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1. INTRODUCCION

1.1 LAPIEL

La piel es el drgano mas grande del cuerpo humano y representa
aproximadamente el 15% del peso corporal total de una persona adulta. Realiza muchas
funciones vitales, incluida la proteccidon contra agentes fisicos, quimicos y bioldgicos
externos, asi como la prevencion del exceso de pérdida de agua del cuerpo ademads de
jugar un papel fundamental en la termorregulacién entre otros. Se trata de un érgano

continuo, con las membranas mucosas que recubren la superficie del cuerpo (1,2).

1.1.1 Estructura de la piel

Se denomina sistema integumentario al conjunto formado por la piel y sus
estructuras derivadas. Se trata de un sistema indispensable para nuestro cuerpo ya que
representa la primera barrera de proteccidn contra agentes externos y define la
estructura de la piel (Figura 1). La piel estd compuesta por tres capas: la epidermis, la
dermis y el tejido subcutdneo o hipodermis (1). El grosor de estas capas varia
considerablemente, dependiendo de la ubicacidon anatdmica en el cuerpo. El parpado,
por ejemplo, tiene la capa mas delgada de la epidermis, que mide menos de 0,1 mm,
mientras que las palmas y las plantas de los pies tienen la capa epidérmica mas gruesa,
gue mide aproximadamente 1,5 mm. La dermis puede llegar a ser de 30 a 40 veces mas

gruesa que la epidermis (3,4).
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1. INTRODUCCION

/ s / / Pelo
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Figura 1. Estructura esquematica de la piel. Imagen adaptada de National Cancer Institute (EE.UU.),
2002.

Aunque la dermis puede parecer un sustrato de soporte para la epidermis, ha
guedado claro que es una estructura compleja que tiene una importante comunicacién
de sefalizacion con la epidermis, que es vital para la homeostasis de la piel. El
componente celular primario de la dermis son los fibroblastos, que son de origen
mesenquimatoso. La dermis se esta remodelando continuamente, lo cual es mantenido
por las células madre mesenquimales. Estas células madre mesenquimales dan lugar no
solo a fibroblastos, sino también a nervios y adipocitos. Los fibroblastos producen y
organizan la matriz extracelular y se comunican entre si y con la epidermis a través de

varias vias de sefializacion (5).

Al menos el 80% de las células en la epidermis son los queratinocitos, los cuales
en el proceso de diferenciacién derivan del ectodermo. El proceso de diferenciacion que

ocurre cuando las células migran desde la capa basal hacia la superficie de la piel da
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1. INTRODUCCION

como resultado la queratinizacidn, un proceso en el que el queratinocito pasa en primer
lugar a través de una fase sintética y luego degradante (6). En la fase sintética, la célula
acumula queratina en el citoplasma, un filamento intermedio fibroso dispuesto en un
patron de espiral helicoidal alfa que sirve como parte del citoesqueleto de la célula. Los
paquetes de estos filamentos de queratina convergen y terminan en la membrana
plasmatica formando las placas de unidn intercelular conocidas como desmosomas.
Durante la fase degradante de la queratinizacion, los organulos celulares se pierden,
incluido el nucleo, el contenido de la célula se consolida en una mezcla de filamentos y
envolturas de células amorfas, y la célula finalmente se conoce como célula cérnea o
corneocito. El proceso de maduracién que produce la muerte celular se conoce como

diferenciacién terminal (2,3).

1.1.1.1 Epidermis

En el nivel mas externo se encuentra la epidermis, consiste en una capa
especifica de células conocidas como queratinocitos, que se encargan de sintetizar

queratina, una proteina larga y filosa con un papel protector (2).

Estd normalmente compuesta por cuatro capas diferentes (Figura 2) que desde
el exterior hacia el interior serian la capa cérnea, la capa granulosa, la capa de células
espinosas y la capa basal. Asi mismo, en aquellas zonas donde se presenta con un mayor
grosor, la epidermis tiene cinco capas al contar con la capa llcida, la cual esta situada

entre la capa cérneay la granular (7).
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Estrato cérneo

Estrato Iﬁcido{ —= — —

Estrato granuloso

Estrato espinoso Queratinocito

Estrato basal

Melanocito — \
7o)
Dermis [/ 2\ /
y/ \

Figura 2. Estructura celular de las capas de la epidermis. Imagen adaptada de Biga y col., 2019.

Célula de Merkel

Neurona
sensorial

La capa cdrnea, o estrato cdrneo, es la mas externa de la epidermis, siendo la
primera linea de defensa del cuerpo, cumpliendo una funcién esencial como barrera
protectora de la piel contra el entorno externo. El estrato cérneo ayuda a la hidratacion
y la retencién de agua, lo que evita el agrietamiento de la piel, y esta formado por
corneocitos, queratinocitos sin nucleo que han alcanzado la etapa final de diferenciacién
de queratinocitos. Los corneocitos retienen los filamentos de queratina dentro de una
matriz de filagrina, y la envoltura lipidica reemplaza la membrana plasmatica de los
queratinocitos. Estas células planas se organizan en una estructura de “ladrillo y
mortero” dentro de una matriz lipidica extracelular. Los queratinocitos en la capa basal
de la epidermis son proliferativos, y a medida que las células maduran la epidermis,
pierden lentamente el potencial proliferativo y sufren una destruccidon programada. El
estrato cérneo funciona como un sistema de dos compartimentos, con los corneocitos
hidréfobos y ricos en proteinas secuestrados en una matriz enriquecida en lipidos (6,8—
10). La fisiopatologia del estrato cérneo suele ser secundaria a defectos proteicos o
lipidicos. Otros signos clinicamente significativos incluyen la paraqueratosis, que es la

maduracién incompleta de los queratinocitos y la retencion morfoldgica de los nucleos
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1. INTRODUCCION

en el estrato cérneo. La paraqueratosis anormal del estrato cérneo puede aparecer en
pacientes con psoriasis, eccema cronico y carcinoma de células escamosas. La
descamacidn o descamacion visible de la piel, ademas, es una manifestacidon destacada

de enfermedades del estrato cérneo (8,11-14).

El estrato cérneo humano comprende aproximadamente 15 capas de
corneocitos aplanados y se divide en dos capas: el estrato compacto y el estrato
disyuntivo. El estrato compacto es la capa profunda, densa y cohesiva, mientras que el
estrato disyuntivo es mas suelto y se encuentra superficialmente al estrato compacto.
A medida que el estrato disyuntivo continda perdiendo adhesividad secundaria a la

disminucion de la adhesidon entre corneocitos, las células se descaman (8).

Los dos componentes del estrato cdrneo, la matriz lipidica extracelular y los
corneocitos, cumplen diferentes funciones. Los corneocitos, que son los queratinocitos
diferenciados terminalmente, proporcionan refuerzo mecanico, protegen las células
mitéticamente activas subyacentes del dafio ultravioleta (UV), regulan el inicio de la
inflamacién mediada por citocinas y mantienen la hidratacién. La matriz lipidica
extracelular del estrato corneo regula la permeabilidad, inicia la descamacién de los
corneocitos, tiene actividad peptidica antimicrobiana, excluye las toxinas, y permite la

absorcion quimica selectiva (8,15-17).

Existe la posibilidad de sufrir pérdidas agudas de lipidos del estrato cérneo,
secundarias a la aplicacidon tdpica de disolventes organicos o detergentes, que extraen
lipidos y permiten la pérdida pasiva de calcio y potasio extracelular. La deficiencia de
acidos grasos esenciales también produce anormalidades en los lipidos y se manifiesta
como una mayor pérdida de agua transepidérmica (TEWL, del inglés, Transepidermal

water loss), descamacion y alopecia (8,18).

Ademds de las patologias secundarias a las anormalidades lipidicas, las
anormalidades de la proteina del estrato cérneo también pueden provocar defectos en

la capa del estrato cérneo de la epidermis. Los defectos en los desmosomas del estrato
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corneo, provocan enfermedades como la descamacion de la piel. Los defectos en las
proteinas de profilagrina y filagrina causan dafios significativos de esta capa, y los
defectos de profilagrina se asocian tanto con ictiosis vulgar como con ictiosis arlequin.
Los defectos en las envolturas de las células del estrato cérneo también pueden
provocar patologias como la queratosis folicular y la psoriasis. La xerosis, sequedad en
la piel, es la manifestacién clinica mas comun de la enfermedad del estrato cérneo, y
representa una queratinizacién y descamacién inadecuada o defectuosa. Esas
enfermedades caracterizadas por escamas y, por lo tanto, ruptura del estrato cérneo,
incluyen dermatitis (eccema), psoriasis y las ictiosis. Tanto el eccema como la psoriasis
son el resultado de cambios epidérmicos subyacentes que causan patologia a nivel del
estrato cdrneo. Por otro lado, las ictiosis resultan de defectos subyacentes en la

gueratinizacién (8,18,19).

La capa granulosa, o estrato granuloso, contiene varias capas de células que
contienen granulos ricos en lipidos. En esta capa, las células comienzan a inmortalizarse
y pierden sus nucleos, a medida que se alejan de los nutrientes ubicados en el tejido
mas profundo (10). Se trata de la capa mas superficial de la epidermis que contiene
células vivas, esta compuesta por células aplanadas que contienen abundantes granulos
de queratohialina en su citoplasma. Estas células son responsables de una mayor sintesis

y modificacidn de proteinas involucradas en la queratinizacién (6).

La queratina, la proteina constituyente basica de la piel y sus apéndices, se
organiza en forma de haces de filamentos de queratina. La filagrina es una de las
principales proteinas asociadas a filamentos intermedios que interactuan con los
filamentos de queratina en la piel. Su forma precursora llamada profilagrina se acumula
en los granulos citoplasmaticos de la capa granular en forma de estructuras llamadas
granulos de queratohialina. Los granulos de queratohialina existen principalmente
dentro del estrato granuloso, con algunos presentes en el estrato espinoso. Estos
granulos son insolubles en agua y se encuentran dentro del citoplasma, donde
promueven la deshidratacién de la célula. Su funcion principal parece ser la reticulacion

de los filamentos de queratina, lo que crea la epidermis, proporcionando al cuerpo una
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capa impermeable que protege contra la invasidn de particulas extrafias. Este proceso
en el que estan involucrados los granulos de queratohialina es conocido como

gueratinizacién (11).

La capa de células espinosas, o estrato espinoso, compromete la mayor parte de
la epidermis y contiene varias capas de células (entre 3 y 5 capas) conectadas por
desmosomas. Estos desmosomas permiten que las células permanezcan fuertemente
unidas entre si y adopten una forma similar a "espinas". Continen algunos granulos de
queratohialina y granulos lamelares. Los granulos lamelares contienen los glicolipidos
qgue se secretan en la superficie de las células y funcionan como un pegamento,
manteniendo las células unidas (10,20,21). En este estrato es posible encontrar las
llamadas células de Langerhans, células dendriticas, las cuales son la primera linea de
defensa de la piel y juegan un papel importante en la presentacién del antigeno. Estas
células son de origen mesenquimatoso, contienen los granulos Birbeck y son derivadas
de la médula dsea, formando parte del sistema fagocitico mononuclear. Estas células
expresan las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad | y Il, absorben

antigenos en la piel y los transportan a los ganglios linfaticos (21,22).

La capa de células basales, o estrato basal, es la capa mas profunda de la
epidermis y mas cercana a la dermis. Se trata de un epitelio germinal que da origen a
todas las células de la epidermis. Es mitéticamente activo y contiene melanocitos, una
sola fila de queratinocitos y células madre. Los melanocitos son el tipo de célula
responsable de producir melanina, una sustancia que le da a nuestra piel su color. En el
citoplasma poseen organulos especiales unidos a la membrana que producen melanina,
melanosomas. La proporcidn entre melanocitos:queratinocitos en el estrato basal
fluctua entre de 1:10 y 1:36. Los queratinocitos de esta capa evolucionan y maduran a
medida que viajan hacia el exterior para crear las capas restantes. En esta capa se
encuentran también las células de Merkel, que funcionan como un receptor y son
responsables de estimular los nervios sensoriales que el cerebro percibe, como el
sentido del tacto, estas células son especialmente abundantes en las superficies de las

manos y los pies. (7,10,23-25).
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En algunas zonas es posible encontrar un estrato adicional llamado estrato
lucido, o capa lucida, la cual contiene de 2 a 3 capas de células. Es una capa de transicion
entre el estrato granuloso y el estrato cérneo. Se encuentra presente en la piel mas
gruesa como la que se encuentra en las palmas de las manos y las plantas de los pies, es
una capa delgada y transparente que consiste en eleidina, que es un producto de

transformacion de la queratohialina (21).

1.1.1.2 Dermis

La capa media, la dermis, se trata de una capa de tejido conectivo intercalada
entre la epidermis y el tejido subcutdneo. Esta formada fundamentalmente por la
proteina estructural fibrilar conocida como coldgeno, tejido eldstico y otros
componentes extracelulares que incluye vasculatura, terminaciones nerviosas, foliculos
pilosos y glandulas (Figura 1). Entre los componentes fibrosos se encuentra una
"sustancia fundamental" extracelular que contiene glucosaminoglucanos, como el acido
hialurdnico, proteoglicanos y las glucoproteinas (26). El papel de la dermis es sujetar y
proteger la piel y las capas mas profundas, ayudar en la termorregulacidn y ayudar a la
percepcion. Los fibroblastos son las células primarias dentro de la dermis, pero los
histiocitos, los mastocitos, los adipocitos, las células de Schwann vy las células madre,
también juegan un papel importante en el normal mantenimiento de la estructura y
funcién de la misma. Los mastocitos se encuentran tipicamente alrededor de los

capilares dérmicos (27,28).

La dermis se divide en dos capas, la dermis papilar (la capa superior) y la dermis
reticular (la capa inferior) (Figura 3). La cara papilar, se organiza en papilas dérmicas que
contienen terminaciones nerviosas y vasos microvasculares, necesarios para la nutricién
y la inervacion. La dermis papilar difiere de la reticular por una mayor densidad de
células, un mayor contenido de proteoglicanos y una alineacién mas débil de las fibras
de coldgeno. La dermis papilar tiene una estructura polar desigual: su densidad celular

disminuye en la direccion de la membrana basal a la dermis reticular (10,20,29).
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Figura 3. Capas de la dermis. Muestra de piel tefiida vista al microscopio 10x, donde se muestran la capa
papilar y la capa reticular. Las papilas dérmicas que se extienden hacia la epidermis pertenecen a la capa
papilar, mientras que los densos haces de fibras de coldgeno pertenecen a la capa reticular. Imagen
adaptada de Biga y col., 2019.

El coldgeno es el componente principal de la dermis, especificamente, se
encuentran en mayor proporcion el colageno tipo | (75-85%) y tipo 11l (15%). El colageno
| forma una densa red ortogonal en la dermis reticular paralela a la superficie, mientras
que en la dermis papilar son verticales. La fuerza tensora de la dermis se debe
principalmente al coldgeno tipo I. El coldgeno forma fibras que son producidas por los
fibrocitos y se agrupan en gruesas bandas onduladas, cada fibra estd compuestas por
microfibrillas. El tropocolageno, el cual consta de tres cadenas de polipéptidos que
forman una estructura de triple hélice, es el componente de estas microfibrillas
elementales. Estas cadenas polipeptidicas contienen grandes cantidades de

hidroxiprolina, hidroxilisina y glicina (3,27,30,31).
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Las fibras eldsticas también juegan un papel estructural importante dentro de la
dermis. Estan constituidas por elastina, que es una proteina fibrosa insoluble derivada
de la tropoelastina, y unas microfibrillas periféricas, mas heterogéneas, formadas por
varias glucoproteinas insolubles, como las fibrilinas 1 y 2. A diferencia del colageno, la
configuracion bioquimica de la elastina permite el deslizamiento, el estiramiento y el
retroceso de las fibras (32). Estas fibras son mas delgadas en la dermis papilar, donde se
disponen orientadas perpendicularmente. En la dermis reticular se disponen de forma

paralela a la superficie cutanea en la dermis profunda, siendo éstas mas gruesas (3,27).

Existen numerosas enfermedades que afectan a la piel desde la dermis. La
hiperactividad de los fibroblastos se ha implicado en muchas patologias. Los
miofibroblastos, que expresan la actina del musculo liso alfa (a-SMA), se han implicado
en cicatrices hipertroficas y queloides. Existen diferentes formas de esta fibrosis como
son los queloides, cicatrices hipertréficas, dermatofibromas, dermatofibrosarcoma
protuberans y esclerodermia, debidas a causas similares. En la fibrosis de la piel existe
un exceso de deposicidn y acumulacidon de matriz extracelular, principalmente colageno
tipo I, en la dermis. Se piensa que los factores iniciadores de estos procesos en las
primeras etapas ocurren a través de la lesién vascular y la disfunciéon inmune con una

respuesta inflamatoria desregulada. (33-36).

El envejecimiento y la exposicidn cronica al sol pueden debilitar la dermis. Las
fibras elasticas pueden verse comprometidas debido a una exposicidn solar crénica a la
radiacion UV, provocando una elastosis (37). La reduccién del tejido conectivo en el
envejecimiento, generalmente con dafio UV concomitante, causa purpura actinica
también llamada purpura senil, donde se ve afectada directamente la vasculatura. Como

resultado, un trauma menor puede conducir a la extravasacion de sangre (38).

La urticaria es una dermatosis inflamatoria caracterizada por hiperpermeabilidad
vascular, que causa edema cutaneo superficial con una dilatacién linfatica (39). La
infiltracién linfocitica de la dermis causa enfermedades como la erupcién de luz

polimorfa, una dermatosis fotosensible comun (40). Asi mismo, se debe destacar la
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dermatitis eccematosa como patologia comun de la piel. Las células de la piel son
esenciales para mantener la barrera cutdnea y por tanto hacerla mas susceptible a la
infeccidn. Las sustancias nocivas pueden penetrar mas facilmente en la piel debido a la
disfuncidn. Las personas con dermatitis atdpica tienden a tener una respuesta inmune

inflamatoria sesgada, y su piel se irrita facilmente por fragancias y alérgenos (41).

1.1.1.3 Hipodermis

Tras la dermis se encuentra la hipodermis, llamada también tejido subcutaneo
(Figura 1). Esta es la capa mas profunda de la piel y contiene |6bulos adiposos formados
en su mayoria por adipocitos, estan separados por tabiques fibrosos compuestos de
grandes vasos sanguineos, neuronas sensoriales, foliculos pilosos y colageno. El paniculo
varia en grosor segun el sitio de la piel. El componente principal esta capa es el
triglicérido, compuesto de acido oleico y acido palmitico. El tejido subcutaneo sirve de
almacén de energia, ademas de aislante térmico y de protector mecdnico frente a golpes

(3,28,42).

1.1.2 Factores de hidratacion de la piel

El agua es absolutamente esencial para el funcionamiento normal de la piel y
especialmente de su capa externa, el estrato cérneo. La pérdida de agua de la piel debe
regularse cuidadosamente, una funcién que depende de la naturaleza compleja del
estrato cérneo. La retencion de agua en esta capa depende de dos componentes
principales, por una parte, de la presencia de agentes higroscépicos naturales dentro de
los corneocitos (denominados colectivamente “Factores de hidratacién natural”), y por
otra parte, de los lipidos intercelulares dispuestos de manera ordenada para formar una
barrera frente a la TEWL. El contenido de agua del estrato cérneo es necesario para la
maduraciéon adecuada de esta capa y controlar la descamacidn de la piel. El aumento de
la TEWL deteriora las funciones enzimaticas requeridas para la descamaciéon normal que

resulta en la apariencia visible de la piel seca, dspera y descamada (43-46).
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Existen estudios recientes sobre los complejos mecanismos de hidratacion de la
piel. En particular, se ha descubierto que el glicerol existe en el estrato cérneo como un
humectante enddégeno natural, ademds de ser un intermediario importante del
metabolismo energético y un sustrato para la biosintesis de varios lipidos (47). El acido
hialurénico, que se ha considerado uno de los principales componentes dérmico, se
encuentra en la epidermis y juega un papel importante en el mantenimiento de la
estructura normal del estrato cérneo y la funcidn de barrera epidérmica. Por otro lado,
se ha descubierto la existencia de la proteina transportadora de agua, acuaporina 3
(AQP3), en la epidermis, que junto con la presencia de estructuras de unién ajustadas
entre el estrato granuloso y el estrato cérneo han aportado nuevos conocimientos sobre
los mecanismos de distribucion y barrera del agua de la piel. El transporte de glicerol
mediado por AQP3 estd involucrado en el metabolismo de los lipidos en la piel y su
seboregulacién, asi como en la regulacion de la proliferacidn y diferenciacidon de los

gueratinocitos (46,48-51).

1.1.2.1 Papel de la AQP3

La AQP3 es un transportador de membrana de agua y glicerol expresado en
membranas plasmaticas en los queratinocitos de la capa basal de la epidermis en la piel
normal. La expresidn de AQP3 en la piel humana aumenta en respuesta al estrés de la
piel en enfermedades como el eccema atdpico, frente a diversos agentes como el acido
retinoico y en los carcinomas de piel. Los ratones knockout AQP3 han reducido el
contenido de agua del estrato cérneo y la elasticidad en comparacién con los ratones
control, asi como la cicatrizacién de heridas y la biosintesis epidérmica. El transporte
reducido de glicerol AQP3-dependiente en esta epidermis deficiente parece ser el
responsable de estas carencias, como lo demuestra el contenido reducido de glicerol en
la epidermis y el estrato cérneo en ratones knockout AQP3. Existen estudios que ponen
de manifiesto el importante papel de la AQP3 en la proliferacion epidérmica y la

generacién de tumores en la piel (52-55).
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1.1.3 Envejecimiento de la piel

El envejecimiento cutdneo es inducido por factores intrinsecos y extrinsecos. Por
una parte, el envejecimiento intrinseco es un proceso fisiolégico inevitable que resulta
en piel delgada y seca, arrugas finas y atrofia dérmica gradual. El envejecimiento
intrinseco se caracteriza por 3 caracteristicas: atrofia de la dermis debido a la pérdida
de colageno, degeneracién en la red de fibras elasticas y pérdida de hidratacion. Por
otra parte, el envejecimiento extrinseco es generado por factores ambientales externos
como la contaminacion del aire, el tabaquismo, la mala nutricidn, la exposicién al sol o
la accidon de otras sustancias quimicas, lo que resulta en arrugas mas gruesas, una
pérdida de elasticidad, laxitud y apariencia rugosa. En particular, la exposicion a largo
plazo a la radiacion UV solar es el factor principal del envejecimiento extrinseco de la
piel y se conoce como fotoenvejecimiento. La radiacion UV induce la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y el dafio del acido desoxirribonucleico (ADN), lo
gue lleva a una mayor produccién de metaloproteinasas (MMP), una menor produccién
de colageno en los queratinocitos y fibroblastos, ademas de afectar a la degradacion de
la elastina, acelerando asi el envejecimiento de la piel al inducir la degradacién de la
matriz extracelular. Los ultimos avances en la investigaciéon de los mecanismos
moleculares que conducen a estos cambios posibilitan la aparicion de nuevas estrategias

de tratamiento (56-59).

1.1.3.1 Coldgeno

Los cambios cuantitativos y estructurales en las fibras de colageno son las
principales modificaciones que se encuentran en la piel envejecida. A diferencia de la
piel joven, que tiene abundantes fibrillas de colageno intactas, compactas y bien
organizadas, las fibrillas de colageno en la piel envejecida estan fragmentadas y
distribuidas en forma gruesa. Se ha demostrado que el aumento de la degradacion del
colageno y la reduccion de la biosintesis del colageno estan involucrados en esta

homeostasis aberrante, lo que resulta en una deficiencia neta de coldgeno (60-62).

pag. 29



1. INTRODUCCION

Existen estudios que ponen de manifiesto que el colageno tipo | disminuye en la
piel envejecida, debido al aumento de su degradacién (63). Diversas MMP, serina
proteasas y otros tipos de proteasas participan en esta actividad de degradacion (56).
Las MMP son una familia de endopeptidasas que pueden degradar las proteinas de la
matriz extracelular. Las MMP se pueden clasificar en cinco subgrupos principales:
colagenasas (MMP-1, MMP-8 y MMP-13); gelatinasas (MMP-2 y MMP-9); estromelisinas
(MMP-3, MMP-10 y MMP-11); matrilisinas (MMP-7 y MMP-26); y MMP de membrana
(MMP-14, MMP-15 y MMP-16). La MMP-1 es la principal proteasa que inicia la
fragmentacién de las fibras de coldgeno (64,65). Después de la escision por MMP-1, el
colageno puede degradarse aun mas por MMP-3 y MMP-9. En la piel, la principal fuente
de MMP son los queratinocitos epidérmicos y los fibroblastos dérmicos, aunque las

MMP también pueden ser producidas por células endoteliales e inmunocitos (61,66).

1.1.3.2 Elastina

Las fibras elasticas son componentes criticos del tejido conectivo que
proporcionan elasticidad y resistencia a la piel y otros tejidos. Estas fibras estan
compuestas de elastina y una serie de proteinas microfibrilares asociadas a la elastina
gue se ensamblan en una red de fibra compleja en un proceso de multiples pasos. Para
la biogénesis de las fibras elasticas funcionales se requieren multiples procesos
celulares, incluida la funcién mitocondrial, moléculas especificas en las vias secretoras y
la produccién ordenada temporal y espacialmente de componentes de la fibra elastica.
Durante la fibrilogénesis de elastina, los polipéptidos de tropoelastina recién
sintetizados se yuxtaponen, y su asociacidon se estabiliza mediante la formacion de
reticulaciones intermoleculares covalentes llamadas desmosinas. Las anormalidades en
estos procesos, asi como la degradacion de estas fibras, pueden conducir a la pérdida
de fibras eldasticas funcionales, lo que implica un envejecimiento de la piel, o incluso la
aparicién de patologias cutaneas (59,67). Las MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-
12, serina proteasas de neutrdfilos, catepsina G y elastasa de leucocitos humanos juegan

un papel fundamental en la descomposicién de la elastina (57).
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1.1.3.3 Fibronectina

Existen otras moléculas, aunque en diferente proporcion que funcionan como
componentes esenciales de la matriz extracelular. La fibronectina con su estructura
multidominio desempefa un papel organizador clave en el ensamblaje de la matriz, ya
que forma un puente entre los receptores de la superficie celular, por ejemplo, las
integrinas y los compuestos tales como el colageno, los proteoglicanos y otras moléculas
de adhesidén, asi como la elastina con excelentes propiedades mecanicas, que dan

soporte y ayudan a conferir a la piel sus propiedades eldsticas (68—70).

1.1.3.4 Especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres se consideran los principales contribuyentes al proceso de
envejecimiento de la piel a través de la acumulacién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) (71). El estado de desequilibrio en las reacciones de oxidacion-reduccion se
conoce como estrés oxidativo. El estrés oxidativo que ocurre en las células puede
conducir a la oxidacién de los fosfolipidos de la membrana celular, lo que resulta en la
distorsién de la via de sefializacién transmembrana (72). El estrés oxidativo también
contribuye al aumento de la oxidacién de macromoléculas, como los lipidos celulares,
las proteinas y el ADN, causando disfuncién celular con la edad. La acumulacion
relacionada con la formacidn de agregados de proteinas alteradas, dafiadas y oxidadas
puede conducir al envejecimiento. El dafio proteico oxidativo es el signo molecular mas
comun del envejecimiento y se observa en la piel fotodafada a través del dafio celular
mediado por ERO en las capas superiores de la piel. En una piel envejecida es posible
observar la alteracion del gradiente de calcio epidérmico debido a los cambios en la
composicidn de la envoltura del estrato cérneo, lo que resulta en una funcién barrera

epidérmica reducida (61,72,73).

En general, el aumento de la produccién de ERO activan la familia de la proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK), compuesta por la quinasa regulada por sefal

extracelular (ERK), p38 y la quinasa c-Jun N-terminal (JNK). Esta activacién induce un
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factor de transcripcion, la proteina activadora 1 (AP-1), que desempefia un papel
esencial en la regulacion transcripcional de MMP-1, MMP-3, MMP-9y MMP-12. El factor
nuclear kB (NF-kB) es otro factor de transcripcidn activado mediante mecanismos de
fosforilacion por ERO, el cual juega también un papel importante en el envejecimiento

de la piel (58,61,74,75).

El factor de transcripciéon NF-kB es el regulador maestro de la respuesta
inflamatoria y es esencial para la homeostasis del sistema inmune. NF-kB regula la
expresion de citocinas, factores de crecimiento y genes que regulan la apoptosis, la
progresion del ciclo celular, la senescencia celular y la inflamacion. El papel fundamental
gue juega NF-kB en procesos fisiolégicos clave lo convierte en un factor importante para
determinar estados patoldgicos. Dada su importancia celular, numerosos estudios han
mostrado la contribucidn crucial de la fosforilacién de NF-kB ((p)-NF-kB) para controlar
la transactivacion génica dirigida por NF-kB. Es importante destacar que la fosforilacion
de NF-kB controla la transcripcidn del gen de una manera especifica, lo cual ofrece

nuevas oportunidades terapéuticas para dirigirse selectivamente a NF-kB (74-76).

Las células poseen distintos mecanismos para hacer frente a las ERO. En
condiciones fisioldgicas, existe un equilibrio celular en cuanto a la generacién de ERO,
ya que las células eucariotas tienen varios mecanismos de defensa antioxidantes, que
incluyen enzimas y otros antioxidantes. Hay cinco tipos principales de enzimas
antioxidantes intracelulares primarias: Cu/Zn-Superdxido dismutasa (Cu/Zn-SOD: SOD1)
en el citosol, Superdxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD: SOD2) en la matriz
mitocondrial, catalasa, glutatién peroxidasa (GTX) y glutation reductasa. Las SOD
dispersan el superdxido en oxigeno y perodxido de hidrégeno, mientras que las otras
enzimas convierten el peréxido de hidrégeno en H,O y O,. Ademas de las enzimas
antioxidantes, los antioxidantes de bajo peso molecular y no enzimaticos también estan
involucrados en la proteccién de los componentes intracelulares contra las especies
reactivas de oxigeno. Sin embargo, cuando la sobreproduccion celular de ERO
compromete la capacidad antioxidante intrinseca, lo cual produce estrés oxidativo y
provocando dafio a las biomoléculas de las células y tejidos (77). El factor nuclear

derivado de eritroides 2 (Nrf2) es un factor de transcripcion crucial que protege contra
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los oxidantes. Nrf2 esta regulado negativamente por la proteina 1 asociada a ECH tipo
Kelch (Keapl) presente en el citoplasma, proporcionando asi una defensa antioxidante
inducible. Las propiedades antioxidantes de Nrf2 se ejercen regulando la transcripcién

de proteinas antioxidantes (78).

La nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa (NOX) estd
reconocido como un jugador clave en la homeostasis intracelular de ERO y como uno de
los principales productores de ERO dentro de la célula. Inicialmente fue descubierta
como la enzima responsable del estrés oxidativo por el cual los leucocitos atacan a las
bacterias (79), ahora se considera que las NADPH oxidasas (NOX) juegan un papel
importante en casi todos los tipos de tejidos. Existen distintas isoformas de este tipo de
enzimas. Los mecanismos de activacion y la distribucidn tisular de los diferentes
miembros de la familia son marcadamente diferentes. Las funciones fisiolégicas de las
enzimas de la familia NOX incluyen la defensa del huésped, el procesamiento
postraduccional de proteinas, la sefalizacidn celular, la regulacion de la expresion génica
y la diferenciacidén celular. Las enzimas NOX también contribuyen a una amplia gama de

procesos patolégicos (80).

Existen estudios que sugieren la existencia de un circuito regulador de
retroalimentacidon negativa entre la NADPH oxidasa 4 (NOX4) y Nrf2. En condiciones
homeostaticas normales, NOX4 genera aniones superdxido, asi como peréxido de
hidrégeno, que a su vez activan Nrf2 oxidando los sensores de cisteina e inactivando
Keapl. Con la activacion de Nrf2 se inhibe la transcripcion de NOX4 con el fin de
disminuir la produccién de ERO, es decir, existen roles esenciales y opuestos en la
sefalizacion de NOX4 y Nrf2. Todos los estudios coinciden en el papel regulatorio que
tiene Nrf2 sobre NOX, por lo que una desestabilizacién de este equilibrio bioquimico
podria resultar en una superproduccién de ERO, lo que generaria una situacion de estrés

oxidativo en la célula (78,81-83).
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1.1.3.5 Alteraciones vasculares

La angiogénesis, proceso de generar nuevos vasos sanguineos, se ve afectada
por diversas condiciones fisiolégicas y patologicas en la piel. Con el envejecimiento
natural de la piel, los vasos sanguineos cutaneos sufren alteraciones pronunciadas. Se
ha observado que con la edad existe una reduccién de la microvasculatura cutdnea. La
piel humana esta expuesta diariamente a la radiacion solar ultravioleta (UV), rayos
infrarrojos y calor, y se sabe que estos estimulos inducen la angiogénesis de la piel.
Curiosamente, aunque la radiacion UV aguda estimula la angiogénesis de la piel, los
vasos sanguineos cutaneos disminuyen en la piel con fotodafio crénico. Se sugiere que
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el principal factor de angiogénesis
en la piel. Durante la angiogénesis de la piel, varios estimulos, como el factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-a) y la hipoxia, inducen la expresién VEGF en los
gueratinocitos epidérmicos, lo que aumenta la vascularizacion de la dermis. Por lo tanto,
la disminucidn relacionada con la edad en el nimero de vasos sanguineos dérmicos se
debe a un deterioro de la sefalizacién de VEGF. Se puede suponer que la disminucién
en el suministro de sangre de la dermis que ocurre con la edad es una causa de una

disminucion en el numero y el grupo proliferativo de células dérmicas (84—86).

La angiogénesis requiere la elaboracidn de 6xido nitrico derivado del endotelio.
Los factores angiogénicos inducen la liberacién de o&xido nitrico de las células
endoteliales, lo que media en una multiplicidad de procesos involucrados en la
angiogénesis. Estos procesos modulados por dxido nitrico incluyen la supervivencia,
proliferacién, migracién e interaccion con la matriz extracelular de las células
endoteliales. Los trastornos de la via de la oxido nitrico sintasa deterioran la
angiogénesis. El 6xido nitrico juega un papel critico en la angiogénesis inducida por VEGF
y la hiperpermeabilidad vascular. La éxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) es una
molécula esencial en la mediacion de la angiogénesis inducida por VEGF-A y la funcion
endotelial mediante la produccién de éxido nitrico. Ademas, el nivel de proteina de

eNOS se regula en respuesta al VEGF-A (87,88).
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1.1.3.6 Estudios in vivo sobre el envejecimiento de la piel

Existen estudios realizados sobre humanos en los cuales mediante diferentes
dispositivos es posible determinar numerosos parametros relacionados con el estado de
la piel, como son la hidratacion, el nivel de sebo, la TEWL, el color, la elasticidad, la
textura y el grosor. A medida que la piel envejece, se observan cambios en el grosor de
la piel y la calidad de la epidermis y la dermis. Los avances tecnoldgicos han permitido
una caracterizacién mas objetiva y precisa del envejecimiento de la piel humana (89—

94).

La piel va aumentando su grosor a lo largo de los primeros anos de vida y se va
adelgazando progresivamente a lo largo de la vida adulta a un ritmo que se acelera con
la edad, aunque el nimero de capas celulares permanece estable (95-97). Existen
estudios que avalan que tanto la dermis como la epidermis disminuye en grosor con la

edad, sobre todo en zonas fotoexpuestas (98).

Los melanocitos enzimaticamente activos también van disminuyendo a lo largo
de la vida, lo que resulta en una pigmentacion desigual en la piel de los ancianos. De la
misma forma existe una disminucion paralela en el nimero de células de Langerhan, lo
que conduce a un deterioro de la inmunidad cutanea. Los estudios ponen de manifiesto
gue la produccidn lipidica en la piel disminuye con el aumento de la edad, de la misma
manera, se observa una reduccién de los factores de hidratacién natural existentes en
las capas de la piel, a pesar de que no existen resultados concluyentes en los estudios in
vivo, se observa una tendencia a su disminucién con la edad. Se constatan diferencias
entre hombres y mujeres, pero sobre todo diferencias dependiendo de la zona
anatémica donde se realiza el estudio. La cantidad de sebo en la piel disminuye de
manera notable en mujeres tras sufrir el fendmeno conocido como menopausia (92,98—
106). El contenido de agua en la piel envejecida, particularmente en el estrato cérneo,
es mas bajo que el de la piel mas joven, esto pone de manifiesto que con el
envejecimiento la piel tiende a secarse, lo que comporta una mayor tendencia a la

xerosis. Los cambios en la composicidn de aminodacidos en la piel envejecida también
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reducen la cantidad de factor de hidratacidon natural cutaneo, disminuyendo asi su

capacidad de retencién de agua (98,105,107,108).

En relacidén a la funcion barrera de permeabilidad de la epidermis, no parece
verse afectada de manera significativa, en condiciones normales, con el envejecimiento
de la piel (109). Sin embargo, diferentes estudios concluyen que la TEWL sigue una
tendencia a disminuir con la edad, una observacidon que se cree que puede ser debida a
la reduccién del contenido de agua de la piel envejecida, siempre existiendo
discrepancias entre distintas zonas anatémicas (110-112). En términos generales, se
podria decir que las personas ancianas pierden menos agua porque tienen menos agua
gue perder, asi mismo, también se han observado cambios en la recuperacion de la

funcién de barrera en los sujetos de mayor edad (98).

En cuanto a la elasticidad de la piel, existen dispositivos capaces de determinar
diferentes parametros asociados a la recuperacion de la piel tras aplicarle una fuerza de
succiéon. Casi en su totalidad, los estudios realizados in vivo en humanos ponen de
manifiesto que existe una pérdida notable tanto en la elasticidad como en la firmeza de
la piel, asi como en parametros asociados a estos. Existen diferencias en cuanto a la
elasticidad y la firmeza de la piel tanto entre sexos como entre zonas anatomicas de la
misma persona, pero todos los estudios hablan de una tendencia a la disminucion de
estos parametros con la edad. Esta pérdida se atribuye principalmente a la
desorganizacion severa de la red de fibras elasticas y a la disminucion de los haces de

fibras de colageno, que ocurren con el avance de la edad (92,98,102,113-118).

1.1.4 Produccion de melanina

El proceso de produccion de los pigmentos de melanina es conocido como
melanogénesis, estos pigmentos son producidos con mayor frecuencia por las células
llamadas melanocitos. Los melanocitos son células dendriticas del neuroectodermo. Los
melanoblastos, las células precursoras de los melanocitos, son células no pigmentadas
que se originan en las células de la cresta neural embrionaria. Los melanoblastos que se

convierten en melanocitos se encuentran predominantemente en la capa basal de la
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epidermis de la piel y los foliculos pilosos (21,24,119-122). La funcién principal de los
melanocitos es la produccién del pigmento melanina. Los melanocitos en la piel estdn
rodeados de queratinocitos, a los que transfieren su pigmento de melanina. La
estructura molecular de la melanina es muy adecuada para absorber la luz UV y visible
y, por lo tanto, sirve como proteccidn contra la radiacion UV de la luz solar. Los
melanocitos también se encuentran en otros tejidos del cuerpo, como el sistema
nervioso central y cardiovascular, la tuvea del ojo, la cdclea e incluso el tejido adiposo

(123-126).

La melanogénesis es un proceso complejo con diferentes etapas. Cuando se
altera, puede producir diferentes tipos de defectos de pigmentacion, que se clasifican
como hipo o hiperpigmentacién, en funcidn de si existe una disminucién (hipo) o un
aumento (hiper) de la produccién de la melanina, independientemente si éste se
produce de formar irregular. Existen varias dermatosis asociadas con defectos de
pigmentacion que pueden ser congénitas o adquiridas, permanentes o temporales,
sistémicas o con restriccidn cutanea. Estas dermatosis tienen un impacto importante en
la calidad de vida del paciente, puesto que su tratamiento puede ser insatisfactorio, las
industrias farmacéutica y cosmética han estado buscando continuamente nuevas
soluciones. El estudio de los mecanismos de melanogénesis ayudan a explicar los
defectos de pigmentaciéon y permiten el desarrollo de posibles estrategias terapéuticas.

(123,127-132)

En los melanocitos se encuentran los melanosomas, organulos subcelulares de
tipo lisosoma que sintetizan dos tipos de pigmentos de melanina: eumelanina (polimero
insoluble marrén-negro/oscuro), que se encuentra en la piel oscura y el cabello negro,
y feomelanina (polimero soluble rojo-amarillo), que esta relacionado con el cabello rojo
piel pecosa. La melanogénesis involucra una serie compleja de reacciones quimicas
catalizadas enzimaticamente. Existen tres enzimas importantes en la mediacion de la
melanogénesis: la tirosinasa (TYR), la proteina 1 relacionada con la tirosinasa (TYRP-1) y
la TRP-2 (también conocida como dopacromo tautomerasa, DCT), en particular, TYR es

exclusivamente necesaria para la melanogénesis. Un aumento en la actividad de estas
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enzimas esta directamente relacionado con un aumento en la produccion de melanina,
de la misma manera, se conoce que la L-tirosina induce la sintesis de proteinas
relacionadas con la TYR y por tanto con la melanogénesis. Existen numerosos estudios
que utilizan estas enzimas como marcadores a la hora de estudiar el proceso de

melanogénesis (126,133-138).

El inicio y la extension de la pigmentacion o la melanogénesis pueden estar
influenciados por una variedad de factores extrinsecos e intrinsecos. Los factores
extrinsecos incluyen radiacidn ultravioleta tipo B (UVB) y medicamentos, mientras que
los factores intrinsecos incluyen moléculas secretadas por los queratinocitos o
melanocitos circundantes, fibroblastos, células inflamatorias, neurales o endocrinas que
se ven afectadas por afecciones como pueden ser el embarazo y la diabetes, entre otras

(127,133,139,140).

El vinculo paracrino entre los melanocitos y los queratinocitos dentro de la
epidermis es muy importante en la melanogénesis inducida por UVB (285-320 nm). En
la ruta de la melanogénesis inducida por radiacién UVB, se ha observado que en la
epidermis existen tres pasos principales responsables del aumento de la melanogénesis.
Estos procesos incluyen la proliferacion de melanocitos, la sintesis de melanina y la
transferencia de melanosomas a los queratinocitos. En los dos primeros procesos, son
secretadas por los queratinocitos o melanocitos varias citocinas paracrinas y autocrinas
importantes en la regulacion de la melanogénesis. Tras la exposicidn a la radiacion UVB,
los queratinocitos inducen o secretan potentemente varias citocinas, pocas de las cuales
son mitdégenos conocidos para los melanocitos humanos. Existe una gran cantidad de
factores solubles conocidos como estimuladores de la melanogénesis producidos a
partir de queratinocitos o melanocitos como son la hormona adrenocorticotrépica
(ACTH), la hormona estimulante de a-melanocitos (a-MSH), endotelina-1 (EDN-1),
prostaglandina E2, prostaglandina F2a, 6xido nitrico e histamina entre otros. Por otro
lado, los efectos de las citocinas en la melanogénesis son mas complejos, por ejemplo,
las interleucinas (IL-) 1a y 1B, y el factor estimulante de colonias de granulocitos y

macréfagos (GM-CSF) también estimulan la melanogénesis (133,141).
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1.1.5 Citocinas inflamatorias en la piel

La piel se considera como el limite entre el cuerpo y el mundo externo y funciona
como una barrera entre los dos. En esta capacidad, ha evolucionado para ser una parte
integral del sistema inmune innato y adaptativo. Existen estudios en los que ademas de
describir mecanismos de inflamacién de la piel y procesos que conducen a sus
manifestaciones clinicas, se ha concretado en la actividad inmunoldgica que ocurre en
ausencia de sefales inflamatorias visuales. Se debe destacar la importancia de la
inflamacidn subclinica en la piel humana y su relevancia para la vigilancia inmune innata
en condiciones fisioldgicas. Las ERO generadas por procesos metabdlicos o
inflamatorios, la radiacion UV u otras radiaciones oxidantes pueden daiiar las células,
iniciando cascadas proinflamatorias. Ademas de servir como componentes estructurales
de la piel, los queratinocitos tienen una actividad inmunolégica significativa: secretan
citocinas proinflamatorias y mediadores, incluyendo las IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, el factor
de necrosis tumoral o (TNF-a), entre otros factores estimulantes celulares (142,143). Asi
mismo, las citocinas desempefan un papel central en los signos clinicos visibles del
envejecimiento. Por ejemplo, los niveles de IL-1 aumentan con la edad y promueven la
inflamaciéon de la piel, lo que acelera procesos celulares relacionados con el
envejecimiento celular, y la IL-6, aumenta después de la menopausia y se asocia con la

formacién de arrugas en la piel (58,144-146).

La sobreexpresion de las principales citocinas proinflamatorias epidérmicas
como son la IL-1ay IL-1f se correlaciona positivamente con la exacerbacion de sintomas
y la progresion de la enfermedad en psoriasis, dermatitis atdépica, dermatosis
neutrofilicas, fototoxicidad de la piel y cancer de piel (147). Las IL-6 y IL-8 median una
amplia gama de respuestas inflamatorias e inmunes. Su expresion es elevada en
enfermedades inflamatorias o inmunodeficientes, como son la psoriasis o artritis

reumatoide (148-150).
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Los métodos no invasivos, como la espectroscopia de fluorescencia, las imagenes
espectrales, los ultrasonidos y la espectroscopia de reflectancia difusa, asi como la
extraccion mediante [dminas adhesivas minimamente invasiva, se pueden utilizar para
evaluar marcadores inflamatorios subclinicos in vivo, incluidos eritema o pigmentacién,
tasa de proliferacion de células epidérmicas y concentraciones de citocinas. Los
productos para el cuidado de la piel, adecuadamente formulados, pueden ayudar a
mantener la integridad de la barrera cutdnea y mejorar sus capacidades. En el futuro, la
evaluacién de Ila inflamacion subclinica puede ayudar a prevenir afecciones

inflamatorias agudas o crénicas de la piel (151).

1.2 TAXANOS

Los taxanos, como el paclitaxel y el docetaxel, son farmacos quimioterapéuticos
ampliamente empleados en clinica. Se han utilizado para tratar muchas formas de
cancer, incluidos los cdnceres de mama, ovario y pulmén. Los taxanos pertenecen al
grupo quimico de los terpenos o isoprenoides. El paclitaxel se aislé del arbol tejo del
Pacifico (Taxus brevifolia) en 1971 y el docetaxel, un taxano de segunda generacion, es
un andlogo de taxano semisintético del tejo europeo (Taxus baccata) identificado
aproximadamente 20 afos después. El principal mecanismo de estos farmacos es la
inhibicién de la funcidn del microtubulo. La estructura del paclitaxel puede verse en la

Figura 4, y la del docetaxel en la Figura 5 (152-157).

Figura 4. Estructura quimica del paclitaxel (157).
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Figura 5. Estructura quimica del docetaxel (157).

1.2.1 Mecanismo de accion

El principal mecanismo de accidén de estos farmacos como antineoplasicos esta
directamente relacionado con la inhibicidn de la funcién de los microtubulos celulares,
afectando directamente a la divisidn celular y desencadenando procesos apoptdticos

(155).

Los microtubulos celulares muestran una forma de no equilibrio denominada
inestabilidad dinamica que es esencial para la division celular. Esta inestabilidad
dinamica estd regulada por proteinas asociadas a microtubulos. En un estado no
fosforilado, las proteinas asociadas a microtibulos se unen y estabilizan los

microtubulos, lo que conduce a la muerte celular (153,156).

Los microtubulos estan compuestos de a-tubulina y heterodimeros de PB-
tubulina. Los taxanos bloquean la divisidn celular al unirse a la B-tubulina, estabilizar los
microtubulos y provocar la muerte celular. Ademas, los estudios in vitro han demostrado
que los taxanos inducen la fosforilacién y la apoptosis a través de Bcl2 (familia de
proteinas derivadas del inglés B-cell lymphoma 2), necesitando para ello

concentraciones mucho mas bajas con docetaxel que con paclitaxel (152,158-160).
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Como ya se ha comentado, los microtubulos son polimeros intrinsecamente
dinamicos. Estos son capaces de crecer y acortarse por la asociacion no covalente
reversible y la disociacidn de los heterodimeros a/B-tubulina en sus dos extremos. Las
subunidades de a-tubulina y B-tubulina tienen cada una un sitio de unién a guanosin
trifosfato (GTP), denominado sitio no intercambiable en a-tubulina vy sitio
intercambiable en B-tubulina. Durante la asociacién del heterodimero de a/B-tubulina
a los extremos de los microtubulos, el GTP en B-tubulina se hidroliza a guanosin difosfato
(GDP), y este GDP resultante en la B-tubulina no puede intercambiarse. Cuando los
microtubulos se despolimerizan, se liberan los heterodimeros a/B-tubulina y el GDP de
la B-tubulina puede intercambiarse a GTP. En cambio, aunque la a-tubulina también se
une a una molécula de GTP, la GTP estd unida en el sitio no intercambiable y, por tanto,
no puede hidrolizarse a GDP durante la adicion de heterodimero de tubulina a los
extremos de los microtubulos. Esta propiedad exclusiva de unién e hidrolisis de GTP en
a-tubulina y B-tubulina le da a los microtubulos dos propiedades dinamicas inusuales, la

inestabilidad dindmica y el intercambio rotatorio (152,157).

Esta estabilizacion de los microtubulos en la que se basa el mecanismo de accion
de los taxanos resulta en la detencion del ciclo celular en la fase G2/M, inhibiendo asi la
mitosis. Si bien el paclitaxel y el docetaxel comparten muchas caracteristicas
estructurales comunes, su farmacologia y farmacocinética difieren en algunos aspectos,
lo que potencialmente explica su diferente actividad y sus perfiles de toxicidad. En
consecuencia, en algunos pacientes, los tumores sdélidos con resistencia al paclitaxel han
demostrado ser sensibles al docetaxel. El docetaxel inhibe una mayor afinidad por la B-
tubulina, apuntando a la organizacion del centrosoma y actuando sobre las células en
tres fases del ciclo celular (S/G2/M), mientras que el paclitaxel causa dafio celular al

afectar el huso mitdtico en las fases G2 y M del ciclo celular (153,155,161).

El papel eficaz del paclitaxel en este proceso de estabilizacién de los
microtubulos lo desempefia al activar el punto de control del ensamblaje del huso que
evita la progresion del ciclo celular. En particular, el farmaco promueve la separacién de
los cromosomas debido a la presencia de cinetocoros que no muestran una unidn sdlida

a los microtubulos, alterando también la forma de la membrana y los fenédmenos de
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transporte celular, asi como afectando a la regulacion de factores de transcripcion. Sin
embargo, los destinos celulares tras el tratamiento con paclitaxel pueden ser diferentes.
Un escenario supone la muerte celular en el curso de la mitosis, mientras que otro
incluye una salida de la mitosis sin una segregacién cromosdmica adecuada (el llamado
deslizamiento mitdtico) que conduce a la formacidn de una célula G1 tetraploide. Como
resultado del deslizamiento, las células pueden morir, permanecer detenidas por el
crecimiento o sufrir mas divisiones. Los mecanismos que determinan el resultado

todavia no han sido explorados con exactitud (162,163).

Una de las formas mejor reconocidas de eliminacion de células cancerosas en el
tratamiento con paclitaxel es la apoptosis que se desarrolla en un mecanismo
relacionado con las mitocondrias. Las células cancerosas sometidas al medicamento se
caracterizan por una disminucion del potencial de membrana mitocondrial interna
(AW,,) que conduce a la apertura del canal de poros de transicion de permeabilidad,
ademas de conducir a la liberacién de citocromo C (CytC) induciendo la apoptosis.
Finalmente, la muerte apoptédtica es ejecutada por las caspasas efectoras activadas.
Todos estos procesos desencadenados por el paclitaxel y el docetaxel pueden
visualizarse de manera esquematica en la Figura 6 (163,164).
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Figura 6. Diagrama esquematico del mecanismo de accion del paclitaxel y docetaxel. Imagen adaptada
de Mikuta-Pietrasik y col., 2019.

pag. 43



1. INTRODUCCION

La induccién de genes moduladores apoptdticos por paclitaxel parece ser
independiente de la estabilizacién de los microtubulos. Puede deberse a la regulacién
de la transcripcion de diferentes genes, como las proteinas de respuesta al dafio del
ADN, las citocinas o las proteinas involucradas en el control de la proliferacién celular,
la apoptosis y la inflamacion. Diversos estudios han propuesto distintos mecanismos
diferentes que desembocan en la apoptosis. Por una parte, el paclitaxel induce la
activacion de Rafl (protooncogén serina/treonina-proteina quinasa), que es
responsable del control apoptdtico celular a través de la supresidon de Bcl2. Por otro
lado, se ha visto que en ausencia de participacidén de la quinasa Rafl existe induccién de
la apoptosis bajo la influencia de las proteinas p53 y p21 (165,166). La proteina p53 es
un supresor tumoral importante, regula la proliferacion y la apoptosis, y su mutacion
ocurre en la mayoria de los canceres humanos. En células normales, el dafio en el ADN
aumenta los niveles de p53, que luego activa una detencidn del ciclo celular G1 mediada
por la proteina p21, para promover los mecanismos de reparacion del dafio del ADN o
la apoptosis y limitar naturalmente la proliferacion de clones celulares genéticamente

transformados (166—169).

El paclitaxel también ejerce su mecanismo de accion mediante la activacion de
multiples vias de transduccién de sefiales, que pueden estar asociadas con la
sefalizacion proapoptdtica. Las rutas asociadas con el paclitaxel son la ruta dependiente
de TLR4 (Del inglés Toll-like receptor 4), la quinasa N-terminal cJun (JNK), las proteinas
MAPK, el NF-kB, el transductor de sefial Janus quinasa (JAK) y los transductores de seial
y activadores de la transcripcion (STAT). Una de las vias para la induccién de apoptosis
es a través de la ruta de las proteinas MAPK, lo que produce la desfosforilacion de las
proteinas proapoptdticas Bad y Bax, la fosforilacidon de Bcl2, y la induccion de apoptosis.
Bad y Bax (promueven la apoptosis) y Bcl2 (suprime la apoptosis) son proteinas
reguladoras que son miembros de la familia Bcl2 y estan involucradas en la muerte
celular programada. La induccién de citocinas y proteinas proinflamatorias conducira al
efecto inmunomodulador del paclitaxel a dosis bajas y a la muerte celular a dosis mas
altas. Los cambios que ocurren en estas vias también son responsables del desarrollo de

resistencia al paclitaxel (166,170-175).
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El paclitaxel también exhibe una fuerte actividad inhibidora angiogénica en
células cancerigenas. Existen estudios que demuestran la inhibiciéon del proceso de
angiogénesis al suprimir la expresion de VEGF. También se ha informado que el
paclitaxel induce la generacién de ERO y aumenta la produccion de radicales libres al
mejorar la actividad de las NOX, que contribuye al estrés oxidativo y puede desempefiar
un papel importante sobre la actividad anticancerigena de paclitaxel, entre otros
efectos. Sin embargo, la relacidon del estrés oxidativo con el mecanismo de citotoxicidad

general del paclitaxel no esta del todo establecida (176-181).

La farmacocinética de los taxanos es compleja y se complica por sus diferentes
formulaciones. El paclitaxel y el docetaxel se metabolizan principalmente en el higado,
su ruta principal de eliminacion del farmaco original y el metabolito hidroxilado es a
través de la excrecion biliar a través de las heces, y ambos taxanos tienen formulaciones

diferentes (155,182).

1.2.2 Efectos bioldgicos de los taxanos en células normales

La primera linea de cambios que parece ocurrir en células normales expuestas a
compuestos quimioterapéuticos son anormalidades en su metabolismo general, en
particular a lo que concierne a la energia celular. Los estudios que emplean fibroblastos
estromales normales sometidos a farmacos quimioterapéuticos comunes, incluidos
cisplatino, carboplatino y paclitaxel, mostraron que las células mantenidas bajo dicho
régimen consumen mucha mads glucosa y generan mas lactato, que luego se libera a
través del transportador 4 de monocarboxilato de protdn unido por sobreexpresiéon

(MCT4), que conduce a una acidificacion aumentada del ambiente extracelular (183).

Se han observado numerosos efectos en células normales expuestas a taxanos,
en concreto paclitaxel y docetaxel. Una de las caracteristicas de los fibroblastos de la
piel sometidos a paclitaxel y otros antineopldsicos es una induccién de su
transformacion hacia fibroblastos asociados al cancer (FAC). Otros estudios demuestran

que el tratamiento con paclitaxel mostré la produccidon de numerosos marcadores de
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diferenciacion hacia miofibroblastos, incluida la actina del musculo liso a (aSMA), la
proteina de activacidon de fibroblastos (FAP), calponina, miosina, talina y vimentina

(163,183,184).

En general, la adquisicién de la condicion FAC se aplica a los fibroblastos
expuestos a paclitaxel y otros antineoplasicos, sin embargo, algunos efectos ejercidos
por estos medicamentos difieren, lo que puede depender del tipo de células, tejidos y
la concentracion de los medicamentos utilizados. Por ejemplo, los fibroblastos
intersticiales renales expuestos al paclitaxel mostraron el transductor de sefal y
activador de la transcripcidon 3 (STAT3) y una expresion reducida de los indicadores
aSMA, colageno tipo | y otros indicadores de FAC. Los fibroblastos del estroma
expuestos al paclitaxel exhiben una mayor produccién de IL-6 y quimiocina ligando 5

(CCL5) (183-185).

Existen evidencias de que los FAC pueden contribuir a la formacién de un
ambiente favorable para la progresion tumoral en una ruta que involucra senescencia
celular. Se sabe que los fibroblastos senescentes inician la tumorigénesis y alimentan la
progresion de las células cancerosas tanto in vitro como in vivo (186,187). Se ha
reconocido que paclitaxel induce senescencia también en las células endoteliales
vasculares coincidiendo con la disminucién de la actividad de la eNOS en estas células.
Asi mismo, esta documentado un incremento de la apoptosis en células endoteliales

debido a la accidn de paclitaxel y docetaxel (163,188,189).

Los fibroblastos expuestos a paclitaxel también exhiben un aumento del estrés
oxidativo. Se ha observado que el paclitaxel aumenta la generacién de ERO y regula a la
baja la actividad de varias enzimas antioxidantes en estas células, incluidas las SOD y la
GTX (184,190). Las ERO generadas por células cancerosas tratadas con paclitaxel se
acumulan principalmente fuera de las células, lo que conduce a dafos letales también

en células localizadas (180).
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En definitiva, se han observado multitud de efectos bioldgicos desencadenados
sobre células normales como son la estimulacion de fenédmenos inflamatorios, la
induccion de senescencia y muerte celular, la sintesis de ERO, la modulacién de la

angiogénesis asi como la induccién de metabolismo catabdlico, entre otros (163).

En cuanto a los efectos del paclitaxel sobre queratinocitos humanos, los estudios
realizados han sido escasos, algunos estudios hablan de la capacidad apoptética del
paclitaxel mediada por una via que implica un aumento de la actividad de las caspasas
8 y 3. Otros estudios constatan que existe una reduccion de la curacion de arafiazos
sobre cultivo de queratinocitos humanos tratados con paclitaxel, asi como sobre la piel
del pez cebra, o ponen de manifiesto que el efecto del paclitaxel sobre la estabilizacién
de los microtubulos, en ratodn, evitaria una correcta adhesion celular en la epidermis y
por tanto se veria comprometida el efecto barrera de la piel. En cualquier caso, no se

han realizado estudios sobre humano (191-193).

1.3 EFECTOS ADVERSOS DE LOS TAXANOS

Han sido descritos numerosos efectos adversos en clinica tras la aplicacién de
quimioterapias basadas en taxanos. La terapia con taxanos se asocia con efectos
secundarios como fatiga, neuropatia periférica, mielosupresién, artralgias, mialgias vy,
sobre todo, reacciones cutaneas que pueden afectar negativamente la calidad de vida
informada por el paciente. La neuropatia periférica en particular puede ser grave. Esta
toxicidad es acumulativa a lo largo del transcurso de la terapia, puede ser una toxicidad
limitante en cuanto a la dosis y puede conducir a la reduccién o al cese de la terapia. Por
lo tanto, actualmente se sabe que los tratamientos quimioterapéuticos mejoran los
puntos finales clinicos como son la tasa de respuesta, el tiempo hasta el fracaso de la
terapia y la supervivencia general, pero estos tratamientos también se asocian con
preocupaciones que alteran la calidad de vida de los pacientes y que a veces son
permanentes, como pueden ser el dolor y la discapacidad. Si se quiere tener una idea
del beneficio general de la terapia, se debe valorar el equilibrio entre la eficacia del
tratamiento y las toxicidades producidas por el mismo (194-196).
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1.3.1 Efectos adversos relacionados con la piel

Una gran parte de los efectos adversos producidos por la quimioterapia basada
en taxanos han sido registrados sobre la piel. Diferentes estudios han puesto de
manifiesto que los eventos adversos dermatolégicos inducidos por taxanos ocurren en
hasta en el 89% de los pacientes. El paclitaxel y el docetaxel se encuentran entre los
agentes quimioterapéuticos contra el cancer mas comunes implicados tanto en la
alopecia inducida por quimioterapia, como en los efectos toxicos en las uias. No se
deben pasar por alto las secuelas psicoldgicas y sobre la calidad de vida de los pacientes.
De hecho, existen informes que plasman que un alto porcentaje de las mujeres con una
neoplasia maligna ginecolégica informaron que la alopecia inducida era el efecto
adverso mas traumatico de la quimioterapia. Ademas, los taxanos pueden inducir
cambios dermatoldgicos a través del efecto citotdxico directo. Existen pocos casos en
los que las reacciones cutdneas producidas por la quimioterapia basada en taxanos
hayan sido de gravedad y amenacen la vida del paciente, como han sido casos raros de

eritema multiforme y necrdélisis epidérmica téxica entre otros (196—204).

A pesar de la prevalencia de efectos adversos dermatoldgicos y su asociacidén con
el uso de taxanos, asi como la presencia de posibles intervenciones preventivas, las

revisiones formales o las pautas que detallan las estrategias a seguir son escasas (197).

1.3.1.1 Reacciones agudas relacionadas con la infusion

Una de las reacciones que pueden presentarse a la hora de la infusion parenteral
del tratamiento quimioterapéutico son las reacciones inmediatas de hipersensibilidad.
Aparecen durante o poco después de la infusidn del tratamiento y se asocian con
frecuencia a reacciones de hipersensibilidad. Las manifestaciones clinicas de este tipo
incluyen diversos grados de urticaria, erupcién morbiliforme, enrojecimiento,
angioedema y prurito, que se presentan junto con signos sistémicos (por ejemplo,

hipotensién, broncoespasmo, disnea, escalofrios y dolor de espalda) (205-208).
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En estas reacciones de hipersensibilidad inmediatas el inicio suele darse muy
rapido y se observa a los pocos minutos de comenzar la perfusién, tanto con paclitaxel
como con docetaxel. La incidencia es de alrededor del 30% sin premedicacién para
ambos agentes, y parece estar en aumento en los Ultimos afos. La reaccién
generalmente se observa durante el primer o segundo ciclo de tratamiento, y con

frecuencia es de gravedad moderada (198,209-211).

Existen también reacciones de extravasacion. La extravasacidon de farmacos
guimioterapéuticos en tejidos blandos en las proximidades de un lugar de infusién
puede ocurrir entre un 0,1% y un 6% de los pacientes. Esta extravasacidon puede
provocar reacciones que suelen ser leves, pero también pueden ocurrir extravasaciones
graves con este tipo de terapias. Estas reacciones generan una reaccion inflamatoria
local (edema, eritema y calor, entre otras) con flebitis en el punto de inyeccién o a lo

largo de la vena, prurito, quemadura y tension cutanea (212-215).

Los taxanos se consideran compuestos irritantes de manera general, pero
también pueden producir una reaccién vesicante, cuando un mayor volumen o
concentracion de farmaco se filtra en los tejidos blandos. Existe la posibilidad de que
ocurran complicaciones graves, como necrosis o ulceracidn crénica. Se recomienda la
infusion a través de un dispositivo de acceso venoso central, que reduce el riesgo de

extravasacion periférica (214,216-218).

1.3.1.2 Reacciones de toxicidad cutanea

Las erupciones maculopapulares son relativamente comunes en este tipo de
tratamientos, especialmente con docetaxel. Las mdculas y papulas difusas pueden
manifestarse como una erupcién morbiliforme leve, y pueden asociarse con prurito y
ardor que puede ir de moderado a severo. La erupcion inducida por taxanos se
encuentra predominantemente en lugares como los pliegues y zonas articulares, las
areas de contacto o debajo de apdsitos y almohadillas (219-223). La presentacidn mas
caracteristica es el desarrollo de parches intertriginosos inflamatorios bilaterales

dolorosos en las regiones axilares e inguinales o pliegues del cuello, especialmente con
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docetaxel como terapia adyuvante para el cdncer de mama. Con frecuencia se observa
un sindrome concomitante de eritema periarticular tenar y onicdlisis. También pueden
aparecer este tipo de reacciones en el rostro. Suele desarrollarse varios dias después del
primer ciclo de tratamiento y se considera que es un efecto téxico dependiente de la
dosis. Las reacciones sobre las superficies extensoras de los brazos y las caras laterales
de los muslos y las rodillas, de forma "inversa", también se ha descrito con paclitaxel

como puede verse en la Figura 7 (198,224).

Figura 7. Lesiones graves que afectan a la superficie extensora del codo durante un tratamiento con el
farmaco paclitaxel (Sibaud y col. 2016).

El lupus eritematoso inducido por farmacos también es una afeccion comun en
estos casos, el cual puede ser inducido tanto por paclitaxel como por docetaxel,
manifestdndose con mayor frecuencia como lupus eritematoso cutdneo subagudo. Este
ultimo tipo de lupus es clinicamente indistinguible del idiopatico, y esta marcado por
lesiones eritematosas papuloescamosas junto con otras de aspecto anular en dareas
fotoexpuestas, como puede verse en la Figura 8. Aunque los pacientes pueden informar

prurito, no se han observado sintomas sistémicos asociados. Esta reaccidén puede ocurrir
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después de algunas semanas o meses de tratamiento, o desarrollarse en presencia de
una condiciéon de predisposicion autoinmune conocida, en cuyo caso podrian ser

extensas y severas (198,225-229).

Figura 8. Lesiones de apariencia anular en brazo superior relacionadas con lupus eritematoso cutaneo
subagudo (Sibaud y col. 2016).

Al realizar un examen histoldgico de la zona afectada por lupus eritematoso, es
evidente una dermatitis con vacuolizacién de células basales, atrofia epidérmica y
presencia de necrosis de queratinocitos, a menudo con un infiltrado linfocitico
perivascular superficial, junto con depdsitos de mucina. Ademas, los fendmenos
apoptéticos en los queratinocitos, iniciados por taxanos, pueden promover la liberacién
de nucleosomas, lo que lleva a una reaccién autoinmune local secundaria. Ademas, los
taxanos también pueden permitir la exposicion de antigenos al sistema inmune, a través
de la accién estabilizadora de los microtubulos en el momento de la inhibicién mitética

(226,229,230).

Es importante tener en cuenta la posibilidad de desarrollar lupus como resultado
de la administracién de otros farmacos quimioterapéuticos concomitantes, como la
capecitabina, la doxorrubicina y el fluorouracilo. También se ha informado con nab-
paclitaxel, que retrata las mismas anormalidades clinicas, histolégicas o de laboratorio

(227,231).
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Ademas de las dermatosis fotoinducidas especificas, como la reaccion de lupus
eritematoso cutdneo subagudo y la reaparicion de lesiones a causa de radiacién UV,
tanto el paclitaxel como el docetaxel pueden conducir al desarrollo de una erupcion
inflamatoria predominantemente en dreas fotoexpuestas, también conocidas como
reacciones de fototoxicidad. Existen estudios que ponen de manifiesto que esta
fotosensibilidad estd relacionada con aberraciones inducidas en la biosintesis de
porfirina y se desencadena a causa de la radiacion UVB. Sin embargo, la incidencia de
este tipo de reacciones parece ser inferior al 1% en pacientes con cdncer de mama
tratados con paclitaxel o docetaxel. También se han informado de la aparicion de

eritema multiforme foto-distribuido (198,232-234).

Las erupciones pustulares también estan presentes en numerosos cuadros
clinicos que registran efectos adversos a los tratamientos. Existen distintos tipos de
reacciones pustulares en la piel entre los que se encuentran las pustulosis
exantematosas o la inflamacién de los foliculos pilosos, también conocida como

foliculitis.

Por una parte, se puede decir que en tratamientos con docetaxel se ha
informado del desarrollo tipico de pustulosis exantematosa aguda generalizada, que se
caracteriza por una erupcién cutanea aguda con pustulas subcorneales no foliculares en
un eritema edematoso y acompanado de fiebre. Una forma completamente similar de
pustulosis generalizada también se ha informado con paclitaxel. Por otro lado, existe
una variante localizada de estas pustulosis que se limita estrictamente a la cara, pero se
trata de un suceso raro (235-237). Por otra parte, también es posible observar una
foliculitis inflamatoria a raiz del tratamiento con taxanos, pero generalmente no es
guarda relacion con la dosis. Se conocen casos en los que ocurre predominantemente
en la parte superior del cuerpo, particularmente el cuero cabelludo y los hombros

(198,238).
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1.3.1.3 Reacciones de recuerdo

Existen reacciones que vuelven a mostrar sintomas anteriores denominadas
reacciones de recuerdo, haciendo que reaparezcan, por ejemplo, dermatitis asociadas a
la radioterapia. Este fendmeno bien reconocido hace referencia al desarrollo de una
reaccion inflamatoria aguda, estrictamente localizada, en un area de la piel que fue
irradiada previamente. El tratamiento de radiacidn inicial puede haber ocurrido varios
afios antes de la quimioterapia. La reaccidn de reaparicion puede observarse a lo largo
del tratamiento de quimioterapia. Las manifestaciones clinicas pueden incluir eritema,
edema, endurecimiento cutaneo, descamacion y, a veces, desprendimiento ampolloso
o necrosis de la piel, tipicamente confinada a un area previamente irradiada. Estos son

de intensidad variable y pueden estar acompafados de prurito, ardor o dolor (239-241).

En general, la reaccidén no exige la interrupcion de la quimioterapia, y con los
ciclos de tratamiento posteriores, su desarrollo puede estar atenuado o ausente por
completo. También puede ser necesaria la premedicacion con corticosteroides o la

reduccion de la dosis (239,240,242-244).

También existen reacciones de recuerdo de lesiones asociadas a radiacion UV
anterior. Se trata de un fendmeno cominmente descrito en oncologia. Tanto el
paclitaxel como el docetaxel pueden inducir un recuerdo fotografico o UV, que
supondria la reactivacion del eritema producido por una quemadura solar. Por norma
general, el episodio de eritema solar se da unos dias o semanas antes de la
guimioterapia. Después de la infusién del tratamiento, las lesiones cutaneas vuelven a
aparecer en las areas previamente afectadas por el eritema solar, con la misma
presentacion clinica incluso sin necesidad de exposicién a la luz solar (Figura 9). La
reaccién secundaria tras la infusién del tratamiento puede tener consecuencias mucho
mas graves que el episodio inicial de eritema solar previo a la quimioterapia. Ante estas
reacciones puede ser necesario el tratamiento de los sintomas con agentes
antiinflamatorios topicos, y se deben recomendar medidas fotoprotectoras antes de los
ciclos. La reaccidon se atenua gradualmente en el transcurso de estos ciclos y, en

principio, no requiere interrupciones de la quimioterapia (198,245-247).
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Figura 9. Lesiones inflamatorias de la piel en la zona donde se hubo una quemadura solar previa
(Reaparicion de lesiones asociadas a radiacion UV) (Sibaud y col. 2016).

Por otra parte, también se reconocen las reacciones de recuerdo de fendmenos
anteriores de extravasacion. Existen reacciones inflamatorias debido a que el aumento
de la permeabilidad de la microvasculatura y el microtraumatismo en el sitio del tejido
dafado por extravasacion previa, permiten la fuga y la acumulacion del agente
guimioterapéutico en la reinfusion. Esto se ha descrito en raras ocasiones después de la
reinfusion de paclitaxel o docetaxel, y se caracteriza por eritema recurrente en sitios de
inflamacién previa. La biopsia revela dismaturacidon epidérmica con queratinocitos
disqueratéticos, degeneracién vacuolar en la capa basal y siringometaplasia escamosa

ecrina (214,248-250).
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1.3.1.4 Eritrodistesia palmar-plantar

Se han documentado casos de desarrollo de un sindrome dorsal mano-pie en
tratamientos con taxanos. Este sindome es relativamente mas comun con docetaxel, en
comparacion con paclitaxel. La aparicion es menos frecuente que con otros agentes
guimioterapéuticos, ocurre entre el 5-10% de los pacientes tratados con taxanos. Sin
embargo, el uso generalizado de taxanos hace que existan numerosos casos de

pacienets con estas reacciones (198,224,251-255).

La forma mas caracteristica del sindrome dorsal mano-pie se presenta sobre la
parte dorsal de la mano, siendo especifica de los taxanos y bastante comun. Las lesiones
eritematosas escamosas se observan predominantemente en parte dorsales de las
manos (que cubren las articulaciones) y las eminencias tenares, como puede observarse
en la Figura 10, y mas raramente en el dorso de los pies o las regiones perimaleolar y
tendon de Aquiles. La erupcion dorsal de la mano generalmente no cruza la linea de
Wallace, una zona de transicion que se extiende a lo largo de los bordes medial y lateral
de las manos. Ocasionalmente, se puede observar afectacién palmoplantar. Las lesiones
pueden comenzar desde el primer ciclo de tratamiento o desarrollarse progresivamente
durante los ciclos posteriores, y a veces pueden ser anunciadas por sintomas como
hormigueo, ardor o entumecimiento. El sindrome dorsal mano-pie es bilateral, pero no
necesariamente simétrico, y el prurito, el dolor o una sensacion de ardor son
generalmente los sintomas mas prominentes. También se han informado localizaciones

ectdpicas como por ejemplo en la regién sacra (198,224,251-253,255-257).
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Figura 10. Vista dorsal y plantar de ambas manos que muestra eritema e hinchazoén bilateral, en
paciente sometida a tratamiento con docetaxel (Kewan y col. 2019).

Los mecanismos desencadenantes del sindrome mano-pie no han sido
establecidos concretamente, aunque se ha propuesto un efecto citotéxico directo de la
guimioterapia sobre los queratinocitos basales. La predileccién por las regiones
palmoplantarias puede explicarse debido a que tienen una gran cantidad de capilares, a
la rdpida renovacion de los queratinocitos, a la secrecion preferencial de varios agentes
guimioterapéuticos por las glandulas ecrinas y a traumatismos repetidos en estas areas.
Sin embargo, ninguna de estas hipdtesis demuestra el porqué de la localizacion dorsal
observada con el tratamiento con taxanos, aunque puede observarse una predileccién

por las zonas expuestas al sol (251-253,255,258).
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Aunque el deterioro funcional es variable segin cada paciente con sindrome
dorsal mano-pie, la calidad de vida puede verse afectada de manera fehaciente, lo cual
implica limitaciones de la dosis suministrada en el tratamiento. Esto pone en el centro
del tablero las estrategias preventivas activas. La aplicacion de frio localizado utilizado
para la prevencién de la onicdlisis también protege contra el desarrollo del sindrome
drosal mano-pie. En el caso del desarrollo de eritema se recomienda el uso de
corticosteroides sistémicos o esteroides tépicos de alta potencia. Los parches de
lidocaina son de utilidad a la hora de tratar el dolor. Se debe considerar la evaluacion
global del dolor y su efecto sobre la vida diaria del paciente. A pesar de tener en cuenta
toda esta serie de estrategias preventivas, entre otras, a veces resulta necesaria la
reduccion de la dosis o la interrupcién temporal del tratamiento. En los casos en los que
este sindroma haya sido inducido bajo tratamiento con docetaxel, una de las
alternativas existentes, siempre y cuando sea posible, es el cambio a paclitaxel, ya que

se constatan menores casos con este farmaco (198,251,259).

Otro tipo de eritrodesia existente es la denominada eritrodistesia permanente,
la cual parece ser especifica del docetaxel y a menudo se manifiesta como una placa
solitaria, bien delimitada, eritematosa y sensible que se desarrolla unos dias después de
un ciclo de quimioterapia. Se localiza preferentemente en el antebrazo, a veces cerca
del sitio de infusién (se debe diferenciar de la extravasacion). Posteriormente, puede
desarrollar descamacion con hiperpigmentacién secundaria, y es poco probable que se

repita con el tratamiento continuo (198,216,230,260-262).

1.3.1.5 Cambios en la pigmentacién

La hiperpigmentacion supravenosa serpentina es una de los cambios
pigmentarios que se han informado en tratamientos quimioterapéuticos con diversos
farmacos entre los que se incluyen los taxanos, concretamente docetaxel. Esta
complicacién especifica ocurre casi exclusivamente después de la infusidn periférica del

tratamiento. Se trata de un fendmeno que presenta un cuadro clinico caracteristico, en
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el cual se observan las redes venosas superficiales pigmentadas, con sitios de infusién
gue representan el punto de partida. Estas redes pueden presentar inicialmente
inflamacion y eritema, y estar acompafiadas de ardor y/o prurito. La afeccién no
requiere tratamiento especifico o interrupcidon/reduccidon de la dosis del farmaco,
aunque afecta directamente a la calidad de vida del paciente. No es un efecto tipico

provocado por paclitaxel (198,247,259,263,264).

Existen otro tipo de pigmentacion inducida por quimioterapia, la
hiperpigmentacion flageladas y reticulada. Este tipo de hiperpigmentacion es una
reacciéon rara que puede ocurrir durante el tratamiento con varios agentes
antineoplasicos. Esta afeccidn se caracteriza por rayas eritematosas lineales con
oscurecimiento de esa zona de la piel. Se atribuye tradicionalmente a los tratamientos
guimioterapéuticos con bleomicina, pero puede ocurrir con docetaxel, ademads de existir
casos documentados con paclitaxel. La hiperpigmentacién se desvanece en la mayoria
de los individuos una vez que se suspende el tratamiento. Por lo tanto, el tratamiento
del cancer asociado a estos medicamentos puede continuarse en pacientes que

experimentan esta afeccion cutdnea (256,265,266).

1.3.1.6 Edema periférico

Generalmente los tratamientos con taxanos pueden conducir a un edema
periférico reversible, aunque se ha informado principalmente con docetaxel.
Clinicamente, se manifiesta con edema periférico con févea blanda en las extremidades
inferiores que a veces puede progresar a linfedema, y afecta entre el 20% y mas del 60%
de los pacientes tratados por cdncer avanzado. La medicacidn preventiva con
corticosteroides utilizada para la prevencidon de reacciones de hipersensibilidad puede
restringir su desarrollo. La persistencia después de la interrupcion del tratamiento es
poco frecuente, pero a veces se pueden desarrollar cambios secundarios similares a la

esclerodermia (198,219,220,267-269).
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1.3.1.7 Efectos relacionados con la esclerodermia

Los casos de esclerosis cutanea infiltrativa se han informado tanto con paclitaxel
como con docetaxel, y puede estar marcada por inflamacién de la piel. Puede
desarrollarse progresivamente durante varios meses y puede no manifestarse hasta
muy tarde, a veces apareciendo incluso después del final de la quimioterapia. Las
extremidades se ven afectadas con mayor frecuencia, especialmente las extremidades
inferiores como puede verse en la Figura 11, lo que puede conducir a graves limitaciones
de movilidad de las articulaciones involucradas, ademas del desarrollo de Uulceras
tréficas, que afectan de manera directa a la calidad de vida del paciente. Existen
observaciones en otras zonas anatdmicas, pero no hay hallazgos sistémicos o
marcadores que sugieran esclerosis sistémica progresiva. Segun las caracteristicas de los
casos publicados, el edema tiende a preceder a las lesiones similares a la esclerodermia,
y también se puede observar hiperpigmentacion en las mismas areas (198,260,267,269—

272).

Figura 11. Cambios relacionados con la esclerodermia con desarrollo progresivo de esclerosis cutanea
(imagen de extremidades inferiores) (Sibaud y col. 2016).
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Las biopsias de piel realizadas sobre estas lesiones revelan la aparicion de fibrosis
con proliferacidon de haces de colageno en la dermis, junto con un ocasional infiltrado
perivascular inflamatorio de células. Los mecanismos subyacentes a estos cambios
proliferativos fibroblasticos no se conocen, aunque los taxanos parecen capaces de
estimular el proceso, ademas de la expresion de diversas citocinas como la IL-6. Estos
cambios inductores de esclerosis han sido informados en otros farmacos
antineoplasicos como son la bleomicina o la gemcitabina. La interrupcion de la
guimioterapia en ocasiones puede conducir a una regresion clinica de las lesiones,
aunque existen posibles tratamientos como el uso de corticosteroides o diuréticos, o la
fisioterapia, que pueden hacer mejorar las afectaciones o evitar su progresion

(198,216,247,268-271).

1.3.1.8 Onicotoxicidad

La toxicidad ungueal producida por el tratamiento con taxanos es muy comun,
se han llegado a reportar altas tasas de afeccidn llegando al 89% después de tres ciclos
de tratamiento. Los fdrmacos docetaxel y paclitaxel son los agentes quimioterapéuticos
mas frecuentes que inducen cambios en las ufias, como resultado de un efecto téxico
directo. Los cambios pueden afectar tanto la matriz de las ufias, el lecho (como la
onicdlisis como puede verse en la Figura 12) o el tejido o el tejido periungueal. Las
lesiones en las ufias son evidentes después de varias semanas de tratamiento debido a
la lenta tasa de crecimiento, y tienden a aumentar con el numero de ciclos de
tratamiento. Son comunes en pacientes que reciben los regimenes una vez a la semana,
pero también se pueden observar con el régimen de quimioterapia cada tres semanas.
Estos cambios no suelen reaparecer después de la interrupcidon del tratamiento, sin
embargo, pueden darse secuelas persistentes que afectan a la placa de la ufia y a su

crecimiento (198,200-202,213,216,254,273-277).
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Figura 12. Imagen de las ufias de la mano en la que se muestra desprendimiento parcial de la placa
ungueal del lecho subyacente (onicdlisis) (Sibaud y col. 2016).

La onicdlisis representa la lesion mas caracteristica y ocurre debido al
desprendimiento de la placa de la ufia del lecho subyacente, como puede verse en la
Figura 12. Esto puede terminar ocasionando la pérdida de la uia. Las ufias de las manos
se ven afectadas con mayor frecuencia que las uiias de los pies. El impacto sobre la
calidad de vida y las actividades de la vida diaria puede ser significativo y provocar la
interrupcion del tratamiento, esta afeccién puede ir acompafiada de dolor

(198,200,201,213,275,278).

También es posible el desarrollo de un hematoma subungueal, hemorragias o
abscesos con secrecidn purulenta implicando a multiples unas. El drea separada puede
adquirir un color negro, blanco o marrdn rojizo, segun el tipo de lesién. La paroniquia
también suele presentarse. Ademds, la onicdlisis crénica puede provocar
gueratinizacion del lecho ungueal e hiperqueratosis subungueal. En consecuencia, es
crucial promover la reinsercién lo antes posible, de lo contrario la onicdlisis puede

volverse irreversible (198,274,275,278,279).
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El manejo de los cambios en las ufias depende del tipo de afeccién y el impacto
en las actividades de la vida diaria. Las medidas profilacticas incluyen el uso de
emolientes, esmalte protector en la placa de la ufia y guantes de algoddn. Las ufias
deben cortarse regularmente hasta que la placa de la ufia se vuelva a unir. Esimportante
el uso de guantes congelados durante la quimioterapia. Una vez que se desarrolla este
efecto adverso se debe poner el foco en el control de los sintomas. Puede ser necesario
retirar la placa ungueal en casos de onicdlisis severa y/o dolorosa, o cuando se asocia
con un hematoma o absceso subungueal. Cualquier infeccion debe tratarse de

inmediato con un antibidtico apropiado (198,201).

1.3.1.9 Alopecia inducida por quimioterapia

El paclitaxel y el docetaxel se encuentran entre los principales farmacos
inductores de alopecia inducida por quimioterapia, principalmente por un mecanismo
que induce el efluvio anageno distrofico. El inicio es tipicamente después del primer
ciclo de tratamiento, ya sea en un entorno de tratamiento adyuvante o no. Esta alopecia
representa uno de los eventos adversos mas angustiantes de los taxanos, en la que
también pueden verse involucradas otras areas con pelos como pestaias, cejas, axilas,
pubis, etc. Por lo general, el cabello perdido vuelve a crecer gradualmente a partir de
tres a seis meses después del dltimo ciclo, y regresa progresivamente a la linea de base,
se trata de una alopecia reversible. Sin embargo, mds de un tercio de los pacientes
observan un cambio tanto en la textura como en el color del cabello que vuelve a crecer

(198,203,204,280-282).

En los udltimos afios, también han surgido casos de alopecia permanente o
irreversible después del tratamiento con taxanos. La pérdida de cabello se manifiesta
como un crecimiento andémalo y/o ausencia de crecimiento del cuero cabelludo y del
vello corporal, mas de seis meses después de la interrupcidén de la quimioterapia. Sin
embargo, no se han realizado estudios a largo plazo. Esta pérdida de cabello persistente

no es total sino relativamente difusa, y tiende a acentuarse en dreas propensas a la
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alopecia androgenética. El cabello pierde grosor y longitud, pero el cuero cabelludo
parece sano, sin distintivos de alopecia cicatricial o fibrosis. El cabello en otros sitios
(pestaiias, cejas, axilas, pubis y cuerpo) también puede verse afectado. En las pruebas
histoldgicas, el nimero de unidades foliculares parece no haber cambiado, pero se
muestra un aumento en pelos miniaturizados y pelos telédgenos, en detrimento de
aquellos en fase anagena. No hay evidencias de fibrosis ni inflamacion. Por lo que
respecta al mecanismo que sigue este tipo de alopecia persistente, no existe una
determinacidn clara, aunque se ha postulado una separacion de las células de la matriz
de la papila dérmica, asi como una accidn citotoxica directa de los taxanos sobre los
queratinocitos de la matriz del cabello o las células madre del bulbo piloso

(198,281,283-286).

En los casos de alopecia reversible, antes del inicio de la quimioterapia, se puede
recomendar a los pacientes que se corten el cabello antes de que se caiga, o incluso que
se afeiten la cabeza, para compensar la irritacion del cuero cabelludo y cualquier estrés
psicosocial inminente. Las aplicaciones tépicas de minoxidil (2%) iniciadas al inicio de la
qguimioterapia, aunque no son utiles para prevenir la caida, pueden acelerar la tasa de
crecimiento del cabello, lo cual es significativo para muchos pacientes. El enfriamiento
del cuero cabelludo tiende a conferir un efecto protector, lo que lleva a una reduccién
del 50% en la pérdida de cabello en alrededor del 50-75% de los casos, llegando a la
totalidad de los pacientes dependiendo de la dosis. Los mecanismos subyacentes a los
beneficios de enfriamiento del cuero cabelludo parecen ser la vasoconstriccién y, lo que
es mas importante, una reduccién del metabolismo del foliculo piloso durante la
infusién de quimioterapia, lo que los hace menos vulnerables a los efectos toxicos de la

guimioterapia (198,280,282,287-293).

Por lo que respecta a la alopecia persistente, se exige que los pacientes estén
advertidos de la posibilidad de sufrir este efecto adverso con taxanos. En estudios
limitados realizados hasta ahora, el minoxidil, la espironolactona y la fototerapia no han
mostrado beneficio terapéutico, cuando se usan profildcticamente, o después del

desarrollo de este tipo de alopecia. Ademas, no esta claro si mitigar o prevenir la
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alopecia reversible en las etapas agudas reduciria el riesgo de desarrollar eventualmente
alopecia persistente. En cualquier caso, el impacto de la alopecia persistente sobre la
autoestima y la calidad de vida de los pacientes debe evaluarse y abordarse de manera

contundente (198,283,294,295).

1.3.1.10 Otros efectos dermatolégicos

Ademas de los efectos adversos ya descritos se han documentado otros menores
como son las lesiones sobre la mucosa oral; sofocos con enrojecimiento transitorio que
generalmente afecta la cara, el cuello y la parte superior del pecho; focos de dafio
actinico en areas fotoexpuestas que pueden inflamarse agudamente como queratosis
actinicas; xerosis que se relacionan con el dafio de la funciéon de barrera cutanea
induciendo una mayor pérdida de agua transepidérmica disminuyendo el contenido de

agua de la piel en el estrato cérneo, entre otros efectos (198,296).
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2. OBIJETIVOS

Los objetivos del presente estudio son:

Evaluar el efecto del paclitaxel en las propiedades fisicas, biomecdnicas vy

fisiolégicas del tejido cutaneo en pacientes oncoldgicas.

Construir un modelo en 3D de piel estratificada en el que poder evaluar la

respuesta de la piel ante farmacos o compuestos.

Evaluar la respuesta celular y molecular producida por paclitaxel en diferentes

modelos cutdneos in vitro, con el fin de evidenciar el efecto del farmaco in vivo.

Evaluar el mecanismo de accién farmacoldgico del paclitaxel en diferentes

modelos in vitro.

Determinar el potencial fototdxico del paclitaxel in vitro.
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3.1 ESTUDIO IN VIVO

3.1.1 Poblaciones de estudio

Se trata de un estudio observacional prospectivo no aleatorizado sobre el analisis
de pardmetros cutaneos en pacientes oncoldgicas que van a recibir tratamiento con
taxanos como parte de la practica clinica habitual. En la realizacién del presente estudio
se reclutaron dos grupos de mujeres, uno de ellos compuesto por 20 voluntarias sanas,
y otro compuesto por 20 pacientes oncoldgicas procedentes del Servicio de Oncologia
Médica del Hospital Clinico Universitario de Valencia, las cuales se someteran a un
tratamiento quimioterapéutico basado en taxanos, concretamente en paclitaxel, por

recomendacidn clinica segun estrategia terapéutica habitual.

A ambos grupos se les tomaron diversas medidas de pardmetros de la piel, los

cuales se recogen junto con la zona donde se realiza la determinacién en la Tabla 1.

Determinacion Zonas
Valor de hidratacion Mejilla, Antebrazo
Valor de TEWL Mejilla, Antebrazo
Valor de sebo Frente
Valor de eritema Antebrazo
Valor de melanina Antebrazo
Grados ITA Antebrazo
Valores de elasticidad Mejilla
Porcentaje de descamacion Frente
Valores de suavidad y rugosidad Mejilla
Valores de profundidad / Grosor Antebrazo

Tabla 1. Determinaciones realizadas sobre la piel y zonas sobre las que se toman las medidas.
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3.1.1.1 Poblacion sana

En primer lugar, se reclutd un grupo de voluntarias sanas atendiendo a una serie
de criterios de inclusidon/exclusion para poder ser aceptadas en el estudio, los cuales

son:

- Criterios de inclusién:

o Sujetos mujeres

o Sujetos de origen caucasico

o Sujetos con edades comprendidas entre 40 y 70 afios

o Adecuado nivel cultural y comprension del estudio

o Estar de acuerdo en participar voluntariamente en el estudio y que

firmen su consentimiento informado por escrito (ANEXO).

- Criterios de exclusion:

o Sujetos con enfermedad aguda durante el estudio y en la semana
anterior del mismo.
o Estar embarazada o en proceso de lactancia.

o Presentar patologias cutaneas en la semana anterior al inicio del estudio.

La informacidn general referente a la poblacidn de voluntarias sanas se refleja a
continuacion en la Tabla 2. Estas voluntarias ejercen de grupo control, con el cual se
pretende determinar si existen cambios frente a los valores basales de las pacientes
oncoldgicas sobre los diferentes parametros de la piel determinados (Tabla 1). Se acoté
el rango de edad de las voluntarias sanas en funcién de las edades de las pacientes

oncoldgicas.

N2 de voluntarias Media de edad + SD

20 55,95 +6,30

Tabla 2. Media de edad de las voluntarias sanas incluidas en el estudio
en afos  Desviacion Estandar (SD del inglés Standard Deviation).
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3.1.1.2 Poblacién de pacientes oncoldgicas tratadas con paclitaxel

La inclusién en el estudio de la poblacidon de pacientes con cancer tratadas con
paclitaxel se realizd entre el mes de mayo de 2019 y el mes de noviembre de 2019. Las
pacientes fueron reclutadas en la Consulta de Oncologia del Hospital Clinico
Universitario de Valéncia. Para la inclusién de estas pacientes se establecio un estudio
clinico de seguimiento prospectivo (EPA-SP) que recibié la denominacion de estudio INC-

PAC-2018-01.

El criterio principal de las pacientes oncoldgicas participantes en el estudio fue
la prescripcion por parte de su oncélogo/a de un tratamiento basado en taxanos,
concretamente en paclitaxel. A estas pacientes se les tomaron diferentes medidas de
pardmetros de la piel, antes, durante y al finalizar el tratamiento en un total de 3 visitas
seriadas en el tiempo. Las pacientes serds instruidas para que no utilicen cremas
hidratantes al menos 24 horas antes de hacerse las evaluaciones cutaneas. Estas visitas
se realizan en los diferentes ciclos de quimioterapia, previamente a que las pacientes

reciban su tratamiento como puede verse en la Figura 13.

Primeros 3-4 ciclos Ultimos 3-4 ciclos
de quimioterapia de quimioterapia
Visita 1 (T1) Visita 2 (T2) Visita 3 (T3)
Antes de iniciar el Antes del 4° ciclo si el Después del ultimo ciclo
tratamiento tratamiento es (entre el dia +7 si es semanal o
(D-28 a D+1) Taxol®+Carboplatino +21 si es trisemanal y 1 mes
Antes del 5° si el tratamiento después)

es Taxol® durante 8 semanas

Figura 13. Esquema de las visitas que realizan las pacientes para realizar las determinaciones cutaneas
coincidiendo con su tratamiento de quimioterapia.
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El

reclutamiento se realizd atendiendo a una serie de criterios de

inclusidon/exclusién para poder ser admitidas en el estudio, los cuales son:

Criterios de inclusion:

(@)

(@)

Mayor de 18 afios.

Estar de acuerdo en participar voluntariamente en el estudio y que firmen su
consentimiento informado por escrito (ANEXO).

Pacientes con diagndstico clinico de cancer ginecoldgico (cancer de ovario,
cérvix o endometrio, en cualquier estadio (clasificacion FIGO (Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia) de 1 a IV).

Indicacidn clinica para recibir tratamiento con esquemas basados en taxanos
en neoadyuvancia, adyuvancia o en enfermedad avanzada.

Pacientes tratadas tanto en primera linea como en recaida.

Adecuada funcidn renal, hepatica y hematoldgica para inicio de tratamiento
con quimioterapia (neutrdéfilos>1500, plaquetas>100000 en el hemograma
previo inicio de tratamiento).

Pacientes con prescripcion de paclitaxel en esquema trisemanal en
combinacion o paclitaxel en esquema semanal ya sea en monoterapia o en
combinacidn, por recomendacidon clinica segln estrategia terapéutica
habitual. Los esquemas subsidiarios de ser incluidos en este estudio

observacional serian:

= Paclitaxel 80 mg/m?* semanal en monoterapia (esquema habitual en cancer
de mama neoadyuvante / adyuvante / avanzado y cancer de ovario / cérvix

/ endometrio en recaida resistente).

= Paclitaxel 80 mg/m” semanal + trastuzumab 6 mg/kg/21 dias (esquema

estandar en cancer de mama HER2+)

= Paclitaxel 80 mg/m?* semanal + bevacizumab 15 mg/kg/21 dias (esquema
estandar en cancer de mama avanzado y carcinoma de ovario en recaida

resistente).
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» Paclitaxel 175 mg/m? intravenoso (IV) + carboplatino AUC 5 (Area bajo la
curva, equivalente a exposicion al farmaco: mg/mL/min) cada 21 dias
(esquema habitual en cédncer de mama triple negativo adyuvante /

neoadyuvante / avanzada, y carcinoma de cérvix / endometrio / ovario).

= Paclitaxel 175 mg/m? IV + carboplatino AUC 5 + bevacizumab 15 mg/kg

cada 21 dias (esquema habitual en carcinoma de cérvix y ovario).

- Criterios de exclusion:

O

Enfermedad cutanea crénica o reumatoldgica conocida (psoriasis, lupus
eritematoso sistémico).

Tratamiento con corticoides en las ultimas 2 semanas previas a la entrada en
el estudio clinico.

Sujetos con enfermedad aguda durante el estudio y en la semana anterior al
mismo.

Estar embarazada o en proceso de lactancia.

Cualquier situacién clinica que contraindique la administracion de
quimioterapia.

En caso de presentar neurotoxicidad residual a tratamientos previos esta

deberia de ser inferior a grado 2.

La informacion referente a la poblacidn de pacientes se refleja a continuacion en

la Tabla 3. La media de edad de las pacientes es de 61,60 + 12,69 (afios + SD). Los

parametros cutaneos tomados quedan recogidos en la Tabla 1, asi mismo, se recogeran

los efectos adversos relacionados con la piel observados en las pacientes.

pag. 75



3. MATERIALES Y METODOS

Estadio
N2 | Edad | Localizacion | Subtipo de tumor | Grado del Estrategia Tratamiento Taxal:io
tumor previo
(FIGO)
CARCINOMA Recaida TAXOL® + CARBOPLATINO .
1] 63 OVARIO SEROSO ALTO i Pt-sensible + BEVACIZUMAB Sl
a .
2 | 60 | ENDOMETRIO | CARCINOSARCOMA | ALTO \Y) Iirfea TAXOL® + CARBOPLATINO Sl
CARCINOMA Recaida TAXOL® SEMANAL + .
3 62 OVARIO SEROSO ALTO v Pt-resistente BEVACIZUMAB 3
CARCINOMA Recaida .
®
4 | 63 OVARIO SEROSO ALTO 1] Pt-sensible TAXOL® + CARBOPLATINO Sl
CARCINOMA Recaida TAXOL® SEMANAL + .
> >7 OVARIO SEROSO ALTO i Pt-resistente BEVACIZUMAB 3
ADENOCARCINOMA 23 .
®
6 | 55 | ENDOMETRIO ENDOMETRIOIDE G3 \Y) linea TAXOL® SEMANAL Sl
CARCINOMA DE Recaida .
®
7 | 47 OVARIO CELULAS CLARAS ALTO 1] Ptresistente TAXOL® SEMANAL Sl
a .
8 | 64 | ENDOMETRIO CARCINOMA ALTO 1 ,1 TAXOL® + CARBOPLATINO Sl
SEROSO linea
CARCINOMA Recaida .
®
9 | 55 OVARIO SEROSO ALTO 1] Ptsensible TAXOL® + CARBOPLATINO Sl
ADENOCARCINOMA Recaida ® .
10| 82 | ENDOMETRIO ENDOMETRIOIDE G3 1] Pt-sensible TAXOL® + CARBOPLATINO Sl
11| 57 OVARIO CASF{EC;(I\;SOAAA ALTO 1] Adyuvancia | TAXOL® + CARBOPLATINO NO
ADENOCARCINOMA Recaida .
®
12| 32 OVARIO INDIEERENCIADO ALTO [\, Pt-resistente TAXOL® SEMANAL Sl
ADENOCARCINOMA
i ®
13| 52 OVARIO ENDOMETRIOIDE G2 | Adyuvancia | TAXOL® + CARBOPLATINO NO
. CARCINOMA 23 .
®
14| 77 CERVIX EPIDERMOIDE NE [\, linea TAXOL® SEMANAL Sl
a
15| 45 | ENDOMETRIO | CARCINOSARCOMA | ALTO | Iiiea TAXOL® + CARBOPLATINO NO
16 | 83 OVARIO CASF{EC;(I\;SOAAA ALTO 1] Neoadyuvancia | TAXOL® + CARBOPLATINO NO
CARCINOMA Recaida .
®
17| 72 OVARIO SEROSO ALTO 1] Pt-resistente TAXOL® SEMANAL Sl
ADENOCARCINOMA
i ®
18| 71 | ENDOMETRIO ENDOMETRIOIDE G3 | Adyuvancia | TAXOL® + CARBOPLATINO NO
CARCINOMA Recaida .
®
19| 74 OVARIO SEROSO ALTO 1] Pt-resistente TAXOL® SEMANAL Sl
20| 61 OVARIO CARCINOMA DE ALTO | Adyuvancia | TAXOL® + CARBOPLATINO NO

CELULAS CLARAS

Tabla 3. Datos médicos de las pacientes oncoldgicas sobre las que se realizaron las medidas de los
distintos parametros de la piel. Taxol® es el nombre comercial del fdrmaco paclitaxel. Grado: Referente
a la agresividad de las células, para los tumores de endometrio y de tipo endometrioide de ovario los
grados se dan de acuerdo al sistema cldsico de grados 1 a 3 (grado 1 bien diferenciado o de bajo grado,
grado 2 intermedio y grado 3 indiferenciado o de alto grado). Para los tumores de ovario se muestra el
sistema de gradacion actual de alto grado frente bajo. Estadio: Escala de clasificacion FIGO (Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia) en su categorizacion de | a IV. Estrategia: Para los tumores de
endometrio y cérvix se informa si fue para la enfermedad localizada (adyuvancia) o el nUmero de linea de
guimioterapia para enfermedad avanzada (12 linea o 22 linea). Para los tumores de ovario se informa de
la estrategia a seguir si fue para la enfermedad localizada (adyuvancia o neoadyuvancia) o para la
enfermedad avanzada segun la sensibilidad al platino previa (platino-sensible frente platino-resistente).
Las refractarias a platino fueron categorizadas como resistentes a platino. (NE: No especificado; Pt-
sensible: Platino-sensible; Pt-resistente: Platino-resistente.) Tratamiento en base a los reflejados en los
criterios de inclusién de las pacientes.
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3.1.2 Aspectos éticos

Este estudio fue clasificado por la Agencia Espafola del Medicamento vy el
Producto Sanitario del Ministerio de Sanidad como “Estudio posautorizaciéon de
seguimiento prospectivo” (abreviado como EPA-SP) con fecha del 13 de junio de 2018.
Se realiza bajo INFORME FAVORABLE por parte del Comité Etico de Investigacién con
Medicamentos del Hospital Clinico Universitario de Valéncia con fecha de aprobacion
29 de noviembre de 2018, asi como con la autorizacion de la Conselleria de Sanitat i
Salut Publica de la Generalitat Valenciana con fecha del 5 de febrero de 2019. Todos los

documentos quedan disponibles en el ANEXO.

3.1.2.1 Evaluacidén beneficio/riesgo

Dado que el estudio solo incluye a pacientes que por practica clinica habitual se
vayan a tratar con quimioterapia basada en taxanos, en ningln caso se realiza una

intervencion sobre el tratamiento que va a recibir la paciente.

Las pruebas a realizar no van a implicar un incremento del riesgo para la paciente
incluida. Los test cutaneos a los que se sometera no son invasivos, no se produce ni
abrasién nirozadura ni pinchazo sobre la piel. Se realiza mediante la colocacién de varios
equipos que funcionan por contacto directo con la piel (no con las mucosas) por lo que

se considera que el riesgo secundario a estas técnicas es nulo.

3.1.2.2 Consideraciones sobre el consentimiento informado.

Dado que se trata de un estudio observacional en el que se somete a pruebas a
las pacientes de forma prospectiva se solicitara consentimiento informado en todos los
casos. No obstante, los pacientes seran informados de que los test cutaneos son inocuos
sin riesgo alguno de efectos secundarios ya que se obtienen datos a partir de sondas

colocadas sobre piel.
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3.1.2.3 Confidencialidad de los datos

Los datos de los pacientes seran manejados Unica y exclusivamente por los
investigadores. El tratamiento, comunicacion y cesién de los datos de los sujetos se hara
conforme a lo dispuesto por la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccién

de datos de caracter personal y por su reglamento (Real Decreto 1720/2007).

3.1.2.4 Interferencia con los habitos de prescripcion

En ningun caso se alterara ni la prescripcion, ni los esquemas de tratamiento,
guedando el estudio totalmente asociado a las decisiones terapéuticas habituales, por

lo que no existe interferencia alguna en los habitos de prescripcion médica.

3.1.3 Valor de hidratacion

El principio de medicién del Corneometer CM 825® (Courage-Khazaka Electronic,
Cologne, Germany) se basa en la determinacién de la capacitancia de un medio
dieléctrico. Cualquier cambio en la constante dieléctrica debido a variacién de la
hidratacion de la epidermis altera la capacitancia de un condensador de precision. Este
método ha sido empleado por distintos autores a lo hora de realizar determinaciones
de valores de hidratacién. Este equipo proporciona medidas del valor de hidratacion en

Unidades Arbitrarias (U.A.) de Corneometer®, que oscilan entre 0-120 (297).
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Figura 14. Toma de medidas de hidratacion con el equipo Corneometer®.

Las medidas de hidratacién se tomaron bajo condiciones de temperatura y
humedad controladas. La temperatura se mantuvo a 22 + 2°C y la humedad relativa
entre el 40-60%, manteniendo a la persona durante 30min en reposo bajo dichas
condiciones. Se tomaron 3 medidas seguidas en zonas proximas, nunca en la misma
zona, ya que la presion de la sonda sobre la piel puede hacer variar las determinaciones,

y se calculd su media aritmética (Figura 14).

3.1.4 Pérdida de Agua Transepidérmica (TEWL)

El principio de medicién del Tewameter TM 300°® (Courage-Khazaka Electronic,
Cologne, Germany) se basa en la determinacion de la evaporacién del agua
fundamentada en el principio de difusion en una camara abierta. El gradiente de la
densidad del aire se mide de forma indirecta mediante dos pares de sensores
(temperatura y humedad relativa) situados en el interior del cilindro hueco. El
dispositivo es capaz de detectar dafios sobre la funcidn barrera de la piel. Este equipo
proporciona medidas del valor de Pérdida de Agua Transepidérmica (TEWL, de sus siglas

en inglés) en g/hm? (297).
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Las medidas de TEWL se tomaron bajo condiciones de temperatura y humedad
controladas. La temperatura se mantuvo a 22 + 2°C y la humedad relativa entre el 40-
60%, manteniendo a la persona durante 30min en reposo bajo dichas condiciones. Se
tomaron 3 medidas seguidas en zonas préximas, nunca en la misma zona, ya que la
presidn de la sonda sobre la piel puede hacer variar las determinaciones, y se calculd su
media aritmética (Figura 15). Se trata de una sonda sensible a las corrientes de aire, por
lo que cada medida se obtiene tras la realizacién de 30 medidas seguidas sobre la misma

zona, con el fin de que la sonda se estabilice y pueda obtener el valor mas correcto.

Figura 15. Toma de medidas de pérdida de agua transepidérmica con el equipo Tewameter®.

3.1.5 Valor de sebo

El principio de medicién del Sebumeter SM 815® (Courage-Khazaka Electronic,
Cologne, Germany) se basa en la fotometria de puntos de grasa. Existe una cinta que en
contacto con la epidermis y por lo tanto con el sebo presente en ella, pasa a ser
transparente. Haciendo pasar un haz de luz es posible medir mediante una célula
fotoeléctrica la transparencia ocasionada por la presencia de sebo. Esta transmision de
luz representa el contenido en sebo en la superficie de medicidn. El resultado del valor

de sebo se expresa en pg/cm? (297).
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Las medidas de sebo se tomaron bajo condiciones de temperatura y humedad
controladas. La temperatura se mantuvo a 22 + 2°C y la humedad relativa entre el 40-
60%, manteniendo a la persona durante 30min en reposo bajo dichas condiciones. Se
tomaron 3 medidas seguidas en zonas préximas, nunca en la misma zona, ya que la
presion de la sonda sobre la piel puede hacer variar las determinaciones, y se calculd su
media aritmética. Cada medida se obtiene tras realizar una presion de 30 segundos

sobre la misma zona (Figura 16).

4

Figura 16. Toma de medidas del valor de sebo con la sonda Sebumeter®.

3.1.6 Valor de eritema y melanina

La sonda Mexameter MX 18® (Courage-Khazaka Electronic, Cologne, Germany)
ofrece distintas prestaciones como son la determinacion del valor de eritema y la
determinacion del valor de melanina. El principio de medicién de la sonda se basa en la
absorcion/reflexion. Para la medicion de melanina se utilizan longitudes de onda
especificas que corresponden a diferentes tasas de absorcidén de los pigmentos. Para la
mediciéon del eritema también se utilizan longitudes de onda especificas,
correspondientes al maximo nivel de absorcidn espectral de la hemoglobina. Al definirse

la cantidad de luz emitida, es posible calcular la cantidad de luz absorbida por la piel.
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Este equipo proporciona medidas del valor de eritema y melanina en Unidades

Arbitrarias, que oscilan entre 0-999 (297).

Las medidas de eritema y melanina se tomaron bajo condiciones de temperatura
y humedad controladas. La temperatura se mantuvo a 22 + 2°C y la humedad relativa
entre el 40-60%, manteniendo a la persona durante 30min en reposo bajo dichas
condiciones. Se tomaron 3 medidas seguidas en zonas proximas, nunca en la misma
zona, ya que la presion de la sonda sobre la piel puede hacer variar las determinaciones,

y se calculd su media aritmética (Figura 17).

Figura 17. Toma de medidas de valores de eritema y melanina a través de la sonda Mexameter®.

3.1.7 GradosITA

La sonda Skin-Colorimeter CL-400® (Courage-Khazaka Electronic, Cologne,
Germany) ofrece distintas prestaciones como es la determinacién de los grados ITA
(ITA®, del inglés Individual Typology Angle). Los ITA® son unidades relacionadas con el
tono de la piel, inversamente proporcionales a su oscuridad, es decir, cuanto mas bajo

sea el valor de los ITA® mds oscura serd la piel, los cuales son posibles determinar a partir
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de una serie de valores dados por el equipo (298). El fundamento de la medicién de la
sonda se basa en los principios de reflexidon/dispersion. La medicion consiste en la
determinacién de los pardametros L*a*b*. Se fundamenta en un eje central de
luminosidad L* con valores de negro (0) a blanco (100) y dos ejes ortogonales que
representan la cromaticidad: a* describe los colores del rojo (+50) al verde (-50) y b* los
colores del azul (-50) al amarillo (+50) (297,299-301). El valor de los ITA® se obtiene

mediante la formula:

L — 50) 180

ITA® =t ‘1< —
an b

T

Las medidas de ITA® se tomaron bajo condiciones de temperatura y humedad
controladas. La temperatura se mantuvo a 22 + 2°C y la humedad relativa entre el 40-
60%, manteniendo a la persona durante 30min en reposo bajo dichas condiciones. Se
tomaron 3 medidas seguidas en zonas préximas, nunca en la misma zona, ya que la
presion de la sonda sobre la piel puede hacer variar las determinaciones, y se calculd su

media aritmética (Figura 18).

Figura 18. Toma de medidas de grados ITA con el equipo Colorimeter®.
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3.1.8 Elasticidad y firmeza de la piel

La sonda Cutometer® MPA 580 (Courage-Khazaka Electronic, Cologne, Germany)
permite determinar parametros como son la elasticidad y la firmeza de la piel, es un
instrumento ampliamente utilizado para determinar las propiedades viscoeldsticas de la
piel. El funcionamiento del mismo consiste en una bomba de succién. El principio de
medicidn se basa en el método de succidn y relajacidon. La sonda crea una presion
negativa y la piel es estirada hasta la apertura de la sonda. Se mide la profundidad de
penetracion mediante un sistema de medicion Optica sin contacto. Los resultados
evallan la resistencia de la piel a la succién y su capacidad para volver a su posicién

original (297).

Se utilizdé una sonda de medicién de 2 mm de diametro y se aplicd una succion
constante de 400 mbar durante 1 segundos seguido de un tiempo de relajacién de 1
segundos, 10 repeticiones. Las curvas de deformacidn de la piel obtenidas se analizaron
utilizando el software del equipo. La sonda debe permanecer perpendicular al punto de
la piel sobre el que se realiza la determinacion durante las diferentes fases de la
medicién (Figura 19). La temperatura se mantuvo a 22 + 2°Cy la humedad relativa entre
el 40-60%, manteniendo a la persona durante 30min en reposo bajo dichas condiciones

(299-301).

o

Figura 19. Toma de medidas de elasticidad y firmeza con el equipo Cutometer®.
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La sonda Cutometer® proporciona diferentes valores en funcién de los datos
obtenidos en el analisis de los resultados graficos. En la Figura 20, se muestra un ejemplo
de las curvas dibujadas por el software con la informacién recopilada por la sonda. Sobre
las curvas se pueden determinar diferentes porciones en forma de distancia, a partir de
las cuales pueden calcularse los pardmetros R, entre otros, que son los utilizados a la

hora de la determinacién de las diferentes propiedades viscoelasticas de la piel.

Deformaciéon (mm
o
o

o
-
1

v v
T T T T T

4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (s)

o
o
4

~

o
-
N
w

Figura 20. Ejemplo de curva obtenida mediante el software a través de los valores obtenidos por la
sonda Cutometer®. Representada la deformacidén de la piel en distancia en mm frente al tiempo en
segundos (302).

Los diferentes parametros R, estdn calculados de la siguiente manera en funcién
de las diferentes proporciones y distancias establecidas sobre la curva, Uv, Ue, Uf, Ury
Ua (297):

- RO: Uf. Amplitud maxima de la piel, relacionada con la firmeza. Este

parametro representa el comportamiento pasivo de la piel ante una fuerza.
El resultado viene dado en mm.

- R1l: Uf — Ua. Amplitud minima de la piel. Este parametro representa la

capacidad de recuperacion del estado original de la piel. El resultado viene

dado en mm.
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- R2: Ua/Uf. Proporcién entre la amplitud maxima de la piel y la capacidad de
volver al estado original. Cuanto mads cercano a 1 esté el valor, mas elastica
serd la curva. Este pardmetro estd relacionado con la elasticidad bruta.

- R3: Amplitud maxima de la ultima curva de succién tras las succiones
repetidas, comparada con la maxima amplitud de la primera curva. El
resultado viene dado en mm.

- R4: Amplitud minima de la dltima curva, comparada con la maxima amplitud
de la primera. El resultado viene dado en mm.

- R5: Ur/Ue. Proporcidn entre la parte eldstica de la fase de succion y la parte
elastica de la fase de relajacién. Cuanto mds cercano a 1 esté el valor, mas
eldstica sera la curva. Este parametro esta relacionado con la elasticidad
neta.

- R6: Uv/Ue. Proporcidn entre la visco-elasticidad y la parte eldstica de la curva
en la fase de succién. Cuanto mas bajo sea este valor, mas elastica sera la
curva.

- R7: Ur/Uf. Proporcidn de la recuperacion elastica comparada con la curva
completa. Cuanto mads cercano a 1 esté el valor, mas elastica serd la curva.
Este pardmetro se define como la elasticidad comparada.

- R8: Ua de la primera curva. Equivale a la recuperacion total de la piel.

- R9: Representa los efectos de la fatiga de la piel tras realizar sucesivas
succiones. Cuanto menor sea R9, menor serdn los efectos de fatiga. Este valor

viene dado en mm.

En la mayoria de investigaciones realizadas por otros autores los parametros R
mas utilizados han sido RO, R2, R5 y R7, y son los que el presente estudio utiliza en su
mayoria para establecer conclusiones relacionadas con las propiedades biomecanicas
de la piel (297,299-301,303,304). La sonda Cutometer® proporciona también otros
parametros como son los F y los Q, los cuales no han sido tenidos en cuenta en el

presente estudio.
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3.1.9 Parametros de superficie de la piel

El equipo Visioscan® VC 98 (Courage-Khazaka Electronic, Cologne, Germany)
permite realizar un andlisis de la superficie de la piel viva, a través de la toma de
imagenes de la topografia de la piel mediante una iluminacién UV especifica mediante
la cdmara que posee el dispositivo. La distribucion de los niveles de gris de la imagen
obtenida, se utilizan para evaluar mediante el software correspondiente del equipo, los
llamados parametros SELS (Surface Evaluation of Living Skin: Evaluacién de la superficie
de la piel viva) que comprenden cuatro pardmetros clinicos para describir cuantitativa y
cualitativamente el estado de la epidermis: Suavidad de la piel (Sesm), Rugosidad de la
superficie de la piel (Ser), Descamacién (Sesc), Arrugas (Sew). La interpretacion de los
diferentes resultados obtenidos por el equipo Visioscan® teniendo en cuenta el manual

del equipo ofrecido seria el siguiente (305):

- Sesm: Suavidad de la piel. A menor Sesm mas suave es la imagen, y por la
tanto la piel.

- Ser: Rugosidad de la piel, relacionado con la aspereza de la piel. A menor Ser,
mayor aspereza de la piel.

- Sesc: Descamacion de la piel. A menos Sesc, menor descamacion del estrato
corneo y por tanto menor descamacion de la piel.

- Sew: Arruga de la piel. A mayor valor, mayor nimero de arrugas.

La sonda debe permanecer perpendicular al punto de la piel sobre el que se
realiza la determinacion durante las diferentes fases de la medicion (Figura 21). La
temperatura se mantuvo a 22 + 2°Cy la humedad relativa entre el 40-60%, manteniendo

a la persona durante 30min en reposo bajo dichas condiciones.
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En la Figura 22, puede verse un ejemplo de las imagenes tomadas por el equipo
Visioscan®, sobre las cuales su software realiza el analisis y cuantifica los parametros del
estado de la superficie de la piel. En el presente estudio se tomaran los datos de los

valores obtenidos para la suavidad (Sesm) y para la rugosidad (Ser).

Figura 22. Ejemplo de imagen obtenida mediante el equipo Visioscan® sobre el rostro.
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3.1.10 Descamacion de la piel

Para la determinacion del porcentaje de descamacion se utilizé el equipo
Visioscan® VC 98 (Courage-Khazaka Electronic, Cologne, Germany) combinado con la
técnica de laminas Corneofix®. Las laminas Corneofix® tienen un lado adhesivo que se
aplica sobre la piel. Al retirar laldmina, como puede verse en la Figura 23, los corneocitos
se adhieren a la misma. El nimero, tamaiio y grosor de los corneocitos indica el nivel de
deshidratacion del estrato cérneo. Una piel hidratada adecuadamente muestra
pequenas escamas regulares, mientras que una piel deshidratada o incluso dafiada
muestra corneocitos gruesos y de diversos tamafios. Una vez retirada la lamina, esta se
coloca sobre la abertura del equipo Visioscan®, y junto con la modalidad Coneofix® del
software, el equipo analiza la muestra y mediante técnicas de andlisis de imagen es
capaz de reconocer hasta 5 capas distintas de los corneocitos adquiridos, en funcién del
nuimero, tamafio y grosor de las particulas, y a partir de las cinco categorias ofrece el
calculo de un indice de descamacién en forma de porcentaje. Las cinco capas se
representan de menor a mayor presencia de descamacién con los siguientes colores:
azul oscuro, azul claro, verde, amarillo y rojo, como se puede ver en la Figura 24. A
mayor indice de descamacién, mayor serd la descamacién de la zona de la piel donde se

ha tomado la muestra (305).

Figura 23. Toma de muestra para el analisis de la descamacién de la piel utilizando las laminas
adhesivas Corneofix®.
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Figura 24. Ejemplo de imagen obtenida mediante las ldminas Corneofix® a través del andlisis de imagen
del software Visioscan®. Los colores representativos, de menor a mayor descamacion, son: azul oscuro,
azul celeste, verde, amarillo y rojo.

3.1.11 Grosor de las capas de la piel

El equipo Ultrascan® UC22 (Courage-Khazaka Electronic, Cologne, Germany)
permite realizar un analisis de las diferentes capas de la piel viva, a través de la toma de
imagenes basadas en ondas de ultrasonido que penetran en la piel y se reflejan de
manera diferente en funcién de los tejidos. Las ondas reflejadas se transforman en
impulsos eléctricos y el resultado es una imagen a color. La frecuencia de ultrasonido
utilizada es de 22 MHz, permitiendo obtener imagenes de alta resolucion de los

primeros 6mm de la piel, como se puede observar en la Figura 25 (306).
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Dermis

Epidermi34_~> ‘ ‘

Hipodermis
e

Figura 25. Imagen de las capas de la piel obtenida por el equipo Ultrascan® mediante ultrasonidos.
Esquema de las diferentes capas: Epidermis, dermis e hipodermis.

La sonda debe permanecer perpendicular al punto de la piel sobre el que se
realiza la determinacion durante las diferentes fases de la mediciéon, como se observa
en la Figura 26. La temperatura se mantuvo a 22 + 2°C y la humedad relativa entre el

40-60%, manteniendo a la persona durante 30min en reposo bajo dichas condiciones.

Figura 26. Toma de imdgenes de la piel por ultrasonido mediante el equipo Ultrascan®.
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El software que posee el equipo es capaz de analizar el grosor y la densidad de
las diferentes capas de la piel a través de técnicas de tratamiento de las imagenes

obtenidas, diferenciando epidermis y dermis.

3.1.12 Presentacion de datos y analisis estadistico de los ensayos in vivo

Los datos se presentan como media + error estandar de la media (SEM) de cada
una de las medidas. El andlisis de la distribucidn normal para cada grupo de datos se
realizd mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. El analisis estadistico de los resultados
se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) pareado seguido de la prueba
de Bonferroni, mediante la prueba t de Student entre grupos, o por pruebas no
paramétricas apropiadas en su caso (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EE.UU.). Los

resultados se tomaron como significativos (*) cuando el valor p <0,05.
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3.2 ENSAYOS IN VITRO

3.2.1 Reactivos utilizados

Producto Casa comercial Referencia
2-mercaptoetanol Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. M6250
Agua dietilpirocarbonato Applied Biosystems, Thermo Fisher AM9906
(DEPC) Scientific; Waltham, EE.UU.

Azul de bromofenol Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. 318744
BSA (Albumina de suero bovino) Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. A7638
Cloroformo Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania 131252
cOmplete™ Roche Diagnostics; Indianapolis, EE.UU. 11836170001
(Mezcla inhibidora de proteasas)

DAPI (4’,6-Diamidino-2-fenilindol Invitrogen, Thermo Fisher Scientific; D1306
diclorhidrato) Waltham, EE.UU.

DHE (Dihidroetidio) Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU. 36978
DMSO (Dimetilsulfoxido) Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. 34869
DPX (Dibutylphthalate Polystyrene Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania 255254
Xylene)

EDTA (Acido etilendiaminotetracético) Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. E9884
EGTA (acido bis(2-aminoetil) Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. E3889
etilenoglicol-N,N,N’',N'-tetraacético)

Eosina Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania 251299
Etanol Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania 362086
Suero fetal bovino (FBS) Biowest LLC; Riverside, EE.UU. $1400
Glicerol Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania 131339
Glicégeno Roche Diagnostics; Indianapolis, EE.UU. 10901393001
HCI Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania 131020
Hematoxilina Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. GHS332
HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin- | Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. H3375
1-iletanosulfénico)

Isopropanol Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania 131090
Kit BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU. 23225
Kit de deteccion de la apoptosis celular | Abcam; Cambridge, Reino Unido ab14085
Annexin V-FITC

Kit ECL plus Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU. GERPN2232
Kit Endothelial Tube Formation Assay Cell Biolabs, Inc; San Diego, EE.UU. CBA-200
Kit Human IL-1 alpha/IL-1F1 DuoSet R&D Systems; Minneapolis, EE.UU. DY-200
ELISA

Kit Human IL-6 DuoSet ELISA R&D Systems; Minneapolis, EE.UU. DY-206
Kit Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA R&D Systems; Minneapolis, EE.UU. DY-208
LSS (Laurilsulfato de sodio) Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. 1614363-1G
Marcador de peso molecular Rainbow™ | Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. GERPNS8OOE
Medio + suplementos EGM™ Endothelial | Lonza; Basilea, Suiza CC-3121
Cell Growth Medium BulletKit™

Medio DMEM High Glucose Biowest LLC; Riverside, EE.UU. L0102
Medio + suplementos KGM-Gold™ Lonza; Basilea, Suiza 00192152 +
Keratinocyte Growth Media BulletKit™ 00192151
Medio Melanocyte Growth Medium Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. 135-500
MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. 88417-1G
diphenyl-2H-tetrazolium bromide)

NacCl Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU. 59888
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Nonidet™ - P40

NRU (Rojo neutro)

Parafina

Paraformaldehido 4%

PBS (Tampdn fosfato salino)

PMSF (Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo)
Tampodn de electroforesis

(Running buffer)

TagMan™ Gene Expression Master Mix

TagMan™ MicroRNA Reverse
Transcription Kit

TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina)
TriPure®

Tritén X-100

TrypLE™ Express Enzyme

Tween 20

Xileno

Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU.
Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU.
Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU.

Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania
Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU.
Roche Diagnostics; Indianapolis, EE.UU.
Bio-Rad Laboratories; Herts, Reino Unido

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific; Waltham, EE.UU.
Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific; Waltham, EE.UU.

Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU.

Roche Diagnostics; Indianapolis, EE.UU.
Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania
Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU.

Sigma-Aldrich Products; Saint Louis, EE.UU.

Panreac, Applichem; Darmstadt, Alemania

Tabla 4. Reactivos y kits utilizados en los diferentes ensayos.

3.2.2 Cultivos celulares

74385
N2889
P3683
252931
10010023
10837091001
1610744

4370048

4366596

S5814
11667165001
142314
12604054
P1379
131769

En la realizacidn de los diferentes ensayos in vitro se emplearon diferentes tipos

de cultivos celulares primarios a través de proveedor comercial (Figura 27):

e Queratinocitos primarios humanos (NHEK; N2 cat. 00192627) de la casa

comercial

Lonza (Basilea, Suiza). Se cultivaron con medio KGM-Gold™

Keratinocyte Growth Media BulletKit™ (medio de cultivo + suplementos) a 37°C

con 5% CO; en aire humidificado. El medio fue reemplazado cada 48 horas.

e Fibroblastos primarios BALB/3T3 de ratén (N2 cat. VCA-1005) de la casa

comercial Lonza (Basilea, Suiza). Se cultivaron con medio DMEM High Glucose

suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) a 37°C con 5% CO; en aire

humidificado. El medio fue reemplazado cada 48 horas.

e Melanocitos epidérmicos primarios humanos (HEM; N2 cat. 104-05A) de la casa

comercial Sigma-Aldrich Products (Saint Louis, EE.UU.) con medio de cultivo

Melanocyte Growth Medium, ya suplementado, a 37°C con 5% CO; en aire

humidificado. El medio fue reemplazado cada 48 horas.
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e Células endoteliales microvasculares dérmicas humanas primarias (HDMEC; N2
cat. C-12212) de la casa comercial PromoCell (Heidelberg, Germany) con medio
de cultivo EBM™ Endothelial Cell Growth Basal Medium BulletKit™ (medio de
cultivo + suplementos) a 37°C con 5% CO, en aire humidificado. El medio fue

reemplazado cada 48 horas.

humanos (NHEK); B. Fibroblastos primarios BALB/3T3 de raton; C. Melanocitos epidérmicos primarios
humanos (HEM); D. Células endoteliales microvasculares dérmicas humanas primarias (HDMEC).

3.2.3 Farmacos

El farmaco utilizado para este estudio fue paclitaxel (HY-BOO15,
MedChemExpress; EE.UU.), un antineopldsico utilizado en clinica en tratamientos
oncolégicos, coincidiendo con el tratamiento recibido por las pacientes, también
llamado comercialmente Taxol®. Las concentraciones elegidas para tratar los cultivos

celulares se recogen en la Tabla 5.

Farmaco Concentracion (pM)
Paclitaxel 0,3
Paclitaxel 3
Paclitaxel 30

Tabla 5. Concentraciones de paclitaxel utilizadas.

Las dosis utilizadas fueron determinadas a través de las concentraciones
plasmaticas del farmaco en clinica (307). Con el fin de comprobar la viabilidad celular
del farmaco sobre cultivo de queratinocitos en monocapa, se realizdé un ensayo basado
en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

(MTT) cldsico a distintas concentraciones.
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3.2.4 Viabilidad celular mediante MTT

Con el fin de comprobar la viabilidad celular del farmaco sobre cultivo de
gueratinocitos en monocapa, se realizd un ensayo basado en la reduccion metabdlica
del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) clasico a distintas

concentraciones.

Se mantienen en cultivo monocapa los queratinocitos primarios humanos
(NHEK) a 37°C en placa de 96 pocillos (Corning Incorporated; Corning, EE.UU.) con medio
de cultivo KGM-Gold™ Keratinocyte Growth Media BulletKit (medio de cultivo +
suplementos) hasta alcanzar una confluencia del 60%. Tras ello, el cultivo es incubado a
37°C durante 48 h con el farmaco paclitaxel en las concentraciones de 30; 3; 0,3; 0,03;
0,003 uM con el fin de obtener una curva de viabilidad celular del farmaco de estudio,
se utilizé como control positivo Laurilsulfato de sodio (LSS) a una concentracién de 80
ug/mL. Esta determinacién de viabilidad celular estd basada en la reduccién metabdlica
del MTT a través de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, transformandolo
en un compuesto de color azul (formazan) cuantificable, permitiendo determinar el
funcionamiento mitocondrial de las células. En primer lugar, se retira el medio de cultivo
de los pocillos y se incuba durante 3 h con MTT 1 mg/mL. Tras ello, se lavan las células
con tampodn fosfato salino (PBS), se incuban las células con dimetilsulféxido (DMSO)
durante 10 min y se procede a la lectura de la absorbancia del formazan mediante
espectrofotometria a 570nm con el equipo Infinite M200 (Tecan Group Ltd.; Mannedorf,

Switzerland) (Figura 28).

Se debe tener en cuenta que una determinada dosis de compuesto quimico o
farmaco produce mayor muerte celular en un cultivo monocapa que en un cultivo 3
dimensiones (3D), llegando a ser un 50% mas resistente dependiendo del compuesto

(308,309).
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Figura 28. Espectrofotometro de placa Infinite M200 para la lectura de absorbancia.

3.2.5 Cultivo de piel reconstituida. Modelo 3D.

Se siguid un modelo de piel reconstituida en 3D, basado en el cultivo de
gueratinocitos en diferentes capas simulando la estructura de la piel. Los queratinocitos
primarios humanos (NHEK) y los fibroblastos primarios BALB/3T3 de ratdn se cultivaron
formando un modelo 3D de piel. Para la realizacién de este modelo se requiere de una
base de fibroblastos y una capa de queratinocitos que va a crecer utilizando los
fibroblastos como soporte al que adherirse, de forma que consigue formar una

estructura de queratinocitos similar a la epidermis.

En la obtencion del modelo 3D se utilizaron placas de 6 pocillos (Corning
Incorporated; Corning, EE.UU.) e inserts (Merck Millipore; Burlington, EE.UU.). Los
inserts son unos cestos de poliestireno cuyo fondo es una membrana microporosa de
tereftalato de polietileno. Estos cestos se encajan en los pocillos de las placas y de esta
forma se delimitan dos compartimentos, el superior y el inferior, tal y como se

representa en la Figura 29.
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<«——— insert

«—— Compartimeto
superior

| 4— Compartimeto
inferior

Membrana
microporosa

Figura 29. Esquema de un sistema de cultivo organotipico basado en la implementacion de inserts. El
sistema permite generar dos compartimentos, superior e inferior, haciendo posible que la parte apical del
cultivo quede expuesta al aire y la parte basal quede en contacto con el medio de cultivo. Creado con
BioRender.

En primer lugar, para formar el modelo 3D de piel, se sembraron los fibroblastos
sobre la base del insert y se mantuvieron durante 2 dias con medio de cultivo DMEM
High Glucose con 10% FBS en la parte inferior del insert a 37°C. Una vez alcanzada una
confluencia del 60-70% se irradiaron los fibroblastos con luz UV a 0,048 mW durante 1
h para detener su crecimiento, con el equipo UVACUBE 400 (Honle UV Technology;

Germany) (Figura 30), y se sembraron sobre ellos los queratinocitos.

/-\~.

uhnmm
U

Figura 30. CaAmara de irradiacion para la simulacién solar de radiacién UV. Equipo UVACUBE 400.
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Los queratinocitos se fueron adhiriendo en los huecos de los fibroblastos. En este
momento, se utilizé medio de cultivo KGM-Gold™ Keratinocyte Growth Media
BulletKit™ (medio de cultivo + suplementos) que se afiadié tanto por debajo como por
encima del insert, y se mantuvo durante 4-5 dias hasta que se formd una monocapa de
gueratinocitos formando una lamina continua de células. A partir de la formacion de la
monocapa celular, se quité el medio de la parte apical del insert, dejando la capa apical
del cultivo expuesta al aire, y quedando la parte basal en contacto con el medio de
cultivo. El cultivo se mantuvo incubado a 37°C durante 21 dias, cambiando el mediado
cada dos dias, obteniéndose asi la formacién de un epitelio cutdneo pseudoestratificado
(310-312). Este proceso de formacion del modelo se muestra de manera esquematica

en el diagrama de la Figura 31.

Fibroblastos uv Queratinocitos
BALB/3T3 humanos primarios
Cultivo
sumergido
2dias
CUIt.'VO 4 - 5dias
sumergido
Cultivo
Interfaz
Aire-Liquido Aire
R — 21 dl’as .......... "
Medio

Figura 31. Esquema del proceso de obtencion de un cultivo 3D de piel basado en fibroblastos primarios
BALB/3T3 y queratinocitos primarios. Los queratinocitos crecen expuestos al aire y sobre una base de
fibroblastos adherida a una superficie. Creado con BioRender.
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El seguimiento de la obtencion del modelo 3D de piel se realizd mediante
microscopia en campo claro tomando distintas fotografias a 20x, teniendo en cuenta las
particularidades de la morfologia de los queratinocitos y fibroblastos. Para ello se utilizé
el microscopio Leica DM6000B (Leica Biosystems; Wetzlar, Germany) con su
correspondiente software. Una vez alcanzada la maduracién del modelo 3D de piel, se
realizaron cortes histologicos y una posterior tincion hematoxilina-eosina de los inserts

incluidos en parafina, para asi poder visualizar su formacién.

Los inserts con el epitelio estratificado se fijaron con paraformaldehido 4%
durante al menos 48 horas. Posteriormente se deshidraté mediante el siguiente

procedimiento descrito en la Tabla 6.

Paso Solucién Tiempo (minutos)
1. Etanol 70% 30
2. Etanol 96% | 30
3. Etanol 96% Il 30
4. Etanol 100% | 30
5. | Etanol 100% lI 30
6. Xileno | 30
7. Xileno Il 30
8. Parafina | 60

Tabla 6. Procedimiento de deshidratacién de las muestras parafinadas.

A continuacidn, se procedio a la inclusion en bloques de parafina con un centro
modular de inclusién de tejidos Leica EG1150 (Leica Biosystems; Wetzlar, Germany). A
partir de los bloques obtenidos, se cortaron secciones (4-6 um de espesor) con un
micrétomo Thermo Scientific HM 340E Electronic Microtome (Thermo Fisher Scientific;
Waltham, EE.UU.) y se adhirieron a un portaobjetos. Para realizar la tincién con
hemotoxilina-eosina, se desparafinaron los cortes con xileno, se hidrataron con
concentraciones decrecientes de etanol y se tifieron con hematoxilina y eosina. Tras la
tincion se deshidrataron las muestras mediante una sucesién de alcoholes crecientes y
xileno y se montaron los portaobjetos con el medio de montaje DPX (Dibutylphthalate
Polystyrene Xylene) y con cubreobjetos. Se tomaron fotografias de las preparaciones

obtenidas con un microscopio de luz visible.
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El seguimiento de la formacidn del cultivo 3D de piel, desde la deposicidn de los
gueratinocitos sobre los fibroblastos hasta el crecimiento final de los queratinocitos en

capas, y obtencidn del modelo 3D de epidermis puede observarse en la (Figura 32).

queratinocitos

fibroblastos

~ DiA21

<« Queratinotitos

e Soporte

Figura 32. Seguimiento del desarrollo del cultivo 3D de piel, imagenes en campo claro x20, durante 21
dias, e histologia con tincién hematoxilina-eosina del modelo 3D formado a dia 21. En los dias 1,5y 7
pueden observarse las distintas morfologias celulares de queratinocitos (formas mas redondeadas) y
fibroblastos (formas alargadas), desapareciendo de la imagen estos ultimos a medida que avanzan los
dias (dias 9, 12, 14, 16). Por ultimo, el dia 21 solo se observan practicamente queratinocitos en el cultivo.
La ultima imagen (abajo a la derecha) muestra el corte transversal del soporte con el cultivo, tras una
tincidn clasica hematoxilina-eosina, en la que se pueden observar las distintas capas del epitelio formadas
por los queratinocitos.
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3.2.6 Inmunofluorescencia para la deteccidon de Especies Reactivas de Oxigeno

El andlisis de inmunofluorescia se llevd a cabo para la medida de marcadores de
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) mediante la utilizacién de la sonda DHE
(Dihidroetidio). Se trata de una sonda fluorescente empleada para la deteccién de ERO,
gue cuando se oxida, principalmente por superdxido, es capaz de emitir fluorescencia

de color rojo brillante (Figura 33).

Se mantienen en cultivo monocapa los queratinocitos primarios humanos
(NHEK) (Lonza; Basilea, Suiza) durante 24 h en celdas sobre portaobjetos incubados con
el farmaco a sus diferentes concentraciones. Tras finalizar el experimento, el medio fue
retirado y las células fueron fijadas con paraformaldehido 4% durante 30 minutos. Para
permeabilizar la membrana se incubd con Triton X-100 al 0,1% en PBS a temperatura
ambiente. A continuacién, se afiadid a las células el DHE y se incubd en condiciones de
oscuridad durante 30 minutos, y posteriormente se incubd durante 5 minutos con 4’,6-
Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) para marcar los nucleos celulares. Se retird
el medio y se lavd con PBS. Para visualizar los resultados se utilizé un microscopio de
fluorescencia Spectral Leica TCS SP2 microscope (Leica Biosystems; Wetzlar, Germany)
usando las siguientes longitudes de onda de excitacion/emision: 340-380/425nm para

DAPIy 520/610nm para DHE.
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Figura 33. Reaccion de oxidacion del dihidroetidio a 2-hidroxietidio por superéxido, para la deteccion
de especies reactivas de oxigeno intracelulares.
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Los resultados se reportaron como analisis colorimétrico mediante el software
de andlisis de imagen Image J (National Institutes of Health, EE.UU.) y como imdagenes

representativas.

3.2.7 Apoptosis celular mediante citometria de flujo

Para la determinacion de los niveles de apoptosis celular se utilizé la técnica de
citometria de flujo basada en la detecciéon de anexina V, conocido marcador de
apoptosis celular (313,314). Para ello, los queratinocitos primarios humanos (NHEK)
(Lonza; Basilea, Suiza) se mantienen en cultivo monocapa durante 24 h a 37°C en placa
de 96 pocillos incubados con el farmaco a sus diferentes concentraciones. El medio con
los farmacos fue retirado, y conservado. Las células se lavaron con PBS y éste se guardd
con el resto del medio. Se afiadio tripsina para resuspender el cultivo, dejandose actuar
durante 5 min. Una vez resuspendido, se mezcld el medio inicial, el PBS tras el lavado y
la resuspensidn celular en un mismo pocillo. A continuacidn, se utilizé el kit Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit para la deteccidon de la apoptosis celular. Se afiadié anexina
V asociada al fluorocromo FITC (del inglés Fluorescein IsoTioCyanate) y yoduro de
propidio (PI) incubandose durante 15min a temperatura ambiente bajo condiciones de
oscuridad. El Pl aparece cuando las células rompen sus membranas, una caracteristica
de necrosis y apoptosis tardia. Por ultimo, se afiadié el tampdn de unidn anexina Vy se
midieron utiliezando el citometro de flujo BD LSRFortessa™ X-20 (BD Biosciences; San
Jose, CA, EE.UU.) antes de pasada 1 hora (Figura 34). Se analizaron un minimo de 10.000
células para cada una de las condiciones. Los datos fueron analizados por el software
Flow-Jo (TreeStar, EE.UU.). Se tomaron al menos tres réplicas por prueba, se
representaron los diagramas obtenidos del analisis de la anexina V asociada a FITC
frente al PI. Los diagramas se pueden dividir en cuatro cuartiles (Q) que se definen de la
siguiente manera: Q1 células necrdticas (PI/FITC, +/-); Q2 células apoptdticas tardias
(PI/FITC, +/+); Q3 células viables (PI/FITC, -/-) y Q4 células apoptdticas tempranas
(PI/FITC, -/+). Los datos de los cuartiles tomados para la representacién de la apoptosis
celular fueron la suma del Q2 y el Q4, y los resultados se expresaron como media de

cada uno de ellos.
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Figura 34. Equipo de citometria de flujo BD LSRFortessa™ X-20.

3.2.8 Angiogénesis

Para la determinacion de los cambios sobre el proceso de angiogénesis
provocados por el farmaco paclitaxel, se utilizd el kit comercial Endothelial Tube

Formation Assay, siguiendo las instrucciones propuestas por el fabricante.

Se siembran las células microvasculares dérmicas humanas (HDMEC) con medio
de cultivo EBM™ Endothelial Cell Growth Basal Medium BulletKit™ (medio +
suplementos) sobre placas opacas previamente revestidas con el gel proporcionado por
en el kit, y se incuban con el farmaco a sus diferentes concentraciones durante 16h para
permitir la formacidn del tubo endotelial segiun el fabricante. Tras finalizar el
experimento, el medio fue retirado. A continuacion, se lavaron las células con el tampdn
de tincién y fueron teiiidas con una solucidn de tincién basada en calceina-acetoximetil
(calceina-AM) durante 30min. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS y se
tomaron imagenes mediante microscopia de fluorescencia, con el equipo Spectral Leica
TCS SP2 microscope (Leica Biosystems; Wetzlar, Germany) usando las siguientes
longitudes de onda de excitacion/emisién: 495/515 nm.
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Los resultados se reportaron como analisis mediante el software de andlisis de
imagen Image J (National Institutes of Health, EE.UU.) de la longitud del tubo (pixels), el
nimero total de ramificaciones y el numero total de lazos, asi como en imagenes

representativas.

3.2.9 Liberacion de interleucinas mediante técnica ELISA

La IL-1a, IL-6 y IL-8 liberadas por el modelo 3D de queratinocitos se determind
mediante técnica ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: “Ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas”) comercial (Human IL-10/IL-1F1, Human IL-6,
Human CXCL8/IL8, R&D Systems; Minneapolis, EE.UU.) siguiendo las instrucciones
propuestas por el fabricante. Los cultivos en 3D de queratinocitos incubaron con el
farmaco durante 48 h. El sobrenadante celular se recogié y se midio la interleucina de
interés mediante el kit de ELISA correspondiente. Los kits empleados utilizan la técnica
de ELISA cuantitativa por inmuno-deteccidén indirecta de proteinas o sistema
“sandwich”. Las placas ELISA estan previamente revestidas en su base con un anticuerpo
primario contra la proteina de interés (Figura 35 1.). Se depositd la muestra en los
pocillos y se dejo incubar durante 2 h para favorecer la unién ente la interleucina de
interés y el anticuerpo inmovilizado (Figura 35 2.). Se realizaron lavados para eliminar
uniones inespecificas (Figura 35 3.). Tras ello, con sus correspondientes tiempos de
espera, se afnadio el anticuerpo especifico conjugado a biotina (Figura 35 4.). Se aplicé el
conjugado de estreptavidina-peroxidasa, que se unid a la biotina aprovechando la alta
afinidad bioldgica entre la biotina y la estreptavidina (Figura 35 5.). Por ultimo, se afiadio
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) como sustrato para para producir la reaccién al
entrar en contacto con la peroxidasa, ofreciendo una absorbancia proporcional al
numero de uniones de la interleucina de estudio a los anticuerpos (Figura 35 6.). Se
detuvo la reaccion y se midio la absorbancia mediante espectrofotometria a 450nm con
el equipo Infinite M200 (Tecan Group Ltd.; Mannedorf, Switzerland) (Figura 28). Los
datos de concentracion de la proteina se extrapolaron de una recta patron estdndar
previa, realizada segun las instrucciones del fabricante, y se relativizaron respecto al grupo

control.
pag. 105



3. MATERIALES Y METODOS

Y Y ¥

Sustrato

.3
"2\? - "2\\ - N
2 (/' 2 (,. d (,.

Figura 35. Esquema de la técnica ELISA de cuantificacion de proteinas por inmuno-deteccién indirecta,
en el que se describen las diferentes fases del proceso. Creado con BioRender.

3.2.10 Expresion génica mediante qPCR

3.2.10.1 Extraccion de ARN total y cuantificacién

El cultivo 3D de piel, asi como el cultivo de melanocitos primarios cultivado en
placas de 6 pocillos, son incubados con el farmaco durante 24h, y asi poder obtener el
acido ribonucleico (ARN) producido por las células. Tras este periodo de incubacion con
el tratamiento, se recogio el experimento con el reactivo de aislamiento TriPure®y se
realizé una extraccion de ARN total mediante el procedimiento propuesto por el
fabricante. El ARN extraido se cuantificé con el espectrofotometro NanoDrop 2000C
(Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU.) (Figura 36). Este sistema permitid
determinar la concentracion del ARN total (ng/uL) mediante medidas de absorbancia a
260 nm (Aze0) Y 280 nm (Azg0), a partir del espectro de absorciéon de las muestras.
También se obtuvo el valor de la pureza de las muestras, determinado por el ratio

A260/A280-

pag. 106



3. MATERIALES Y METODOS

Figura 36. Equipo de cuantificacidn de acidos nucleicos, espectrofotémetro NanoDrop 2000C.

3.2.10.2 Transcripcion reversa

A continuacion, se utilizé la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa (RT-PCR). En la reaccion de transcripcidon reversa, la enzima
denominada transcriptasa reversa sintetiza acido desoxirribonucleico complementario
(ADNCc) a partir de un ARN mensajero molde (Figura 4.17). Este paso fue necesario para
realizar la cuantificacién de la expresion génica por PCR a tiempo real también llamada

PCR cuantitativa (qPCR).

Tomando en consideracion la cuantificacién del ARN extraido, se transformé un
total de 300 ng de ARN en ADNc utilizando el kit TagMan™ MicroRNA Reverse
Transcription Kit para la transcripcion reversa. Se realizd este proceso en un
termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems; Thermo Fisher
Scientific; Waltham, EE.UU.) (Figura 37) programando los siguientes pasos para la
muestra: incubacién durante 10 minutos a 25°C, ciclo de 30 minutos a 42°C e
inactivacion de la enzima durante 5 minutos a 95°C. EI ADNc de doble hebra sintetizado

se almacend a una temperatura de -20°C hasta su utilizacién.
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El cebador hibrida

@TTT‘”” con el ARNm
La transcriptasa reversa
€ LU T TT (RT) realiza la copia de la
primera hebra de ADNc

La transcriptasareversa
Mo (RT) digiere y desplaza el
ARNmM mientras copia la
segunda hebra de ADNc

LLLLULLLUL LU ADNc de doble hebra

Figura 37. Transcripcion reversa. La fotografia de la izquierda muestra el termociclador Veriti™ 96-Well
Fast Thermal Cycler empleado para la reaccion de transcripcion reversa. El diagrama de la parte derecha
muestra las etapas en las que sucede la reaccién de transcripcidn reversa. Creado con BioRender.

3.2.10.3 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacion
selectiva de una region de ADN de interés utilizando oligonucleétidos como cebadores
de la sintesis de ADN. Los cebadores se unen especificamente a secuencias que
flanquean la regidn que se pretende amplificar. La reaccidn de amplificacion consiste en

la repeticidn de un ciclo integrado por tres etapas:

- Desnaturalizacién del ADN molde
- Hibridacidon de cebadores

- Elongacién

La repeticién de este ciclo un determinado numero de veces produce un

aumento exponencial en la cantidad de ADN de la region de interés.

La variante denominada PCR a tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR) constituye
una forma precisa de detectar y cuantificar los niveles de ARN mensajero (ARNm). Los
equipos de gPCR permiten la deteccion directa del producto de amplificacién durante la
fase exponencial de la reaccién empleando lectores de fluorescencia que permiten

medir la fluorescencia emitida durante la reaccion. Para ello se utilizaron Ensayos de
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Expresion Génica TagMan®, que son mezclas pre-formuladas de sondas y cebadores
especificos para el gen de interés marcadas con fluorocromos. Los reactivos TagMan®
utilizan una sonda capaz de generar fluorescencia y la actividad 5’ nucleasa de la Taq
polimerasa de ADN para detectar un producto de PCR especifico a medida que se
acumula durante la reaccion. El proceso tiene lugar en una serie de etapas, tal y como

se detalla en la Figura 38.

1. POLIMERIZACION 2. DESPLAZAMIENTO DE CADENA
R = NOTIFICADOR
Q = DESACTIVADOR N\
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Figura 38. Sistema TagMan® de cuantificacion fluorimétrica de la expresion génica. 1. Etapa de
polimerizacion donde la sonda especifica del gen Tagman® con un notificador (R) y un desactivador (Q)
unidos a los extremos 5’ y 3’ hibrida con el ADNc. 2. Desplazamiento de cadena donde empieza a copiarse
el ADNc, cuando ambos marcadores estan unidos a la sonda se inhibe la emision del fluorocromo R por el
desactivador Q. 3. En la etapa de escisidon durante cada ciclo de polimerizacién la polimerasa degrada la
sonda separando R de Q, comenzando la emision de fluorescencia. 4. Se completa la polimerizacidn, en
la que el notificador y el desactivador estan separados emitiendo por tanto la fluorescencia caracteristica.
Creado con BioRender.

La existencia de estas sondas capaces de emitir fluorescencia permite la
cuantificacién en tiempo real unicamente de los productos de amplificacion especificos.
En la Tabla 7 se enumeran las sondas de expresidn génica TagMan® (Applied
Biosystems; Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU.) utilizadas para el estudio de la

expresion de los genes de interés.
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Gen Referencia Cultivo de procedencia del RNA

Bcl2 Hs04986394_s1 Cultivo 3D piel
Elastina (ELN) Hs00355783_m1 Cultivo 3D piel
eNOS Hs01574665_m1 Cultivo 3D piel
Fibronectina (FN1) Hs01549976_m1 Cultivo 3D piel
NOX4 Hs01379108_m1 Cultivo 3D piel
SoD1 Hs00533490_m1 Cultivo 3D piel
Acuaporina 3 (AQP3) Hs00185020_m1 Cultivo 3D piel
Colageno tipo | (COL1A1) Hs00164004_m1 Cultivo 3D piel
p21 (PAK3) Hs01040810_m1 Cultivo 3D piel
p53 (TP53) Hs01034249 m1l Cultivo 3D piel
VEGF Hs00900055_m1 Cultivo 3D piel
Nrf2 Hs00975961 gl Cultivo 3D piel

TYR Hs00165976_m1 Melanocitos en monocapa

TYRP1 Hs00167051_m1 Melanocitos en monocapa

DCT Hs01098278 m1l Melanocitos en monocapa

B-actina (ACTB)

Hs01060665_g1

Ambos

Tabla 7. Sondas de expresion génica TagMan® utilizados en la qPCR (Applied Biosystems; Thermo Fisher
Scientific; Waltham, EE.UU.), incluyendo el tipo de cultivo celular del cual se extrae el material genético

del experimento.

Cada reaccion de PCR contenia los siguientes componentes:

- 3,5 pL de agua dietilpirocarbonato (DEPC)

5 uL de TagMan™ Gene Expression Master Mix

1 uL de ADNCc sintetizado en la transcripcidn inversa

0,5 pL de la sonda y los cebadores correspondientes

La gPCR se desarrollé en un termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time PCR

System (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific; Waltham, EE.UU.) con las

siguientes condiciones: un paso inicial de 2 minutos a 0°C, un ciclo de 10 minutos a 95°C

y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C seguidos de 1 minuto a 60°C (Figura 39).
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Figura 39. Equipo de gPCR QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System utilizado para la reaccién en cadena
de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (QPCR). La figura de la derecha corresponde a la gréfica
obtenida tras el proceso de cuantificacion, en la que el gen diana ha sido amplificado. Mediante el
software del equipo es posible analizar las curvas obtenidas y cuantificar la expresion génica.

A partir de los datos de fluorescencia registrados se obtuvieron curvas de
amplificacién en las que se representaba el logaritmo de la intensidad de fluorescencia
frente al nimero de ciclos transcurridos. Para medir la expresion de un determinado
gen se utilizoé el ciclo umbral (Ct), ciclo en el que la fluorescencia supera el umbral o
threshold en inglés. El threshold es el nivel determinado automdaticamente o
manualmente y fijado en la regién exponencial de la grafica de amplificacién generada,
por encima de esta linea el nivel de fluorescencia se considera significativamente

superior a la fluorescencia basal.

La cuantificacion relativa de los distintos genes se realizé comparando sus Ct con
el del control enddgeno B-actina (ACTB). El nivel de expresion génica se calculé después
como la diferencia (ACt) entre el valor Ct del gen de interés y el valor Ct del control
endogeno. Los cambios en la expresion de los niveles de ARNm del gen de interés se

designaron como 2™,
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3.2.11 Expresion proteica mediante Western Blot

La técnica de Western Blot permite detectar y cuantificar una proteina especifica
en una mezcla compleja de proteinas. El cultivo 3D de piel, es incubado con el farmaco
durante 48 h para la obtencion de proteinas. Tras este periodo de incubacion con el
tratamiento, se realizé una extraccion de proteinas mediante la lisis de las células con
un tampdn de lisis compuesto por Buffer C (HEPES 1M, NaCl 4M, EDTA 0,5M, EGTA0,1M,
Glicerol y agua) suplementado con un cdctel inhibitorio de proteasas cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail y PMSF (Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo). A continuacion, se
realizaron sucesivos ciclos de choque térmico, se afadié el detergente Nonidet™-P40 al
1% y tras centrifugar 20 min a 4°C se obtuvo el sobrenadante con el extracto proteico
total. A continuacidn, se cuantifico el contenido en proteinas empleando el ensayo del
acido bicinonimico (BCA) utilizando el kit de ensayo BCA Protein Assay Kit y se midié la
absorbancia a 562 nm con un lector espectrofotométrico de placas Infinite M200 (Tecan
Group Ltd.; Mannedorf, Switzerland) (Figura 28). La cuantificacién proteica se obtuvo
por interpolacion de las absorbancias obtenidas con una curva estdndar de albumina de
suero bovino (BSA) preparada en el mismo tampdn que las muestras para minimizar la

absorbancia residual.

Los extractos proteicos se prepararon con la misma cantidad de proteina (12 pg)
de cada muestra y se realizd la electroforesis. Junto con las muestras se cargo el
marcador de peso molecular Rainbow™ en geles de poliacrilamida Mini-PROTEAN®
TGX™ Gels (Bio-Rad Laboratories; Herts, Reino Unido), 10 pL por pocillo. La
electroforesis se realizd en cubetas MiniPROTEAN® 3 Cell Electrophoresis System (Bio-
Rad Laboratories; Herts, Reino Unido) usando tampdn de electroforesis (Running buffer)
y con un voltaje inicial de 90 V durante el paso de las proteinas por la primera parte del
gel, aumentando tras ello el voltaje hasta 300 V. Una vez realizada la electroforesis, se
realizo la transferencia de las proteinas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa
Trans-Blot® Turbo™ Tranfer Pack (Bio-Rad Laboratories; Herts, Reino Unido) utilizando
el sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories; Herts, Reino
Unido). Finalizada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubd con la

solucion de bloqueo BSA 5% en PBS con 0,1% Tween 20 (PBS-T) durante 2 h a
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temperatura ambiente. A continuacion, se afiadio el anticuerpo primario diluido en BSA
(1:1000) y se dejo en agitacién y a 4°C durante toda la noche. Los anticuerpos primarios

utilizados se recogen la Tabla 8.

Simbolo del anticuerpo Casa comercial Especie de origen
Bcl2 _ . NBIOO-92?42 . . Coneio
Novus Biologicals (Cambridge, Reino Unido)
b125219
AQps abcam (Car’r?bridge, Reino Unido) Conejo
PA5-95137
coL1A Thermo Fisher Scientific (Waltham, EE.UU.) Conejo
PA5-29578
FNt Thermo Fisher Scientific (Waltham, EE.UU.) Conejo
NB100-58849
Nox4 Novus Biologicals (Cambridge, Reino Unido) Conejo
Nrf2 abcam (Camabt;iiggzlez,‘ieino Unido) Raton
b16831
001 abcam (Cam?;)ridge, Reino Unido) Conejo
b46154
v abcam (Cami)ridge, Reino Unido) Conejo
NP abcam (Cami)t;ilngBe(,)ieino Unido) Conejo
(p)-NF-kB abcam (Cami)t;iizzeg,ieino Unido) Conejo
FLN abcam (Cami)t;ii?’;:?eino Unido) Conejo
p53 abcam (Can?tt))rlijéj,‘llkz’eino Unido) Conejo
ACTB ALS78 Conejo

Sigma-Aldrich Products (Saint Louis, EE.UU.)
Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados en el ensayo Western Blot.

Se utilizé la B-actina (ACTB) como control enddégeno de carga del extracto
proteico total. Al dia siguiente, se incubd durante 2 h a temperatura ambiente con el

correspondiente anticuerpo secundario preparado en BSA, disponibles en la Tabla 9.

Anticuerpo Casa comercial
Anticuerpo anti-ratén Thermo Fisher Scientific
conjugado a HRP (origen: asno) (Waltham, EE.UU.) (SA1-100)
Anticuerpo anti-conejo Thermo Fisher Scientific

conjugado a HRP (origen: asno) (Waltham, EE.UU.) (SA1-200)

Tabla 9. Anticuerpos secundarios utilizados en el ensayo Western Blot.
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Finalmente, se detectd la expresion proteica por quimioluminiscencia mediante
el kit ECL plus. Las proteinas marcadas se detectaron realizando autoradiografias en
camara oscura con pelicula fotografica (Amersham GE Healthcare; Buckinghamshire,
Reino Unido) capaz de recoger la emision de quimioluminiscencia inducida. Los
resultados se reportaron como andlisis densitométrico mediante el software de andlisis
de imagen Image J (National Institutes of Health, EE.UU.) y como western blot
representativos. En la Figura 40, puede verse de forma esquemadtica el proceso de la

técnica.
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Figura 40. Esquema de la técnica Western Blot de deteccidn y cuantificacion de proteinas. 1. Carga de
las muestras y el marcador de pesos moleculares. 2. Introduccién en la cubeta de electroforesis. 3. Tras
la electroforesis las muestras quedan separadas a lo largo del gel, incluido el marcador. 4. Transferencia
de las proteinas separadas desde el gel hacia una membrana de nitrocelulosa. 5. Incubacion de la
membrana con anticuerpo primario, anticuerpo secundario y reacciéon de quimioluminiscencia. 6
Revelado de la quimioluminiscencia para visualizar la banda donde se encuentra la proteina de interés.
Creado con BioRender.

3.2.12 Capacidad fototdxica del paclitaxel

Para la determinacién de la capacidad fototdxica del farmaco se realizd un
estudio avalado por la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmicos

(OECD), llamado test de fototoxicidad in vitro NRU 3T3 (315,316).
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Los fibroblastos primarios BALB/3T3 de ratdon se mantienen en cultivo monocapa
durante 24 h con medio DMEM High Glucose con 10% FBS. Se incuban previamente dos
placas de 96 pocillos con la sustancia quimica de prueba, en este caso el farmaco
paclitaxel en PBS, con una serie de concentraciones, 10°, 10%, 107, 10°®, 10°, 10™ y 10
> M, y con control positivo y control negativo durante 1 h. El control positivo es
Clorpromazina (CPZ, HY-B0O407A, MedChemExpress; EE.UU.) y el control negativo LSS.
Posteriormente, una de las dos placas se irradia con luz UV (+UV) durante 50 min a una
potencia de 1,7 mW/cm? mientras gue la otra placa se mantiene en la oscuridad (-UV),
el equipo utilizado para la irradiaciéon fue el UVACUBE 400 (Honle UV Technology,
Germany) (Figura 30). En ambas placas, el medio de tratamiento se reemplaza por
medio de cultivo nuevo y, después de otras 24 h de incubacidn, se determina la
viabilidad celular por absorcién de rojo neutro (NRU). La absorbancia de NRU se
determiné mediante espectrofotometria a 540nm con el equipo Infinite M200 (Tecan

Group Ltd.; Mannedorf, Switzerland) (Figura 28).

La viabilidad celular se expresa como porcentaje y se calcula para cada
concentracion de prueba. Para predecir el potencial fototdxico, se comparan las
respuestas de concentracion obtenidas en presencia y en ausencia de irradiacion, al
nivel de la concentracion efectiva 50 (CEsg), es decir, la concentracion en la cual se
reduce la viabilidad celular al 50% en comparacién con los controles no tratados. Para

evaluar los resultados, se calcula un factor de fotoirritacion (PIF):

_ CEsp (—UV)

PIF = —/———F——
CEsy, (+UV)

Se debe tener en cuenta que el PIF solo se puede calcular si las curvas de dosis-
respuesta obtenidas en presencia y ausencia de luz UV caen por debajo del 50% de los
controles, porque solo en estos casos se pueden determinar dos valores de CEsq (-UV y
+UV). Por lo tanto, el modelo de prediccion tiene en cuenta dos reglas de clasificacién

adicionales:
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- Si una sustancia quimica es solo citotdxica en presencia de UV (+UV) y no
citotoxica cuando se prueba sin irradiacién (-UV), el PIF no se puede calcular,
aunque este es un resultado que indica potencial fototoxico.

- Siambos, ECsg (-UV) y ECso (+UV), no se pueden calcular debido al hecho de
que la sustancia no muestra ninguna citotoxicidad hasta la concentracion

mas alta probada, quiere decir que no hay potencial fototdxico.

Segun la OECD, la clasificacion de la fototoxicidad en funcion del PIF obtenido se

realiza siguiendo la escala que recoge la Tabla 10.

Prediccién PIF
No fototdxico PIF< 2
Probablemente fototdxico 2<PIF<5
Fototoxico PIF>5

Tabla 10. Interpretacion de los resultados de fototoxicidad segtin el factor de fotoirritacion (PIF)
obtenido (316).

3.2.13 Presentacion de datos y analisis estadistico de los ensayos in vitro

Los datos se presentan como media % error estandar de la media (SEM) de al
menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3). El
analisis de la distribucidon normal para cada grupo de datos se realiz6 mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov. El analisis estadistico de los resultados se llevéd a cabo
mediante el analisis de varianza (ANOVA) pareado seguido de la prueba de Bonferroni,
mediante la prueba t de Student entre grupos, o por pruebas no paramétricas
apropiadas en su caso (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EE.UU.). Los resultados

se tomaron como significativos (*) cuando el valor p <0,05.
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4.1 ESTUDIOIN VIVO

4.1.1 Efectos adversos dermatolégicos comunicados durante el tratamiento

Las 20 pacientes oncolégicas en tratamiento con paclitaxel culminaron el estudio
siguiendo con las pautas propuestas y realizando las visitas pertinentes. Las pacientes
comunicaron una serie de enfermedades dermatoldgicas destacables que aparecieron
durante el tratamiento con paclitaxel (Tabla 11), ademds de sufrir una alopecia asociada

a quimioterapia generalizada, de mayor o menor grado dependiendo de la paciente.

N% de Tratamiento Enfermedades dermatoldgicas
paciente
4 TAXOL®+CARBOPLATINO INTERTRIGO, DERMATITIS
5 TAXOL®+BEVACIZUMAB DERMATITIS, ONICOLISIS
12 TAXOL® SINDROME MANO-PIE
19 TAXOL® LIVEDO RETICULARIS, QUERATOSIS HIPERTROFICA

Tabla 11. Relacién de enfermedades dermatolégicas destacadas diagnosticadas durante el
tratamiento con paclitaxel en las pacientes oncolégicas.

Estas son patologias que aparecen en la piel como consecuencia del tratamiento
quimioterapéutico, por tanto, pueden considerarse como efectos adversos

dermatoldgicos del farmaco.

4.1.2 Estudio de los parametros fisicos, biomecanicos y fisioldgicos de la piel

4.1.2.1 Valor de hidratacion

Se evalué el efecto del paclitaxel sobre el valor de hidratacion de la piel, obtenido
mediante la sonda Corneometer®. Los resultados vienen dados en Unidades Arbitrarias
(U.A.). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor de
hidratacion de la poblacidn de voluntarias sanas y el valor de las pacientes oncoldgicas
previo tratamiento (T1), tanto para el rostro como para el antebrazo. El tratamiento

guimioterapéutico con paclitaxel produjo una disminucién del valor de hidratacion,

pag. 119



4. RESULTADOS

existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto a la visita inicial en la
zona del antebrazo en la ultima visita (T3), y en la zona de la mejilla tanto en la segunda

visita (T2) como en T3 (Figura 41).
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Figura 41. Determinacion del valor de hidratacién obtenido durante el tratamiento con paclitaxel (PTX)
en 20 pacientes oncoldgicas, en rostro (A.) y en antebrazo (B.). Se tomaron medidas del valor de
hidratacién (U.A.) antes (T1), durante (T2) y al finalizar (T3) el tratamiento quimioterapéutico con
paclitaxel. Se utilizé un grupo de 20 voluntarias sanas como control. Los resultados se presentan como la
media + error estandar de la media (SEM) de al menos 3 determinaciones en cada tiempo, para todas las
pacientes (n=20). El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) con medidas repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni, para el grupo de pacientes
oncoldgicas en sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizé entre el grupo de voluntarias sanas y el
de pacientes oncoldgicas a T1. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al
control (*) cuando el valor de p<0,05.

El porcentaje medio de variacién del valor de hidratacién (% £ SEM) con respecto
aT1, enla mejillayen el antebrazo, después del tratamiento con paclitaxel a T2y T3 se

muestran en la Tabla 12.

Variacion del T2 T3
valor de hidratacion (% = SEM) (% = SEM)
Rostro -10,38% + 4,94 -18,73% + 5,42
Antebrazo 4,74% + 8,07 -16,38% + 5,67

Tabla 12. Porcentaje medio de variacion del valor de hidratacién (% + SEM) a T2y T3 con respecto a T1,
en la zona del rostro y en la zona del antebrazo.
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4.1.2.2 Pérdida de Agua Transepidérmica (TEWL)

Se evalud el efecto del paclitaxel sobre la pérdida de agua transepidérmica
(TEWL) de la piel, obtenida mediante la sonda Tewameter®. Los resultados vienen dados
en g/hm’. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor de
TEWL de la poblacién de voluntarias sanas y el valor de las pacientes oncoldgicas previo
tratamiento (T1), tanto para el rostro como para el antebrazo. El tratamiento
guimioterapéutico con paclitaxel produjo una disminucion del valor de TEWL en la
segunda (T2) y tercera visita (T3), existiendo diferencias estadisticamente significativas
con respecto a la visita inicial en la zona del antebrazo en T3, y en la zona de la mejilla

tanto en T2 como en T3 (Figura 42).
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Figura 42. Determinacion del valor de TEWL obtenido durante el tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20
pacientes oncoldgicas, en rostro (A.) y en antebrazo (B.). Se tomaron medidas del valor de TEWL (g/hm?)
antes (T1), durante (T2) y al finalizar (T3) el tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel. Se utilizé un
grupo de 20 voluntarias sanas como control. Los resultados se presentan como la media + error estandar
de la media (SEM) de al menos 3 determinaciones en cada tiempo, para todas las pacientes (n=20). El
analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) con medidas
repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni, para el grupo de pacientes oncoldgicas en sus tres tiempos.
La prueba t de Student se realizé entre el grupo de voluntarias sanas y el de pacientes oncoldgicas a T1.
Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de
p<0,05.

El porcentaje medio de variacion del valor de la TEWL (% + SEM) con respecto a
T1, en la mejilla y en el antebrazo, después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se

muestran en la Tabla 13.

. . T2 T3
Variacion de la TEWL (% £ SEM) (% £ SEM)
Rostro -18,36% + 7,36 -26,67% * 8,63
Antebrazo 2,51% + 15,63 -18,56% * 9,49

Tabla 13. Porcentajes medios de variacion del valor de TEWL (% + SEM) a T2 y T3 con respecto a T1, en
la zona del rostro y en la zona del antebrazo.
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4.1.2.3 Valor de sebo

Se evalué el efecto del paclitaxel sobre la produccién de lipidos de la piel, a través
del valor de sebo obtenido mediante la sonda Sebumeter®. Los resultados vienen dados
en pg/cm?. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor
de sebo de la poblacién de voluntarias sanas y el valor de las pacientes oncolégicas
previo tratamiento (T1). El tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel produjo una
disminucion del valor de sebo, existiendo diferencias estadisticamente significativas con

respecto a la visita inicial en T3 (Figura 43).
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Figura 43. Determinacion del valor de sebo obtenido durante el tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20
pacientes oncoldgicas. Se tomaron medidas del valor de sebo (ug/cm?) antes (T1), durante (T2) y al
finalizar (T3) el tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel. Se utilizd un grupo de 20 voluntarias sanas
como control. Los resultados se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos
3 determinaciones en cada tiempo, para todas las pacientes (n=20). El analisis estadistico de los resultados
se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas, seguido de la prueba de
Bonferroni, para el grupo de pacientes oncoldgicas en sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizd
entre el grupo de voluntarias sanas y el de pacientes oncolégicas a T1. Los resultados se tomaron como
diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05

El porcentaje medio de variacidn del valor de sebo (% + SEM) con respecto a T1

después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se muestran en la Tabla 14.

P T3
Variacion del (% = SEM) (% = SEM)
lor de seb
valor de sebo 1,14% + 16,00 -45,29% + 8,23

Tabla 14. Porcentajes medios de variacidn del valor de sebo (% + SEM) a T2 y T3 con respecto a T1.
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4.1.2.4 Valor de eritema

Se evaluo el efecto del paclitaxel sobre el aumento del enrojecimiento de la piel,
a través del valor de eritema obtenido mediante la sonda Mexameter®. Los resultados
vienen dados en Unidades Arbitrarias (U.A.). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el valor de eritema de la poblacién de voluntarias
sanas y el valor de las pacientes oncoldgicas previo tratamiento (T1). El tratamiento
guimioterapéutico con paclitaxel produjo un aumento del valor de eritema, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto a la visita inicial en la ultima

visita (T3), no se observaron diferencias significativas en la segunda visita (T2) (Figura

44).
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Figura 44. Determinacidon del valor de eritema obtenido durante el tratamiento con paclitaxel (PTX) en
20 pacientes oncolégicas. Se tomaron medidas del valor de eritema (U.A) antes (T1), durante (T2) y al
finalizar (T3) el tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel. Se utilizd un grupo de 20 voluntarias sanas
como control. Los resultados se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos
3 determinaciones en cada tiempo, para todas las pacientes (n=20). El analisis estadistico de los resultados
se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas, seguido de la prueba de
Bonferroni, para el grupo de pacientes oncoldgicas en sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizd
entre el grupo de voluntarias sanas y el de pacientes oncolégicas a T1. Los resultados se tomaron como
diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.

El porcentaje medio de variacién del valor de eritema (% + SEM) con respecto al

T1 después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se muestran en la Tabla 15.

T2 T3
Variacion del (% = SEM) (% = SEM)
valor de eritema
2,74% + 4,93 13,96% + 4,11

Tabla 15. Porcentajes medios de variacién del valor de eritema (% + SEM) a T2 y T3 con respecto a T1.
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4.1.2.5 Pigmentacion

Se evalu¢ el efecto del paclitaxel sobre los cambios en la pigmentacion de la piel.
Por una parte, se utilizd la sonda Mexameter®, que ofrece los resultados del valor de
melanina en Unidades Arbitrarias (U.A.). Por otro lado, se utilizé la sonda Colorimeter®,
que ofrece los resultados en grados ITA (ITA°), unidades relacionadas con el tono de la
piel, inversamente proporcionales a su oscuridad, es decir, cuanto mas bajo sea el valor
de los ITA° mas oscura serd la piel. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el valor de melanina ni los ITA® de la poblacién de voluntarias sanas
y los valores de las pacientes oncolégicas previo tratamiento (T1). El tratamiento
guimioterapéutico con paclitaxel produjo un aumento del valor de melanina, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto a la visita inicial en la ultima
visita (T3), pero no en la segunda (T2) (Figura 45 A.). Este tratamiento también produjo
una disminucién de los ITA®, que representa un aumento de la pigmentacidn, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto a la visita inicial en T2 y en T3

(Figura 45 B.).
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Figura 45. Determinaciones sobre la pigmentacion de la piel, a través del valor de melanina (A.) y de
ITA® (B.), obtenidas durante el tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20 pacientes oncolégicas. Se tomaron
medidas del valor de melanina (U.A) y ITA® antes (T1), durante (T2) y al finalizar (T3) el tratamiento
guimioterapéutico con paclitaxel. Se utilizé un grupo de 20 voluntarias sanas como control. Los resultados
se presentan como la media % error estandar de la media (SEM) de al menos 3 determinaciones en cada
tiempo, para todas las pacientes (n=20). El andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante
el analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni, para el grupo
de pacientes oncoldgicas en sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizé entre el grupo de
voluntarias sanas y el de pacientes oncoldgicas a T1. Los resultados se tomaron como diferencias
significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.
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El porcentaje medio de variacién del valor de melanina (% + SEM) con respecto

a T1 después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se muestran en la Tabla 16.

T2 T3
Variacion del (% = SEM) (% = SEM)
valor de melanina
6,86% * 2,95 6,68% *+ 1,86

Tabla 16. Porcentajes medios de variacion del valor de melanina (% £ SEM) a T2 y T3 con respecto a T1.

El porcentaje medio de variacion del valor ITA® (% + SEM) con respecto a T1

después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se muestran en la Tabla 17.

| T2 T3
Variacién de ITA® (% £ SEM) (% £ SEM)
-7,00% £ 2,24 -6,96% * 2,20

Tabla 17. Porcentajes medios de variacién de ITA® (% + SEM) a T2 y T3 con respecto a T1.

4.1.2.6 Elasticidad y firmeza de la piel

Se evaluo el efecto del paclitaxel sobre la elasticidad y firmeza de la piel, a través
de algunos de los parametros R proporcionados por la sonda Cutometer®. En el presente
estudio se evaluaron las R mas relevantes a nivel bibliografico y que mayor informacién
aportan sobre los pardmetros de elasticidad y firmeza de la piel, como son la RO, R2, R5
y R7. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
RO, R2, R5 y R7 de la poblacidon de voluntarias sanas y los valores de las pacientes
oncoldgicas previo tratamiento (T1). El tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel
produjo una disminucién de los valores de RO, R2, R5 y R7, existiendo diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la visita inicial en la segunda (T2) y ultima

visita (T3) (Figura 46).
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Figura 46. Determinacion de los parametros de elasticidad y firmeza de la piel RO, R2, R5 y R7 obtenidos
durante el tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20 pacientes oncoldgicas. Se tomaron los valores de RO,
R2, R5y R7, antes (T1), durante (T2) y al finalizar (T3) el tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel. Se
utilizé un grupo de 20 voluntarias sanas como control. Los resultados se presentan como la media % error
estandar de la media (SEM) de al menos 3 determinaciones en cada tiempo, para todas las pacientes
(n=20). El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA)
con medidas repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni, para el grupo de pacientes oncoldgicas en
sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizd entre el grupo de voluntarias sanas y el de pacientes
oncoldgicas a T1. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*)
cuando el valor de p<0,05.

El porcentaje medio de variacidn de los parametros RO, R2, R5 y R7 (% + SEM)
con respecto a T1 después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se muestran en la

Tabla 18.

Variacion de los T2 T3
parametros R (% = SEM) (% = SEM)
RO -22,89% = 16,03 -47,21% * 8,33
R2 -15,52% + 6,77 -19,69% + 6,10
R5 -28,78% £ 5,76 -33,06% £ 5,92
R7 -20,36% £ 5,34 -19,40% = 7,09

Tabla 18. Porcentajes medios de variacion de los parametros RO, R2, R5 y R7 (% + SEM) a T2 y T3 con

respectoa T1.
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4.1.2.7 Parametros de superficie de la piel

Se evaluo el efecto del paclitaxel sobre los parametros de superficie de la piel,
concretamente sobre la rugosidad (Ser) y la suavidad (Sesm), mediante el uso del equipo
Visioscan®. El parametro Ser se trata de un pardmetro directamente proporcional, es
decir, a mayor valor de Ser, mayor sera la rugosidad de la piel proporcionada en la
imagen. El parametro Sesm se trata de un parametro inversamente proporcional, es
decir, a mayor valor de Sesm, menor sera la suavidad de la piel proporcionada en la
imagen. Los resultados de ambos parametros vienen dados en Unidades Arbitrarias
(U.A.). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el valor de Ser
y Sesm de la poblacién de voluntarias sanas y los valores de las pacientes oncoldgicas
previo tratamiento (T1). El tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel produjo un
aumento del valor de Ser y de Sesm, existiendo diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la visita inicial en T3 en ambos parametros (Figura 47), estas
diferencias pueden apreciarse de manera visual en la Figura 48, mostrandose un

deterioro de la superficie de la piel.
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Figura 47. Determinacion de los parametros de superficie de la piel, Ser (A.) y Sesm (B.), obtenidos
durante el tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20 pacientes oncoldgicas. Se tomaron los valores de Ser
y Sesm antes (T1), durante (T2) y al finalizar (T3) el tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel. Se utilizé
un grupo de 20 voluntarias sanas como control. Los resultados se presentan como la media % error
estandar de la media (SEM) de al menos 3 determinaciones en cada tiempo, para todas las pacientes
(n=20). El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA)
con medidas repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni, para el grupo de pacientes oncoldgicas en
sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizé entre el grupo de voluntarias sanas y el de pacientes
oncoldgicas a T1. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*)
cuando el valor de p<0,05.
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Figura 48. Imagenes representativas de la superficie de la piel obtenidas durante el trascurso del
tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20 pacientes oncoldgicas. Cada una de las imagenes corresponde a
cada una de las visitas que realizan las pacientes sometidas al tratamiento con paclitaxel: visita inicial T1
(A.), visita intermedia T2 (B.) y visita final T3 (C.). Las imagenes fueron obtenidas mediante el equipo
Visioscan®.

El porcentaje medio de variacién de los pardmetros Ser y Sesm (% + SEM) con

respecto al T1 después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se muestra en la Tabla

19.
Variacion de los T2 T3
parametros de superficie (% = SEM) (% = SEM)
Ser 26,52% + 15,94 49,02% £ 17,94
Sesm 3,53% 7,71 20,54% + 5,80

Tabla 19. Porcentajes medios de variacion de los parametros de superficie de la piel Ser y Sesm (% %
SEM) a T2 y T3 con respecto a T1.

4.1.2.8 Descamacion de la piel

Se evaluo el efecto del paclitaxel sobre la descamacion de la piel, mediante la
combinacidn de las [dminas Corneofix® junto con el equipo Visioscan®. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de descamacioén de la
poblacién de voluntarias sanas y el porcentaje de las pacientes oncolégicas previo
tratamiento (T1). El tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel produjo un aumento
de la descamacion de la piel existiendo diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la visita inicial en la ultima visita (T3), pero no en la segunda visita (T2) (Figura
49). Las diferencias en la descamacion pueden apreciarse de manera visual en la Figura

50, mostrandose el aumento de descamacidn recogido por las |aminas.
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Figura 49. Determinacion del porcentaje de descamacion de la piel durante el tratamiento con paclitaxel
(PTX) en 20 pacientes oncoldgicas. Se tomaron los valores de descamacién antes (T1), durante (T2) y al
finalizar (T3) el tratamiento quimioterapéutico con paclitaxel. Se utilizé un grupo de 20 voluntarias sanas
como control. Los resultados se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos
3 determinaciones en cada tiempo, para todas las pacientes (n=20). El analisis estadistico de los resultados
se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas, seguido de la prueba de
Bonferroni, para el grupo de pacientes oncoldgicas en sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizé
entre el grupo de voluntarias sanas y el de pacientes oncolégicas a T1. Los resultados se tomaron como
diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.

A.

Figura 50. Imagenes representativas de la descamacion de la piel obtenidas durante el trascurso del
tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20 pacientes oncoldgicas. Cada una de las imagenes corresponde a
cada una de las visitas que realizan las pacientes sometidas al tratamiento con paclitaxel: visita inicial T1
(A.), visita intermedia T2 (B.) y visita final T3 (C.). Las imagenes fueron obtenidas a través de las laminas
adherentes Corneofix® y equipo Visioscan®, con su posterior analisis de imagen especifico.
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El porcentaje medio de variacién de la descamacion (% £ SEM) con respecto a T1

después del tratamiento con paclitaxel a T2 y T3 se muestran en la Tabla 20.

T2 T3
Variacion de la (% = SEM) (% = SEM)
descamacion
2,96% + 3,13 14,94% + 3,17

Tabla 20. Porcentajes medios de variacion de la descamacion de la piel (% + SEM) a T2 y T3 con respecto
aTl.

4.1.2.9 Grosor de las capas de la piel

Se evalud el efecto del paclitaxel sobre el grosor de las capas de la piel,
concretamente de la epidermis y la dermis, mediante el equipo Ultrascan®. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grosor de la epidermis,
el de la dermis y la suma de ambos, de la poblacién de voluntarias sanas y estos mismos
valores de las pacientes oncoldgicas previo tratamiento (T1). El tratamiento
guimioterapéutico con paclitaxel produjo una disminucién del grosor de la epidermis,
de la dermis y por tanto de la suma de ambas, existiendo diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la visita inicial en la segunda (T2) y dltima (T3) visita (Figura
51). Las diferencias en el grosor pueden apreciarse de manera visual en la Figura 52,
mostrandose una disminucién tanto en la epidermis como en la dermis, ambas zonas
delimitadas y diferenciadas de forma aproximada en la parte superior de la imagen por

lineas rojas.
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Figura 51. Determinacion del grosor de la epidermis, dermis, y la suma de ambas, obtenidos durante el
tratamiento con paclitaxel (PTX) en 20 pacientes oncoldgicas. Se tomaron los valores de grosor de la
epidermis, dermis y la suma de ambas antes (T1), durante (T2) y al finalizar (T3) el tratamiento
guimioterapéutico con paclitaxel. Se utilizé un grupo de 20 voluntarias sanas como control. Los resultados
se presentan como la media % error estandar de la media (SEM) de al menos 3 determinaciones en cada
tiempo, para todas las pacientes (n=20). El andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante
el andlisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni, para el grupo
de pacientes oncoldgicas en sus tres tiempos. La prueba t de Student se realizd entre el grupo de
voluntarias sanas y el de pacientes oncoldgicas a T1. Los resultados se tomaron como diferencias
significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.
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Figura 52. Imagenes representativas del grosor de la piel obtenidas durante el trascurso del tratamiento
con paclitaxel (PTX) en 20 pacientes oncolégicas. Cada una de las imagenes corresponde a cada una de
las visitas que realizan las pacientes sometidas al tratamiento con paclitaxel: visita inicial T1 (A.), visita
intermedia T2 (B.) y visita final T3 (C.). Las imagenes fueron obtenidas a través del equipo Ultrascan®.
Representacién grafica de cdmo se visualiza cada capa de la piel.
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El porcentaje medio de variacién del grosor de la epidermis, dermis y la suma de
ambas (% + SEM) con respecto al T1 después del tratamiento con paclitaxela T2y T3 se

muestra en la Tabla 21.

Variacion del grosor T2 T3
(% + SEM) (% + SEM)
Epidermis -13,79% + 2,21 -34,37% + 3,50
Dermis -8,81% + 1,64 -12,75% + 2,05
Epidermis + Dermis -10,28% + 1,41 -16,46% + 1,58

Tabla 21. Porcentajes medios de variacion del grosor de la epidermis, dermis y la suma de ambas (% *
SEM) a T2 y T3 con respecto a T1.
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4.2 ENSAYOS IN VITRO

4.2.1 Ensayo de viabilidad celular previo

En este ensayo se pretendia evaluar la viabilidad celular del cultivo monocapa de
queratinocitos incubados con el farmaco paclitaxel a distintas concentraciones
utilizando la técnica del MTT, con el fin de verificar a que concentraciones este farmaco

causa la muerte celular y asi utilizar estos resultados como referencia (Figura 53).
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Figura 53. Ensayo de viabilidad celular mediante MTT. Queratinocitos primarios en monocapa incubados
48h con paclitaxel (PTX) a 30; 3; 0,3; 0,03; 0,003 uM, utilizando como control positivo Laurilsulfato de
sodio (LSS) 80 pg/mL. Los resultados se presentan como la media * error estandar de la media (SEM) de
al menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3).

4.2.2 Efectos del paclitaxel sobre modelo 3D de piel

4.2.2.1 Produccion de citoquinas inflamatorias

En cuanto a la produccidn de citoquinas inflamatorias de relevancia en la piel, se
evalud el efecto del paclitaxel sobre la expresion proteica de IL-1a, IL-6 y IL-8 en el
modelo 3D de piel. El tratamiento con paclitaxel durante 48 h produjo un aumento de

la produccidn de las tres citoquinas inflamatorias de interés. Este aumento se dio en las
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tres dosis del farmaco utilizadas de forma concentracidn-dependiente, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en todas las dosis del

farmaco para la IL-10,, y en las dosis de 3 uM y 30 uM para la IL-6 y IL-8 (Figura 54).
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Figura 54. Produccién de citoquinas inflamatorias IL-1a (A.), IL-6 (B.) y IL-8 (C.) de cultivo 3D de piel
incubado con paclitaxel (PTX). El modelo fue incubado durante 48 h con el farmaco a las concentraciones
de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se expresan en pg/mL para cada una de las citoquinas, y se presentan
como la media * error estandar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos independientes (P=2), con
cada condicidn por triplicado (n=3). El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el
analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados se tomaron como

diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.
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4.2.2.2 Efectos del paclitaxel sobre la expresidn génica

4.2.2.2.1 Expresion génica de AQP3

El modelo 3D de piel, bajo las condiciones de incubacidon propuestas con
paclitaxel, presento una disminucion de la expresion génica de la AQP3, la cual juega un
papel importante en la hidratacién de la piel y el control hidrico de los queratinocitos.
La incubacidn del cultivo 3D de piel con el farmaco 24 h, produjo una disminucién de la
expresion génica en las tres dosis del farmaco utilizadas de forma concentracion-
dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto al

control en las concentraciones del farmaco de 3 uM y 30 uM (Figura 55).
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Figura 55. Expresion génica de la AQP3 en cultivo 3D de piel incubado con paclitaxel (PTX). El modelo
fue incubado durante 24 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se
expresan como ratio entre la expresién del gen de estudio y la expresion génica del control enddgeno B-
actina, y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos
independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3). El analisis estadistico de los resultados se
llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados
se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.

4.2.2.2.2 Expresion génica de marcadores de elasticidad y la firmeza

La incubacion del modelo 3D de piel con paclitaxel 24 h produjo una disminucion
de la expresion génica de genes implicados en la elasticidad y firmeza de la piel, como
son el coldgeno | (COL1), la elastina (ELN) y la fibronectina (FN1), en las tres dosis del
farmaco utilizadas de forma concentracién-dependiente, existiendo diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control en las concentraciones del

farmaco de 3 uM y 30 uM, tanto en COL1, como en ELN y FN1 (Figura 56).
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Figura 56. Expresion génica de colageno | (COL1) (A), elastina (ELN) (B) y fibronectina (FN1) (C) en cultivo
3D de piel incubado con paclitaxel (PTX). El modelo fue incubado durante 24 h con el farmaco a las
concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se expresan como ratio entre la expresion del gen de
estudio y la expresion génica del control endégeno B-actina, y se presentan como la media + error
estandar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicién por
triplicado (n=3). El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el analisis de varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados se tomaron como diferencias significativas
con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.

4.2.2.2.3 Expresion génica de marcadores de ERO

El modelo 3D de piel incubado con paclitaxel 24 h presento una disminucidén de
la expresidn génica en los marcadores de ERO analizados, como son SOD1 y Nrf2, y un
aumento la expresion de NOX4. La disminucién de la expresidon génica tuvo lugar tanto
en SOD1 como en Nrf2 en las tres dosis del farmaco utilizadas de forma concentracion-
dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control en las concentraciones del farmaco de 3 uM y 30 uM (Figura 57 A. y B.). Esta
misma incubacién con el farmaco produjo un aumento de la expresidn génica para NOX4
en las tres dosis del farmaco utilizadas de forma concentracién-dependiente, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en las

concentraciones del farmaco de 3 uMy 30 uM (Figura 57 C.).
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Figura 57. Expresion génica de SOD1 (A), Nrf2 (B) y NOX4 (C) en cultivo 3D de piel incubado con
paclitaxel (PTX). El modelo fue incubado durante 24 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30
UM. Los resultados se expresan como ratio entre la expresion del gen de estudio y la expresion génica del
control enddgeno B-actina, y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos
2 experimentos independientes (P=2), con cada condicion por triplicado (n=3). El andlisis estadistico de
los resultados se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de
Bonferroni. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando
el valor de p<0,05.

4.2.2.2.4 Expresion génica de marcadores de apoptosis y senescencia

El modelo 3D de piel incubado con paclitaxel 24 h presento cambios en la
expresion génica de genes relacionados con la apoptosis celular y la senescencia, como
son Bcl2, p53 y p21. La expresién del gen Bcl2 sufriéd una disminucién de la expresién
génica mientras que en p53 y p21 se dio un aumento. La disminucion de la expresion
génica de Bcl2 tuvo lugar en las tres dosis del farmaco utilizadas de forma concentracidn-
dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control en las concentraciones del farmaco de 3 uMy 30 uM (Figura 58 A.). La expresion
génica tanto en p53 como en p21 se vio aumentada con las tres dosis del farmaco

utilizadas de forma  concentracién-dependiente,  existiendo  diferencias
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estadisticamente significativas con respecto al control en las concentraciones del

farmaco de 3 uM y 30 uM (Figura 58 B. y C.).
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Figura 58. Expresion génica de Bcl2 (A.), p53 (B.) y p21 (C.) en cultivo 3D de piel incubado con paclitaxel
(PTX). El modelo fue incubado durante 24 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los
resultados se expresan como ratio entre la expresion del gen de estudio y la expresion génica del control
enddgeno B-actina, y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos 2
experimentos independientes (P=2), con cada condicion por triplicado (n=3). El andlisis estadistico de los
resultados se llevd a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni.
Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de
p<0,05.

4.2.2.2.5 Expresion génica de marcadores de angiogénesis

La incubacion del modelo 3D de piel con paclitaxel 24 h produjo una disminucion
de la expresién génica de genes implicados en la formacién de nuevos vasos sanguineos,
como son VEGF y eNOS, en las tres dosis del farmaco utilizadas de forma concentracion-
dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control en las concentraciones del farmaco de 3 uM y 30 uM, tanto en VEGF, como en

eNOS (Figura 59).
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Figura 59. Expresion génica de VEGF (A.) y eNOS (B.) en cultivo 3D de piel incubado con paclitaxel (PTX).
El modelo fue incubado durante 24 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados
se expresan como ratio entre la expresién del gen de estudio y la expresién génica del control endégeno
B-actina, y se presentan como la media * error estandar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos
independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3). El analisis estadistico de los resultados se
llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados
se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.

4.2.2.3 Efectos del paclitaxel sobre la expresidn proteica

4.2.2.3.1 Expresion proteica de AQP3

La incubacion del modelo 3D de piel con paclitaxel 48 h produjo una disminucion
de la expresion proteica de la AQP3 en las tres dosis del farmaco utilizadas de forma
concentracion-dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con

respecto al control todas las concentraciones del farmaco utilizadas (Figura 60).
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Figura 60. Expresion proteica de la AQP3 en cultivo 3D de piel incubado con paclitaxel (PTX). El modelo
fue incubado durante 48 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se
expresan como ratio entre la expresion de la proteina de estudio y la expresién proteica del control
enddgeno B-actina, y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos 2
experimentos independientes (P=2), con cada condicion por triplicado (n=3). El andlisis estadistico de los
resultados se llevo a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni.
Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de
p<0,05. A la derecha de la gréfica se muestra una imagen representativa de western blot para AQP3 con
el control endégeno B-actina.

4.2.2.3.2 Expresion proteica de marcadores de elasticidad y la firmeza

La incubacion del modelo 3D de piel con paclitaxel 48 h produjo una disminucion
de la expresion proteica de COL1, ELN y FN1 en las tres dosis del farmaco utilizadas de
forma  concentracidon-dependiente, existiendo  diferencias  estadisticamente
significativas con respecto al control todas las concentraciones del farmaco utilizadas
para COL1y ELN (Figura 61 A. y B.), y en las dosis de 3 uM y 30 uM para la FN1 (Figura
61C.).
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Figura 61. Expresion proteica de colageno (COL1) (A), elastina (ELN) (B) y fibronectina (FN1) (C) en
cultivo 3D de piel incubado con paclitaxel (PTX). El modelo fue incubado durante 48 h con el farmaco a
las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se expresan como ratio entre la expresion de la
proteina de estudio y la expresidn proteica del control endégeno B-actina, y se presentan como la media
+ error estandar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicidn
por triplicado (n=3). El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el anélisis de varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados se tomaron como diferencias significativas
con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05. Sobre cada una de las graficas se muestra una
imagen representativa de western blot para la proteina en cuestién con el control endégeno B-actina.

4.2.2.3.3 Expresion proteica de marcadores de ERO

Se evalud el efecto del paclitaxel sobre la expresién proteica de SOD1, Nrf2 y
NOX4 en el modelo de piel 3D. Este modelo fue incubado 48 h con paclitaxel y presentd
una disminucidon de la expresidn proteica en las tres proteinas estudiadas. La

disminucion de la expresion proteica tuvo lugar tanto en SOD1 como en Nrf2 en las tres
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dosis del farmaco utilizadas de forma concentracién-dependiente, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en las
concentraciones del farmaco de 3 uM y 30 uM para SOD1, y en las tres dosis utilizadas
para Nrf2 (Figura 62 A. y B.). Esta misma incubacion con el farmaco produjo un aumento
de la expresién proteica para NOX4 en las tres dosis del fdrmaco utilizadas de forma
concentracion-dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con

respecto al control en las concentraciones del farmaco de 3 uM y 30 uM (Figura 62 C.).
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Figura 62. Expresion proteica de SOD1 (A), Nrf2 (B) y NOX4 (C) en cultivo 3D de piel incubado con
paclitaxel (PTX). El modelo fue incubado durante 48 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30
MUM. Los resultados se expresan como ratio entre la expresion de la proteina de estudio y la expresion
proteica del control enddgeno B-actina, y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM)
de al menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3). El analisis
estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba
de Bonferroni. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*)
cuando el valor de p<0,05. Sobre cada una de las graficas se muestra una imagen representativa de
western blot para la proteina en cuestidn con el control endégeno B-actina.
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4.2.2.3.4 Expresion proteica de marcadores de apoptosis y senescencia

Se evalué también el efecto del paclitaxel sobre la expresién proteica de Bcl2 y
p53 en el modelo de piel 3D. Este modelo incubado 48 h con paclitaxel presentd una
disminucion de la expresion proteica de Bcl2 y un aumento de p53. La disminucién de la
expresion proteica de Bcl2 se dio con las tres dosis del farmaco utilizadas de forma
concentracion-dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control en las concentraciones del farmaco de 3 uM y 30 uM (Figura 63 A.).
El aumento de la expresidn proteica de p53 tuvo lugar con las tres dosis del farmaco
utilizadas de forma concentracidon-dependiente, existiendo diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control en las concentraciones del

farmaco de 3 uMy 30 uM (Figura 63 B.).
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Figura 63. Expresion proteica de Bcl2 (A.) y p53 (B.) en cultivo 3D de piel incubado con paclitaxel (PTX).
El modelo fue incubado durante 48 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados
se expresan como ratio entre la expresion de la proteina de estudio y la expresidn proteica del control
enddgeno B-actina, y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos 2
experimentos independientes (P=2), con cada condicion por triplicado (n=3). El andlisis estadistico de los
resultados se llevd a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni.
Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de
p<0,05. Sobre cada una de las graficas se muestra una imagen representativa de western blot para la
proteina en cuestidn con el control endégeno B-actina.

pag. 144



4. RESULTADOS

4.2.2.3.5 Expresion proteica de marcadores de angiogénesis

El modelo 3D de piel tratado con paclitaxel durante 48 h presenté una
disminucion de la expresion proteica de VEGF. Esta disminucion se dio en las tres dosis
del farmaco utilizadas de forma concentracién-dependiente, existiendo diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control en las concentraciones del

farmaco de 3 uMy 30 uM (Figura 64).
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Figura 64. Expresion proteica de VEGF en cultivo 3D de piel incubado con paclitaxel (PTX). El modelo fue
incubado durante 48 h con el fdrmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se expresan
como ratio entre la expresion de la proteina de estudio y la expresién proteica del control endégeno B-
actina, y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos
independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3). El analisis estadistico de los resultados se
llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados
se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05. A la
derecha de la grafica se muestra una imagen representativa de western blot para VEGF con el control
enddgeno B-actina.

4.2.2.4 Activacion del factor de transcripcién NF-kB

Por lo que respecta al factor de transcripcion NF-kB, se evalué en el modelo de
piel 3D el efecto del paclitaxel sobre su activacion, la cual tiene lugar mediante su
fosforilacidn, a través de la deteccidn proteica de NF-kB y su forma fosforilada ((p)- NF-
kB). El modelo incubado durante 48 h con paclitaxel no mostré diferencias en su
expresion proteica para NF-kB, mientras que presentdé un aumento para su forma
fosforilada (p)-NF-kB. El aumento de la fosforilacion de NF-kB se dio en las tres dosis del
farmaco utilizadas de forma concentracién-dependiente, existiendo diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control en las concentraciones del
farmaco de 3 puM y 30 uM, sin embargo, la forma no fosforilada de NF-kB no vio afectada

su expresion (Figura 65).
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Figura 65. Expresion proteica de NF-kB (A.) y su forma fosforilada (p)-NF-kB (B.) en cultivo 3D de piel
incubado con paclitaxel (PTX). El modelo fue incubado durante 48 h con el farmaco a las concentraciones
de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se expresan como ratio entre la expresion de la proteina de estudio y la
expresion proteica del control endégeno B-actina, y se presentan como la media * error estandar de la
media (SEM) de al menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3).
El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) seguido
de la prueba de Bonferroni. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al
control (*) cuando el valor de p<0,05. En la parte superior de cada grafica se muestra una imagen
representativa de western blot con el control endégeno B-actina.

4.2.3 Efectos del paclitaxel sobre queratinocitos primarios humanos

4.2.3.1 Produccion celular de ERO

Se evalué mediante técnicas de inmunofluorescencia el efecto de paclitaxel
sobre la produccién de ERO mediante la utilizacion de la sonda dihidroetidio (DHE) sobre
cultivo monocapa de queratinocitos primarios humanos. El cultivo fue incubado
durante 24 h con el farmaco paclitaxel. Se utilizo el reactivo DAPI para tefiir los nucleos
celulares de color azul, y el DHE con el fin de marcar las ERO de color rojo. Los resultados
se evaluaron a través de microscopia de fluorescencia y se cuantificaron
colorimétricamente a través del nivel de rojo emitido por la sonda DHE, relativizandose
la fluorescencia en porcentaje. Este estudio, bajo las condiciones de incubacion
propuestas con el fdrmaco, presento un aumento de la produccion de ERO, que puede

apreciarse en las imagenes en color rojo a medida que se aumenta la concentracién del
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farmaco (Figura 66). La incubacion de las células con paclitaxel 24 h, produjo un
aumento de la producciéon de ERO en las tres dosis del farmaco utilizadas de forma
concentracion-dependiente, existiendo diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control en las tres concentraciones del farmaco utilizadas (Figura 67). Asi
mismo, puede apreciarse como en las imagenes del cultivo tratado con el farmaco
paclitaxel aparecen células en estado poliploide, viéndose diferentes nucleos en la

misma célula.

A. CONTROL B. PTX 0,3 uM
C.PTX3uM D. PTX 30 uM

Figura 66. Imagenes representativas de la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ERO) sobre
queratinocitos humanos primarios incubados con paclitaxel (PTX). Los queratinocitos fueron incubados
durante 24 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Se trata de imagenes representativas
de todas las condiciones de estudio: control (A.), paclitaxel 0,3 uM (B.), paclitaxel 3 uM (C.), paclitaxel 30
UM (D.). En color azul pueden apreciarse los nucleos celulares tefiidos con la sonda DAPI, mientras que
en color rojo puede verse el marcaje con la sonda dihidroetidio (DHE).
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Figura 67. Produccion de ERO en queratinocitos incubados con paclitaxel (PTX) expresada en porcentaje
de fluorescencia de la sonda dihidroetidio (DHE). Los queratinocitos fueron incubados durante 24 h con
el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se expresan en porcentaje de
fluorescencia emitida por la sonda DHE, y se presentan como la media  error estandar de la media (SEM)
de imagenes de al menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3).
El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el analisis de varianza (ANOVA) seguido
de la prueba de Bonferroni. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al
control (*) cuando el valor de p<0,05.

4.2.3.2 Apoptosis celular y la senescencia

En cultivo monocapa de queratinocitos primarios humanos se evalué mediante
citometria de flujo el efecto de paclitaxel sobre la apoptosis celular mediante la
deteccion de la anexina V, conocido marcador de apoptosis celular. Las células fueron
incubadas durante 24 h con el farmaco paclitaxel. Se empled anexina V asociada al
fluorocromo FITC y yoduro de propidio (Pl). Se analizé la fluorescencia emitida por las
células para cada una de las condiciones. El cultivo incubado con el farmaco presenté
un aumento de la apoptosis celular, que puede apreciarse en las representaciones que
proporciona el software correspondiente de FITC frente a PI (Figura 68). La incubacion
de las células con paclitaxel 24 h, produjo un aumento de la apoptosis celular en las tres
dosis del farmaco utilizadas de forma concentracién-dependiente, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en las tres

concentraciones del farmaco utilizadas (Figura 69).
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Figura 68. Diagramas de analisis de citometria de flujo para la determinacion de la apoptosis celular
producida por paclitaxel (PTX) tras su incubacién sobre queratinocitos humanos primarios. Los
gueratinocitos fueron incubados durante 24 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Se
trata de los diagramas obtenidos del analisis de la anexina V asociada a FITC frente al yoduro de propidio
(PI1). Se muestra un diagrama representativo de todas las condiciones de estudio: control (A.), paclitaxel
0,3 uM (B.), paclitaxel 3 uM (C.), paclitaxel 30 uM (D.). Un diagrama se puede dividir en cuatro cuartiles
(Q) que se definen de la siguiente manera: Q1 células necrdticas (PI/FITC, +/-); Q2 células apoptéticas
tardias (PI/FITC, +/+); Q3 células viables (PI/FITC, -/-) y Q4 células apoptoéticas tempranas (PI/FITC, -/+).
Los datos de los cuartiles tomados para la representacion de la apoptosis celular producida por paclitaxel
fueron Q2 y Q4, y se presentan en la Figura 69.
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Figura 69. Apoptosis celular producida por paclitaxel (PTX) tras su incubacion sobre queratinocitos
humanos primarios determinada mediante citometria de flujo. Los queratinocitos fueron incubados
durante 24 h con el farmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se expresan en
porcentaje de células apoptoticas obtenidas tras el analisis de la anexina V asociada a FITC frente al yoduro
de propidio (Pl) (Q2 y Q4 en la Figura 68), y se presentan como la media + error estandar de la media
(SEM) de imagenes de al menos 2 experimentos independientes (P=2), con cada condicién por triplicado
(n=3). El andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA)
seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados se tomaron como diferencias significativas con
respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.
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4.2.4 Efectos del paclitaxel sobre células microvasculares dérmicas humanas

4.2.4.1 Formacién del tubo endotelial, angiogénesis.

Se evalué el efecto de paclitaxel sobre la formacién del tubo endotelial por parte
de células microvasculares dérmicas humanas. El ensayo se realizd sobre el cultivo de
este tipo de células endoteliales incubadas durante 24 h con el farmaco paclitaxel. Los
resultados se reportaron como analisis de la longitud del tubo endotelial formado
(pixels), el niumero total de ramificaciones y el nimero total de lazos. Se muestran
imdagenes representativas de cada una de las condiciones (Figura 70). La incubacidén de
las células con paclitaxel, produjo una disminucién concentracidn-dependiente del
nimero de ramificaciones y el nUmero de lazos existiendo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control en las concentraciones del farmaco de 3 uM y 30
UM. También se produjo una disminucion de la longitud del tubo endotelial tras el
tratamiento de las células con el farmaco en las tres dosis utilizadas, existiendo
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en las tres

concentraciones del fdrmaco aplicadas (Figura 71).
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A. CONTROL

Figura 70. Efecto del paclitaxel (PTX) sobre la formacion del tubo endotelial de células microvasculares
dérmicas humanas. Las células endoteliales fueron incubadas durante 24 h con el farmaco a las
concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Se trata de imagenes representativas de todas las condiciones de
estudio: control (A.), paclitaxel 0,3 uM (B.), paclitaxel 3 uM (C.), paclitaxel 30 uM (D.). En la parte izquierda
pueden verse las imagenes tefiidas al microscopio de fluorescencia, teniendo en la parte derecha su
correspondiente imagen analizada mediante técnicas de analisis de imagen, viéndose en rojo el recorrido
del tubo.
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Figura 71. Efecto del paclitaxel (PTX) sobre el nimero de ramificaciones, el nimero de lazos y la longitud
del tubo endotelial formado por células microvasculares dérmicas humanas. Las células endoteliales
fueron incubadas durante 24 h con el fdrmaco a las concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Los resultados se
expresan en nimero de ramificaciones (A.) y lazos formados por las células (B.), y en pixels la longitud del
tubo (C.), y se presentan como la media + error estandar de la media (SEM) de imagenes de al menos 2
experimentos independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3). El andlisis estadistico de los
resultados se llevd a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni.
Los resultados se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de
p<0,05.

4.2.5 Efectos del paclitaxel sobre melanocitos primarios humanos

4.2.5.1 Expresion génica de marcadores de la melanogénesis

En cuanto a la produccién de melanina, el cultivo monocapa de melanocitos
humanos primarios tratado 24 h con el farmaco paclitaxel presenté un aumento de la
expresion génica de genes relacionados con la melanogénesis, como son TYR, TYRP1 y
DCT. El aumento de la expresion génica de TYR, TYRP1 y DCT se dio en las tres
concentraciones del farmaco utilizadas de forma concentracidon-dependiente,
existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en todas
las dosis del farmaco utilizadas para TYRP1, y en las dosis del fdrmaco de 3 uM y 30 uM

para TYR y DCT (Figura 72).
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Figura 72. Expresion génica de TYR (A.) TYRP1 (B.) y DCT (C.) en cultivo de melanocitos primarios
incubado con paclitaxel (PTX). Los melanocitos fueron incubados durante 24 h con el farmaco a las
concentraciones de 0,3; 3; 30 uM. Se utilizé la L-Tirosina como control positivo. Los resultados se expresan
como ratio entre la expresién del gen de estudio y la expresion génica del control endégeno B-actina, y
se presentan como la media + error estdndar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos
independientes (P=2), con cada condicién por triplicado (n=3). El analisis estadistico de los resultados se
llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. Los resultados
se tomaron como diferencias significativas con respecto al control (*) cuando el valor de p<0,05.

4.2.6 Capacidad fototoxica del paclitaxel

La determinacion de la capacidad fototdxica del farmaco paclitaxel se realizé
mediante un test de fototoxicidad in vitro avalado por la OECD. La viabilidad celular se
expresa como porcentaje y se evalla para cada condicién y concentracidon de prueba
(Figura 73). Para predecir el potencial fototdxico, se comparan las respuestas de
concentracion efectiva 50 (CEsg) obtenidas en presencia y en ausencia de radiacion y se
calcula un factor de fotoirritacion (PIF), como relacién del resultado de CEsy en
condiciones UV- entre la CEsg UV+. Para la clasificacion de la fototoxicidad en funcién

del PIF obtenido se sigue la escala recogida en el protocolo.
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Figura 73. Datos de fototoxicidad para el farmaco paclitaxel (A.), el control positivo clorpromazina (CPZ)
(B.) y el control negativo laurilsulfato de sodio (LSS) (C.). Las concentraciones utilizadas para cada uno
de los compuestos fueron 10_9, 10_8, 10'7, 10_6, 10_5, 10™* y 10° M, y se expresan en las figuras como
logaritmo de la misma. La linea azul indica la respuesta en el ensayo de absorcién de rojo neutro (NRU),
siendo UV- en ausencia de irradiacion UV, y UV+ en presencia de irradiacion UV. Los resultados se
presentan como la media t error estandar de la media (SEM) de al menos 2 experimentos independientes
(P=2), con cada condicién por triplicado (n=3) para cada condicidn.

El resultado de PIF obtenido para cada uno de los compuestos se recogen en la
Tabla 22. El farmaco paclitaxel obtuvo un PIF de 5,45, resultando segln la clasificacion

como fototoxico.

Compuesto PIF Clasificacién
Paclitaxel 5,45 Fototoxico
Clorpromazina (Control +) 15,24 Fototoxico
LSS (Control -) 1,24 No fototdxico

Tabla 22. Clasificacién de los compuestos tras los resultados test de fototoxicidad in vitro OECD.
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5. DISCUSION

5.1 EVIDENCIAS IN VIVO

El paclitaxel es un farmaco antineopldsico utilizado en tratamientos oncolégicos
de quimioterapia, dada su larga trayectoria, se conocen multitud de efectos a causa de
los tratamientos basados en este farmaco o en otros taxanos similares como docetaxel
(155,198,219). Sin embargo, la descripcion de la toxicidad en los ensayos clinicos con
taxanos se limita a aquellas pacientes que presentan sintomatologia. Existen escasos
datos en la literatura sobre cudl es el impacto real de los taxanos en la piel en pacientes
sin sintomas cutdneos. En el presente estudio, entre las alteraciones dermatoldgicas
aparecidas en las pacientes oncolégicas se encuentran algunas reacciones de toxicidad
cutanea como son la dermatitis o los parches intertriginosos inflamatorios bilaterales.
También se han dado casos de cambios en las uiias como la onicolisis, y cambios en Ia
pigmentacion cutanea como los producidos por el livedo reticularis. Se ha comunicado
también sindrome mano-pie como una forma de eritrodesia palmar-plantar, asi como la
aparicién de queratosis actinica (195-198). Sin embargo, la mayor parte de las pacientes
no referian una clara sintomatologia cutanea. No obstante, cabria destacar la aparicion
de alopecia asociada a quimioterapia, la cual fue generalizada en todas las pacientes, en
mayor o menor medida, y supone uno de los efectos mas traumaticos y que mas
secuelas psicoldgicas produce segun algunos autores, afectado directamente sobre la
calidad de vida de las pacientes, a pesar de no suponer un riesgo vital para ellas (197—-
199,203,204). En resumen, por lo que respecta a las reacciones cutaneas diagnosticadas
en las pacientes del presente estudio, todas estdn dentro de las esperadas y catalogadas
como posibles y mas o menos frecuentes al seguir un tratamiento quimioterapéutico

basado en taxanos, en concreto con paclitaxel.

Los resultados obtenidos en las medidas de parametros cutdneos realizadas
tanto a las voluntarias sanas como a las pacientes oncoldgicas previo tratamiento fueron
similares y no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos, lo cual muestra que se partia de una poblacién de pacientes con valores
cutaneos dentro de la normalidad bioldgica de la mujer y representativos de la poblacién
general. Como muestra de ello, los datos obtenidos paras las voluntarias sanas y las

pacientes oncoldgicas en su primera visita se encontraban en torno a los valores de
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referencia, asi como por los obtenidos en otras investigaciones en las respectivas zonas
anatdmicas, en las que utilizan las mismas técnicas analiticas que en el presente estudio
para determinar en mujeres sanas los valores de hidratacién (99,104,317-319), los de
TEWL (104,111,317,319), sebo (99,104,320,321), eritema (92,321,322), melanina
(92,321,322), ITA® (323,324), Ser (325,326), Sesm (325,326), descamacidn (327), grosor
de la piel (322,328) y elasticidad y firmeza (99,301,304,321,322,328).

En relacion a las diferentes determinaciones in vivo de la poblacién de pacientes
oncoldgicas en tratamiento, se puede concluir que la hidratacion cutanea se ve afectada
a causa del paclitaxel. Se produce una reduccién de los valores de hidratacién de la piel
de las pacientes, tanto en el rostro como en el antebrazo, con respecto a la primera
visita. Los resultados muestran como la disminucién es mas acusada a partir de la
segunda visita en el rostro, mientras que la mayor disminucion en el antebrazo se
produce en la tercera visita. Esta diferencia puede explicarse debido a que el rostro
ademas del tratamiento con paclitaxel, se trata de una zona fotoexpuesta, y existen
evidencias del dafio producido por la luz solar sobre las células de la piel, que potenciaria

la disminucidn (56,329,330).

De la misma manera que en el valor de hidratacidén ocurre en lo que atafie a la
TEWL, durante el tratamiento con paclitaxel muestra una disminucidn con respecto a la
primera visita. Estos valores se ven reducidos de manera mas acusada en la zona del
rostro frente a la del antebrazo, lo cual tendria su explicacién de la misma forma que en
los valores de hidratacion, la mayor frecuencia de exposicion del rostro a radiacion UV
solar (56,329,330). A pesar de que una disminucion de la pérdida de agua
transepidérmica podria ser positiva para la piel, ya que se estaria evaporando una menor
cantidad de agua de las células, en este caso, la disminucién de la TEWL se explicaria
debido a la disminucién del valor de hidratacion de la piel, las células contienen menos

agua, por lo que la cantidad que puede evaporarse es también menor.

Por otra parte, en relacién a la produccion de lipidos de la piel, también se vio

afectada por el tratamiento con paclitaxel, el valor de sebo fue disminuyendo
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progresivamente con respecto a la primera visita de manera significativa. Los lipidos
estdn considerados parte fundamental de los “factores de hidratacion natural” de la
piel, una de sus funciones es la de actuar como barrera frente a la pérdida de agua

(43,44,50).

Por lo que respecta a los parametros biomecanicos de la piel relacionados con la
elasticidad y firmeza de la piel como son los parametros R, se demostré una clara
disminucion de los mismos durante el tratamiento con paclitaxel. La administracién del
farmaco produjo una reduccion de los parametros R de la piel de las pacientes
oncoldgicas, tanto en RO como en R2, R5 y R7 con respecto a la primera visita. Estos
valores muestran de una manera directa el estado de las propiedades biomecdnicas de

la piel (300,304,331).

En cuanto al grosor de la piel, los resultados obtenidos evidencian que el
paclitaxel produce una disminucién del mismo, reduciendo tanto el grosor de la dermis
como de la epidermis de forma estadisticamente significativa. Las pacientes oncolégicas
tratadas con el fdrmaco vieron reducido el grosor de su piel tal y como se muestra en
las ecografias del presente estudio. Esta pérdida de grosor sigue la linea de degradacion
generalizada de la piel a causa del tratamiento con el farmaco paclitaxel, relacionada
con el resto de propiedades que dan soporte y sujecion a la piel

(57,59,68,70,98,322,328).

En relacidn con el envejecimiento, el aumento de la sequedad, y la pérdida de
funcién de la piel, se observa un aumento de la rugosidad, una disminucién de la
suavidad y un aumento de la descamacidn, tras el tratamiento con paclitaxel. El
tratamiento con paclitaxel produjo un aumento del valor de Ser y Sesm, lo cual se
relaciona con un aumento de la rugosidad de la piel y una disminucién de la suavidad
(325,326). Los efectos sobre estos dos parametros muestran un claro envejecimiento de
la piel, sumado a que, junto con el aumento del porcentaje de descamacidn, se evidencia
una disminucion en la capacidad de funcién barrera de la misma, viéndose afectada su

integridad, a causa del tratamiento con paclitaxel en pacientes oncolégicas (51). Todos
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estos resultados, guardan una coherente relacién con los obtenidos en los denominados
como parametros de elasticidad y firmeza y los factores fisiologicos de hidratacidn,

obtenidos en este ensayo.

El tratamiento con paclitaxel en las pacientes oncoldgicas también supuso un
aumento del eritema en la piel. El valor colorimétrico de eritema, se vio aumentado con
respecto a la primera visita, lo que podria explicarse debido a un aumento de procesos
inflamatorios en la piel, caracterizados por la aparicion de enrojecimiento. Este

incremento no fue acusado, pero se produjo de manera significativa en las pacientes.

La pigmentacidon de la piel también se vio afectada por el tratamiento con
paclitaxel. En las pacientes oncolégicas en tratamiento, los valores de melanina junto
con los valores colorimétricos de ITA® se vieron modificados significativamente con
respecto a la primera visita, indicando un aumento de la pigmentacién (322,332). Estos
resultados podrian explicarse con la aparicion frecuente de patologias pigmentarias

caracteristicas en clinica.

En definitiva, en este estudio se evidencia que adn incluso en una muestra de
pacientes que mayoritariamente no presentaban patologias cutdneas, la administracion
de tratamientos basados en taxanos induce en la piel una disminucién de la hidratacién,
del sebo, de la elasticidad y del grosor, un aumento de la descamacion de la piel, del
eritema y de la pigmentacién, entre otras modificaciones. No obstante, este estudio in

vivo tiene ciertos factores limitantes.

Por una parte, se trata de una serie de pacientes no homogénea ya que se han
incluido no solo pacientes con enfermedad localizada sino también pacientes en
distintas situaciones de enfermedad avanzada. Ademas, los esquemas de quimioterapia
difieren entre las pacientes ya que a algunas se les proporciond paclitaxel trisemanal
mientras que otras recibieron un esquema semanal, y con diferentes agentes
acompafiantes. Sin embargo, la heterogeneidad de la muestra no deberia suponer un

importante impacto ya que ésta incluye solo tumores ginecoldgicos en los cuales los
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tratamientos son muy similares. Ademas, considerando los esquemas utilizados, el
farmaco con mayor impacto a nivel cutaneo siempre fue el paclitaxel por lo que a efectos
de valoracion de toxicidad de la piel no se considera que el resto de agente hayan

supuesto un importante sesgo en nuestros datos.

Por otro lado, no todas las pacientes fueron expuestas a taxanos por primera vez
en la inclusién en este estudio ya que la mayoria de ellas fueron tratadas previamente
con paclitaxel. Para controlar este posible factor limitante, se incluyé una poblacion sana
como grupo control. Al comparar los datos basales del grupo de pacientes oncoldgicas
frente a las voluntarias sanas no se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Por lo tanto, se podria considerar que el efecto del tratamiento previo con
paclitaxel no ha sesgado de manera significativa las conclusiones del presente estudio,
puesto que los resultados obtenidos se analizan en base a los valores iniciales de las

pacientes antes de la administracién del esquema actual.

5.2 RESPUESTA A NIVEL CELULAR

A nivel celular, mediante la citometria de flujo basada en la detecciéon de
anexina V en queratinocitos, se puede observar como el tratamiento con paclitaxel
aumenta el proceso de apoptosis celular. Este proceso apoptdtico es esperable ya que
un mecanismo de accién conocido del paclitaxel es la unién a la B-tubulina lo que
produce una estabilizacién de los microtubulos, bloquendo la progresién de la mitosis y
desencadenando la apoptosis celular, la cual también se analizé a través de marcadores

moleculares (152,161,164).

En cuanto a la produccion celular de ERO, los resultados del presente estudio
demuestran que tras el tratamiento con paclitaxel existe un aumento de la produccién
de ERO (333,334). El tratamiento con paclitaxel en queratinocitos primarios humanos
produce un aumento de estadisticamente significativo de las ERO celulares, cuyo

marcaje es claramente visible en las imagenes de microscopia de fluorescencia. Asi
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mismo, mediante este ensayo, pudo observarse la morfologia poliploide de las células
sometidas al tratamiento con paclitaxel, poniendo de manifiesto la incapacidad para

dividirse avocando a la célula a la apoptosis o a la detencion del ciclo celular.

En relacién a la capacidad celular de generar nuevos vasos sanguineos, es decir,
llevar a cabo procesos de angiogénesis, se demuestra una clara disminucion durante el
tratamiento con paclitaxel. La angiogénesis es un proceso estrechamente relacionado
con el envejecimiento de la piel, ya que se pierde vascularizacién en el tejido lo que
supone una merma del aporte energético y respiratorio a las células (85). El tratamiento
con paclitaxel produjo una disminucién de la formacién del tubo endotelial en células
microvasculares dérmicas humanas, afectando al nimero de ramificaciones, al nUmero
de lazos y a la longitud total del tubo, cuantificable gracias a técnicas de fluorescencia.
Estos hallazgos sobre la formacién del tubo endotelial en células de la piel, van en
consonancia con el resto de resultados obtenidos, y soportaria las disminuciones en los
parametros de elasticidad y firmeza, y factores de hidratacidn, asi como el aumento del

resto de procesos relacionados con el envejecimiento y estados patoldgicos de la piel.

Por lo que respecta a la produccion celular de citoquinas inflamatorias del
modelo 3D de piel, el tratamiento con paclitaxel supuso un incremento de IL-1a, IL-6 y
IL-8, con respecto al control. Existen numerosos marcadores cutaneos para valorar la
presencia de fendmenos inflamatorios, las citoquinas IL-1a., IL-6 y IL-8 son algunos de
estos marcadores, y su produccion es utilizada como tal en la piel (142,143,335-338).
De la misma forma, estos resultados irian acompafiados y posiblemente ligados a la
cantidad de efectos adversos frecuentes observados en clinica, como son los fendmenos
de toxicidad cutanea como dermatitis y diversos tipos de erupciones eritematosas, asi
como otras patologias y respuestas inflamatorias de la piel, y en particular a los
resultados obtenidos en el ensayo in vivo relacionados con el eritema y otras efectos

degenerativos (198).
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5.3 RESPUESTA A NIVEL MOLECULAR

A nivel molecular, la expresidn génica y proteica de los diferentes factores
analizados del modelo 3D de piel sufrieron modificaciones. En cuanto a la AQP3, se le
otorga un importante papel en multitud de procesos relacionados con la hidratacion de
los queratinocitos y de la piel en general, ya que se encarga de transportar aguay glicerol
en la epidermis. Numerosos estudios ponen de manifiesto que se trata de proteinas
clave para mejorar la resistencia y la calidad de la superficie de la piel, asi como para
mejorar el envejecimiento y la sequedad, hidratando la epidermis, y formando y
recuperando las barreras de la piel, ademas de tener un papel proliferativo en los
gueratinocitos (52,339). El tratamiento con paclitaxel del modelo 3D de piel, evidencia
una disminucion de la expresidn génica y proteica, con respecto al control, de la AQP3,
la cual guarda una relacién directa con los resultados obtenidos en las pacientes
oncoldgicas tratadas también con paclitaxel, que ven disminuidos sus parametros
fisiolégicos relacionados con la hidratacion. En conclusidn, el tratamiento con paclitaxel
tiene efectos negativos sobre diferentes factores fisioldgicos implicados en la
hidratacion de la piel, como son el mantenimiento hidrico, el efecto barrera y la

produccién de lipidos.

Por otra parte, el COL1, la ELN, y la FN1, son proteinas que juegan un papel clave
en el mantenimiento de la elasticidad, la firmeza y la funcién de soporte de la piel,
propiedades que pueden verse afectadas por una merma en la produccién proteica o
un aumento en la degradacion de las mismas. De la misma manera los cambios en la
produccidon de estas proteinas estructurales puede afectar al grosor de la misma,
causando cambios en el calibre de las capas cutaneas (57,59,68,70). El tratamiento con
paclitaxel en el modelo 3D de piel, supuso una disminucién de la expresion génica y
proteica, con respecto al control, del COL1, ELN y FN1, proteinas clave en el
mantenimiento de propiedades fisicas y biomecdnicas de la piel, que le ofrecen soporte
y sujecion, favoreciendo la estructura y su funcién barrera protectora. Estos resultados

guardan una relacion directa con los obtenidos en el estudio in vivo sobre pacientes
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oncoldgicas en tratamiento con paclitaxel, las cuales vieron disminuidos sus parametros
de elasticidad y firmeza, asi como el grosor, ademas de cambios en la superficie de la

piel.

Por otra parte, a nivel molecular, SOD1, Nrf2 y NOX4 son proteinas implicadas
en la regulacidon de ERO, y utilizadas como marcadores en el estudio de la oxidacién
celular. La enzima SOD1 actuan dispersando los superdxidos de oxigeno y el perdxido de
hidrégeno en la célulay el factor de transcripcion Nrf2 juega un importe papel regulando
la transcripcion de proteinas antioxidantes, mientras que la enzima NOX4 es un factor
clave en la homeostasis intracelular de las reacciones de oxidacion y estd reconocida
como uno de los principales productores de ERO dentro de la célula (72,80,340,341). En
primer lugar, el tratamiento con paclitaxel en el modelo 3D de piel, supuso una
disminucion de la expresidon génica y proteica, con respecto al control, de SOD1 y Nrf2,
privando a la célula de herramientas clave para luchar contra el estrés oxidativo. En
segundo lugar, en el modelo 3D de piel tratado con paclitaxel se mostré un aumento de
la expresion génica y proteica de NOX4, con respecto al control, lo que equivale a un
potencial aumento de la produccion de ERO dentro de la célula. Las ERO celulares
causan multitud de efectos negativos en la piel como la aceleracion del envejecimiento,
la disminucion de la funcidén barrera o el aumento de la inflamacion (72,342). Estas
observaciones de la produccién de ERO en la piel producida por el tratamiento con
paclitaxel, muestran un desajuste en su regulacidon molecular, y van en consonancia con
el resto de resultados obtenidos tanto in vivo como in vitro en lo que respecta a las
alteraciones de los parametros cutaneos como la hidratacion, la firmeza y elasticidad o

el desarrollo de procesos de inflamacion.

Las proteinas Bcl2, p53 y p21, tienes roles importantes en los procesos de
apoptosis celular y senescencia, los cuales son clave en el mecanismo de accion del
paclitaxel como farmaco antineoplasico, y se utilizan molecularmente como marcadores
de estos procesos (159,343-347). En primer lugar, tratamiento con paclitaxel en el
modelo 3D de piel, supuso una alteracidn de la expresion génica, con respecto al control,
de Bcl2, p53 y p21. La expresidn de Bcl2 disminuyd, frente al aumento de la expresién

de p21y p53. De la misma manera sucedid en la expresion proteica de Blc2 y p53. Estos
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resultados a nivel de expresidn génica y proteica, junto con los obtenidos a nivel celular,
ponen de manifiesto que los efectos derivados de la accion antineoplasica del paclitaxel
también se producen en las células de la piel, produciendo un deterioro en el normal

funcionamiento de la misma y comprometiendo su integridad.

En relacién a los diferentes factores moleculares implicados en el proceso de
angiogénesis, se demuestra una clara disminucion de los mismos durante el tratamiento
con paclitaxel. El factor de crecimiento VEGF es el principal factor de angiogénesis en la
piel, junto con la eNOS, debido su implicacién endotelial en la sintesis de éxido nitrico,
el cual esta ligado al proceso de creacidn de vasos (84,87). El tratamiento con paclitaxel
en el modelo 3D de piel, supuso una disminucién de la expresidn génica, con respecto
al control, de VEGF y eNQOS, los cuales tienen un rol importante en el proceso de
angiogénesis. De la misma manera se vio disminuida la expresion proteica con respecto
al control de VEGF. Estos resultados soportarian la inhibicién de la formacién del tubo
endotelial a nivel celular, y estarian involucrados por tanto en las disminuciones de los
parametros fisicos, biomecdanicos y fisiolégicos de la piel, asi como en el aumento del

resto de procesos relacionados con el envejecimiento y la inflamacion.

El mecanismo de accion del paclitaxel ante VEGF no ha sido descrito con claridad,
aunque podria explicarse ya que no se dan condiciones de proliferacién celular para la
generacion de nuevos vasos, debido al desarrollo del proceso de apoptosis y/o
detencion del ciclo celular. Se ha hipotetizado que uno de los mecanismos de accién del
paclitaxel, sobre todo en su esquema de administracién semanal, podria deberse a un
efecto antiangiogénico tumoral. En el caso de la eNOS, existen estudios que ponen de
manifiesto la relacidn con VEGF en el desarrollo normal celular. El factor VEGF forma
parte de la sefializacion del proceso de angiogénesis activando la eNOS, pero como se
demuestra en el presente estudio, el farmaco paclitaxel induce una supresién de la
expresion tanto génica como proteica de VEGF, lo cual hace que se vea afectada la eNOS

y por tanto la angiogénesis (88,348).
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Los hallazgos de nuestro estudio sobre la angiogénesis cutanea si parecen sugerir
que el paclitaxel tiene un efecto antiangiogénico sobre este érgano. La piel a efectos
farmacodinamicos, es considerado un érgano subrogado del tumor, por lo que estos

hallazgos sugieren que también podria ocurrir un efecto similar sobre el tumor.

5.4 EFECTOS SOBRE LA MELANOGENESIS

En cuanto a los mecanismos moleculares de la produccion de melanina, e
tratamiento con paclitaxel en melanocitos primarios humanos indujo el incremento de
la expresidon génica, con respecto al control, de las proteinas TYR, TYRP1 y DCT. Estas
proteinas estan involucradas en la ruta molecular de produccion del pigmento melanina,
y cuyo aumento indicaria un potencial aumento del proceso de melanogénesis en la piel

(126,133-135,137).

La transcripcidn de los genes TYR, TYRP1 y DCT, esta mediada por el factor de
transcripcién asociado con microftalmia (MITF). Una de las rutas de activacion del factor
MITF es la via dependiente de Ras/MAPK/ERK mediante su fosforilacion, esta via de
sefializacion es una de las que se ha observado que se activa en algunos tipos celulares
con el fdrmaco paclitaxel a través de su mecanismo de accion. Este estudio abre la
puerta al desarrollo de las investigaciones sobre el papel del paclitaxel en la
melanogénesis, y por consiguiente de las enfermedades relacionadas con la produccion
de melanina (126,173). Asi mismo, estos resultados guardarian relacién con los efectos
adversos mas frecuentes reconocidos en la clinica durante el tratamiento oncoldgico
con paclitaxel, como son los cambios en la pigmentacion de la piel. Entre estos efectos
se encuentran algunos como la aparicion de hipermigmentacién supravenosa
serpentina, y la hiperpigmentacion flagelada y reticulada (198). De la misma forma,
apoyarian los cambios en la pigmentacidn recogidos en el estudio in vivo, a nivel del

valor de melanina y de ITA®.
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En resumen, tanto los resultados in vivo, como los obtenidos in vitro, asi como
los casos de efectos adversos frecuentes observados en clinica, pondrian de manifiesto

que el tratamiento con paclitaxel incrementa el proceso de produccion de melanina.

5.5 EFECTO SOBRE NF-kB COMO MECANISMO DE ACCION

El tratamiento con paclitaxel indujo una activacion del factor NF-kB. El factor NF-
kB tiene un rol importante en la regulaciéon de la expresion de citocinas, factores de
crecimiento y genes que regulan la apoptosis, la progresion del ciclo celular, la
senescencia celular y la inflamacién, afectando directamente sobre el envejecimiento y
el estado de la piel. La fosforilacion de NF-kB es fundamental para controlar su
activacién y translocacion al nucleo para iniciar la transcripcién génica especifica (74—

76).

El tratamiento con paclitaxel del cultivo 3D de piel produjo la fosforilacion del
factor NF-kB, con respecto al control, a nivel de expresidon proteica, no viéndose
afectada su forma no fosforilada, lo que indicaria una potencial activacion del factor y el
desencadenamiento de procesos subyacentes. Por una parte, existen estudios que
avalan la interaccion del paclitaxel con el TLR4, y por tanto el desencadenamiento de
toda su via de sefalizacidn, la cual pasaria por la activacidon del factor NF-kB vy las
consecuencias que eso conllevaria (Figura 74) (166,170,171,349,350). Ademas, el
paclitaxel es capaz de pasar al citoplasma celular, y aparte de unirse a la B-tubulina e
impedir la despolimerizacién de los microtubulos, su presencia en la célula promueve la
generacion de ERO. Recientemente se han valorado los diferentes roles que tienen las
ERO en la regulacidon de NF-kB, asi como en otras vias de sefializacion como las MAPK.
En el caso del tratamiento con paclitaxel se estaria dando una activacion, ademads de no

ser la Unica causa de este fendmeno por lo que respecta a la piel (351-355).

La activacién y translocacion nuclear del factor NF-kB, daria lugar a la
transcripcidn de genes implicados en diversos procesos celulares. Uno de estos procesos
seria la produccion de citoquinas inflamatorias como son la IL-1a., la IL-6 y la IL-8, que se
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ha demostrado el incremento en su produccidn tras el tratamiento con paclitaxel (356).
Otro de los procesos que tendrian lugar a través de la activacién de NF-kB, asi como de
la cascada de seiializacién de las MAPK segun otros estudios, seria la activacion del
factor p53. El factor p53, junto con el propio NF-kB, modularian la transcripcién de genes
relacionados con la apoptosis y la detencion del ciclo celular como son en este caso la
disminucion del anti-apoptdtico Bcl2 y el aumento de p21, ademas de otros genes pro-

apoptoticos como los pertenecientes a la familia Bax (357-361).

Estos resultados sobre la activacion de NF-kB en el modelo 3D de piel producida
por el tratamiento con paclitaxel, asi como los mecanismos interrelacionados que se ven
afectados, sigue la linea del resto de estudios realizados tanto in vivo como in vitro, en
coherencia con la sobreproduccién de citoquinas inflamatorias, el aumento de ERO, la
apoptosis y la detencidn del ciclo celular, las alteraciones cutdneas que desembocan en

un aumento del envejecimiento de la piel, y la posible aparicién de patologias.
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Figura 74. Vias de sefalizacidn activadas por paclitaxel (PTX). PTX se une a la B-tubulina evitando a
despolimerizacion de los microtubulos y desembocando en apoptosis y detencidn del ciclo celular. PTX
interacciona con el TLR activando su via de sefializacion mediada por el factor NF-kB. De la misma manera
NF-kB activa las NOX que aumentan la aparicion de ERO, lo cual activa también el factor nuclear. NF-kB
se transloca al nucleo, es capaz de activar p53, y ambos iniciar la transcripcion de genes relacionados con
la apoptosis celular y la senescencia, como son Bcl2, y p21, asi como la produccion de citoquinas
inflamatorias (IL-1a., la IL-6 y la IL-8). Creado con BioRender.
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Otra de las vias de seiializacién sobre las que el fdrmaco paclitaxel podria tener
influencia es la ruta de PI3K/AKT, la cual estd implicada en diferentes procesos de
proliferacién celular y supervivencia (362). Existen recientes estudios en los que se
observa una inhibicién de esta via con paclitaxel en algunos tipos celulares (361). En el
caso de la expresion de genes como el COL1, la ELN, la FN1 o la AQP3, existen estudios
que sugieren laimplicacidn de la via PI3K/AKT en su regulacién, por lo que la disminucién
de la expresion génica y proteica de estos genes podria estar relacionada dada la
inhibicién de esta cascada de sefializacién causada por el tratamiento por paclitaxel
(363—-367). Esta podria ser una hipdtesis légica que explicaria los resultados moleculares,
asi como los obtenidos en el estudio in vivo relacionados con los parametros fisicos,
biomecanicos y fisioldgicos de la piel con el tratamiento con paclitaxel, dejando la puerta

abierta al estudio del efecto del farmaco sobre la via de sefalizacién de PI3K/AKT.

5.6 FOTOTOXICIDAD

Por lo que respecta al estudio de fototoxicidad del farmaco paclitaxel, los
resultados obtenidos segln el protocolo de la OECD, fueron que el fdrmaco estd dentro
de los limites para ser considerado como fototdxico. Esto apoyaria el gran nimero de
reacciones registradas en clinica en zonas fotoexpuestas, asi como podria explicar los
aumentos en el deterioro de pardmetros cutaneos en el rostro sobre el antebrazo, o las
variaciones en los valores de pigmentacién y eritema los cuales aumentaron
significativamente, a pesar de haberse realizado en el antebrazo. La determinacién in
vitro de la capacidad fototdxica del paclitaxel, segun la técnica avalada, no habia sido

descrita anteriormente.
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5.7 COROLARIO

En definitiva, el presente estudio pone de manifiesto los efectos del paclitaxel
sobre distintos parametros cutaneos fisicos, biomecanicos y fisioldgicos a nivel tanto
clinico como celular y molecular, demostrando un envejecimiento generalizado y una
pérdida de funcion de la piel, acompaiiados de fendmenos inflamatorios, que podrian
explicar el desarrollo de patologias producidas por el tratamiento. Es |la primera vez que
se utiliza un modelo 3D de piel para describir los efectos moleculares del paclitaxel, asi
como su correlacidon sobre los efectos clinicos en pacientes oncoldgicas, evidenciando el
potencial toxicoldgico del farmaco, y poniendo de manifiesto que se trata de un modelo
util para este tipo de estudios. Esta evaluacion de los efectos producidos en la piel pone
el foco de forma temprana en la toxicidad cutdnea sintomatica y por tanto facilita la
implementacion de medidas profilacticas que la minimicen y eviten su empeoramiento.
Al mismo tiempo, este trabajo abre la puerta al estudio de los efectos adversos cutaneos
de farmacos antineopldsicos ademas de sensibilizar y destacar la importancia sobre la

calidad de vida de la mujer afectada.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas fueron:

El tratamiento con paclitaxel produce un efecto citotoxico sobre la piel,
afectando a los pardmetros cutdneos clinicos relacionados con la hidratacién, la
TEWL, la produccion de lipidos, la elasticidad y firmeza, los parametros de
superficie, la descamacion, la pigmentacion, el enrojecimiento, y el grosor de la

piel.

En células cutdneas, el paclitaxel promueve un aumento de la apoptosis celular,
la generacion de ERO y la produccion de citoquinas inflamatorias, asi como una

inhibicidn de la angiogénesis.

A nivel molecular, el tratamiento con paclitaxel sobre modelo 3D de piel altera
la expresién de marcadores moleculares cutaneos implicados en la elasticidad y
firmeza de la piel, la hidratacién, la regulacién de ERO, la angiogénesis, la

senescencia y la apoptosis, asi como una activacién del factor NF-«B.

Paclitaxel aumenta el proceso de produccion de melanina, considerdndose

melanogénico.

El farmaco paclitaxel puede ser clasificado como fototoxico.
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a-SMA Actina del musculo liso alfa

3D 3 dimensiones

ACTB B-actina

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc Acido desoxirribonucleico complementario
ANOVA Andlisis de la varianza

AQP3 Acuaporina 3

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

AUC Area bajo la curva

Bcl2 Familia de proteinas derivadas del inglés B-cell ymphoma 2
BSA Albumina de suero bovino

CEso Concentracion efectiva 50

coLl Colageno tipo |

CPz Clorpromazina

CytC Citocromo C

DAPI 4’,6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato

DCT Dopacromo tautomerasa = TYRP2

DHE Dihidroetidio

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima

ELN Elastina

eNOS Oxido nitrico sintetasa endotelial

ERO Especies reactivas de oxigeno

FAC Fibroblastos asociados al cancer

FBS Suero fetal bovino

FIGO Federacidén Internacional de Ginecologia y Obstetricia
FITC del inglés Fluorescein IsoTioCyanate

FN1 Fibronectina

GDP Guanosin difosfato

GTP Guanosin trifosfato

IL- Interleucina

ITA del inglés Individual Typology Angle

v Intravenoso

LSS Laurilsulfato de sodio

MAPK Proteina quina activada por mitégeno

MITF Factor de transcripcidn asociado con microftalmia
MMP Metaloproteinasas

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NF-«kB Factor nuclear kB
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NOX
NRU
OECD
PBS
PBS-T
Pl

PIF
PTX
gPCR
RT-PCR
SD
SEM
Ser
Sesm
SOD1
TEWL
TMB
TYR
TYRP1
TYRP2
U.A.
uv
VEGF

NADPH oxidasa

Absorcidn de rojo neutro

Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmicos
Tampon fosfato salino

Tampon fosfato salino con Tween

Yoduro de propidio

Factor de fotoirritacion

Paclitaxel

Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa
Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Desviacion Estandar

Error estandar de la media

Valor relacionado con la rugosidad de la piel

Valor relacionado con la suavidad de la piel
Cu/Zn-Superdéxido dismutasa 1

Pérdida de agua transepidérmica
3,3',5,5'-tetrametilbencidina

Tirosinasa

Proteina 1 relacionada con la tirosinasa

Proteina 2 relacionada con la tirosinasa = DCT

Unidades Arbitrarias

Ultravioleta (Tipo A (UVA) y tipo B (UVB))

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A, tipo A)
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CLASIFICACION DEL ESTUDIO CLINICO POR LA AEMPS

DEPARTAMENTO

| m agepcia espafiola do DE MEDICAMENTOS
m icamentos
prsduclos sanilarioz DE USO HUMANO

ASUNTO: PROPUESTA DE RESOLUCI()N’ DEL PROCEDIMIENTO DE
CLASIFICACION DE ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO

DESTINATARIO: D. JOSE ALEJANDRO PEREZ FIDALGO

Vista la solicitud formulada con fecha 16 de mayo de 2018, por D. JOSE
ALEJANDRO PEREZ FIDALGO, para la clasificacién del estudio titulado “Estudio de las
alteraciones de los parametros cutineos por taxanos y otros antineoplasicos en
pacientes con cancer”, con codigo INC-PAC-2018-01, y cuyo promotor es Servicio de
Oncologia. Hospital Clinico. INCLIVA Departamento de Farmacologia Universidad de
Valencia, se emite propuesta de resolucion.

El Departamento de Medicamentos de Uso Humano de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), de conformidad con los preceptos
aplicables", propone clasificar el estudio citado anteriormente como “Estudio
Posautorizacién de seguimiento prospectivo (abreviado como EPA-SP)

El promotor del estudio debera remitir solicitud de autorizacion del mismo @ a todas
aquellas Comunidades Auténomas en las que se pretenda llevar a cabo, incluyendo la
siguiente documentacion (una copia en papel y otra en formato electronico).

e Carta de presentacion dirigida a los responsables de esta materia en la Comunidad
Auténoma® en la que se solicite la autorizacion del estudio e indique la direccion y
contacto del solicitante y la relacion de documentos que se incluyen®).

e Resolucion de la AEMPS sobre la clasificacion del estudio

e Protocolo completo, incluidos los anexos, y donde conste el nimero de pacientes que
se pretenden incluir en Espaiia, desglosado por Comunidad Autonoma.

o Dictamen favorable del estudio por un CEIC acreditado en Esparia.

o Listado de Centros Sanitarios donde se pretende realizar el estudio, desglosado por
Comunidad Auténoma

e Listado de investigadores participantes en la Comunidad Autbnoma.

Si el estudio se pretende realizar en otros paises, situacion del mismo en éstos

« Documento acreditativo de haber satisfecho las tasas correspondientes, en aquellas
CC.AA. donde se exijan.

El plazo maximo establecido para emitir resolucion por parte de cada CC.AA. sera de 90
dias naturales. Si transcurrido el mismo la CC.AA. no se hubiese pronunciado, se entendera
autorizado el estudio en esa CC.AA.

CORREO ELECTRONICO
C/ CAMPEZO, 1 -EDIFICIO 8
farmacoepi@aemps.es 28022 MADRID
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DEPARTAMENTO
agencia espafiola de DE MEDICAMENTOS
medicamentos y DE USO HUMANO

productos sanitarios

A todos los efectos, se le notifica la propuesta de resolucién del procedimiento de
clasificacion de estudio clinico o epidemiolégico, y se le comunica que dispone de un plazo
de quince dias para presentar alegaciones y cuantos documentos estime necesarios o los
que a su derecho convenga.

Madrid, a 13 de junio de 2018
La Jefe de Division de Farmacoepidemiologia y Farmacovigilancia

Maria Dolores Montero Corominas

" Son de aplicacion al presente procedimiento la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento Administrativo Comun de
las Administraciones Publicas; la Ley 14/2000, de 29 de diciembre, de medidas fiscales, administrativas y de orden social;
Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio, por el que se aprueba el texto refundido de la Ley de garantias y uso
racional de los medicamentos y productos sanitarios; Real Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre, por el que se regulan los
ensayos clinicos con medicamentos, los Comités de Etica de la Investigacion con medicamentos y el Registro Espaiiol de
Estudios Clinicos; el Real Decreto 1275/2011, de 16 de septiembre, por el que se crea la Agencia estatal “Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios” y se aprueba su estatuto; el Real Decreto 577/2013, de 26 de julio, por
el que se regula la farmacovigilancia de medicamentos de uso humano y la Orden SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por
la que se publican las directrices sobre estudios posautorizacion de tipo observacional para medicamentos de uso humano.

2 De acuerdo con la Orden SAS/3470/2009, de 16 de diciembre.

3 Directorio disponible en la pagina web de la AEMPS
http://www.aemps.es/actividad/invClinica/estudiosPostautorizacion.htm)

4 En el caso de que el promotor no sea quien presente la documentacion, se debera incluir en la misma un documento que
indique las responsabilidades delegadas por el promotor a la persona o empresa que actia en su nombre.

ICORREO ELECTR@NICQ
C/ CAMPEZO, 1-EDIFICIO 8

farmacoepi@aemps.es 28022 MADRID
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ANEXO

INFORME FAVORABLE DEL COMITE ETICO

%GENERAUT/\T VALENCIANA — =
Hespital E¥nlc Unluersiton DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. Diego V. Cano Blanquer, Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia

CERTIFICA

Cédigo de protocolo del promotor: INC-PAC-2018-01

Titulo: Estudio de las allteraciones de los parametros cutaneos por taxanos y otros antineopldsicos en
pacientes con cancer.

Promotor: José Alejandro Pérez Fidalgo

Protocolo: Version 1.1 de 7 de noviembre de 2018

Hoja de Informacion al Paciente: Version 1.1 de 7 de noviembre de 2018

Que el Comité Etico de Investigacién con Medicamentos del Hospital Clinico Universitario de Valencia en su
reunion de fecha 29 de noviembre de 2018, acta n? 342, tras la evaluacion realizada de la propuesta del
promotor relativa al estudio especificado, y teniendo en consideracidn las siguientes cuestiones:

1. Cuestiones relacionadas con la idoneidad del investigador y de sus colaboradores

2. Cuestiones relacionadas con la idoneidad de las instalaciones.

3. Cuestiones relacionadas con las cantidades y, en su caso, previsiones de remuneracién o

compensacion para los investigadores y sujetos del estudio y los aspectos relevantes de cualquier

acuerdo entre el promotor y el centro, que han de constar en el contrato firmado.

4. Consideraciones generales del estudio.

Emite un INFORME FAVORABLE* para la realizaciéon de dicho estudio este centro.

Este Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el Servicio de Oncologia, por el Dr. D. JOSE
ALEJANDRO PEREZ FIDALGO como investigador principal.

Que este Comité ha realizado la evaluacion de la solicitud de autorizacion del estudio, de acuerdo con lo
previsto en la Orden SAS/3470/2009.

Que el CEIm del Hospital Clinico Universitario de Valencia, tanto en su composicion como en sus
procedimientos, cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacion vigente que
regula su funcionamiento, y que la composicién del CEIm del Hospital Clinico Universitario de Valencia es
la indicada en el anexo I, teniendo en cuenta que en el caso de que algiin miembro participe en el estudio
o declare algin conflicto de interés no habrd participado en la evaluacién ni en el dictamen de la
solicitud de autorizacion del estudio.

* El presente dictamen estard condicionado a la aprobaciéon del Estudio por parte de la Conselleria de

Sanitat.
Lo que firmo en Valencia a 29 de noviembre de 2018.

//

Fdo.: D. Diego V. Cano Blanquer
F-CE-GEva -14 v1.2 (3-octubre-2016) Dictamen estudio 1
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ANEXO

& GENERALITAT VALENCIANA
AN

Hospital Clinic Universitari

Anexo |:

DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

COMPOSICION DEL CEIm

Presidente:

Dra. D2. Marina Soro Domingo

Jefe de Seccion. Servicio de Anestesia y Reanimacion

Vicepresidente:

Dra. D2. Cristina Gomis Gozalbo

Médico Adjunto. Servicio de Ginecologia

Secretario:

D. Diego V. Cano Blanquer

Farmacéutico Hospitalario

Secretario Suplente:

D2 M2 José Tarin Blasco

Licenciado en derecho

Vocales:

Dr. D. Manuel Al6s Almifiana

Jefe de Servicio de Farmacia

Dr. D. José Luis Trillo Mata

Farmacéutico de Atencidn Primaria

Prof. D. Esteban Morcillo Sdnchez

Farmacologo Clinico

D2 M2 Angeles Mora Pla

Diplomada en Enfermeria

Dofia Aimudena Amaya Rubio

Diplomada en Enfermeria

Dr. D. Luis Gonzalez Lujan

Médico de Atencidn Primaria

Dr. D. Julio Palmero Da Cruz

Jefe de Servicio de Radiodiagnostico

Prof. D. Joaquin Ortega Serrano

Jefe Servicio de Cirugia General

Dr. D. Rafael Fernandez-Delgado

Facultativo Especialista Pediatria

Dra. D2 Patricia Rosello Millet

Médico Adjunto. Servicio de Pediatria

Dr. D. Ricardo Ruiz Granell

Jefe de Seccidn. Servicio de Cardiologia

Prof. D. Miguel Minguez Pérez

Jefe de Seccidn. Servicio de Medicina Digestiva

Dra. D2 M2 Jesus Puchades Montesa

Meédico Adjunto. Servicio de Nefrologia

Dra. D2 M2 José Fabid Valls

Médico Adjunto. Servicio de Medicina Interna

Dr. José Alejandro Pérez Fidalgo

Meédico Adjunto. Servicio de Oncologia

Dra. Tania Fleitas Kanonnikoff

Meédico Adjunto. Servicio de Oncologia

Dra. M2 Luisa Calabuig Mufioz

Meédico Adjunto. Servicio de Hematologia

Dr. D. Antonio Peldez Herndndez

Facultativo Especialista Alergia

Dr. D. Francisco Dasi Fernandez

Investigador del Sistema Nacional de Salud “Miguel Servet”

D. Luis Miguel Bayo Calaforra

Fundaciéon AGM “Amics de la Gent Major”

Secretaria Técnica:

Dofia Dolores Iglesias Ferri

Licenciada en Farmacia

F-CE-GEva -14 v1.2 (3-octubre-2016)

Dictamen estudio 2
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9. ANEXO

APROBACION DE LA CONSELLERIA DE SANITAT | SALUT PUBLICA

. %s N ERALITAT
Dtrecdo Geneml de Farméda i Pmductes Sanllaﬂs

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE ESTUDIO POSAUTORIZACION OBSERVACIONAI:
PROSPECTIVO CON MEDICAMENTOS

" DES'HNATARIO: D. JOSE ALEJANDRO PEREZ FIDALGO
- Vistala sollcltud formulada por D. José Ale]andro Pérez Fidalgo del Senncno de Oncologla di

Hospital ‘Clinico de Valencua. con domiicllio a efectos de notificacién C/ Menéndez Pelayo 4.
: 46010Valéncla. ‘

ANTECEDENTES

PRIMERO- Con fecha de entrada en la Conselleria de Sanldad Universal y Salud Piblica 27 de
" diciembre de 2018, D. José Alejandro Pérez-Fidalgo, solicita la autorizaci6n para la realizac
del. estudlo posautorizacién observacional titulado- Estudio de las alteraciones de los paréme S

) cuténeos por taxanos.y otros anﬂneoplésioos .en’pacientes con cénoer. con. cddigo INC-PA()-_
2018-01

' SEGUNDO- El Comité Autonémlco de Estudios Postautorizacion Observaclonales Prospectlv .

de. Medlwmentos de la Comunitat Valenciana (CAEPO) evalua el citado estudio y emite informe .
favorable al Dirsctor General de Farmacla y Productos Sanitarios. por no contravenir las
dlmclrices establecidas en el. artfculo 24 del RD. 577/2013 de 26 de julio, del Mlnlster!o e
Sanldad Sewicios Sociales e Igualdad por el "que se regula la farmacovlgllancla e
medicamentos de uso humano yel artlculo 8 de la Resolucién de 16 de julio de 2009; de la
Conselleria de Sanitat, de regulacién de los procedimientos, documentacién y plazos a observar .

' ‘ an la presentacién y modificaciones en procesos relacionados con los ensayos clinieos'y‘, o
" estudios post-autorizacién observacionales de medicamentos y productos sanitarios én jJa -
ComunltatValencIana ‘ . r |

MlsserMasoo 3- 4&010Valénda Tel. 981928000 Fax%imnﬁ .
WHW.52n.gva.eS :
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ENERALITAT = - o -

%\Gmsucmm R VA!ENCIANA S

B mmmmuwmum@&mﬁ; ‘_ Data 12 V-FEB" 208 . '
: : EIXIDA g-67._g; ,

N°Ref: DGFPS/SGFPS/SAFD/CAVIME/G!

INCLIVA

HOSPITAL cLiNIco DE VALENCIA
- D. José Aléjandro Pérez Fldalgo

C/ Menéndez Pelayo 4

‘46010 Valencla

& Adjunto remito ‘resolucién de autorizacién  de la Direccién General de. Farmacia y Productos
o Sanitaﬂos para la realizacién del estudio Estudio de las alteraciones da los parémetros culéneos ‘ ’ o
) por taxanos Y o!ros anllneoplésioos en paclenles con céncer, con cédigo INC-PAG-2018-01 ‘

Valéncia, " 05 de febrero de 2019
LA SUBDIR \TOR A GENERAL DE

MlasefMascO s 46010 Valéncla « Tel, 861 928 000 - Fax 951 928799
) www.san. gva.es
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-

o '.'QUlNTO Resoluclén de 16 de julio de 2009, de la Conselleria de Sanitat, de regulacién de los’

SEGUNDQ- RD 577/2013, de 26 de,jdlio. del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociaies e

" -establece en'su articulo 24 que los estudios poétauto‘rizacién deberén tener como finalidad

: '-TERCERO La Orden SASI3470/2009 de 16 de dlclembre por la que se publlcan las dlrectrioes .

CUARTO Decreto 73/2009 de 5 de junio, del Consell, por el que se regula la gesllén de|

mmoqa}.aal de Famiadia | Productes Seritars

‘- 'F,UN.IJAMENTOSTDE'DERECHO

PRIMERO La Direccién General de Farmacia y Productos Sanltarios es competente para
autorizar la realizacién de los estudios postautorizacién de acuerdo a lo dispuesto .en el .
Decreto 93/2018; de 13 de julio, del Consell, por el que se aprueba el Reglamento Orgénico y
Funq:qnal de la Conselleria de Sanidad Qplversal y Salud Publica. .

lgualdad por -el que 'se regula la fama‘ooviéilancia de medicamentos de uso humano,

complementar la informacién obtenida durante e! desamollo clinico .de Ios medlwmentos
previo a su autorizacién y queda prohiblda la pIanificaclén realizacién o financiacién de
- estudios postautorlzaclén con la fnalxdad de promover la prescnpclén de los medicamentos

sobre estudlos postautorizaclén de tipo observaclonal para medicamentos de uso humano

' . ensayos climcos y. estudios postautonzaclén observacionales con medlmmentos y productos'
sanitanos.

prooedlmlentos documentacion y plazos a observar en la presentacién y modificaciones en
- prooesos relaclonados con los ensayos clinicos y estudios post-aulonzacién observadonales
dé medicamentos y productos sanitarios en la Comunitat Valenciana. ’

' Misser Masct, 31 46010 Valéndla - Tel. 961 928000 - Fax 881 928789
www. sari.gva. 08 .
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@ GENERéLITAT
N 'VALENCIANA

T N
" Direccid General de Fammécia i Productes Sanitaris . ‘ ' .

De conformidad con ello, la‘Dlrépcién General de Farmacia y Productos Sanilaribé S N

RESUELVE
PRIMERO- AUTORIZAR la reallzaclén del estudio : .
Titulo: Estudio de las’ alteraciones de los pardmetros cuténeos por taxanos y otros .
antlneoplésloos en paclentes con céncer Verslém 1 de 7/1112018 HIPICl versnSn 11 de
7111/2018. -
Cédigo:INC-PAC-2018-01.

en los centms saﬁltéﬂos propuestos en la solicitud:

[CENTROS INVESTIGADORES
Hospital Clinico Unlverslmrio de Valéncia » Dr._AIejandro Pérez Fidalgo‘

- SEGUNDO- La realizacién del estudio est& condlclonada a que.el Gerente del Departamento dé o
el visto buenc para su. reallzacién y firme el correspondiente contrato-con el promotor

o ) TEROERO- E! promotor deberé comunlcar a esta Direccién General la fecha efectiva de
-comienzo ‘del estudlo en. cada centro. Asimismo, enviaré el informe de segulmlento anual y

-deberé comunicar -cualquier; Incidencia re|evan(e de forma inmediata. Tras la finalizacién de la
recopllaclén de los datos, presentaré el informe final del estudio antes de doce meses. )
Contra esta Resoluclén. que no pone fin a la via' administrativa, podra lnterponerse Recutso de
" Alzada ante la Secretarla Autonémica de Salud Publica y del Sistema Sanitario Publlco en ‘el
plazo deun mes a contar desde.el dia sigulente aldela recepcnén de la presente nouﬁcaclon.

' . Valéncia, 06 &@<ebrero de 2018,
, _ - ELDIRECTOR GENERAL DE FARMACIA
, 4’ A T SANITARIOS

José Manuel Vpntura Cerda

et

Misser Mascd, 31 - 46010 Valancla - Te). 961 928 000 - Fax 861 028 769
wWww.san.gva.es .

5
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9. ANEXO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: Estudio de las alteraciones de los parametros cutaneos por taxanos
y otros antineoplasicos en pacientes con cancer

CODIGO DEL INC-PAC-2018-01

ESTUDIO

PROMOTOR José Alejandro Pérez Fidalgo

INVESTIGADOR PRINCIPAL José Alejandro Pérez Fidalgo

SERVICIO Oncologia Medica

CENTRO Hospital Clinico Universitario. INCLIVA

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién de su centro, de
acuerdo a la legislaciéon vigente, Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica. Nuestra
intencidn es que usted reciba la informacién correcta y suficiente para que pueda decidir si acepta
o no participar en este estudio. Lea esta hoja de informacion con atencidén y nosotros le aclararemos
las dudas que le puedan surgir. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.
Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacién que desee sobre cualquier aspecto del estudio y
sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador principal del proyecto, el Dr.
J. Alejandro Pérez Fidalgo en el teléfono 961973931.

1. Participacidon voluntaria

Le invitamos a participar en el estudio porque ha sido diagnosticado de un tumor de mama, o de
ovario, cérvix o endometrio que requiere recibir un tratamiento con quimioterapia con taxanos.

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir NO participar. Si
decide participar, puede cambiar su decisidn y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin
qgue por ello se altere la relacidon con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su atencidn
sanitaria.

Debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los investigadores del estudio lo
consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por cualquier acontecimiento adverso que
se produzca por la medicacion en estudio o porque consideren que no estd cumpliendo con los
procedimientos establecidos. En cualquiera de los casos, usted recibira una explicacién adecuada
del motivo que ha ocasionado su retirada del estudio.

2. Justificacion y Objetivo del estudio

Existen una gran variedad de farmacos para el tratamiento de las enfermedades malignas que
producen como efecto secundario diferentes trastornos en la piel. Sin embargo, la mayoria de las
veces, estas alteraciones pasaran desapercibidas, es decir ocurriran de forma subclinica. Sélo en los
casos mas severos se evidenciard la apariciéon de eczemas o molestias cutdneas secundarias a los
farmacos antineoplasicos.

Entre los farmacos mas comunmente empleados se encuentran los taxanos, una familia de
medicamentos que frecuentemente provocan alteraciones en la piel y toxicidad cutanea.
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Por otro lado, algunos farmacos antineopldsicos inducen una respuesta inmunitaria. Esta respuesta
es importante para incrementar el efecto antitumoral del tratamiento. La respuesta inmunitaria se
puede estudiar mediante el andlisis de la piel, pues esta reaccién en muchas ocasiones va
acompanada de eczema o descamacion.

El presente estudio tiene dos objetivos. En muchas ocasiones la toxicidad cutanea aparece después
de varios ciclos de quimioterapia. Este hecho hace suponer que si se pudiese estudiar las
alteraciones subclinicas de la piel, es decir los pequefios cambios cutdneos que no llegan a ser
sintomaticos se podria prever la aparicién de una toxicidad cutanea severa posterior. El primer
objetivo es por lo tanto estudiar esos pequefios cambios en la piel para evaluar si asi es posible
predecir la aparicidon de una toxicidad cutanea mas tardia. En segundo lugar, mediante el estudio
de los pequefios cambios subclinicos se pretende evaluar si ademas seria posible predecir una
mayor actividad de determinados farmacos ya que a veces si estos son muy eficaces producen una
reaccion inmunitaria evidenciada en piel.

3. Descripcion del estudio

En este estudio se pretende estudiar cualquier cambio cutaneo por imperceptible (subclinico) que
sea, durante el periodo de tiempo en el que se le administre un tratamiento con taxanos. Para ello
vamos a proceder a medir los siguientes parametros en su piel:

1) grasa cutanea,

2) hidratacion

3) viscoelasticidad

4) evaluacion de las células de la superficie cutanea
5) textura cutdnea

6) descamacion

7) ecografia cutanea.

Ademads, a criterio del evaluador podrian ademas practicarle un test de perdida de agua
transcutanea y/o un analisis de la melanina y eritema. Estas pruebas se repetiran 3 veces (antes de
empezar el tratamiento antineoplasico, al 32 ciclo o mes, y al finalizar el tratamiento).

Todas estas pruebas se realizan con sensores que se acercan a la piel analizandola o fotografiandola,
pero no suponen ninguna técnica invasiva, siendo totalmente inocuas, sin ningun riesgo o dafio
para su piel. Las fotografias de la piel se tomaran a corta distancia sobre areas que no permitan el
reconocimiento del paciente, es decir no se fotografiara la cara y otras areas que faciliten la
identificacion.

Asimismo, se accedera a los datos de la historia clinica para recabar informacién clinica y se
obtendran los resultados de los analisis de sangre que se le vayan a realizar como parte de la
practica clinica habitual.

En ningln momento se le realizara ninguna técnica invasiva como consecuencia de su inclusion en

este estudio niincluso se le practicara analisis alguno de sangre adicional.
Se prevén incluir un total de 50 pacientes en este estudio.
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4. Actividades del estudio

El estudio durard lo mismo que su tratamiento de quimioterapia. Durante dicho tratamiento se le
solicitard que acuda a realizarse las pruebas cutaneas al departamento de Farmacologia de la
Facultad de Medicina que dista escasos 400 metros del edificio en el cual recibira la quimioterapia
(en el Servicio de Oncologia del Hospital Clinico). No se le hard venir especificamente para la
realizacién de las pruebas, sino que se aprovechara alguna de las visitas a las que tiene que acudir
para recibir quimioterapia, para que mientras espera pueda acudir a la realizaciéon de dichas
pruebas cutaneas.

Se le realizaran 3 visitas para valorar parametros cutaneos:

1) Antes del primer ciclo
2) Antes del tercer ciclo o tercer mes
3) Alfinalizar el tratamiento

Durante las visitas se le pasara un cuestionario y se le realizaran las pruebas cutaneas. La duracién
estimada de todos los procedimientos en cada visita es de unos 20 minutos.

5. Riesgos y molestias derivados de su participacion en el estudio

Dado que no se prevé realizar pruebas invasivas ni que dafien o erosionen la piel, no se prevé ningln
riesgo adicional para usted. Las pruebas cutaneas son totalmente inocuas y no le provocaran ningin
dafio ni molestia sobre la zona analizada.

Aunque se recogeran datos de sus analisis de sangre, el estudio no tiene previsto la realizacién de
analisis de sangre adicionales a los que le indicara su oncélogo/a por practica clinica habitual.

6. Posibles beneficios

Es muy posible que usted no obtenga ningln beneficio para su salud por participar en este estudio,
pero podrd ayudar a conocer mejor su enfermedad y mejorar el pronéstico y el tratamiento de
futuros pacientes.

7. Proteccion de datos personales

El investigador/promotor y el centro son responsables respectivamente del tratamiento de sus
datosy se comprometen a cumplir con la normativa de proteccion de datos en vigor, la Ley Orgénica
15/1999, de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal, el Real Decreto que la
desarrolla (RD 1720/2007) y el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo
de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD).

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo, de manera que no
incluya informacion que pueda identificarle, y sélo su médico del estudio/colaboradores podra
relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera
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revelada a persona alguna salvo excepciones en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

El acceso a su informacidon personal identificada quedara restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades competentes, al Comité de Etica de la Investigacién y personal
autorizado por el promotor (monitores del estudio, auditores), cuando lo precisen para comprobar
los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la legislacion vigente.

De acuerdo a lo que establece la legislacion de proteccion de datos, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacidén, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a
su médico del estudio. Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio,
ningun dato nuevo sera anadido a la base de datos, pero si se utilizaran los que ya se hayan
recogido.

Ademads, puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos, solicitar una copia o que se
trasladen a un tercero (portabilidad) los datos que usted ha facilitado para el estudio. Para ejercitar
sus derechos, dirijase al investigador principal del estudio o al Delegado/a de Proteccién de Datos
del centro/institucion en dpd@gva.es. Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la Agencia de
Proteccion de Datos si no quedara satisfecho.

Los datos codificados pueden ser transmitidos a terceros y a otros paises, pero en ningln caso
contendran informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales,
direccién, n? de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesion, sera para los
mismos fines del estudio descrito o para su uso en publicaciones cientificas, pero siempre
manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente.

En el caso de que los datos se exporten a terceros paises, se mantendra el nivel de confidencialidad
tal y como establece la LOPD 15/1999, de 13 de diciembre de proteccién de datos personales y el
RGPD 2016/679.

El promotor/investigador adoptara las medidas pertinentes para garantizar la proteccién de su
privacidad y no permitira que sus datos se crucen con otras bases de datos que pudieran permitir
su identificacion.

Si el promotor/investigador no puede confirmar esta demanda, el paciente debera ser informado
del riesgo de re-identificacion derivado de la reutilizacion de sus datos en futuros estudios no
definidos en este momento.

8. Informacion relativa a muestras bioldgicas

En este estudio no esta prevista la obtencidn, ni conservacién ni andlisis de ningln tipo de muestra
bioldgicas.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Estudio de las alteraciones de los parametros cutdaneos por taxanos y
otros antineopldsicos en pacientes con cancer
CODIGO DEL ESTUDIO INC-PAC-2018-01
PROMOTOR José Alejandro Pérez Fidalgo
INVESTIGADOR PRINCIPAL José Alejandro Pérez Fidalgo
SERVICIO Oncologia Médica
CENTRO Hospital Clinico Universitario de Valencia
Yo, <<nombre y apellidos del participante>>

(Nombre de puiio y letra por el paciente)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado sobre el estudio.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con <<nombre del investigador>>
(Nombre de puiio y letra por el paciente)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Consiento al uso y tratamiento de mis datos personales para esta investigacion en las condiciones
explicadas en esta hoja de informacién.

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del participante Firma del investigador
Fecha: / / Fecha: / /
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9. ANEXO

CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

TITULO DEL ESTUDIO: Estudio de las alteraciones de los parametros cutdneos por taxanos y
otros antineopldsicos en pacientes con cancer
CODIGO DEL ESTUDIO INC-PAC-2018-01
PROMOTOR José Alejandro Pérez Fidalgo
INVESTIGADOR PRINCIPAL José Alejandro Pérez Fidalgo
SERVICIO Oncologia Médica
CENTRO Hospital Clinico Universitario
Yo, <<nombre y apellidos del testigo>>,
(Nombre de puiio y letra por el testigo)
como testigo, afirmo que en mi presencia se ha informado a
D/D2 <<nombre y apellidos del participante>>

(Nombre de puiio y letra por el testigo)
y se ha leido la hoja de informacidn que se le ha entregado sobre el estudio, de modo que:

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Ha hablado con <<nombre del investigador>>
(Nombre de puiio y letra por el testigo)

Comprende que su participacion es voluntaria.

Comprende que puede retirarse del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Presta libremente su conformidad para su participacién en el estudio.
Consiente al uso y tratamiento de sus datos personales para esta investigacion en las condiciones
explicadas en esta hoja de informacién.

Recibird una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del testigo Firma del investigador
Fecha: [/ Fecha: —
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