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ABREVIATURAS

AG Acido glicélico

AHA Alfa-hidroxiacido

ATC Acido tricloroacético

ATP Adenosin trifosfato

DL50 Dosis letal 50

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Medio de Eagle Modificado por
Dulbecco)

DMSO Dimetilsulfoxido

GA Glycolic acid

IL-1la Interleuquina 1 a

LD50 Median lethal dose

MMP Metaloproteinasas

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

NCCD Nomenclature Committee on Cell Death (Comité de Nomenclatura sobre Muerte
Celular)

PBS Phosphate buffered saline (Tamp6n fosfato salino)

Pl loduro de propidio

REDOX Reduccidn-oxidacién

RIP1 Ribosome Inactivating Protein 1 (Proteina inactivadora de ribosomas 1)

RIP3 Ribosome Inactivating Protein 3 (Proteina inactivadora de ribosomas 3)

SFB Suero fetal bovino

TCA Trichloroacetic acid

TNF Tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral)

TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1 (Receptor del factor de necrosis tumoral 1)
TRPV1 Transient receptor potential vanilloid 1 (Receptor de potencial transitorio

vaniloide 1)
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RESUMEN

Los peelings quimicos son procedimientos cosméticos que consisten en el uso de sustancias
guimicas para provocar lesiones en la piel de forma controlada con el objetivo de mejorar la textura 'y
apariencia de la superficie de la piel. El &cido glicolico (AG) es un alfa-hidroxidcido (AHA)
ampliamente utilizado como peeling quimico.

Con el propésito de estudiar in vitro los efectos del AG y otras sustancias, se ha utilizado un
modelo celular de fibroblastos humanos en cultivo. Realizando valoraciones de viabilidad con el
reactivo alamarBlue se observé que el AG tamponado (pH=7) no reduce la viabilidad de los
fibroblastos hasta que se utilizan dosis elevadas (100-200 mM), que ya son toxicas por
hiperosmolaridad. Ademas, no se pueden diferenciar los efectos sobre la viabilidad de los fibroblastos
del AGy el &cido tricloroacético (ATC), si se aplican a pHs cercanos. Estos resultados sugieren que la
capacidad de los peelings de AG para promover la exfoliacion cutanea es debida esencialmente a la
elevada acidez y presion osmotica de las soluciones empleadas en estos procedimientos.

A pesar de las numerosas mejoras cutaneas que diversos autores atribuyen al uso del peeling de
AG, se trata de un procedimiento que mata las células de la piel de manera indiscriminada. Por eso, se
ha propuesto un nuevo sistema de peeling quimico basado en la accién sinérgica de AG y quercetina,
un flavonoide con actividad senolitica que podria aportar selectividad al tratamiento para que actle
preferentemente sobre las células senescentes. Mediante citometria de imagen se vié que al aplicar un
tratamiento de AG parcialmente tamponado (pH~6) sobre fibroblastos, se induce mayoritariamente la
muerte celular por necrosis, mientras que al afiadir al tratamiento distintas dosis de quercetina (200-
600 uM) se ve reducida la poblacion en células necréticas y necroptéticas y aumenta la de células
apoptoticas tempranas.

PALABRAS CLAVE

Peeling quimico
Acido glicolico
Quercetina
Fibroblastos

Muerte celular
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ABSTRACT

Chemical peels are cosmetic procedures which consist in the use of chemical compounds that
cause injuries in skin cells in a controlled manner, with the aim of improving the texture and
appearance of the skin’s surface. Glycolic acid (GA) is an alpha hydroxy acid (AHA) widely used in
chemical peels.

In order to study the effects of GA and other substances in vitro, human fibroblasts in culture
were used as a cellular model. When viability assays were carried out using the alamarBlue reagent it
was observed that neutralized GA (pH=7) does not reduce fibroblast viability until higher
concentrations are tested (100-200 mM), which are already toxic due to hyperosmolarity. Furthermore,
the effects on the viability of the fibroblasts cannot be distinguished from those of trichloroacetic acid
(TCA), if they are applied at similar pH values. These results suggest that the skin removal ability of
GA peels is due essentially to the elevated acidity and osmotic pressure of the solutions used in these
procedures.

Despite the many cutaneous improvements that several authors attribute to the use of GA peel, it
has been proved to be a process that kills skin cells indiscriminately. For this reason, a new exfoliation
treatment has been proposed based on the synergistic action of GA and quercetin, a flavonoid with
senolytic activity which could provide selectivity by acting upon senescent cells. By means of image
cytometry it was observed that when a partially neutralized GA treatment (pH=6) is applied on the
fibroblasts, cellular death is mainly induced by necrosis, whereas the addition of different doses of
guercetin (200-600 uM) decreases the necrotic and necroptotic cell population and increases early
apoptotic cells.

KEYWORDS

Chemical peel
Glycolic acid
Quercetin
Fibroblasts

Cellular death
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INTRODUCCION

Piel

Es un oOrgano que separa al organismo del ambiente externo. Es una estructura compleja,
integrada por células, tejidos y elementos de la matriz extracelular que median una gran variedad de
funciones: actlia como barrera protegiendo al cuerpo contra agresiones mecanicas, quimicas, toxicos,
calor, frio, radiacion ultravioleta, microorganismos patdgenos..., pero también evita la deshidratacion,
mantiene el equilibrio térmico y participa en la transmisién de una gran cantidad de informacién
externa (tacto, presion, temperatura, dolor). Ademas, puede almacenar agua, productos metabélicos y
producir hormonas. Tiene tres capas principales: epidermis, dermis y tejido subcutaneo o hipodermis

(Fig. 1).

Epidermis: Estructura estratificada que se renueva continuamente y actla como barrera
principal de la piel (Fig. 1). Las células mayoritarias son los queratinocitos, se originan a partir de las
células basales proliferativas adheridas a la lamina basal epidérmica, desplazandose y diferenciandose
hasta las escamas aplanadas sin vida del estrato corneo queratinizado, los corneocitos, hasta producirse
la descamacion. Intercalados entre los queratinocitos, también hay melanocitos, células de Langerhans
y células de Merkel.

%Z_:J_,_—?‘T-;\,;: } Stratum corneum
prRoonol I_D } Granular layer

»‘l—%{\ :

r Spinous layer

SmrTmnpe ey S
: e~ - e
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Fig. 1. Esquema de las regiones principales de la piel y la epidermis. Tomada de Structure and Function of the Skin.(1)

Outer root — ?1;—
sheath. ~ )7~ _\ -

Dermis: Sistema integrado de elementos fibrosos, filamentosos, difusos y celulares del tejido
conjuntivo que confiere flexibilidad, elasticidad y fuerza tensil a la piel. Tiene varios tipos de células
residentes: fibroblastos, macrofagos, células mastoideas, células del sistema inmune... Los fibroblastos
son celulas derivadas del mesénquima que migran a travées de los tejidos y sintetizan componentes de
la matriz extracelular (colageno, glucosaminoglucanos..) y diferentes factores solubles. En este trabajo
se utilizaron como modelo de estudio fibroblastos humanos en cultivo.

Hipodermis: Tejido subcutdneo fundamentalmente adiposo que aisla el cuerpo y sirve como
suplemento de reserva energeética, acolchado y proteccion de la piel. Las células mas numerosas de la
epidermis son los adipocitos, células con un alto contenido lipidico.(2)
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Peelings quimicos

Son procedimientos cosméticos no quirargicos ampliamente utilizados para el rejuvenecimiento
facial. Se basan en el uso de sustancias quimicas, a las que también se les denomina utilizando el
término peeling, que provocan lesiones en la piel de forma controlada. De esta manera se promueve la
exfoliacion cuténea, la despigmentacion y la regeneracion del tejido mediante la proliferacion de
glucosaminoglicanos, fibroblastos, asi como la remodelacion de fibras de elastina y colageno. Estos
procedimientos tienen como objetivo la mejora de la textura y superficie de la piel.

La profundidad del peeling depende del agente quimico, su concentracion, el modo de
aplicacién, la duracion del tratamiento, asi como el tipo de piel del paciente. Segin el nivel de
actuacion pueden clasificarse en:

- superficiales, produciendo lesion a nivel de epidermis.

- de profundidad media, cuando la lesion se extiende a través de la epidermis hasta las capas mas
superficiales de la dermis.

- profundos, porque la lesion llega hasta capas mas profundas de la dermis.

Los tipos de moléculas utilizados son alcoholes que contienen grupos carboxilo (-COOH) e
hidroxilo (-OH) o &cidos. Algunos de los mas utilizados son los alfa-hidroxiécidos, el acido salicilico,
el acido tricloroacético, el fenol, la tretinoina. ..(3-5)

Acido glicolico
El acido glicélico (AG) o acido 2-hidroxiacético, con férmula quimica C;H4Os; y un peso
molecular de 76.051 g/mol, es el AHA mas pequefio. Se produce naturalmente en las uvas, cafia de

azucar, remolacha azucarera y hojas de la enredadera de Virginia. Tiene dos atomos de carbono, uno
de ellos unido a un grupo hidroxilo (-OH) y el otro formando un grupo carboxilo (-COOH).

H 0 ~. H
_|‘_r 0
0
Fig. 2. Estructura quimica del acido glicélico.(6) Fig. 3. Fuentes naturales de acido glicélico.

En su forma pura, el AG se presenta como un solido cristalino incoloro, transltcido e inodoro
extremadamente hidrofilico. El pka es de 3.83 y el pH en una disolucion saturada de aproximadamente
0.6. (6, 7) Gracias a sus propiedades quimicas tiene la capacidad de penetrar facilmente a través de la
piel, lo que le convierte en un buen candidato para los peelings quimicos.(5)

Peeling de acido glicolico

También denominado peeling de fruta, es el més utilizado de los peelings quimicos por su
eficacia y precio econdmico. (8) Se utiliza, como todos los peelings, para rejuvenecer la piel, pues al
provocar la exfoliacion de la epidermis, los tejidos se regeneran. Tras el tratamiento, los pacientes
evallan su piel como mas resistente, firme, lisa y joven.(5) Ademé&s, muchos autores lo consideran
como un remedio milagroso para eliminar alteraciones cutaneas epidérmicas y se utiliza para el
tratamiento de queratosis seborreicas o actinicas, lentiginosis seniles, verrugas vulgares, xerosis, acné,
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estrias de distension, hiperpigmentacion postinflamatoria, melasma, papilomatosis reticulada, psoriasis
y verrugas planas.(5, 8, 9)

En cuanto a los efectos secundarios, dependen de la piel del paciente, del producto utilizado y
del tiempo de aplicacion.

Cuando se aplican productos cosméticos sobre la piel de un paciente y hay que seleccionar un
tipo de peeling u otro, los dermatélogos tienen en cuenta la clasificacion del Dr. T. Fitzpatrick basada

en los distintos fototipos cutaneos (Tabla I). (10)

Fototipo | Presenta intensas quemaduras solares, casi no Individuos de piel muy clara, ojos azules, pelirrojos
se pigmenta nunca y se descama de forma y con pecas en la piel. Su piel, habitualmente,
ostensible no esta expuesta al sol y es de color blanco-lechoso

Fototipo Il Se quema fécil e intensamente, pigmenta Individuos de piel clara, pelo rubio, ojos azules
|igeramente y descama de forma notoria y pecas, cuya piel, que no esta expuesta

habitualmente al sol, es blanca

Fototipo Il Se quema moderadamente y se pigmenta Razas caucasicas (europeas) de piel blanca que no
correctamente esta expuesta habitualmente al sol

Fototipo IV Se quema moderada o minimamente y pigmenta Individuos de piel morena o ligeramente
con bastante facilidad y de forma inmediata al amarronada, con pelo y ojos oscuros (mediterraneos,
exponerse al sol mongdlicos, orientales)

Fototipo V Raramente se quemna, pigmenta con facilidad Individuos de piel amarronada (amerindios,

e intensidad (siempre presenta reaccion indostanicos, arabes e hispanos)
de pigmentacion inmediata)

Fototipo VI MNo se quema nunca y pigmenta intensamente Razas negras

(siempre presentan reaccién de pigmentacion
inmediata)

Tabla I. Clasificacion de los fototipos cutaneos del Dr. T. Fitzpatrick. Tabla publicada por Marin D y Del Pozo, A. (10)

El peeling de acido glicolico se utiliza en todos los fototipos de piel en concentraciones que
oscilan entre 20% y 70% y esta comercialmente disponible como acido libre o como soluciones
parcialmente neutralizadas (pH mas alto), tamponadas o esterificadas. Cuanto mayor es la
concentracién y menor el pH, mayor es la intensidad del tratamiento.(8) Becker y cols. en 1996
demostraron que soluciones de AG al 70% a pH < 2 producen mas necrosis y destruccion de tejidos
gue esas soluciones parcialmente neutralizadas a un pH > 2. Sin embargo, estos autores confirman que
por el hecho de producir mas necrosis celular no significa que sean mejores peelings. Por lo tanto, el
uso de soluciones de AG tamponado o parcialmente neutralizadas parece la mejor opcidn, por ser mas
seguras que las soluciones de &cido AG libre, con pH mas bajo y por tanto mas agresivo para la
piel.(11)

Los efectos secundarios de los productos a concentraciones bajas pueden ser irritaciones leves,
escozor, dolor y eritema. Cuando se utilizan productos de mayor concentracion, estos efectos se
vuelven mas frecuentes y pueden darse otros mas severos como formacion de ampollas, puarpura,
costras, hipopigmentacion, hiperpigmentacion, atrofia, ulceracion, cicatrizacion hipertrofica o
formacion de queloides, asi como riesgo de infeccion.(5, 8)

Ademas de la concentracion y el pH, otro factor muy importante a considerar es el tiempo de
aplicacion del tratamiento. Aplicar acido en la piel satura la capacidad de las células para resistir a la
acidificacion, por lo tanto, los peelings de AG tienen que ser correctamente neutralizados para detener
la acidificacion de la piel. Si no se neutralizan a tiempo se dafia la piel ya que continta la queratolisis
y la descamacion. Segun la revision bibliografica de Sharad La neutralizacion puede realizarse
diluyendo con agua o con soluciones basicas como sales de amonio, bicarbonato de sodio o hidréxido
de sodio.(8)
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La seleccion del tratamiento a aplicar para cada paciente y la correcta neutralizacion en el tiempo
adecuado son esenciales para asegurar buenos resultados con los menores efectos secundarios.

Fabbrocini, en 2009, clasificd los diferentes peelings de AG en funcion de estos parametros:
muy superficiales (30%-50% AG, aplicado durante 1-2 minutos); superficiales (50%—-70% AG,
aplicado durante 2-5 minutos); y de profundidad media (70% AG, aplicado durante 3-15
minutos).(12)

Efecto del acido glicdlico sobre la piel

Estudios muy antiguos realizados por Van Scott en 1974 y 1984 revelaban la capacidad de
diversos AHAs, entre los cuales, el AG, para disminuir la cohesidon de los corneocitos, e inducir
descamacion, influenciando asi el proceso de gueratinizacion.(13, 14)

Un estudio realizado por Ditre y cols. en 1996 demostré que cuando se aplicaba un tratamiento
topico con 25% de AG sobre piel fotoenvejecida se producian cambios histologicos importantes: la
epidermis aumentaba en espesor al engrosar su capa basal, se producia dispersion de la pigmentacion
de melanina y disminuia la agregacién de los tonofilamentos en el citoplasma. Este aumento del grosor
de la piel parecia ser causado por una mayor sintesis de glicosaminoglicanos y colageno, y no por
formacion de edema.(15) Posteriormente Kimy cols. en 1998 y Bernstein y cols. en 2001, afirmaban
gue la expresién génica de colageno y acido hialurénico aumenta en piel tratada con AG. Los ensayos
histoquimicos e inmunohistoquimicos realizados por Inan en 2006 en piel de ratas también demuestran
que el tratamiento con AG aumenta el grosor de la epidermis, el nimero de fibroblastos activos y de
fibras de colageno.(16, 17)

Sin embargo, los efectos del AG son muy diversos, y dependen de la concentracion y pH
utilizados, asi como del modo de aplicacion y estado previo de la piel a tratar. Estudios realizados con
individuos con alteraciones cutaneas como la xerosis han mostrado que el tratamiento con acido
glicélico disminuye el grosor del estrato corneo y mejora la hidratacion de la piel (13), mientras que
otros autores demuestran que el efecto en la hidratacion y el grosor del estrato corneo en individuos
con piel normal es minimo. (18)

El AG puede presentar efectos adversos para la piel. Los resultados obtenidos en el estudio
realizado por Park y cols. en 2002 con cobayas, indican que el AG causa un aumento en el nivel de
dafio cutaneo de forma dependiente de la dosis y del tiempo. Las dosis méas altas (5 y 7 mg/cm?; pH=3)
causan en las cobayas edema, corrosion, ulceracion y destruccién de la organizacion de estrato corneo
y capa epidérmica, mientras que dosis menores (1 y 3 mg/cm?; pH=3) sélo provocan eritema y
descamacion de la piel. Estas dosis mas bajas provocan el aumento del nimero de células epidérmicas
y del espesor de la piel y una menor integridad del estrato cérneo. (19)

Podemos concluir que, aunque el AG puede dar lugar a efectos beneficiosos en diversas
condiciones dermatoldgicas, es esencial seleccionar el tratamiento adecuado para cada paciente en
funcion de su piel para evitar efectos adversos y garantizar la seguridad del tratamiento.

Efecto del acido glicolico sobre células en cultivo

Moy y cols. en 1996 realizaron un experimento para estudiar los efectos del AG sobre
fibroblastos humanos en cultivo. Consistia en medir la tasa de produccion de colageno tras incubar las
células durante 24 horas en medio de cultivo a una concentracion fisiolégica de AG (50 pg/mL). En
estas condiciones el AG provoca un aumento en la produccion de colageno por los fibroblastos sin
efectos tdxicos, que podria explicar algunos de los beneficios de su uso clinico.(20)
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En 1998, Kim y cols., realizaron un estudio similar. Trataron fibroblastos humanos en cultivo
durante 24 horas con diferentes concentraciones de AG (10, 105, 10° M). Al realizar la conversion a
pg/mL (7,6, 0,76 y 0,076 pg/mL) observamos que son inferiores a la utilizada en el articulo anterior y
los resultados obtenidos también indican un aumento de la produccion de coladgeno por el AG. Los
ensayos de MTT revelaron ademas que el AG provocaba proliferacién celular de fibroblastos. (17)

Okano y cols., en 2003, investigaron conjuntamente el papel de los queratinocitos y los
fibroblastos en la remodelacion de la piel fotodafiada inducida por el AG. En la figura 4 se pueden
observar los dos mecanismos de accion del AG: una via es la sintesis de colageno por fibroblastos
tanto directa como indirectamente a través de la liberacion de citoquinas por queratinocitos; la otra via
es la produccion de metaloproteinasas (MMP) por fibroblastos y la degradacién de la matriz mediada
por interleuquina 1 a (IL-1a). (21)

Glycolic acid

o

Keratinocyie

MMP { Collagen |

N/

Remodeling of dermal tissue

Fig 4. Esquema de los mecanismos inducidos por el AG que llevan a la regeneracion de la piel fotodafiada. Propuesto por
Okano y cols. (21)

A pesar de haberse realizado diversos estudios sobre los efectos del AG sobre la piel, se sabe
poco sobre el mecanismo molecular que induce. Por eso, Denda y cols. en 2009 utilizaron un modelo
de piel para investigar los efectos de la aplicacion tépica de AG en la proliferacion celular y examinar
los mecanismos moleculares implicados. Detectaron, 24 horas tras la aplicacion de AG, un aumento
significativo de la proliferacion de queratinocitos de forma pH dependiente asi como una liberacion
transitoria de ATP en los medios de cultivo. Ambos efectos se inhibian por antagonistas del canal
idnico TRPV1, lo que sugiere que la activacion dicho canal podria tener un papel relevante en los
efectos del AG sobre la piel. (22)

Quercetina

La quercetina, con formula quimica CisH1007 y peso molecular de 302.238 g/mol, es un
flavonoide, perteneciente al subgrupo de los flavonoles. Los flavonoles (polifenoles C6-C3-C6)
poseen dos anillos de benceno hidroxilados, Ay B, y difieren en el nimero y tipo de sustituciones en
el anillo B. La quercetina esta dihidroxilada en las posiciones 3’ y 4°.(23, 24)

Ampliamente distribuida en plantas, estd presente en diversos tipos de vegetales (cebollas,
brécoli, pimientos), frutas (manzanas, bayas, uvas), hierbas (eneldo), algunos tipos de té, miel,
vino...(24)
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Fig. 5. Estructura quimica de la quercetina.(23) Fig. 6. Alimentos ricos en quercetina.

Tiene diferentes propiedades bioldgicas, incluyendo actividades anticarcindgenas,
antiinflamatorias, antivirales, antioxidantes y psicoestimulantes, asi como la capacidad de inhibir la
peroxidacion lipidica, la agregacion plaguetaria y la permeabilidad capilar y estimular la biogénesis
mitocondrial.(25) Ademas actlia como agente senolitico, es decir, es capaz de matar selectivamente las
células senescentes al bloquear vias de supervivencia que confieren a estas células resistencia a la
apoptosis.(26, 27)

Muerte celular

La muerte celular es el proceso que lleva a la terminacion de las funciones celulares normales,
incluyendo la respiracion, el metabolismo, el crecimiento y la proliferacion. Este proceso es reversible
hasta que se traspasa un punto de “no retorno”.

Debido a la ausencia de un evento bioquimico definido que pueda considerarse como el punto de
“no retorno”, el Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (NCCD) propone que una célula se
considere muerta cuando se cumple cualquiera de los siguientes criterios moleculares o morfoldgicos:

- la célula ha perdido la integridad de su membrana plasmatica

- la célula, incluyendo su ntcleo, ha sufrido una fragmentacién completa en cuerpos discretos o
apoptoticos.

- su cadaver (o sus fragmentos) ha sido engullido por una célula adyacente in vivo.

La muerte celular puede clasificarse en funcion de diferentes criterios: apariencia morfoldgica,
enzimas que participan, aspectos funcionales, caracteristicas inmunoldgicas... En 2009, el NCCD
propuso unos criterios para la definicién de las distintas modalidades de muerte celular. (28) Partiendo
de estas definiciones y teniendo en cuenta avances posteriores en la investigacion sobre la muerte
celular, el NCCD propuso en 2012 una nueva clasificacion sistematica de la muerte celular que define
13 modalidades de muerte celular. (29)

A continuacion, paso a describir los tipos de muerte celular més relevantes para este trabajo, es
decir, aquellos que se han podido analizar por citometria de flujo de imagen: apoptosis temprana,
apoptosis tardia, necrosis y necroptosis.

Apoptosis

Muerte celular programada que manifiesta algunas de las siguientes caracteristicas: redondeo de
la célula, retraccion de los pseudopodos, reduccion del volumen celular, deformacién de la membrana
plasmaética, condensacion de la cromatina, fragmentacion del ADN, fragmentacion nuclear, pérdida de
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la integridad de membrana en las etapas finales del proceso con el desprendimiento de cuerpos
apoptoticos. Los términos apoptosis temprana y apoptosis tardia hacen referencia a distintas etapas de
la muerte celular apoptética.

4]
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<

Fragmentacion nuclear
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Fig. 7. Representacion de los eventos celulares tipicos de la muerte celular apoptdtica. Imagen publicada
por Dinhy cols. en 2015 modificada.(30)

Segun la via de sefializacion que desencadene la apoptosis hablamos de:

- Apoptosis extrinseca: apoptosis dependiente de caspasas que presenta una cascada de
sefializacién letal desencadenada por la unién de ligandos a proteinas de membrana que transducen
sefiales de muerte.

- Apoptosis intrinseca dependiente o independiente de caspasas: apoptosis mediada por
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial. En respuesta a diferentes condiciones de
estrés intracelular (por ejemplo, dafio del ADN, falta de nutrientes, sobrecarga de Ca?* citosélica), se
generan sefiales de supervivencia y de muerte que convergen a un mecanismo de control mitocondrial.
Cuando las sefiales letales prevalecen, se da la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial.
Esto conlleva multiples consecuencias letales: alteracion del potencial de membrana mitocondrial,
liberacion en el citosol de proteinas toxicas del espacio intermembrana e inhibicion de la cadena
respiratoria.

Necrosis

Muerte celular accidental no controlada caracterizada morfolégicamente por aumento de
volumen celular, hinchazon de los organulos, rotura de la membrana plasmaética y posterior pérdida del
contenido intracelular. Puede ser causada por perturbaciones importantes en el entorno, como anoxia o
condiciones fisicas muy duras como la congelacion.
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Hinchazon de los orgadnulos Pérdida del contenido intracelular

Fig. 8. Representacion de los eventos celulares tipicos de la muerte celular necrética. Imagen publicada por Dinh y
cols. en 2015 modificada.(30)
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Necroptosis

Muerte celular programada que presenta caracteristicas muy similares a la necrosis. Es una
muerte necrética regulada por un conjunto de vias de transduccion de sefiales y mecanismos
catabdlicos. Puede ser inducida por distintos desencadenantes como dafio alquilante del ADN,
excitotoxinas y la union de ligandos a receptores de muerte en determinadas condiciones. Suele darse
en condiciones deficientes para dar apoptosis. Por ejemplo, cuando las caspasas son inhibidas, TNF
activa TNFR1 que induce la activaciéon de las proteinas RIP1 y RIP3. Estas Gltimas participan en
interacciones fisicas y funcionales que llevan a la ejecucion de la muerte celular necrotica.
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Planteamiento

En este trabajo se ha planteado estudiar los efectos del &cido glicolico, ampliamente utilizado
como peeling quimico, sobre un cultivo de fibroblastos dérmicos humanos que actlie como modelo de
piel y proponer un nuevo sistema de peeling quimico basado en la accion sinérgica del acido glicolico
y quercetina, un flavonoide con actividad senolitica que podria aportar selectividad al tratamiento para
que actue preferentemente sobre las células senescentes.

Objetivos

1. Establecer un modelo celular in vitro que nos permita evaluar el efecto del AG sobre la piel,
independientemente del pH y la presion osmatica.

2. Utilizar una técnica de determinacion de viabilidad celular basada en el reactivo alamarBlue
para establecer si existe una dosis letal 50 (DL50) del AG tamponado sobre un cultivo de
fibroblastos humanos para un tratamiento de 30 minutos.

3. Estudiar el efecto de tratamientos mixtos de AG y quercetina sobre la viabilidad celular de un
cultivo de fibroblastos humanos.

4. Analizar por citometria de imagen el tipo de muerte celular inducida tanto por el AG como por
el nuevo sistema de peeling quimico propuesto.
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MATERIAL Y METODOS

Material

Material biologico
Fibroblastos dérmicos procedentes de cultivo primario de piel humana (Departamento de
Fisiologia de la Facultad de Medicina).

Mantenimiento de las células en medio de cultivo DMEM completo: DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium with 4,5 g/L Glucose, with L-Glutamine, Lonza, BioWhittaker®, BE12-
604F) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibidtico (penicilina-
estreptomicina).

El medio DMEM utilizado contiene todo lo necesario para mantener las células y promover su
desarrollo (proteinas, lipidos, minerales...), asi como un sistema tampén y un indicador de pH.
Ademas, es complementado con SFB, que promueve la proliferacion in vitro de células, y antibiéticos,
gue evitan las contaminaciones bacterianas.

Tratamientos
- Acido Glicélico (Glycolic acid, ReagentPlus®, 99%, SIGMA-ALDRICH®, 124737-25G,
HOCH2COORH).

- Tris (Trizma BASE + Trizma HCI, SIGMA®, No. T-1503, NH2C(CH20H)3-HCI)

- Acido tricloroacético (Trichloroacetic acid GR, 99,5%, MERCK, 3638129, CCI3COOH)
- Quercetina (Quercetin dihydrate, SIGMA®, Q-0125, C15H1007-2H20)

Otros reactivos

- Tampon fosfato salino estéril para cultivo celular (PBS, 0.0067M (PO4), Lonza,
BioWhittaker®, BE17-516Q)

- Tripsina 1X (Cultek, 91L.0930-100)
- AlamarBlue.

- Solucion de calibracion para OSMOMAT (Calibration solution 300mOsmol/kg NaCl/H20,
Gonotec, 3393C41)

- Fluorocromos: Kit Anexina V-IP (Alexa® Fluor 488 Annexin V and IP, ThermoFisher).
Equipos

- Estufa de cultivo (BINDER): 37°C y 5% de CO;

- Microscopio Invertido de Fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000 S

- Cémara de Neubauer

- Cabina de seguridad bioldgica clase Il (Telstar Bio-11-A)

- Centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5810 R)

- Balanza electronica AND HR-120
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- Bafio termostéatico (Nahita)

- pHmetro (CRISON, micropH 2002)
- Osmdmetro (Osmomat 030)

- Agitador de placas

- Espectrofotometro de microplacas termostatizado (Eon (Biotek, Vermont USA)): Lector de
absorbancia de placas de 6 a 384 pocillos.

- Citometro de imagen (AMNIS ImageStream X (Seattle, WA, USA)): equipo que combina un
método de seguimiento electronico de células en movimiento (citometria de flujo) con un sistema de
imagen de alta resolucion con opticas de microscopio de 20, 40 y 60 aumentos. De esta forma permite
adquirir mualtiples iméagenes de cada célula: una de dispersion lateral (campo oscuro), una de luz
transmitida (campo claro) y hasta doce canales de fluorescencia. Este sistema amplia el alcance de la
citometria de flujo ofreciendo nuevas aplicaciones de analisis celular.(31)

Métodos

Mantenimiento del cultivo celular
La puesta en marcha del cultivo se realizé a partir de muestras congeladas de fibroblastos
humanos (90% SFB +10% DMSO) en nitrégeno liquido.

Las células eran mantenidas en frascos de cultivo de 75 cm?, a 37°C y 5% de CO,. EIl medio era
cambiado cada dos o tres dias. Cuando se llegaba al 90-95% de confluencia celular, se tripsinizaba y
se subcultivaba, bien en otros frascos de cultivo (10 mL) o bien en placas de 6 (2 mL/pocillo) 6 96
pocillos (100 uL/pocillo) a una concentracion aproximada de 100 células/mL. El trabajo con las
células se realizaba en todo momento bajo condiciones de esterilidad en la cabina de seguridad
bioldgica.

Protocolo de tripsinizacion: eliminar medio de cultivo, lavar con PBS, afiadir 4 mL de tripsina
previamente atemperada a 37° C, dejar actuar la tripsina en la estufa durante unos minutos controlando
al microscopio si se han despegado las células, afiadir SFB para paralizar la reaccion enzimatica,
trasvasar las células a un tubo Falcon y centrifugar 5 minutos a 800 rpm, retirar el sobrenadante. Tras
dos lavados con PBS resuspender el pellet en DMEM completo.

Estudios de viabilidad celular alamarBlue

El alamarBlue es un ensayo que permite medir cuantitativamente la viabilidad celular segin la
actividad enzimética mitocondrial en diversas lineas celulares de manera rapida, sensible y econémica.
Se basa en la resazurina; la cuél es reducida a resorufina durante la respiracion celular. El indicador
REDOX cambia de una forma oxidada no fluorescente y azul a forma reducida fluorescente y roja y
esta conversion es proporcional al niumero de células metabolicamente activas, pudiendo evaluarse
cuantitativamente por fluorescencia o absorbancia. Ademas es soluble en agua y no es toxico para las
células, por lo que no interfiere con el metabolismo celular y permite el uso de las células en pruebas
posteriores.(32)

Protocolo de lectura de la viabilidad celular: afiadir AlamarBlue a los cultivos (0.015 mg/mL),
incubar 3 horas en la estufa y leer la absorbancia a 570 y 600 nm en el espectrofotémetro de
microplacas.
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Los tratamientos (Tabla 1) se aplicaban 30 minutos antes de realizar la lectura; partiendo de un
cultivo con un 90-95% de confluencia celular en placa de 96 pocillos y se afiadia huevo medio con el
tratamiento correspondiente. Segun el disefio del experimento, en algunas muestras para valorar la
apoptosis, se realizaba un cambio de medio tras los 30 minutos de tratamiento y se guardaba el cultivo
24 horas en estufa antes de proceder a la lectura.

AG tamponado a concentraciones de 25, 50, 100 0 200 mM.
AG o tricloroacético 50 mM a pH aproximados de 1,4 07.

Glucosa a aproximadamente 350, 380, 500 y 600 mOsm/Kg.
AG 200 mM, pH=6 y quercetina a 0, 200, 400 0 600 uM.

Tabla Il. Tratamientos aplicados en los experimentos de estudio de la viabilidad celular por alamarBlue.

Estudios de viabilidad celular por citometria de flujo de imagen

Se utilizd la citometria de imagen para determinar la viabilidad celular y analizar los distintos
tipos de muerte celular inducidos por distintos tratamientos en cultivos de fibroblastos humanos. La
determinacion se realiz6 utilizando un marcaje con fluorocromos (loduro de Propidio (IP) y Anexina
V). Este doble marcaje, junto a las caracteristicas morfoldgicas, permite diferenciar 4 poblaciones
celulares que recogen cinco estados celulares asociados a distintos tipos de muerte celular.

El IP es un agente intercalante que se une al ADN vy cuando se excita con una longitud de onda
de 488 nm, emite una fluorescencia roja. No puede penetrar a través de la membrana plasmatica, de tal
forma que nos permite diferenciar entre células con membrana intacta y células con membrana
dafiada, ya que solo estas Ultimas emitiran fluorescencia. La Anexina V tiene afinidad especifica por la
fosfatidilserina, que en las células normales se localiza en la cara citosolica de la membrana, pero
cuando la célula sufre apoptosis queda expuesta en la superficie, donde actla como sefial para que la
célula sea eliminada por los fagocitos. La unidn de Anexina V es pues un marcador de apoptosis.

En funcién del marcaje con fluorocromos se obtienen las siguientes poblaciones:

- Doble negativo: células no apoptéticas con la membrana intacta (células vivas).

- IP positivo: células no apoptéticas con la membrana dafiada (células necréticas).

- Anexina positivo: células apopt6ticas con la membrana intacta (células en las primeras etapas de
apoptosis; células apoptoticas tempranas).

- Doble positivo: Las células de esta poblacion pueden ser tanto apoptéticas tardias como
necroptdticas. Para diferenciar estos dos estados celulares hay que basarse en las caracteristicas
morfolégicas que caracterizan cada uno. Las células apoptéticas tardias han sufrido una
fragmentacion tanto nuclear como citoplasmética que no han sufrido las necroptoticas. (Celulas
apoptdticas tardias y necroptoticas).

Protocolo de citometria de imagen: tripsinizar el cultivo siguiendo la técnica descrita
previamente (apartado Métodos: mantenimiento del cultivo celular) pero adaptando los volimenes.
Tras dos lavados, resuspender en 100 pL de tampon. Afiadir, 5 uL de ioduro de propidio, 5 pL de
Anexina V y analizar la muestra por el citometro de imagen AMNIS.

La lectura se realizaba 24 horas después de haber aplicado al cultivo el tratamiento
correspondiente durante 30 minutos: partiendo de un cultivo en placa de 6 pocillos al 90-95% de
confluencia celular se aplicaba en cada pocillo uno de los siguientes tratamientos, AG 200 mM
parcialmente tamponado + quercetina a concentraciones de 0, 200 6 600 uM.
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Estadistica

El analisis estadistico de los datos y las gréaficas fueron realizados utilizando Excell y el software
de bioestadistica “GradhPad Prism”.

En primer lugar, se realizd un analisis descriptivo de los resultados obteniendo la media y
desviacion estandar para cada grupo. Después, se utilizd la prueba de Kolmogorov-Smirnof para ver si
las variables seguian una distribucion normal. Como los datos no se ajustaban a este tipo de
distribucion, para el anélisis estadistico diferencial se escogio la prueba U de Mann-Whitney, la cual
valora las diferencias significativas entre dos muestras cuantitativas con distribucion no paramétrica.
En los casos en los que se debian comparar mas de dos grupos se realiz6 primero la prueba de
Kruskal-Wallis y posteriormente la U de Mann-Whitney para cada pareja de muestras. En todos los
contrastes de hipétesis se fijo el nivel de significacion estadistica en 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del acido glicélico

Con el propésito de observar el efecto del AG sobre fibroblastos humanos se realizaron ensayos
de viabilidad celular alamarBlue tras tratar las células con diferentes concentraciones de AG
tamponado. Al tamponar el pH en torno a la neutralidad se elimina el efecto toxico debido a la acidez,
pudiendo asi atribuir todos los efectos observados a nuestro compuesto de interés y diferenciarlos de
los que podrian inducir otros &cidos utilizados en los peelings quimicos.

El interés de este estudio es poder relacionar los resultados obtenidos con el efecto del AG
cuando es utilizado como cosmético, por esta razon, frente a los estudios revisados que testaban el
efecto del AG en células tras un tratamiento de 24 horas (16, 17), se eligié una duracion de 30
minutos, ya que seria inviable un tiempo de aplicacién tan largo para un procedimiento cosmético.

Tras realizar multiples ensayos testando diferentes concentraciones, y tratar estadisticamente los
datos obtenidos por espectrofotometria, se realiz6 la siguiente grafica que recoge los resultados
obtenidos:
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Fig. 9. Efecto del &cido glicolico tamponado (pH=7) sobre la viabilidad celular de un
cultivo de fibroblastos humanos. Las barras de error representan la desviacion estandar de
la media (n=16 por grupo). Un asterisco (*) indica la existencia de diferencias significativas

respecto al control ([Acido glicélico]=0) con un nivel de significacion de 0,05.

Como puede observarse en la figura 9, la viabilidad celular apenas desciende conforme aumenta
la concentracion de acido glicolico. Solo se observa un descenso significativo para las dosis més altas
testadas (100 y 200 mM).

Tamponando el AG se evito el efecto del pH sobre la viabilidad celular, sin embargo, al usar
dosis tan altas de AG hay otra variable que puede afectar a la viabilidad, la osmolaridad. Si es
demasiado elevada puede ser nociva para las células al inducir la deshidratacion celular, por esta razon
se midié la osmolaridad de cada una de las soluciones utilizadas como tratamiento. Luh y cols. en
1996 estudiaron los efectos de medios de osmolaridad creciente sobre células endoteliales in vitro, y
determinaron que toleran la hiperosmolaridad del medio hasta 460 mOsm/litro sin disminucién de la
viabilidad celular.(33) La tolerancia de los fibroblastos podria ser algo diferente, pero no se encontr6
un estudio similar con fibroblastos en la bibliografia, por lo que se tom6 este valor como referencia.
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Uno de los objetivos del trabajo era determinar la DL50 del AG en estas condiciones
(tamponado Yy aplicado durante 30 minutos). Ademas, segun la intensidad del tratamiento deseada, el
AG se utiliza en concentraciones que oscilan entre 20% y 70%, es decir entre 2,6 y 9,2 M, mucho
superiores a las testadas en los experimentos realizados. Sin embargo, no se testaron concentraciones
mas altas de 200 mM intencionadamente, pues a dicha concentracién la osmolaridad ya es demasiado
elevada (aprox. 620 mosm/Kg). Por lo tanto, no pudo llevarse a cabo la determinacién al haber un
factor, la hiperosmolaridad, que podia influir en los resultados y cuyo efecto no se estaba controlando.

Los resultados obtenidos (figura 9) parecen indicar que el efecto toxico descrito en la
bibliografia del AG sobre los fibroblastos es, en esencia, debido a la acidez y la hiperosmolaridad. Por
lo que se llevaron a cabo dos experimentos para estudiar el efecto de estos factores
independientemente.

Por un lado, se testaron soluciones de la misma concentracion (50 mM) a distintos pHs tanto de
AG como de ATC durante 30 minutos pudiendo comparar los efectos sobre la viabilidad de los
fibroblastos de ambos acidos en estas condiciones.
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Fig.10. Efecto del pH sobre la viabilidad en fibroblastos humanos tratados con acido glicélico y acido tricloroacético. Las
barras de error representan la desviacion estandar de la media (n=16 por grupo).

Como se puede ver en la figura 10, en las condiciones del experimento, las soluciones
tamponadas en torno a pH 7 apenas tienen efecto, mientras que la viabilidad desciende
pronunciadamente cuando se tratan las células con las soluciones de mayor acidez hasta llegar a una
viabilidad de en torno al 0% con las soluciones de pH 1. Ademas, a ningin pH se observan
diferencias significativas entre ambos acidos, por lo que ambas sustancias tienen un efecto similar
sobre la viabilidad de los fibroblastos.

Vemos que el pH de la solucién utilizada tiene una gran importancia en el efecto del AG sobre la
viabilidad celular de un cultivo de fibroblastos humanos. Esta observacién concuerda con las
realizadas previamente por distintos autores: los resultados obtenidos por Becker y cols. en 1996
sugieren que una solucién de AG 70% de pH bajo causa mayor dafio tisular que una soluciéon de AG
70% de pH mayor o parcialmente tamponada, Hood y cols. en 1999 en sus experimentos con cobayas
sin pelo observaron que al aplicar una solucion de pH 3 con y sin AG se daba un efecto similar y que
por tanto el pH &cido es importante para mejorar la descamacion del estrato corneo que se produce con
el uso de AHAs.(11, 34)
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Por otro lado, se testaron soluciones de glucosa (una sustancia no toxica para los fibroblastos) de
distintas concentraciones de forma que la osmolaridad fuese muy cercana a las de las soluciones de
AG testadas previamente (figura 9).
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Fig.11. Efecto de la osmolaridad sobre la viabilidadad celular de un cultivo de
fibroblastos humanos tratados con glucosa. Las barras de error representan la
desviacion estandar de la media (n=16 por grupo). Un asterisco (*) indica la
existencia de diferencias significativas respecto al control (osmolaridad=350
mOsm/Kg) con un nivel de significacién de 0,05.

El efecto de la osmolaridad sobre la viabilidad de los fibroblastos (figura 11) es muy similar al
provocado por el AG tamponado (figura 9). A la dosis mas baja de glucosa no hay diferencias
significativas respecto al control, sin embargo a las dosis mas altas testadas, en las cuales la
osmolaridad es mayor (490 y 620 mOsm/Kg), si que hay diferencias significativas: conforme aumenta
la osmolaridad disminuye ligeramente la viabilidad celular del cultivo de fibroblastos. Al igual que
ocurria con las células endoteliales, en el estudio realizado por Luh y cols. en 1996, cuando se
utilizaban medios de osmolaridades superiores a 460 mOsm/litro.(33)

Estos resultados parecen indicar que el efecto del AG sobre la viabilidad celular observado en la
figura 9, es tnicamente debido a la hiperosmolaridad del medio, que disminuye la viabilidad celular al
inducir su deshidratacion.

Como se ha comentado en la introduccion, muchos autores consideran el AG uno de los mejores
candidatos para los peelings quimicos. Sin embargo, basandonos en los experimentos realizados en
este trabajo, no podemos diferenciar, para un tratamiento de 30 minutos, el efecto del AG sobre la
viabilidad de los fibroblastos respecto al de soluciones de otros compuestos que proporcionen una
acidez u osmolaridad similar.

Acido glicélico y quercetina

En base a lo encontrado en la literatura sobre el efecto senolitico de la quercetina, resulta
interesante proponer un nuevo sistema de peeling que combine AG y quercetina y estudiar su efecto
sobre fibroblastos humanos en cultivo ya que podria tratarse de un tratamiento mas selectivo que
actuara preferentemente sobre las células senescentes.
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En primer lugar se realizaron ensayos de viabilidad celular alamarBlue tras tratar las células
durante 30 minutos con AG parcialmente tamponado (pH=6) a concentracion 200 mM vy
concentraciones crecientes de quercetina, obteniéndose los siguientes resultados.
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Fig.12. Efecto de la de la quercetina sobre la viabilidad celular de un cultivo de fibroblastos
humanos tratados con &cido glicdlico 200 mM parcialmente tamponado (pH=6). Las barras de error
representan la desviacion estandar de la media (n=16 por grupo). Un asterisco (*) indica la existencia

de diferencias significativas respecto al control ([acido glicélico]=200 mM,, [quercetina]=0) con un
nivel de significacion de 0,05.

Se utilizd AG parcialmente tamponado con un pH intermedio entre 4 y 7, testados previamente
(figura 10) con el objetivo de encontrar un tratamiento que supusiera un fuerte estrés para las células
sin matar a un porcentaje tan alto como lo hacian las soluciones de pH cercano a 4. Se obtuvo el efecto
deseado observandose una viabilidad celular de en torno al 45% tras el tratamiento con AG
parcialmente tamponado (figura 12).

En cuanto a la quercetina, debido a sus propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antitromboticas, antialérgicas, antitumorales y antioxidantes, numerosos autores han estudiado sus
numerosos efectos farmacolégicos: reducir la oxidacion y generacion de radicales libres, disminuir el
riesgo cardiovascular, obtener beneficios dermatologicos, hematoldgicos, Opticos... (35) Sin embargo,
lo que se busca en este trabajo es estudiar su posible aplicacién como peeling por lo que interesa testar
dosis que tengan un efecto toxico sobre los fibroblastos.

No se encontré ninguna referencia bibliografica sobre la utilizacion de dosis tdxicas de
quercetina en fibroblastos, pero si trabajos de diversos autores que la han utilizado como protector a
dosis mas bajas. Cabe destacar el estudio realizado por Maramaldi y cols. en 2016, en el que se evalud
la capacidad de la quercetina para reducir el dafio inducido en la piel por diferentes estimulos,
incluyendo el contacto con AG. Sus resultados mostraron que el tratamiento con quercetina 1% crema
2 mg/cm? era capaz de reducir el enrojecimiento, picazén e inflamacion de la piel dafiada previamente
por contacto con AG, ademas de ayudar a restaurar la funcién de barrera cutanea, aumentar la
hidratacion y reducir la pérdida de agua. (36)

Finalmente, con el objetivo de observar posibles diferencias entre el efecto producido por el AG
independientemente, y por el nuevo sistema de peeling propuesto se analizé por citometria de imagen
el tipo de muerte celular inducida en cada caso.
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Fig.13. Tipos de muerte celular inducida por el &cido glicolico parcialmente tamponado (pH=6) y la quercetina sobre
cultivo de fibroblastos humanos. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media (n=3 por grupo). Un
asterisco negro (*) indica la existencia de diferencias significativas respecto al control con un nivel de significacion de 0,05.

Un asterisco rojo (*) indica la existencia de diferencias significativas respecto al tratamiento con acido glicélico con un

nivel de significacién de 0,05.

Los resultados obtenidos por citometria (figura 13) indican que el tratamiento de AG
parcialmente tamponado mata esencialmente por necrosis, como cabia esperar pues el pH acido
desnaturaliza las proteinas de membrana, se desestabilizan las membranas y las células mueren por
necrosis. Al complementar el tratamiento con altas dosis de quercetina aumenta significativamente el
porcentaje de células apoptéticas tempranas y disminuyen los de células necréticas y necroptaticas. El
aumento de células apoptoticas tempranas sugiere que la quercetina a altas dosis podria activar alguna
ruta de las caspasas que desencadenan la apoptosis. En cuanto a la disminucion de células necréticas y
necroptaticas, asi como el aumento de viabilidad celular observado para el tratamiento de AG +
quercetina (200 uM) en la figura 12, podrian explicarse por el efecto protector de la quercetina
descrito en la literatura, aunque, como ya se ha comentado, en este trabajo se han utilizado dosis
toxicas, no como en los estudios en los que se ha observado dicho efecto protector.

Hemos visto que un tratamiento combinado de AG y quercetina tiene un efecto notablemente
diferente sobre fibroblastos en cultivo, tanto sobre la viabilidad celular como sobre el tipo de muerte
inducida, al de un tratamiento con s6lo AG. Sin embargo, habria que continuar investigando para
comprobar si la quercetina tendria en estos tratamientos mixtos la actividad senolitica que se le
atribuye en la literatura, y si por lo tanto, el nuevo sistema de peeling propuesto podria ser una mejor
opcidn que los tratamientos actuales, al actuar sobre las células senescentes y conservando las jovenes.
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CONCLUSIONES

La capacidad de los tratamientos de AG para promover la exfoliacion cutdnea es debida
principalmente a la gran acidez y la elevada presion osmética de las soluciones empleadas.

No existe una dosis letal 50 (DL50) del AG tamponado sobre cultivo de fibroblastos humanos
para un tratamiento de 30 minutos, pues no se observa mortalidad hasta que las
concentraciones son tan elevadas que tienen un efecto toxico por hiperosmolaridad.

Un tratamiento de 30 minutos con AG parcialmente tamponado (pH=6) desciende la
viabilidad celular de un cultivo de fibroblastos humanos en torno al 45%. Al afadir al
tratamiento quercetina a concentracion 200 UM, se reduce la mortalidad (viabilidad en torno al
58%). Sin embargo, al aumentar la dosis de quercetina a 400 y 600 uM la mortalidad vuelve a
ascender.

El principal tipo de muerte celular que induce el AG parcialmente tamponado (pH~6) sobre
los fibroblastos humanos en cultivo es la necrosis. Al combinar el tratamiento de AG con altas
dosis de quercetina (200-600 puM) disminuye significativamente el porcentaje de células
necrdticas y aumenta de forma dosis dependiente el porcentaje de células apoptéticas
tempranas.

Los resultados obtenidos sugieren que la utilizacién mixta de AG, como estresante celular, y

quercetina, como agente senolitico, podria ser una mejor opcién que los tratamientos actuales,
pero habria que continuar investigando para comprobarlo.

21|Pagina






CONCLUSIONS

The ability of GA treatments to promote cutaneous exfoliation is due mainly to the great
acidity and elevated osmotic pressure of the used solutions.

There exists no median lethal dose (LD50) of neutralised GA on the human fibroblasts in
culture for a 30 minute treatment, as no mortality is observed until the concentration used is
high and has a toxic effect by hyperosmolarity.

A 30 minute treatment with partially neutralised GA (pH~6) decreases cellular viability on a
human fibroblast culture to approximately 45%. When quercetin is added to the treatment at a
concentration of 200uM, mortality drops (the viability is approximately 58%). However, when
quercetin concentration is increased to 400 and 600 M mortality rises again.

The main type of cellular death induced by partially neutralised GA (pH=6) upon human
fibroblasts is necrosis. When GA treatment is combined with high concentrations of quercetin
(200-600 uM), the percentage of necrotic cells drops significantly, whereas the percentage of
early apoptotic cells increases in a dose-dependent manner.

The results obtained suggest that the combined use of AG, as a cellular stress factor, and

guercetin, as a senolytic agent, may be a better option than current treatments, but further
research is necessary to reach a conclusion.
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