresponde al sistema compuesto por PBS que contenia NaNs
10,0 mM y H20, 1,0 mM; esta solucién fue incluida en todos los casos tanto en el
compartimento donor como en el receptor, con el fin de mantener las muestras de piel
siempre sumergidas y expuestas. Vale la pena aclarar que en este punto de la
investigacion, se busca una confirmacion de la idoneidad de la variable Rmem de las
muestras de piel como indicador de dafio causado por la radiacion y un desafio para su
capacidad de respuesta, ahora con la inclusién de formulaciones de proteccion solar que
evitan el paso de la mayoria de la radiacién y dependiendo su valor de FPS, permiten el
paso de otro tanto de radiacién que alcanza la piel y que se espera sea reconocido por la

variable Rmem.

Una vez ajustado el montaje para la evaluacién de impedancia eléctrica de las muestras
de piel de cerdo ex vivo en las celdas de Franz descrito en el capitulo 2, en esta parte de
la investigacion fueron incluidas algunas variaciones. La primera de ellas fue el tiempo de

medicion, pues una vez se establecio el estado estable de las muestras (cuando el valor
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de impedancia se estabilizd) que se definié a las 3 horas de realizado el montaje, se tomé
este momento como el tiempo inicial o tiempo cero previo a la exposicion a la radiacién
UVB, la siguiente medicidn se realizé a las 5 horas posteriores, es decir como punto final
del ensayo a una maxima exposicioén. La segunda modificacién consistié en la inclusién
del producto protector a evaluar en cada experimento una vez se alcanzo el estado estable,
este producto permanecio en la piel durante el tiempo de exposicion a la radiacion UVB (5
horas) y previo a la medicion se enjuagé la superficie de las muestras cuidadosamente con
PBS. Como se sefald previamente, los productos aplicados sobre la piel variaban en el
FPS declarado en su etiqueta y corresponden a valores determinados mediante el ensayo
in vivo de acuerdo con lo establecido en la regulacién vigente. Asimismo, se utilizdé una
formulacién que solo contenia los excipientes tradicionales para un tipo de emulsién aceite
en agua con el fin de evaluar la influencia de estos en el efecto de la radiacion UVB sobre

la piel y especificamente sobre la variable respuesta.

Todas las mediciones se realizaron en condiciones controladas de temperatura a 22 °C. El
rango de frecuencia fue de 0,1 Hz a 1,0 MHZz con seis frecuencias por década (36 en total)
y la amplitud del voltaje sinusoidal alterno aplicado fue de 100 mV entre los electrodos de
trabajo y contraelectrodo, de modo que la diferencia de potencial entre los electrodos
sensor y de referencia fuera igual al valor establecido del potenciostato. La diferencia de
potencial aplicada genera una corriente de respuesta entre el contraelectrodo y el electrodo
de trabajo, que es medida en el potenciostato. Los datos se analizaron de acuerdo con un
circuito equivalente que consiste en una resistencia correspondiente a la solucién de
trabajo llamada Rsu, en serie con una combinacion paralela de una resistencia
correspondiente a la de membrana de la piel, llamada Rmem ¥ un elemento de fase
constante (CPE) del mismo modo como se describid en el capitulo 2; Rss se mantuvo
constante en 200 2 y siempre fue al menos un orden de magnitud inferior a Rmem; todos
los datos se normalizaron con el area de la membrana de la piel (0,64 cm?) para obtener
unidades en Ohm*cm?. En cuanto a los elementos de fase constante, la capacitancia
efectiva Cetr se derivo de la region de alta frecuencia de los datos de impedancia de la parte
imaginaria. Vale la pena recordar que la metodologia de medicién aqui descrita fue
exactamente igual a las condiciones definidas previamente (capitulo 2) y mediante las
cuales se logré establecer la respuesta eléctrica de la piel al estimulo provocado con la

radiacion.
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3.2.5 Inclusion de productos de proteccion solar comerciales
sobre las muestras de piel

Como consecuencia de haber demostrado que una variable eléctrica en la piel responde
al efecto de la radiacion UVB y que ésta puede relacionarse como un indicador de dafio al
tejido de manera cuantitativa, el siguiente planteamiento fue utilizar el mismo desarrollo
metodoldgico para confirmar que la variable respuesta sigue siendo sensible a la alteracion
causada por la radiacion, ahora con la incorporacion de productos de proteccién solar de
los cuales se esperaria que evitaran el cambio en la variable Rmem proporcionalmente a
medida que aumenta su valor de FPS es decir, que mediante sus ingredientes activos, se
evitara que la radiacion alcanzara el tejido y por lo tanto la variable respuesta se mantuviera
inalterada. De esta manera, poder asociar la respuesta de Rmem a la capacidad de
proteccién ofrecida por los protectores solares frente a la radiacion UVB. Por lo tanto, la
variable Rmem podria denominarse como el primer elemento indicador sensible a la
radiacion que potencialmente brinda informacion sobre los efectos a largo plazo, o la no

ocurrencia de estos cuando existe proteccion.

Para esto, se utilizaron los productos comerciales descritos en la tabla 3-2, con proteccion
solar declarada mediante diferentes valores de FPS: 10, 20, 30, 50 y 70. De estos se aplico
una cantidad definida en todos los casos de 2 mg/cm? que corresponde a lo descrito por la
normatividad vigente para evaluacion in vivo del FPS. Para este procedimiento, se retird
cuidadosamente del montaje estandarizado, la solucidon de trabajo ubicada en el
compartimento donor de la celda de Franz y se aplicé el respectivo producto mediante una
microespatula acondicionada para evitar afectar la muestra de piel y el montaje mismo. A
continuacion, se afiadieron 50 uL de la misma solucién de trabajo con el objetivo de evitar
la posibilidad de secado de la membrana de piel, y mantener las condiciones de exposicién
definidas previamente; para mayor claridad, la figura 3-2 muestra una representacion de
este montaje. Es importante senalar que el disefio de este estudio incluye experimentos
de control tales como, el experimento sin ningun producto de proteccion (es decir solo la
solucion de trabajo) que se tomé como referencia y se llamoé “PBS”; otro experimento fue
con una formulacién sin ingredientes activos a la radiacion UVB que se denominé “FPS 0”
y finalmente, esta misma formulacién sin ingredientes activos se incluyé como control del
efecto de los excipientes de la formulacién, pues no fue expuesta a la radiacion UVB pero

se mantuvo en condiciones controladas de temperatura durante las mismas 5 horas.
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Figura 3-2: Representacion esquematica del montaje realizado para el estudio con
productos de proteccion solar.
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3.2.6 Condiciones de radiacion de las muestras de piel

La exposicion a la radiacion en esta etapa fue establecida a un tiempo fijo de 5 horas que
equivalen a una energia suministrada de 180 J /cm? (Tiempo final utilizado en los
experimentos anteriores). Se realizaron controles de radiacién de la misma y se determiné
una irradiancia de 0,01 W/cm? a una distancia de 2 cm, que corresponde a la distancia

utilizada constantemente entre la membrana de la piel y la fuente de luz.

En cuanto a la experimentacion, una vez aplicado el producto a evaluar sobre la membrana
de la piel y los 50 uL de solucién de trabajo, se realizé la exposicion en las celdas de Franz
directamente, es decir que soélo se desconectaban los electrodos del potenciostato al
momento de introducirlas a la camara de exposicién del mismo modo que en la etapa

anterior (capitulo 2).

3.2.7 Evaluacion microscépica de las muestras de piel

En esta etapa también fue utilizada la microscopia 6ptica como complemento al estudio de
las caracteristicas eléctricas para observar a nivel de su organizaciéon estructural, la

proteccién ofrecida por los productos comerciales utilizados, para cada valor de FPS. Las



114 Capitulo 11l

muestras observadas fueron obtenidas al finalizar la medida eléctrica y se compararon los
diferentes tratamientos frente a la referencia (muestra expuesta a la radiacién sin ningun
producto adicionado). A continuacioén, a las muestras de piel se les realiz6 el procedimiento
estandar para microscopia, descrito en el capitulo | con tincion hematoxilina y eosina.
Adicionalmente, se realizé una coloracién adicional con la tincidn tricromica de Masson

para visualizar las fibras de colageno tipo | y IV y poder observar el efecto sobre ellas.

3.2.8 Analisis estadistico

Los resultados del estudio de impedancia se expresaron como la media aritmética de los
valores obtenidos, junto con la desviacion estandar respectiva y correspondian a valores
de ARmem 0 ACe. Entre los grupos se analizaron mediante una prueba t de dos colas,
suponiendo una varianza igual, y los valores de P inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Adicionalmente, se realizé6 una prueba de comparacién
multiple (prueba de Tuckey) para establecer entre cuales grupos se encontraban las
diferencias estadisticamente significativas. Para esto se utilizo el software RWizard® cuyos

algoritmos involucran las pruebas de hipétesis para la verificacion de la bondad del ajuste.

3.2.9 Modelamiento matematico

Una vez realizado el desarrollo experimental planteado y evaluada la validez de los
resultados mediante el analisis estadistico, la etapa final del trabajo de investigacion
consistié en proponer un modelo para describir el comportamiento de la variable respuesta
debido al efecto de la radiacién UVB y asociarlo con los valores de FPS utilizados. Esto se
llevé a cabo a través de una aproximacion matematica trigonométrica basada en la
construccion de rectas con dos puntos para cada caso estudiado que corresponden al valor
de Rmem €n el tiempo inicial y el final; a partir de estas, las pendientes obtenidas para cada
valor de FPS utlizado variaban respecto a un vértice de origen que se compara con la
pendiente de la referencia (sin producto) construyendo la tangente de las rectas
conformando un triangulo. Para esto se tomaron los datos de Rmem Y S€ procesaron

mediante el paquete de sofware Sigmaplot 12.0, Systat Software INC, California, USA.
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3.3 Resultados y Discusion

Con los resultados obtenidos de la etapa presentada en el capitulo 2, fue posible establecer
las condiciones experimentales que conducen a una reduccion evidente y drastica de Rmenm,
a causa de la exposicion a la radiacion UVB, induciendo condiciones de estrés oxidativo
con H202 1,0 mM y NaNs; 10,0 mM. A partir de esto, se corroboré la sensibilidad de la
variable respuesta frente al estimulo de la radiacién, ahora con la incorporacion de
productos de proteccion solar de diferente valor etiquetado de FPS para los cuales se
esperaba que la variable Rmem respondiera acorde con el nivel de proteccion ofrecido, bajo
las mismas condiciones de exposicién a la radiacion UVB. En consecuencia, establecer a
esta variable Rmem cOmo un elemento determinante en la deteccion de alteraciones en el
tejido ex vivo a causa de la radiacidon y que a su vez, permitiera distinguir cuando la
radiacion se ve atenuada antes de alcanzar el sustrato biolégico como en el caso de la

accion de los filtros incluidos en los productos comerciales utilizados.

Particularmente, mediante EIS se evalud la idoneidad de la variable eléctrica seleccionada
Rmem, como indicador cuantitativo del efecto de la radiacion UVB desafiada bajo la misma
dosis de radiacion pero con diferentes niveles de proteccion solar que se incluyeron en la
experimentacién a través de los productos comerciales mencionados en la metodologia.
Adicionalmente fue evaluada la repuesta eléctrica de la piel en cuanto a su Ce con la
inclusion de estos productos y se complementé con la observacién microscépica de las
caracteristicas estructurales de las muestras de piel. Las formulaciones utilizadas
presentaban diferentes valores de FPS etiquetado y era de nuestro interés establecer, si
con la metodologia desarrollada, la variable eléctrica tenia la sensibilidad necesaria para
discriminar entre estos valores y en ese mismo sentido, confirmar que es una variable que
responde selectivamente al efecto de la radiacion UVB, para asi proponer esta alternativa
de estudio como una proyeccién futura del entendimiento del efecto de la radiacién a partir
de los cambios eléctricos presentados en un tejido y que posiblemente sea un

desencadenante de los demas efectos deletéreos a largo plazo.

Los resultados de esta evaluacion mostraron una vez mas, que la combinacion de
radiacion UVB y estrés oxidativo provocado por NaNs y H2O- resulta en una disminucion
significativa de Rmem (Valor P 0,0001), es decir que el cambio respecto al valor inicial es

definitivo como se observa en la figura 3-3 y que solo se presenta cuando se incluye la
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exposicion a la radiacion. Ademas, esta figura muestra que en el caso del sistema de
referencia asignado como “PBS” es decir que no contenia ninguna formulacién adicional,
bajo las condiciones establecidas mantiene un porcentaje de cambio de la variable
respuesta de 48 + 9%, como se presentd en el capitulo 2, es decir, que luego de 5 horas
de exposicion a la radiacion UVB (equivalente a 180 J/cm?) este cambio es el maximo

alcanzado.

Figura 3-3: Evaluacion de la respuesta electrica mediante ARmem cuando se incluyen
productos fotoprotectores de diferente valor de FPS bajo una dosis de radiacion UVB fija.
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Los datos corresponden al valor promedio de n=3 y las barras de error muestran la desviacion
estandar (DE).

Continuando con el analisis, para el siguiente grupo de muestras se encontré que,
utilizando el producto denominado crema FPS 0 y exponiendo las muestras a la dosis de
radiacion UVB fijada, se incrementa la pérdida de resistencia comparado con el caso donde
no se utilizé ningun producto, es decir generd un daino mayor que se vio reflejado en una
mayor pérdida de la resistencia (54 + 4%). Esto concuerda con evaluaciones realizadas
por otros autores, donde la aplicacién de emulsiones o/w sobre la piel de humanos
voluntarios sin ningun filtro condujo a un incremento en la transmisién de la luz UV a través
de la epidermis cercano a un 20% es decir, cambiaron las propiedades opticas de la piel
(Lademann et al., 2004). Analizando dicho efecto encontramos que, esta crema con su
composicion oleosa brinda una humectacién al estrato cérneo, haciendo que esta capa no

homogénea de células aplanadas se hinche y se haga un poco mas uniforme, entonces la
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dispersién de la luz a través de ellos se disminuye y la radiacion pasa mas directamente

hacia la epidermis.

En el caso de las cremas con filtros, aunque se espera que ocurra también el efecto de
humectacion, los componentes activos interaccionan con la radiacién y evitan en mayor o
menor medida (dependiendo su FPS) que la radiacién alcance la piel y, por tanto, evitan
el cambio en la variable respuesta Rmem, que demuestra ser significativamente sensible al
estimulo de la radiacion UVB. Como se observa en la figura 3-3, hay una tendencia de
disminucién del cambio sobre la variable respuesta a medida que aumenta el valor de FPS,
por ejemplo, se encuentra que con el FPS 20 el porcentaje de cambio en la variable
respuesta fue de 29 + 4%, para el caso del FPS 30, el cambio en la variable fue del 20 +
2%, para el protector FPS 50 correspondio a 14 + 3% y finalmente para el FPS 70 fue de
2 +1%. Esto demuestra en primera medida que la variable eléctrica seleccionada responde
selectivamente a la radiacion que alcanza la piel pues como se revisé al inicio de este
capitulo a medida que aumenta el FPS menos cantidad de radiacion llega a la piel
(Osterwalder and Herzog, 2010, 2009). Entonces, cuando el valor de FPS fue mas alto,
menor fue el cambio para Rmem, €S decir, bajo las mismas condiciones de exposicion a la
radiacién, una mayor proteccion hizo que se mantuviera menos alterada en el tiempo de
observacién. En ese mismo sentido, estos resultados demuestran que la metodologia
desarrollada es adecuada para que la variable respuesta permitiera distinguir entre

diferentes valores de proteccion solar, mediante una medida directa y cuantitativa.

En cuanto a la significancia estadistica, se encontré que, bajo las condiciones
metodoldgicas establecidas, la variable Rmem N0 mostré una respuesta significativamente
diferente para la proteccion ofrecida por los productos con FPS 10 y 20 (valor P> 0,05) por
lo que se podria establecer que en estos casos, donde la proteccidon ofrecida es la mas
baja dentro de lo evaluado, la radiacién que alcanza la piel genera los mismos efectos
sobre la variable respuesta encontrando limitaciones a la hora de discriminar entre ellos.
En el resto de los casos si fue posible establecer diferencias significativas (valor P <0,05)
de la respuesta de Rmem para cada valor de FPS, lo que redunda en la idoneidad de la

variable encontrada para responder a diferentes niveles de radiacién alcanzada en la piel.

Este resultado demuestra ademas que, desafiando la sensibilidad de la variable Rmem

mediante la inclusion de productos que modifican la hidratacion de las membranas de piel,
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continua respondiendo efectivamente a variaciones en el estimulo recibido, lo que indica
que la transferencia de iones a través de la piel sélo se ve afectada si se producen cambios
estructurales como los que se ha demostrado que se producen con la exposicion a la
radiacion UVB. Como consecuencia de este entendimiento, es posible direccionar el
estudio del efecto de la radiacién sobre la piel como un desequilibrio de las caracteristicas
eléctricas del tejido que, al provocarse, hacen que probablemente, la radiacion se
encuentre mas disponible a nivel celular para desencadenar todos los efectos nocivos ya
descritos previamente. Otra consecuencia asociada al estudio a nivel eléctrico es que
eventualmente, esta metodologia podria ser aplicada en la determinacion in vitro de la
proteccidon solar de manera alternativa, ya que permite establecer de manera cuantitativa
el efecto de la radiacion UVB cuando se asocia a la cantidad de energia que alcanza la
piel teniendo como valores estimados de proteccién los encontrados en este trabajo a
través del cambio encontrado en la variable Rmem, siendo posible incluir en la evaluacion
productos cuya composicién involucra filtros inorganicos con resultados consistentes y
reproducibles, lo cual no ha sido posible alcanzar con las otras metodologias in vitro

conocidas hasta la fecha.

Haciendo una extrapolacion de lo que significaria el menor cambio observado en la variable
Rmem @ medida que aumenta el valor de FPS de los productos utilizados, es decir, el
porcentaje que se mantuvo inalterada la variable respuesta en funcion del valor de FPS
utilizado como se representa en la figura 3-4, se encontré que si existe una relacién
consistente, pues como se observa, a medida que aumenta el valor de FPS da como
resultado una mayor conservacion de la condicion inicial de Rmem que se traduce en
menores cambios (un ARmem Mmenor) y esto a su vez, en que se mantiene en mayor medida
la integridad de la membrana, a partir de la misma dosis de radiacion y bajo el mismo
tiempo de observacion evaluado. Esta conclusién esta respaldada por el analisis de
regresion realizado para las muestras que fueron expuestas a la radiacion UVB (r? = 0,87),
resaltando que la variable Rnem responde proporcionalmente al cambio de la radiacion UVB
recibida que se modificé a través de los diferentes valores de FPS de los protectores
solares. Por consiguiente, los resultados ilustran claramente que la variable Rmem bajo las
condiciones experimentales propuestas, responde eficiente y selectivamente a diferentes
niveles de radiacion UVB que alcanzan la piel y es un indicativo de que es un parametro
efectivo para estudiar el fendmeno que desencadena el desequilibrio estructural y a partir

de este, los demas efectos ya descritos a largo plazo.
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Figura 3-4: Efecto de inclusion de productos de proteccion frente a la radiacion UVB con
diferente FPS sobre la respuesta de la variable eléctrica Rmem como indicador de
proteccion.
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Los datos corresponden al valor promedio de n=3 y las barras de error muestran la desviacion
estandar (DE).

Considerando ahora un escenario en el que el maximo dafio alcanzado después de 5 horas
de radiacion UVB es el encontrado en el ensayo de la referencia en PBS donde el cambio
en la variable ARnem fue de 48%, seria posible establecer una escala que represente la
proteccién real frente al cambio en la variable, que brindaron los diferentes productos a
partir de este 100% de dafo posible. En este sentido, se proyecté una ampliacion en el
rango de respuesta evaluado con el fin corroborar la sensibilidad que muestra la variable
Rmem para detectar cualquier cambio en la cantidad de radiacion recibida en la piel.
Entonces, para el caso del producto con FPS 10, cuyo ARmem fue alrededor de 27%
comparado con el maximo dafo posible (48% como el 100%), resulta una proteccién del
44% para esa exposicion respecto a si no se usara ninguna proteccién. Para el caso del
producto con FPS 20 esta proteccioén seria del 40%, para el de FPS 30 seria del 58%, para
el de FPS 50 seria del 71% y para el de FPS 70 seria del 96%. En estos términos de
proteccién, resulta interesante notar como a medida que aumenta el valor de FPS, el
cambio en la variable es mas pequeno, pues se reduce la posibilidad de afectar la
respuesta de Rmem Y €sta se mantiene cercana al valor registrado inicialmente, lo que

significa que la radiacion que alcanzé a llegar a la piel fue menor y la integridad fue menos
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afectada. Sin embargo, es de resaltar que en todos los casos ocurren cambios sobre la
variable respuesta asociados a la radiacién (dosis de 180 J/cm?) como se representa en la
figura 3-5, lo que ratifica la sensibilidad de la variable para detectar pequenas cantidades
de radiacion sobre el tejido incluso en casos donde se presume una proteccion solar alta,
detectando que esa energia que puede alcanzar la piel interactia con las estructuras
generando afectacion incluso minima. Esta afirmacion estaria en concordancia con lo que
se ha reportado para la evaluacién del FPS in vivo donde han encontrado también, que a
pesar de tener productos con FPS mayores a 50, considerados como proteccion alta, hay
energia en forma de fotones que si alcanzan la piel y no pueden ser filtradas del todo por

los productos fotoprotectores (Osterwalder and Herzog, 2010).

Figura 3-5: llustracion de la respuesta de la variable Rnem frente a una dosis fija de
radiacion UVB al usar protectores solares con diferente valor de FPS.
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Dando continuidad al analisis complementario de los resultados obtenidos mediante EIS,
en la tabla 3-3, se presentan las microfotografias tomadas del control histolégico realizado
que permitieron corroborar que si existe una correspondencia entre la integridad estructural
observada y la respuesta de la variable Rmem frente a la energia que recibe el tejido, la cual
fue modificada por los protectores solares utilizados, de acuerdo con los diferentes valores
de FPS a pesar de que las muestras estuvieron expuestas a la misma dosis de radiacion
(180 J/cm?). En el caso de la muestra con crema FPS 0 es evidente el dafio sobre algunas

estructuras que refleja el mayor efecto sobre la variable Rynem €ncontrado.
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Tabla 3-3: Microfotografias de piel de cerdo ex vivo expuestas a la radiacion UVB durante
5 horas y tratadas con cremas de diferente FPS.

Muestra de piel en estado inicial

Se observan los estratos de la piel bien
diferenciados, el estrato corneo es continuo
y los queratinocitos son redondos, con
nucleo definido y eucromaticos. La unién
dermoepidérmica es clara y continia asi
como el tejido conjuntivo de la dermis, es
laxo y con alta presencia de fibroblastos.
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Muestra de piel con crema FPS 0
En este caso, las estructuras se ven
afectadas en su organizacion y definicién, la
dermis papilar no se distingue y aparecen
espacios muy pronunciados en el tejido
asi como la

conjuntivo, pérdida de

continuidad de las fibras.
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Muestra de piel con crema FPS 10

Se observa una buena apariencia de
estructura, definicion de los estratos y
queratinocitos redondeados y eucromaticos,
algunos en etapa de diferenciacion. La union
dermoepidérmica es constante y en la
dermis todas las fibras se ven organizadas
horizontalmente y de apariencia laxa,
aunque se presentan algunos espacios que
podrian sugerir dafios debidos a la radiacién
UVB, teniendo en cuenta que es el nivel de

protecciéon mas bajo.
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Muestra de piel con crema FPS 20

Este caso es similar al anterior pues se
observan en general las estructuras bien
definidas en toda la epidermis y dermis, asi
como algunos espacios en el tejido laxo que
podrian sugerir algunos dafios debidos a la
radiacién UVB. Es importante recordar que
no vimos diferencias significativas entre este
y el anterior a nivel de la variable respuesta

eléctrica.

Muestra de piel con crema FPS 30

Aqui se observan las estructuras de la piel
en buen estado, estratos bien diferenciados,
el estrato cérneo es continuo y las células de
la epidermis se ven redondeadas, aunque se
sugiere una falla en la tinciéon que no permite
ver con claridad cada uno de los
componentes. El tejido conjuntivo de la
dermis, es laxo, de fibras continuas y
definidas, también con alta presencia de
fibroblastos. Por lo anterior, esta
microfotografia sugiere un buen estado en

general pese a la exposicion a la radiacion.
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Muestra de piel con crema FPS 50
Para este nivel de proteccion es evidente
mantienen  definidas las

que se

caracteristicas  descritas en la muestra
inicial, en cuanto a forma y organizacion, la
union dermoepidérmica esta bien definida y
en la dermis, se observa una estructura
ordenada y definida de las fibras de
colageno y elasticas que la conforman. Se
puede afirmar que histoldgicamente no hay
indicativos de dafio y que se mantiene en
medida la las

mayor integridad de

estructuras de la piel.
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Muestra de piel con crema FPS 70

Del mismo modo que en el caso anterior se
observa una adecuada proteccion frente a la
radiacion UVB suministrada a las muestras.
Estructuras definidas y organizadas, asi
como continuidad en las fibras de colageno
y elasticas de la dermis. Se puede afirmar
que histolégicamente no hay indicativos de
dafio y por el contrario, se conservan muy

bien las estructuras de la piel.

Muestra de piel con crema FPS 70 con
tincion tricromica de Masson.

Para corroborar lo observado en la tincion
H/E se incluyd esta muestra para realizar
una tincion de Masson especial para
colageno, que evidencia las fibras de
colagéno bien definidas, alargadas vy

continuas soportando la alta proteccién de

este producto sobre el tejido, frente a la
radiacion UVB.

Corte trasversal de las muestras con tinciéon hematoxilina/eosina (H/E) bajo el aumento de 40X. La
muestra FPS 70 incluye ademas una tincién tricromica de Masson.

En general, para las muestras evaluadas con los productos de proteccion solar, se pudo
observar histolégicamente que si hay un control de la energia suministrada que hace que
no toda llega a la piel durante el tiempo de exposicién evaluado y que por lo tanto no afecta
ninguna de las estructuras susceptibles al dafio como lo son principalmente, queratinocitos
del estrato basal y granuloso, la union dermoepidermica y el tejido conjuntivo (fibras de
colageno y elastina) de la dermis papilar. Se podria pensar que esos productos de
proteccion solar con valores de FPS superiores a 30 permiten una adecuada proteccién
entre otras cosas porque como se observo en la tabla 3-2, presentan una amplia
composicion de filtros tanto organicos como inorganicos que amplian el espectro de
absorcion y por tanto de proteccion. Estos resultados fueron consecuentes con lo

encontrado a través de la variable respuesta Rmem pues a medida que aumenté el valor de
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FPS los cambios encontrados eran menores, es decir se mantenia la resistencia asociada

a la integridad de las estructuras.

Respecto a las caracteristicas eléctricas de la piel, aun cuando se selecciond la Rmem cOMo
variable respuesta sensible al estimulo provocado por la radicion UVB a partir de los
resultados del capitulo 2, se decidié evaluar también el efecto de los productos de
proteccién solar incluidos en esta etapa sobre la capacitancia de las muestras de piel (Ce),
con el fin de evaluar si dicha inclusién generaba algun efecto sobre la acumulacién de la
carga tipica de un dieléctrico. Los resultados de esa parte se presentan en la figura 3-6 a

continuacion.

Figura 3-6: Evaluacion de la respuesta electrica mediante ACe cuando se incluyen
productos fotoprotectores de diferente valor de FPS bajo una dosis de radiacion UVB fija.
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Los datos corresponden al valor promedio de n=3 y las barras de error muestran la desviacion
estandar (DE).

Como era esperado de acuerdo con los resultados del desarrollo metodolégico, la
capacitancia de las muestras de piel se mantuvo practicamente inalterada luego de la
exposicion a la radiacion UVB en condiciones de estrés oxidativo, ahora con la inclusién
de productos fotoprotectores. Posterior a la exposicidn, dicha variable no aumenté mas del
10% comparada con el valor inicial en ninguno de los casos con productos protectores de
FPS entre 10 y 70, del mismo modo que en el caso de la referencia denominada PBS sin
diferencias significativas al compararlas contra ésta (todos los valores P fueron > 0,05). Al

comparar el incremento inicial (sin UVB) que se presenta en todos los casos, con los
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cambios presentados tras la exposicién a la radiacién UVB se determiné que no hay
diferencias significativas (P >0,05), recordando que este cambio inicial es atribuido
principalmente a los procesos de hidratacion y estabilizacién de las membranas de piel
como ya ha sido reportado previamente (Bjorklund et al., 2013c). Por lo tanto, se confirmé
que esta variable no se ve influenciada ni por la radiacion ni por la inclusion de productos
fotoprotectores. En el Unico caso en el que se encontré un aumento significativo de Ces fue
en el grupo de muestras a las que se les aplico la “crema” sin filtros es decir la que se
denomind FPSO0, donde los valores P estuvieron entre 0,002 y 0,008 para las
comparaciones con cada uno de los otros tratamientos. Una de las consideraciones
planteadas para este resultado es que la crema produce un efecto hidratante considerable
asociado a la fase oleosa que hace que las propiedades de la piel cambien, sus estructuras
se hagan mas homogéneas como se discutia anteriormente respecto a la variable Ryem ¥
por lo tanto, pueda comportarse como un sistema de almacenamiento de carga que no
presenta variaciones a pesar de ser expuesto a la radiacion. Retomando la discusion a
este respecto en el capitulo anterior, es relevante comprender la fuente de las corrientes
capacitivas de la membrana de la piel, que generalmente se atribuye a la naturaleza
dieléctrica de las estructuras lamelares lipidicas que pueden acumular corrientes
capacitivas al bloquear el transporte de iones (Bjorklund et al., 2013c; Kalia and Guy,
1995). Por lo tanto, si los valores de Ces presentan cambios, estos reflejan alteraciones de
la matriz lamelar lipidica del estrato cérneo (principalmente) y, por lo tanto, estos dominios
se ven afectados como ocurrié en el caso del tratamiento con la crema FPS 0, después de
la radiacién UVB bajo estrés oxidativo inducido, que particularmente, fue también el caso
donde se observé el cambio mas grande en la variable Rnem. Es importante destacar que
este efecto solo ocurrié en presencia de la radiacién UVB, pues en el caso del control
donde se aplicé la crema sin exposicion a la radiacién, no se presentaron cambios
significativos, lo cual implica que el aumento de ACe probablemente esté relacionado con
la combinacién de radiacion UVB y algun componente de esa emulsién de tipo aceite en
agua. Bajo esta premisa se ha encontrado un estudio que utiliza la radiacion UVB en el
tratamiento de enfermedades de la piel, especificamente en casos de psoriasis severa y
que reporta haber mejorado significativamente la eficacia del tratamiento al utilizar aceite
mineral sobre la piel previo al tratamiento, reduciendo las placas blancas, lo cual es
asociado a que el aceite penetra los espacios intercelulares permitiendo una adaptacién

Optica que aumenta la transmisién de la luz (Penven et al., 2005). Por lo tanto, es posible
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que el aumento significativo de ACe observado en la Figura 3-6 esté relacionado con la

composicion oleosa de la crema utilizada, en combinacién con el tratamiento UVB.

Al analizar los datos de impedancia en términos de resistencia (ARmem) Y capacitancia
(ACetr) es pertinente mencionar que como se definié inicialmente para el circuito que
describe la piel, son variables independientes la una de la otra y para el caso particular,
estas son variables que responden completamente diferente frente al estimulo de la
radiacion UVB y en este mismo sentido, la sensibilidad que presenta cada una no es
comparable, como se demostro tras la inclusién de los productos evaluados activos frente
alaradiacién. La resistencia de las membranas de piel es definitivamente una variable que
responde a la radiacion UVB en condiciones de estrés oxidativo, respuesta caracterizada
por una pérdida progresiva de la resistencia de la membrana en funcién del tiempo de
exposicion y particularmente de la cantidad de radiacion recibida. Por esta razon, permite
responder a pequenos estimulos provocados por la cantidad de radiacion que alcanza a la
piel como en el caso de utilizar productos de diferentes valores de FPS, para interferir con
la radiacién total suministrada y cuyo efecto protector se refleja en la conservacion de dicha
resistencia, es decir en evitar el cambio de la variable. La capacitancia por su parte no
responde de manera consistente a la dosis de radiacion UVB y por lo mismo, no permite

diferenciar entre distintos estimulos de radiacién alcanzada.

En sintesis, la metodologia desarrollada es una propuesta innovadora para entender el
fendmeno de la radiacion UVB sobre la piel, utilizando por primera vez como variable
respuesta al estimulo de la radiacion, una caracteristica biofisica de la piel que hace parte
del conjunto bioldgico que resulta afectado, como lo es su resistencia eléctrica (Rmem) y la
cual, puede considerarse un indicador selectivo del dafio causado. Mediante condiciones
inducidas de estrés oxidativo, ésta variable responde consistentemente al estimulo de la
exposicion a UVB y a las atenuaciones de esta, generadas por la utilizacion de los
protectores solares con diferentes valores de FPS. Este hallazgo confirma ademas, que si
existe una diferencia entre los valores de FPS y la cantidad de radiacion que alcanza a la
piel y que puede ser determinada cuantitativamente mediante esta variable respuesta pues
en todos los casos evaluados respondié a la presencia de la radiacién, a mayor valor de
FPS menores fueron los cambios encontrados en la variable Rmem Y cOnsecuentemente, es
porque menor cantidad de radiacién alcanza la piel, lo que se traduciria en que a partir de
ese FPS mayor, disminuye la probabilidad de que la radiacion recibida llegue a la piel,

generando una proteccion por mas tiempo que es lo que se esperaria teniendo en cuenta
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que el efecto de la radiaciéon es acumulativo y que entre menos radiacion alcance la piel,
menores seran los efectos nocivos, reduciendo la posibilidad de presentar problemas de

salud asociados a la radiacion.

Como se discutio en el capitulo 2, la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIS) ha
mostrado ser una herramienta util en el estudio de diferentes fendmenos que involucran
transferencia de electrones y en especial reacciones electroquimicas. Por ejemplo, en el
campo de la proteccién solar se ha empleado EIS para determinar el efecto protector de
agentes activos frente a la radiacion como TiO2 y ZnO mediante un sensor electroquimico,
demostrando con sus resultados cuantitativos la pertinencia de la herramienta para este
tipo de determinaciones. Particularmente, el estudio realizado por Mousavisani vy
colaboradores, evalué mediante un sensor electroquimico de ADN, el dafo producido
sobre el gen supresor tumoral P53 que es el mas afectado por la radiacién UV, a través de
los cambios observados en la resistencia a la transferencia de carga causada por una
reaccion de oxido - reduccién. Al incluir los agentes de proteccion sobre una membrana de
piel de cerdo y ésta a su vez sobre el sensor electroquimico, se evidencié un significativo
aumento de la resistencia a la transferencia de carga que representa una proteccion al
dafio sobre el ADN (Mousavisani et al., 2019). Esto se encuentra en concordancia con los
resultados obtenidos en este trabajo pues a través de la EIS, se logré demostrar que, con
una evaluacion directa de las caracteristicas eléctricas de la piel, existe una respuesta
sensible al estimulo de la radiacién UVB cuantificable mediante la Rnem que, ademas,
discrimina entre diferentes niveles de radiacion que alcanzan la piel, provocados por la
inclusion de agentes protectores solares que filtran en diferente medida la radiacion
recibida. Esta aplicacion de EIS ofrece ventajas como experimentacion sencilla,

procesamiento rapido y econémico.

En consecuencia, haber desarrollado una metodologia adecuada que permitiera detectar
cambios a nivel eléctrico en el modelo de piel de cerdo causados por la radiacion UVB y
que la variable respuesta desafiada con la inclusién de los protectores solares haya
demostrado su alta sensibilidad y selectividad frente al efecto de la radiacion,
eventualmente podria considerarse como una alternativa en la evaluacion de productos de
proteccidon solar. Esto pensando en que es posible obtener una medida cuantitativa del
efecto de la radiacién sobre la respuesta eléctrica de la piel a través de la variable Ryem ¥
que por tal razon, pueden dejar de considerarse algunas variables que se han reportado

como relevantes en las metodologias in vitro alternativas que han sido propuestas hasta
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la fecha y que afectan la reproducibilidad en la determinacion del FPS, tales como los
excipientes que contiene el producto y la afinidad que éstos le proporcionan al producto
por la superficie de la piel, es decir, el tipo de emulsion (Sohn et al., 2014), la distribucion
del espesor de la pelicula de producto formada sobre la piel (Sohn et al., 2016b) e incluso
el coeficiente de reparto de los filtros en cada fase de la emulsién dependiendo el tipo de
formulacién (Sohn et al., 2016a). Esto nos lleva a pensar que el haber descubierto como
variable respuesta una caracteristica biofisica de la piel en condiciones de estrés oxidativo,
extiende la frontera del conocimiento en este campo ya que se evalla el efecto de la
radiacion UVB sobre el sustrato directamente y ademas, puede ser aplicada en la
evaluacion de la proteccion ofrecida por los protectores solares no solo de manera
cuantitativa, sino que resulta ser una metodologia sensible y robusta para este tipo de

determinaciones.

Continuando con el planteamiento de la investigacion, una vez demostrado que la variable
responde a variaciones en la radiacién recibida por la piel bajo la influencia de productos
de proteccién solar, se propuso la construccion de un modelo matematico de correlacién
que mostrara la asociacién entre la respuesta de la variable Rnem y l0s diferentes niveles

de proteccion utilizados en el estudio.

Para tal fin, se tomaron los datos del cambio en la variable respuesta asociados a cada
producto de proteccion utilizado y con base en los resultados del analisis estadistico, donde
se demostraron las diferencias entre cada grupo de tratamiento, se propuso describir el
comportamiento de la variable eléctrica como el resultado de un cambio entre el tiempo
cero y el tiempo final del ensayo (5 horas de exposicion) mediante un sistema de rectas
que varian su posicién respecto a un vértice de origen, es decir mediante el cambio en sus

pendientes.

Como se demostré previamente, mediante una dosis de radiacion UVB fija fue posible
establecer la respuesta de la variable Rmem bajo diferentes condiciones. A partir de los
resultados obtenidos en las muestras sin ningun tipo de proteccion (en la figura 3-3 llamada
PBS), se construye una recta de referencia con los valores medios de ARmem, que cOmMo se
establecio previamente, corresponde a una pérdida de la resistencia del 48%; con esta
referencia, se realizé una comparacion de los cambios encontrados para cada valor de
FPS evaluado. En este sentido, para relacionar dos pendientes se utilizé una contruccion

matematica con la tangente de las rectas, creando asi, una correlacion entre los valores
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de cambio de Rmem Yy valores etiquetados de FPS de productos comerciales que se
entiende, fueron determinados mediante el método in vivo. Como se observa en la figura
3-7, sobre el plano cartesiano se representod una recta para cada nivel de proteccion, donde
todas parten del origen cuando el tiempo de exposicién es cero y dependiendo del cambio
detectado a las 5 horas de exposicidon (punto final del ensayo), varian su angulo de

apertura.

Figura 3-7: Representacion cartesiana de los cambios presentados en la variable
respuesta ARmem mediante las pendientes obtenidas por el uso de diferentes niveles de
proteccién solar.
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En esta grafica se puede observar que a medida que aumenta el valor de FPS, las rectas
obtenidas para cada ARnem €n las muestras de piel tienen un angulo de apertura mayor
con respecto a la linea de referencia, por ejemplo en el caso del FPS 10, el angulo de
apertura es evidentemente menor que el obtenido para el FPS 70 desde la referencia. Aqui
también se puede observar lo obtenido con la crema sin proteccion 6 de FPS 0 que como

se discutioé previamente, presentd un ARmnem mayor superando la recta de referencia.
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Ahora bien, teniendo en cuenta la inclinacion de estas rectas debido al ARmem, S€ construyd
un modelo matematico basado en las pendientes obtenidas, que relacionan el valor de
cambio de la variable respuesta con los diferentes niveles de proteccion estudiados. De
esta manera, mediante la ecuacion 3-4 se obtiene el angulo entre dos rectas sobre un

mismo plano y que relaciona los valores de sus pendientes:

Ecuacion 3-4: Determinacién de la tangente del angulo entre 2 rectas en el mismo plano

m; —my
Tan 0 = ————
14+mymy

Donde m1y m2 son las pendientes de las rectas referencia y la de interés respectivamente:

__ ARmem(ref)
- At

__ ARmem (FPSx)

m
y 2 At

m
Y para las cuales,

ARmem (refy = cambio de la variable respuesta en el ensayo de referencia PBS.

ARmem (FPsx) = cambio de la variable respuesta en el ensayo con protector solar para cada

valor de FPS utilizado.
At = cambio en el tiempo de duracion del ensayo (5h).
Remplazando en la ecuacion 3-4 los valores de m, y m; se tiene que:

ARmem (FPSx) ~ ARmem(ref)

_ At At
Tan 9 = 1+ ARmem (FPSx)\ (ARmem(ref)
At At

Operando matematicamente:

ARmem (FPSx) — ARmem(ref)
At
(ARmem(ref))(ARmem (FPSx))
1 +( L5 )

Tan 6 =

(ARmem (FPSx) — ARmem(ref))At

T =
an 6 At? + (ARmem (FPSx) — ARmem(ref))(ARmem (FPSx))

Con el desarrollo anterior, se llega finalmente a la ecuacion 3-5 para el calculo del valor

del angulo entre las rectas obtenidas:
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Ecuacion 3-5: Calculo del angulo de apertura entre 2 rectas en el mismo plano

_, | (ARmem (FPSx) — ARmem(ref))At
At? + (ARmem(ref)(ARmem (FPSx))

0 =Tan

Teniendo en cuenta que los valores de la recta de referencia se conocen ARmem(ref) =
48 y de At = 5 h — 0h = 5h, es posible establecer un modelo matematico que describe el
comportamiento experimental de los cambios en la variable respuesta Rnem €n el modelo
de piel de cerdo bajo una dosis fija de radiacion UVB, para evaluar la proteccién de cada

formulacién con y sin FPS, es el que describe la ecuacion 3-6 a continuacion:

Ecuacion 3-6: Calculo del angulo de apertura para la protecciéon solar basado en los
valores de ARnem entre la referencia y los productos evaluados

5ARmem (SPFx) — 240)

o=T —1(
an 25 4+ 48ARmem (x)

Aplicando esta ecuacion para los casos estudiados, se encuentra por ejemplo que, para el
protector solar FPS 70 tras la exposicién a la radiacién UVB establecida, se obtuvo un
angulo de apertura con respecto a la linea de referencia de 63.15° como se aprecia en la

figura 3-8 a continuacion:

Figura 3-8: Angulo de apertura obtenido para el mayor nivel de proteccién evaluado FPS
70.
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En ese mismo sentido, se utilizaron los valores experimentales de ARnem para cada nivel
de proteccién estudiado y junto con el analisis estadistico desarrollado, se calcularon los
rangos del angulo de apertura en los que se podian incluir los diferentes niveles de
proteccién utilizados y para los que el modelo puede establecer un valor de FPS a partir
del valor experimental de ARmem. El resultado de estos calculos se puede observar en la
tabla 3-4 y tabla 3-5.

Tabla 3-4: Angulos de apertura calculados en radianes 6 (Rad) y grados 6 (°) para cada
valor experimental de ARmem €n cada nivel de proteccion FPS.

FPS ARmem % 8 (Rad) 8 (°) Etiqueta
FPS 0 (1) 59,46 0,19 10,88

FPS 0 (2) 50,85 0,20 11,69 FPS 0

FPS 0 (3) 50,02 0,21 11,78

FPS 10 (1) 29,76 0,27 15,61

FPS 10 (2) 26,03 0,30 16,95 FPS 10
FPS 10 (3) 25,15 0,30 17,32

FPS 20 (1) 32,73 0,26 14,76

FPS 20 (2) 29,23 0,28 15,78 FPS 20
FPS 20 (3) 24,53 0,31 17,59

FPS 30 (1) 22,16 0,33 18,79

FPS 30 (2) 19,41 0,36 20,52 FPS 30
FPS 30 (3) 18,51 0,37 21,19

FPS 50 (1) 18,18 0,37 21,45

FPS 50 (2) 12,52 0,49 27,83 FPS 50
FPS 50 (3) 12,37 0,49 28,09

FPS 70 (1) 2,88 1,15 66,14

FPS 70 (2) 1,10 1,46 83,65 FPS 70
FPS 70 (3) 0,72 1,53 87,85

Con base en estos resultados, se establecio el rango en el cual se encontraria el angulo
de apertura obtenido dependiendo la variacion en el ARmnem, €s decir, lo que representa
cada nivel de proteccién de acuerdo con lo encontrado experimentalmente para cada valor

de FPS y que se resume en la tabla 3-5.
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Tabla 3-5: Rangos del angulo de apertura establecidos de acuerdo con los valores
experimentales de ARnem para determinado valor de FPS

FPS 8 (°)
FPS 0 10,88 — 11,78
FPS 10 15,61 — 17,32
FPS 20 14,76 — 17,59
FPS 30 18,79 — 21,19
FPS 50 21,45 — 28,09
FPS 70 66,14 — 87,85

Este tipo de modelamiento resulta adecuado cuando se tienen datos puntuales del cambio
de una variable antes y después de un tratamiento, que para el caso particular, consisitid
en la exposicién a una dosis fija de radiacién UVB, sumado a la inclusién de productos de
proteccion solar de diferente valor de FPS que modificaban directamente la cantidad de
radiacion que llegaba a la piel, es decir que era posible correlacionar la respuesta de la
variable con los valores de FPS utilizados mediante la variacion en las pendientes
obtenidas para cada caso. Otros modelos mas complejos como los computacionales,
podrian construirse tras la obtencion de mas datos experimentales que demuestren el
comportamiento de la variable a diferentes tiempos de exposicion, otras dosis de radiacion,

otros productos de proteccion en cuanto a cantidad y composicion, entre otras variaciones.

Finalmente, se podria resumir que mediante este modelamiento matematico se establecio
la correlacion entre la variable respuesta definida y los diferentes valores de FPS. En este
sentido, se podria establecer ademas que con base en el cambio en la variable, es posible
extrapolar en términos de tiempo, a cuantas horas de radiacion UVB adicionales habria
que exponer las muestras con la proteccion de cada producto utilizado pues la variable fue
sensible y reproducible en todos los casos. Por ejemplo, con el cambio obtenido para la
proteccion del FPS 10 se requeririan el doble de horas para generar un cambio como el
de las muestras de referencia y en el caso del FPS 70 se requeririan alrededor de 7 veces
mas las horas utilizadas en la referencia para causar un dafo a ese nivel. Esto significa
que bajo esas condiciones de exposicion, la proteccion del FPS 70 es 7 veces superior al
de FPS 10 siendo coherentes con lo que se ha discutido a lo largo del documento en cuanto
a la radiacion que alcanza la piel y que es la responsable de los cambios en la variable

respuesta.
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3.4 Conclusiones

Basados en los resultados podemos concluir que:

La variable eléctrica escogida Rnem demostrd su idoneidad para evaluar el efecto de la
radiacion UVB sobre muestras ex vivo de piel de cerdo, siendo sensible a cambios en los
niveles de radiacion recibida, provocados por los diferentes valores de FPS de los

productos fotoprotectores utilizados, validando la hipétesis planteada.

La metodologia de estrés oxidativo inducido permitié observar el efecto de la radiacion
UVB sobre la caracteristica eléctrica escogida del sustrato bioldgico, incluso con la adicion
de formulaciones cosméticas fotoprotectoras, demostrando ser adecuada, robusta y

reproducible.

La variable eléctrica capacitancia no presenté cambios significativos cuando las muestras
de piel de cerdo fueron sometidas a una dosis definida de radiacion UVB y por lo tanto, no
respondié a cambios en la radiacion recibida provocados por los diferentes niveles de

proteccién solar utilizados.

Fue posible utilizar la variable eléctrica de respuesta Rmem como indicativo de proteccion al
tejido frente a la radiacion UVB, asociado a los fotoprotectores y establecer una correlacion
con los diferentes niveles evaluados, como el descrito por el modelo matematico
desarrollado, que eventualmente podria utilizarse como una evaluacién cuantificable en la

determinacion del FPS.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Los resultados originales obtenidos en esta tesis doctoral permiten concluir que:

Se demostré mediante el seguimiento histoldgico y la técnica de TEWL que las muestras
ex vivo de piel de cerdo pueden ser almacenadas hasta 6 meses, bajo las condiciones
establecidas de temperatura y medio de conservaciéon manteniendo su integridad para ser

utilizadas en investigaciones posteriores.

Se valido la idoneidad del modelo ex vivo de piel de cerdo para simular fenédmenos
asociados a la piel humana mediante la determinacion de la actividad enzimatica de la
catalasa tanto en piel completa (epidermis y dermis) como en estrato cérneo, mostrando

actividad incluso después del almacenamiento del tejido.

Se desarrolld una metodologia in vitro novedosa, basada en condiciones de estrés
oxidativo inducido, que permitio evaluar el efecto de la radiacion UVB sobre las
propiedades eléctricas de la piel a través de la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica,

encontrando esta alternativa metodoldgica robusta, sensible y reproducible.

Se establecié como variable respuesta al estimulo de la radiacion UVB, la resistencia de
la membrana (Rmem) CON una correlacion significativa en funcion del tiempo de exposicion,
y una respuesta sensible a cambios en los niveles de radiacion recibida, relacionados con

la utilizacion de productos con diferentes valores de FPS.
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Se propuso un modelo matematico que correlaciona los diferentes niveles de proteccién
solar evaluados con la respuesta de la variable Rmem, definiendo una escala de prediccién
de acuerdo con los valores de FPS utilizados en una evaluacién cuantitativa y que podria

ser implementada como metodologia alternativa en la determinacién del FPS.

4.2 Recomendaciones

Con el fin de profundizar mas en los aspectos desarrollados en el presente trabajo se

proponen las siguientes recomendaciones:

Evaluar el efecto de la radiacion UVA sobre las caracteristicas eléctricas e incluso sobre
la actividad de catalasa, teniendo en cuenta su importante contribucion en la generacién

de radicales libres y en el envejecimiento acelerado.

Evaluar otros componentes de defensa de la piel frente a la radiacion UVB como otras
enzimas presentes, agentes no enzimaticos, asi como la producciéon de melanina en
respuesta al estimulo generado, que mejore el entendimiento sobre los desequilibrios

quimicos y energéticos que conllevan a los efectos mas nocivos.

Incluir evaluaciones en diferentes tiempos, del comportamiento de la variable respuesta
con el uso de protectores solares de diferente valor de FPS con el fin de obtener mas

informacién que permita alcanzar un modelo predictivo en un rango amplio.

Desafiar la metodologia desarrollada con otros tipos de formas cosméticas que incluyan
proteccion solar, con el fin de determinar futuras aplicaciones, sus ventajas y limitaciones

en la asociacién de la proteccion con la respuesta eléctrica del modelo biolégico.
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